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Résumé

L’esca est une maladie cryptogamique de la vigne, dans laguelle cing champignons sont
impliqués: Stereum hirsutum, Eutypa lata, Phaeoacremonium aleophilum, Phaeoacremonium
chlamydosporum, et Fomitiporia punctata. Cette maladie est une des plus graves que subit la vigne.
En effet, ces champignons s attaquent directement a la charpente du cep. Elle endommage non
seulement les récoltes mais aussi |I’encépagement du vignoble. Le traitement des ceps par I’ arsenite
de sodium est le seul moyen de lutte efficace. Cependant, sa toxicité pour |I'homme et
I’environnement est a I’ origine de son interdiction dans de plus en plus de pays. Nous assistons
donc a une recrudescence de cette maladie.

Le but de ce traval a été d'identifier les métabolites secondaires produits par
Phaeoacremonium aleophilum, Phaeoacremonium chlamydosporum, et Fomitiporia punctata;
d évaluer leur toxicité a |’aide de biotest ; et enfin d’ éudier des extraits de matériel végétal infecté
afin de déterminer si ces composés fongiques étaient présentsin vivo.

L’ étude des milieux de culture artificiels de Phaeoacremonium chlamydosporum a permis
d identifier 11 métabolites secondaires, dont un est un nouveau produit naturel : I'acide 4-hydroxy-
3-(3-méthyl-but-2-ényloxy)-benzoique. De I'extrait des milieux de culture de Phaeoacremonium
aleophilum, nous avons pu identifier 7 métabolites secondaires. Et enfin, 6 produits ont été isolés
des milieux de culture de Fomitiporia punctata, dont un nouveau produit nature : la 2,2-diméthyl-
6-formyl-4-chromanone. Tous ces produits ont été identifiés soit a I'aide des techniques
spectroscopiques (RMN, UV, IR) et spectrométriques (EI-MS, DCI-MS, ESI-MS) classiques, soit
par GC-MS.

Quatre tests biologiques ont été réalisés: des tests sur plantules de tomate, des tests sur
carrés de feuille de vigne, des tests sur protoplastes de vigne et des tests sur cals de vigne. IIs ont
permis de mettre en évidence la toxicité de I'acide 3-phényl-lactique (5), I'acide 4-hydroxy-
benzoique (1), du 4-hydroxy-benzaldéhyde (2), et du tyrosol (4) vis a vis des cellules de la plante
hote.

La recherche des métabolites dans des extraits de matériel végéta infecté et sain a été
effectuée par LC-ESI-MS'. Cette étude a permis de montrer que I’ acide 3-phényl-lactique (5) était
présent dans les extraits de feuilles présentant des symptomes. L’ acide 4-hydroxy-benzoique (1) et
le 4-hydroxy-benzaldéhyde (2) ont été détectés dans les extraits de bois infecté et de bois sain, de
feuilles malades et de feuilles saines. Enfin, la présence de 1-O-méthyl-émodine (9) dans des
extraits de bois malade a pu étre mise en évidence. Aucun métabolite n’a pu étre retrouvé dans les
extraits de seve.

La présence specifique de I'acide 3-phényl-lactique dans les feuilles présentant des
symptdmes ainsi que son activité toxique vis a vis des protoplastes et des cals de vigne suggére que
ce métabolite est impliqué dans la maladie.



Summary

Esca is a cryptogamic disease in which five fungi are implied: Stereum hirsutum, Eutypa
lata, Phaeoacremonium aleophilum, Phaeoacremonium chlamydosporum and Fomitiporia
punctata. The pathogens destroy directly the trunk of old vines, causing important economic losses.
Only the use of sodium arsenite reduces the damages caused by those fungi. Toxic for the
environment, that treatment is banned progressively throughout the world. Therefore, a spreading of
the disease has been noticed.

The aim of this study has been to identify the secondary metabolites produced by
Phaeoacremonium aleophilum, Phaeoacremonium chlamydosporum and Fomitiporia punctata. The
toxicity of those compounds was then evaluated using four bioassays. Eventually, a study of some
infected vegetal material was carried on to determine if those molecules were produced in vivo.

11 metabolites were identified in the culture media of Phaeoacremonium chlamydosporum,
among which 4-hydroxy-3-(3-methylbut-2-enyloxy)-benzoic acid, a new natural product. In the
culture media of Phaeoacremonium aleophilum, 7 compounds were identified. And 6 metabolites
were characterized in the culture media of Fomitiporia punctata, among which 2,2-diméthyl-6-
formyl-4-chromanone, a new natural product. All those compounds were identified using either
gpectroscopic (RMN, UV, IR) and spectrometric (EI-MS, DCI-MS, ESI-MS) techniques or GC-
MS.

Four bio-assays were realized: one on tomato plants, an other on vine leaves, a third on vine
protoplasts, and the last on callus of vine. The results show the toxicity towards vine cells of 3-
phenyl-lactic acid (5), 4-hydroxy-benzoic acid (1), 4-hydroxy-benzaldehyde (2), and tyrosol (4).

The investigation of the infected vegetal material was done by LC-ESI-MS". This study has
revealed that 3-phenyl-lactic acid (5) is present in the infected leaves extracts. 4-hydroxy-benzoic
acid (1) and 4-hydroxy-benzaldehyde (2) were detected in the infected wood and the infected leaves
but also in the sane ones. 1-O-methyl-emodin (9) could be found specifically in one infected wood
extract. No metabolite was detected in the extracts of rising sap.

The specific presence of 3-phenyl-lactic acid in the infected leaves, and its toxic activity
towards the protoplasts and callus of vine, indicate that this metabolite might be implied in the
disease.
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Introduction 1

Chapitrel

Introduction

|.1- Les maladies cryptogamiques de la vigne

Les champignons sont de minuscules organismes (souvent méme microscopiques) ne
possédant ni chlorophylle ni tissus conducteurs [1]. La plupart des 100000 espéces connues de
mycétes sont saprophytiques, aidant a la décomposition de la matiére organique morte sur laquelle
ils vivent. Cependant, plus de 8000 especes de champignons peuvent générer des pathologies chez
les plantes. Ces agents pathogéenes sont responsables de la majorité des maladies des plantes [2]. Ils
peuvent provoquer des nécroses locales ou complétes des tissus de leur hote, une hypoplasie (retard
dans le développement des organes de la plante, ou de la plante entiére), ou une hyperplasie
(croissance accrue de parties ou totalité de la plante). Aing, la détérioration des plantes cultivées
génere un probleme économique important, qui S accroit rapidement en absence de traitement.

La vigne est une plante sensible & de nombreux cryptogames. La plupart des agents
pathogenes attaquent les parties vertes de la plante et/ou les baies, c’'est le cas de:

- Uncinula necator : responsable de I’ oidium.

- Plasmodora viticola : responsable du mildiou.

- Elsinoe ampelina : responsable de I’ anthracnose.

- Guignardia bidwelli : responsable du black rot.

- Botrytiscinerea : responsable de la pourriture grise.

Deux maladies ont des incidences encore plus graves sur le vignoble. 11 s'agit de |’ eutypiose
et de I'esca. En effet, les champignons responsables de ces maladies s attaguent directement a la
charpente des souches dont ils provoquent la mort a plus ou moins bréve échéance. |l en résulte une
diminution progressive de I’encépagement du vignoble. Ces deux maladies provoquent donc non
seulement une diminution de récolte sur plusieurs années, mais aussi des frais de replantation.

Avec I'interdiction progressive du seul traitement chimique efficace contre I'esca, cette
maladie pourrait devenir, dans un proche avenir, le probleme phytosanitaire le plus important du
vignoble [3].
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|.2- L' esca
|.2.1-Description de la maladie

L’esca peut se manifester sous deux formes: une forme lente ou une forme foudroyante
encore appelée apoplexie.

[.2.1.1- Formelente

La forme lente est la plus fréguemment rencontrée au vignoble. Les premiers symptémes
sont visibles apres la floraison et se poursuivent tout au long de I’ é&é. Plusieurs semaines, mois ou
années peuvent s écouler avant qu'un cep atteint ne meure. |l arrive qu’'un cep présentant les
symptomes de la maladie une année, paraisse sain |I’année suivante. Cependant, il n’en reste pas
moins condamné a une mort certaine.

Enfin, un pied de vigne contaminé n’'arbore pas forcément I'ensemble des symptémes qui
vont étre décrits.

1.2.1.1.1- SymptOdmes sur les organesverts

Une des premieres indications de la maladie, au printemps, est le retard et la faible
croissance des jeunes pousses, ce qui perturbe leur lignification.

La détérioration du feuillage commence par la partie inférieure des sarments [4]. Les
extrémités du limbe se dessechent. Puis des taches jaunétres ou rougeétres apparaissent entre les
nervures, coalescent, et deviennent nécrotiques (photo 1.1). Finalement, seules quelques bandes de
tissu non affecté subsistent.

Photo 1.1 : Symptémes foliaires de I" esca (photo
réalisée par Dubos et al)

Des symptomes sur les baies peuvent apparaitre. |Is ont surtout été observés en Italie [5, 6]
et en Cdlifornie [7], expliquant le nom donné a la maladie outre-Atlantique : « black measles ». Ils
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se caractérisent par de petites taches marron, violet ou pourpre sur la peau des baies (photo 1.2). Ces
taches résultent de la mort de cellules de I'épiderme et de I'hypoderme proches de la partie
terminale d’ un vaisseau du xyléme. Mais elles ne se propagent pas dans les tissus sous-jacents [8].

Photo 1.2 : Symptomes de I’ esca (ou « black-measles ») sur les baies [8]

1.2.1.1.2- Symptébmes al’intérieur du tronc et des branches principales

Les coupes transversales et longitudinales d’ un tronc de cep contaminé, mettent en évidence
la présence de deux nécroses caractéristiques : une centrale (photo 1.3) et une sectoriélle (photo 1.4).
Elles prennent naissance au niveau des plaies de taille et s éendent ensuite a I’ intérieur du tronc de
part et d autre de leur point d’ origine.

La nécrose centrale peut étre subdivisée en trois zones:

- Une premiére zone, au centre du tronc, est constituée de tissus de bois changés en
une masse spongieuse et friable, de couleur claire, semblable & 1’amadou. Elle est
observable surtout chez les plants de vigne de plus de huit ans.

- Ladeuxiéme zone est un liseré de couleur noir qui entoure la premiére zone et la
sépare de latroisiéme.

- Latroiseme zone est caractérisée par une bande dure de bois de couleur brun
rose.

Photo I.3 : Coupe transversale de tronc de cep atteint d'esca
présentant la nécrose centrale (photo réalisée par Dubos et al)
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La nécrose sectorielle présente deux zones distinctes: une zone brune a consistance dure
délimitant une zone claire et tendre.

Photo I.4 : Coupe transversale de tronc de cep atteint d'esca
présentant la nécrose sectorielle

1.2.1.2- Formefoudroyante : « I’ apoplexie »

Cette forme de la maladie se manifeste par un dessechement rapide des feuilles, baies et
jeunes pousses d'un cep. Des coupes longitudinales et transversales du tronc mettent en évidence
les nécroses caractéristiques déja décrites pour la forme lente.

Elle se produit en été a la suite de périodes de chaleurs importantes précédées de fortes
pluies.

|.2.2- Etiologie de |’ esca - Historique

Les recherches menées sur les causes de I'esca ont abouti a I'implication de plusieurs
mycetes. Leur nombre et leur genre ont cependant changé au cours du siecle. L’ étiologie de cette
maladie reste trés discutée.

En 1909, Vinet reportait I identification de deux champignons présents sur des ceps atteints :
Polyporus versicolor et Sereum hirsutum [9]. Pour Rives, en 1921, Sereum hirsutum était
responsable de I'apparition de matiéres gommeuses dans les fibres ligneuses et les cellules des
rayons médullaires, induisant ainsi la désagrégation des tissus [10]. En 1922, Gard indiquait que le
Polyporus igniarius isolé par Ravaz correspondait au Fomesigniarius (L.) Fries [11]. Bachala, en
1926, attribuait la maladie a trois champignons : Polyporus igniarius, Polyporus fulvius et Sereum
hirsutum [12]. Cette période S achevait par les travaux de Viala qui mentionnait |’ observation d’ une
espéce ou sous-espece dérivee de Stereum hirsutum, le Stereum necator Viala[13].

En 1959, Chiarappa mettait en évidence la relation qui existe entre la dégradation du bois de
vigne et la maladie appelée « black-measles » [7]. Il indiquait la présence de Fomes igniarius et
d’un Cephalosporium sp dans la zone brune bordant I'amadou. Son étude permettait également de
montrer que le Stereum necator isolé par Viaa, n’était en fait que le mycélium de Fomes igniarius.
D’autre part, cet auteur entreprit une éude de la pathogénicité des différents champignons
impliqués. 1l fut incapable d’induire in vitro ou in vivo la nécrose typique du bois a I'aide de
Sereum hirsutum, ce qui I’amena a conclure que ce champignon était saprophyte. |l mentionnait
également que Fomes igniarius était un des plus destructeurs des champignons de la pourriture
blanche, capable de détruire le duramen et I'aubier. Son étude du Cephalosporium sp. montra que
ce champignon pouvait se déplacer librement dans le bois sain, et était responsable de la coloration
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brune du bois. Ensuite, il réalisa une éude des différentes enzymes oxydatives extracellulaires
produites par ces différents champignons. Ce travail permit de montrer que Fomes igniarius est un
grand producteur de peroxydases, enzymes impliquées dans la décomposition de la lignine.

En 1976, Hawksworth réexamina le Cephalosporium sp. isolé par Chiarappa, et indiqua
gu’il était proche de Phialophora parasitica, mais pourrait bien constituer une nouvelle espéece [14].
D’autre part, Galet, en 1977, signaait que Polyporus (Fomes) igniarius avait été rebaptisé Phellinus
igniarius (L. Fr.) Patouillard [15].

En 1987 et 1988, une nouvelle période est amorcée avec les travaux de Dubos et Minervini.
Ils révélent que deux champignons sont principalement retrouvés dans la nécrose typique de I’ esca
(amadou) : Phellinus sp. e Sereum hirsutum [3, 168]. Eutypa lata, champignon responsable de
I’ eutypiose, une autre maladie de la vigne, est isolé des nécroses de consistance dure et de couleur
brun-chamois. Enfin, deux especes de Cephal osporium sont le plus fréquemment présentes dans les
nécroses brunes de consistance dure [3].

Les études de Gams sur les Cephal osporium isolés par Chiarappa et Dubos, menéerent a la
création d’'un nouveau genre d hyphomycetes, les Phaeoacremonium, genre morphologiquement
intermédiaire entre les Acremonium et les Phialophora [16]. Il décrivit quatre espéces de
Phaeoacremonium isolées de tiges et racines de Vitis vinifera :

2  Phaeoacremonium aleophilum : espéce trouvée en Italie et Y ougosavie

2  Phaeoacremonium angustius : espece isolée en Californie et en Argentine

2  Phaeoacremonium chlamydosporum : espece isolée en Italie, en Afrique du Sud, et
en Californie

2  Phaeoacremonium inflatipes : espéce trouvée en Cdlifornie

L’ étude de 309 ceps de vignes atteints d’ esca par Dubos en 1997 a permis d’ établir que cing
champignons semblaient impliqués dans la maladie [17] :

2 Sereum hirsutum et Phellinus punctatus : isolés de la nécrose typique de I'esca
(amadou)

2 Phaeoacremonium aleophilum et Phaeoacremonium chlamydosporum: présents
dans les zones bordant le bois dégradé

2 Eutypalata: isolé de la nécrose sectorielle de consistance molle

Les tests de pathogénicité réalisés sur ces champignons montrérent qu’ aucun était capable
de reproduire I'ensemble des symptdmes de I'esca, suggérant que la maladie était le résultat de
I’ action de chacun de ces mycetes.

Enfin, en 1999, Mugnai signalait que la pourriture blanche du bois de vigne était rarement
associée a la présence de Sereum hirsutum, mais a Fomitiporia punctata (anciennement hommé
Phellinus punctatus, cf. Schémal.1) [8].
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POl)Eg/OfLé? \j{grosgl;):d or Gard 1922 Fomes |gn|ar| us Galet 1977 > Phellinus |gn|ar| us (L Fr)
n

Patouillard
1959~ Dubos|1997
Chiarappa

Stereum necator Phellinus punctatus

(Viaa 1928) .
Mugnai
1999

Fomitiporia punctata

Schémal.1 : Récapitulatif de I’ évolution de lataxonomie
de Fomitiporia punctata

1.2.3- Moyensde lutte
1.2.3.1- M esures prophylactiques

Afin de limiter I’extension de la maladie, plusieurs mesures prophylactiques doivent étre
respectées[8].

Tout d'abord, il convient d’éviter les grosses plaies de taille et les blessures qui constituent
d importantes zones de contamination. Toute blessure devrait étre enduite d’ un vernis cicatrisant ou
d'une préparation contenant un fongicide a large spectre d’action (par exemple a base de cuivre).
Lors de la taille, les outils doivent étre plongés aprés chaque opération dans une solution
désinfectante (formol, sulfate de cuivre, etc...). Il convient de tailler les ceps apparemment sains
avant les autres.

Les ceps foudroyés par la maladie doivent étre arrachés, puis brilés avec les résidus de la
taille, afin de diminuer les sources d’' inoculum.

Enfin, apres des gelées sévéres, il convient de traiter rapidement les vignes avec des
fongicides.

1.2.3.2- Lecuretage

Le curetage est un procédé chirurgical oriental tres ancien. Il consiste a enlever la partie du
bois transformée en amadou [18, 19, 20] et a goudronner les plaies.

Ce procédé demande beaucoup de mains-d’ ceuvre et doit étre répété chaque année. |l ne
permet pas d arréter le développement des parasites, mais juste de ralentir leur progression dans les
tissus du bois.

|.2.3.3- La dessiccation

La dessiccation est une technique traditionnelle employée par des vignerons grecs de
I’ Attique et du Péloponnése [20]. Elle consiste a cureter le tronc puis a le maintenir a I'air en
placant une pierre au niveau de la fente. Cette technique permet de ralentir la maladie, mais ne la
supprime pas.
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|.2.3.4- M éthode de lutte chimique

Cette méthode s avére trés efficace. Elle consiste a badigeonner le tronc et les branches
principales avec une solution d’ arsénite de sodium (12,5 g.I™"). Les traitements doivent étre réalisés
consecutivement deux années de suite, deux semaines au moins aprés la taille, et deux a trois
semaines au plus tard avant le débourrement pour éviter tout risque d accident végétatif. Ils
peuvent étre suspendus la troisieme et la quatrieme année, mais doivent étre répétés les deux années
suivantes.

Cependant, la toxicité de I’ arsénite de sodium vis a vis de I'homme et de I’ environnement, a
conduit I'ltalie, I’Allemagne et la Grece a interdire son utilisation. Dans ces pays, une
recrudescence de la maladie a pu étre constatée, en particulier dans les vignobles italiens.

|.3- Brown-wood streaking (Black-goo ou Slow dieback of grapevines)
1.3.1- Historique

Cette maladie a été décrite en Afrique du Sud par Ferreira en 1994, sous le nom de «slow
dieback ». [21] Cet auteur isola, de ceps infectés, un champignon proche de Phialophora parasitica,
mais présentant des différences morphologiques avec ce dernier. Ce champignon a ensuite été
identifié comme étant Phaeoacremonium chlamydosporum. [14, 16]

En 1995, Morton mentionna la présence d’un syndrome similaire a celui observé en Afrique du
Sud, qu'elle appela «black-goo » [22]. En 1998, Gubler proposa un nouveau nom pour cette
maladie: « Phaeoacremonium grapevine decline». Cet auteur isola trois especes de
Phaeoacremonium de jeunes ceps dépérissant: Phaeoacremonium  chlamydosporum,
Phaeoacremonium aleophilum et Phaeoacremonium inflatipes [23, 24].

|.3.2- Description de la maladie

Contrairement a I’ esca, ce syndrome affecte essentiellement les jeunes vignes agéesde 1 a7
ans. || provoque un lent (quelque fois méme soudain) dépérissement des plants infectés et un retard
important de leur croissance.

Les feuilles d'un cep atteint jaunissent, s'enroulent et présentent des nécroses ponctuelles
[22].

Les symptdmes observables a I'intérieur du cep sont des bandes longitudinales de bois
décoloré en brun foncé/noir, qui apparaissent sous forme de points noirs en coupe transversale.
Elles sont accompagnées d’ une « gommose » abondante produite par les cellules parenchymateuses
associées aux vaisseaux du xyléme. Ces bandes de bois décoloré prennent naissance soit au niveau
des plaies de taille, soit au niveau de la zone greffée. Elles peuvent s étendre profondément dans le
tronc et se propager jusgu’ aux racines.

1.3.3- Originede la maladie

Les différentes recherches entreprises sur le black-goo ont abouti a I'établissement de deux
hypothéses quant a son origine.

Phaeoacremonium chlamydosporum a été isolé de nombreuses boutures de vigne possédant des
racines, et utilisées par les pépiniéristes pour fournir de nouveaux ceps [25]. Par conséquent, ce
champignon serait déja présent sur les plants meres ou entrerait par les plaies réalisées lors du
processus de préparation et de conservation des boutures.
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D’autre part, Phaeoacremonium chlamydosporum produit des chlamydospores. Ces spores,
présentes dans le sol, pourraient étre capables de pénétrer dans la plante par ses racines.
|.4- Présentation des champignons étudiés
|.4.1- Phaeoacremonium aleophilum

Phaeoacremonium aleophilum (photo 1.5) est un ascomycete appartenant a la famille des
hyphomycetes.

Photo 1.5 : Mycélium de Phaeoacremonium al eophilum
sur PDA

Son mycélium est constitué d hyphes ramifiés et cloisonnés de couleur brun clair dont le
diamétre varie de 1.5 a 3 nm [16]. Ces hyphes sont soit simples, soit accolés les uns aux autres en
brins (jusqu’a 10 hyphes accolés par brin).

Ce champignon ne présente pas de chlamydospores. Ses conidiophores émergent des
hyphes. |Is sont souvent réduits a quelques cellules conidiogénes présentant rarement un ou deux
septa. La taille des conidiophores varie de 4 a 40 mm de longueur sur 2 a 3 nm de largeur. Les
conidies se regroupent en rond a I’ extrémité des cellules conidiogénes (figure 1.1).

Figurel.l: Conidies, conidiphores et cellules conidiogénes
de Phaeoacremonium aleophilum [16].
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Une des particularités de ce champignon est de croitre a des températures élevées
(température optimale de croissance : 35 °C [16]).

Phaeoacremonium aleophilum est tres fréquemment isolé du liseré noir et du bois décoloré
en brun-rouge qui bordent la zone de bois dégradé en amadou.

Des tests de pathogénicité ont été menés sur ce champignon tout d abord par Dubos, puis
par Mugnai. L’inoculation de Phaeoacremonium aleophilum a des jeunes plants de vigne aboutit a
I’obtention d’une nécrose sectorielle de couleur brune et de consistance molle, lors des premiers
tests. Par contre, lestests réalisés par Mugnai menerent al’ obtention de bandes de bois décolorés en
brun foncé-rouge, s étendant vers le haut et vers le bas, de part et d' autre du point d’inoculation.
L’ observation au microscope de ces zones de bois révélérent la présence de substances gommeuses
dans la lumiére des vaisseaux du xyléme et une tylose.

Ces tests indiquent que ce mycéte est capable de coloniser des tissus de bois vivants.

D’autre part, des tests enzymatiques réalisés in vitro montrent que Phaeoacremonium
aleophilum présente une forte activité hydrolytique vis a vis de I'amidon. Ce champignon est
également capable de dégrader la cellulose par production dendo-1,4-b-glucanase et de
b-glycosidase [§].

|.4.2- Phaeoacremonium chlamydosporum

Phaeoacremonium chlamydosporum (photo 1.6) est un ascomycete appartenant a la famille
des hyphomyceétes. Des études entreprises par Dupont sur les especes de Phaeoacremonium isolés
de la vigne, montrent que Phaeoacremonium chlamydosporum semble plus proche de Phialophora
verrucosa que de Phaeoacremonium aleophilum ou Phaeoacremonium parasiticum.
Phaeoacremonium chlamydosporum devrait donc étre déplacé vers un autre genre [26].

L

Photo 1.6 : Mycélium de Phaeoacremonium chlamydosporum
sur PDA

Le mycélium de Phaeoacremonium chlamydosporum est constitué d’hyphes ramifiés et
cloisonnés de couleur vert-brun. Ces hyphes peuvent étre soit simples, soit accolés les uns aux
autres en brins (jusqu’a 10 hyphes par brin). Leur diamétre varie de 2 a 4 mm. Ce champignon
présente beaucoup ou peu de chlamydospores suivant les souches. Les conidiophores émergent des
hyphes et comportent un atrois septa. Leur taille varie de 12 a 40 nm de longueur sur 1.5 a4 nmde
largeur. Les conidies se regroupent en rond a I’ extrémité des cellules conidiogenes (figure 1.2).
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Figurel.2: Conidies, conidiophores et cellules conidiogénes
de Phaeoacremonium chlamydosporum [16].

Phaeoacremonium chlamydosporum est trés fréquemment isolé des zones noires de bois et
des zones décolorées brun-rouge qui bordent la nécrose centrale friable. Les tests de pathogénicité
réalisés par Dubos sur ce champignon montrent qu’il induit une nécrose brun-foncé. Quant a ceux
de Mugnai, ils indiquent que Phaeoacremonium chlamydosporum provoque la formation de bandes
de bois décolorées en brun foncé-rouge s étendant vers le haut et vers le bas, de part et d autre du
point d’ inoculation.

Cestests révélent que le champignon est capable de coloniser des tissus de bois vivants.

D’autre part, des tests enzymatiques réalisés in vitro montrent que Phaeoacremonium
chlamydosporum présente une forte activité hydrolytique vis a vis de I'amidon. Ce champignon est
également capable de dégrader la cellulose par production dendo-1,4-b-glucanase et de
b-glycosidase [§].

|.4.3- Fomitiporia punctata (Fr.) Murrill

Fomitiporia punctata (photo 1.7) est un champignon appartenant a I’embranchement des
basidiomycetes. |l fait partie de la famille des Polyporaceae.

Les basidiocarpes de Fomitiporia punctata sont rarement observés sur des troncs vivants de
ceps atteints.

Photo |.7 : Mycélium de Fomitiporia punctata sur PDA
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Ce champignon est trés fréquemment présent dans la nécrose typique de I'esca de
consistance molle (amadou).

Les premiers tests de pathogénicité réalisés par Dubos montrérent que Fomitiporia punctata
induisait la formation de bandes brunes dans le xyléme présent au moment de I’'inoculation. Ces
tests avaient été effectués sur des troncs de « Cabernet Sauvignon » agés de un an, qui éaient
enracinés puis maintenus six Mois en serre ou treize mois al’ extérieur.

Les tests entrepris par Chiarappa sur des ceps agés de sept ans, inoculés et laissés huit ans
en culture au vignoble, aboutirent a1’ obtention de bois nécrose friable typique de I’ esca. Le résultat
de ce test montra également que ce champignon était capable de coloniser des vignes relativement
jeunes sans I’ aide de « parasite précurseur ».

L’'étude des enzymes extracellulaires produites par ce champignon montrérent que
Fomitiporia punctata était incapable d’hydrolyser I'amidon. Par contre, ce mycéte possede des
activités endo-1,4-b-glucanase et b-glucosidase lui permettant de dégrader la cellulose. Ce
champignon possede également toutes les enzymes nécessaires a la formation de la pourriture
blanche par dégradation de la lignine: phénol oxydase, peroxydase et laccase [7, 8, 27].
Fomitiporia punctata est le seul des champignons inféodés au syndrome de I’ esca a présenter une
activité laccase.

| .5- Résultats antérieurs

|.5.1- Etude d’ Eutypa lata

Eutypa lata est un ascomycéte responsable de I’ eutypiose, autre maladie grave de la vigne.
Les études menées sur les milieux de culture de ce champignon ont abouti a I'isolement et la
caractérisation d'un grand nombre de métabolites secondaires [28, 29], parmi lesquels une
phytotoxine : |’ eutypine.

CHO

AN
OH

Eutypine

La synthése de ce composé [30] a permis d’ obtenir des quantités suffisantes de produit pour
évaluer son activité vis a vis de cellules de la plante héte. Des tests réalisés sur protoplastes de
vigne révélérent I'importante toxicité de cette molécule.

La présence de ce composé a pu étre mise en évidence dans le bois malade, les tiges, les
inflorescences et la séve de cep infesté [31].

L’eutypine présente un caractere acide faible lié a son groupement hydroxyle, et un
caractére lipophile lié a la présence de la chaine acétylénique. Ceci lui permet de pénétrer
rapidement dans les cellules de Vitis vinifera par diffusion passive [32], et de s accumuler dans leur
cytoplasme ou €lle se trouve sous forme déprotonée.

Le mécanisme d'action de I'eutypine n'est pas encore bien établi, mais il a été montré
qu'elle découplait la phosphorylation oxydative réalisée au niveau de la membrane interne des
mitochondries [33]. La phosphorylation oxydative est un des mécanismes permettant de fournir de
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I’énergie a une cellule sous forme de molécules d’ ATP. Dans ces conditions, on peut penser que
I eutypine induit un ralentissement de I’ ensemble du métabolisme des cellules de vigne.

Dernierement il a été montré que les cellules de Vitis vinifera synthétisaient une enzyme
capable de détoxifier I’ eutypine [34]. Cette enzyme, appelée eutypine réductase, est une réductase
NADPH-dépendante. Elle transforme I’ eutypine en eutypinol. L’ activité de I’ eutypine semble donc
liée ala présence du groupement aldéhyde.

|.5.2- Etude de Stereum hirsutum
Sereum hirsutum est un basidiomycete isolé de la nécrose typique de I’ esca (amadou).
Les études menées sur les milieux de culture de ce champignon ont abouti al’isolement et la

caractérisation d'une dizaine de métabolites secondaires [35]. La synthése du stéréhirsutinal a
permis d’ établir précisément la structure de ce composé [36].

OH OH OH
CHO CH,OH CH,OH
A X X
OH — OH OMe
Frustulosine Frustulosinol M éthyl-frustulosinol

OH N OH
A CHO CHO
X X
OH OH
Stéréhirsutinal Stéréhirsutinol 2,5-dihydroxy-3-(3-méthyl-but-2-éne)
-6-(3-méthyl-but-3-éne-1-ynyl)-
benzaldéhyde
OH CH,OH
CH,
HO CO—oO CH,OH
COOMe
CH, OH
HO OH
Y
Orsellinate de méthyle Acide hirsutique

2,4-dihydroxy-6-méthyl benzoate de
[3',4"-dihydroxyméthyl-5'-hydroxy-6'
-(3-méthyl-but-2-ényl)-phényl]

Schéma 1.2 : Produits isolés de Stereum hirsutum
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Les études menées sur ces composés ont permis de montrer que le stéréhirsutina est une
toxine présente dans le bois malade [37]. Satoxicité vis a vis de cals de vigne est comparable a celle
de I’ eutypine.

L’eutypine réductase est capable de détoxifier cette molécule par réduction de son
groupement aldéhyde, de la méme fagon que pour I’ eutypine.

| .6- But du travail

L’objectif de ce travall a éé d'isoler et d identifier les métabolites secondaires produits
respectivement par Phaeoacremonium aleophilum, Phaeoacremonium chlamydosporum et
Fomitiporia punctata. Dans un deuxiéme temps, Nous avons soumis ces composes a des biotests
pour évaluer leur toxicité. La derniére étape a consisté a rechercher ces métabolites dans du matériel
végétal infesté afin de déterminer s'ils sont présentsin vivo.

D’ autre part, nous avons cherché a établir s'il existe une corrélation entre I’ agressivité d’ une
souche d'Eutypa lata et la quantité d’eutypine qu'elle produit. Pour cela, nous avons dosé
I” eutypine contenue dans des milieux de culture de souches d’ Eutypa lata plus ou moins agressives.
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Chapitrell

Milieux de culture

La croissance et le métabolisme d'un champignon dans un milieu de culture liquide
artificiel passent par différentes phases [38] :

- la phase équilibrée : a ce stade I'organisme croit de facon exponentielle en
consommant les nutriments essentiels a son développement. Peu de métabolites
secondaires sont produits. Cette phase S acheve par I'épuisement d’un élément
indispensable a la croissance du champignon (généralement de I’élément nitré
ou phosphoré du milieu).

- la phase de stockage: la masse cellulaire continue d augmenter par
accumulation d’acides gras, de stéroides et de carbohydrates. C'est a partir de
cette phase que la production de métabolites secondaires commence.

- la phase de maintenance: la biomasse est constante. La production de
métabolites secondaires se poursuit jusgu’ a I’ épuisement de la source de carbone
et le début du processus d’ autolyse.

Afin d obtenir des quantités maximales de métabolites secondaires, il nous faut déterminer
le temps apreés lequel le processus d’autolyse commence. Pour cela nous avons fait varier le temps
d incubation des champignons dans leur milieu de culture. Chacun des milieux était ensuite extrait
al’acétate d’ éthyle. Deux criteres ont été retenus pour déterminer la durée optimale de culture :

- lamasse d' extrait brut obtenu

- lacomposition qualitative de ces différents extraits (évaluée par HPLC)

I1.1- Phaeoacremonium chlamydosporum

Quatre souches de ce champignon ont été étudiées. La premiere, nommée PP, Fo;.5, vient de
Provence (France), d’'ou elle fat isolée en 1991. La deuxiéme, PP, SOgs, isolée en 1996, provient
d'une parcelle située a Morein (Pyrénées atlantiques, France). Latroisiéme, PP; COo, est issue de
Le Chay (Charentes maritimes, France) et fat isolée en 1996. Quant a la derniere, PP; SO,
également isolée en 1996, elle est originaire de Léognan (Gironde, France).
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Toutes ces souches furent purifiées et identifiées a la station de pathologie végétale de
I"Institut National de Recherche Agronomique (INRA) de Bordeaux, par le Dr Philippe Larignon.

Les extraits bruts des milieux de culture de ces quatre souches ont été chromatographiés par
HPLC, en utilisant le méme programme d’ élution (figure I1.1).

DAD1 A, Sig=254,4 Ref=590,20 (CHRIST~1\PP1\GILLES~1\BRUT2\BRUT2.D)

10 20 30 40 50 60 min

Figurell.1l: Chromatogramme HPLC d'un extrait brut de P. Chlamydosporum

[1.1.1- Culture sur milieu solide

Afin de stocker et de conserver les différentes souches, nous les repiquons tous les mois
dans des boites de Pétri sur une gélose de dextrose de pommes de terre (milieu PDA). Les boites
sont conservées dans une chambre climatisée a 25°C et a |’ obscurité. Dans ces conditions, il faut
six semaines pour que le champignon occupe une surface de 7 cm?.

[1.1.2- Culture en milieu liquide

Pour les cultures en milieu liquide, nous avons utilisé un milieu riche en glucose dérivé de
celui d'Eriksson et Petersson [39]. || se compose de:

Glucose monohydrate 12209
NH4H-PO,4 : 20 g
KH,PO, :10g
MgSOs, 7 H,O :50
Solution de selsminéraux ~ : 10 ml
Hzo 101

La solution de sels minéraux renferme les composés suivants :

CaCly, 1 H,O 749
ZnS0Oq, 7 HO :0.669g
MnSQOq, 4 H,O :05¢g
COClz, 6 H,O :0.1 g
FEC|3, 6 H-O :0.15ml
Acide citrique 10649
Thiamine :0.01g

H.O 11
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Dix litres de ce milieu sont répartis dans quarante erlenmeyers a chicane de 500 ml. Les
flacons sont ensuite obturés par un bouchon de coton hydrophile permettant la respiration, mais
empéchant |'entrée d éventuels micro-organismes contaminant. Le milieu est alors stérilisé par
autoclavage a 120°C pendant 15 minutes.

Pour procéder a I'inoculation, nous disposons les erlenmeyers sous un flux laminaire de
fagcon a ce gqu'ils restent en atmosphere stérile. Chaque flacon est inoculé par un quartier de
mycélium prélevé d’ une boite de Pétri.

Les cultures sont ensuite agitées uniformément & 120 tours par minute dans une salle
climatisée a 25°C et al’ obscurité.

11.1.3- Influence du temps de culture sur la masse d’extrait brut obtenue

Les cultures de Phaeoacremonium chlamydosporum ont été interrompues au bout de trois,
guatre ou cing semaines par filtration des milieux de culture sur célite. Le mycélium est détruit par
autoclavage, et le filtrat récupéré est extrait deux fois a I’ AcCOEt. Aprés séchage de la phase
organique sur MgSO, anhydre, évaporation du solvant et séchage une nuit sous vide de 107 bar, le
poids d’ extrait brut est déterminé.

Le graphe I1.1 présente I’évolution du poids moyen d’ extrait brut obtenu en fonction du
nombre de semaines de culture :

brut (en mg)

Poids moyen d'extrait

3 4 5
Nombre de semaines de culture

Graphell.1: Poids moyen extrait brut obtenu en fonction du nombre de semaines
de culture

Il apparait que la plus grande quantité de métabolites est présente au bout de trois semaines
de culture.

I1.1.4- Influence du temps de culture sur la diversité des métabolites sécrétés

Une analyse qualitative de la composition de chague extrait brut est réalisée par HPLC
couplée a un détecteur ultraviolet. Une séparation des constituants du mélange en fonction de leur
polarité est effectuée sur une colonne de silice en phase inversée de type RP-C18. Nous réalisons
I’élution a I'aide de méthanol et d’eau, en augmentant progressivement la teneur en méthanol
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(programme 1). Les chromatogrammes obtenus en fonction du temps de culture sont les suivants
(figuresil.2, 1.3 et 11.4) :

Figurell.2 : Chromatogramme HPLC d'un extrait brut de P. Chlamydosporum
obtenu apres 3 semaines de culture
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Figurell.3: Chromatogramme HPLC d'un extrait brut de P. Chlamydosporum
obtenu apres 4 semaines de culture
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Figurell.4 : Chromatogramme HPLC d'un extrait brut de P. Chlamydosporum
obtenu apreés 5 semaines de culture
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[1.1.5- Conclusion

Un biotest réalisé sur des plantules de tomate de la variété Bonny Best a permis de veérifier
la toxicité de tous ces extraits bruts.

L’ extrait brut des cultures de trois semaines est celui qui contient les plus grandes quantité
et variété de composés.

De ce fait, nous avons choisi de travailler dans un premier temps sur des cultures de cet age.
Puis nous avons étudié les milieux agés de quatre et cing semaines pour tenter d'isoler d’autres
métabolites que ceux trouvés dans les cultures de trois semaines.

I1.2- Phaeoacremonium aleophilum

Trois souches de ce champignon ont été étudiées. La premiere, appelée PP, (932040, provient
de Blanquefort (Gironde, France), et fut isolée en 1985. La deuxieme, PP, SO,,, est originaire de
Montbazillac (24) ou elle fut isolée en 1996. La derniére, PP, SO, isolée en 1996, est issue de
Léognan (Gironde, France).

Toutes ces souches ont également été identifiées et purifiées par le Dr Philippe Larignon de
I’INRA de Bordeaux.

[1.2.1- Culture sur milieu solide

Tout comme pour Phaeoacremonium chlamydosporum, nous procédons au repiquage des
souches de Phaeoacremonium aleophilum sur un milieu solide. Nous employons une gélose de
dextrose de pommes de terre coulée dans des boites de Pétri. Nous réalisons cette opération tous les
MoOis.

Phaeoacremonium aleophilum est un champignon sensible a la lumiére. Les boites de Pétri
inoculées sont donc directement transférées dans une chambre climatisée a 25°C, a |’ obscurité.
Cependant méme dans ces conditions, la croissance de ce champignon reste tres lente, beaucoup
plus lente que celle de Phaeoacremonium chlamydosporum.

[1.2.2- Culture en milieu liquide

Dans un premier temps, nous avons employé le milieu de culture dérivé d’Eriksson et
Petersson [39]. Chague erlenmeyer est inoculé par un morceau de mycélium prélevé dans une boite
de Pétri.

11.2.2.1- Influence du temps de culture sur la masse d’extrait brut obtenue

Les cultures sont arrétées en séparant le mycélium du milieu de culture par filtration sur
célite. Lefiltrat récupéré est alors extrait deux fois a I’ ACOEt. Apres séchage de la phase organique
sur MgSO; anhydre, et évaporation du solvant, le résidu est maintenu une nuit sous un vide de 107
bar. Lamasse d' extrait brut est ensuite déterminée.

Tout d'abord, nous avons interrompu la culture aprés quatre semaines d’incubation. A ce
stade, le mycélium s était tres peu développé, sous forme de filaments plats de 5 cm de long sur 0,5
cm de large. Les spores étaient peu abondantes. Le milieu de culture était jaunétre. La masse
d extrait brut récupéré ne dépassait pas les 80 mg pour 10 litres de milieu de culture, quantité
insuffisante pour notre étude.
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Nous avons ensuite allongé le temps de culture afin d’ essayer d’ augmenter la biomasse. Des
résultats similaires, non satisfaisants, ont été obtenus pour des temps de culture de cing, six, huit et
neuf semaines.

11.2.2.2- Influence du temps de culture sur la variété des métabolites sécrétés

Nous avons procédé de la méme facon que pour Phaeoacremonium chlamydosporum, en
utilisant les mémes conditions chromatographiques (colonne et programme d’ élution identiques).

Figurell.5: Chromatogramme HPLC d'un extrait brut de P. aleophilum obtenu
aprés 4 semaines de culture
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Figurell.6 : Chromatogramme HPLC d'un extrait brut de P. aleophilum obtenu
aprés 5 semaines de culture
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Figurell.7 : De haut en bas : Courant ionique total en ESI mode négatif, analogue
UV (254 nm) d'un extrait brut de 8 semaines de Phaeoacremonium aleophilum

De cette étude, il ressort que quel que soit le temps de culture, les métabolites présents sont
peu diversifiés au niveau de leur polarité.

[1.2.2.3- Conclusion

Le milieu dérivé de celui d Eriksson et Petersson ne permet pas d’obtenir des quantités
satisfaisantes d’ extrait brut pour notre étude. Nous avons donc cherché un milieu plus adapté.

D’autre part, I’ensemble de ces milieux de culture présente une toxicité vis a vis des plantules
de tomate.

I1.2.3- Recherched’un milieu adapté a la culture de Phaeoacremonium aleophilum

Notre but est disoler et didentifier les composés issus du métabolisme de
Phaeoacremonium aleophilum. Cette étude nécessite I'utilisation de milieux de culture de
composition simple. Tout milieu complexe, susceptible de comporter des composes instables,
devrait étre évité. En effet, ces produits peuvent se dégrader sans pour autant avoir été métabolisés
par le champignon.

Afin de répondre a ces exigences, nous avons conservé comme modéle le milieu dérivé
d Eriksson et Petersson. Il ne contient qu’un sucre (le glucose) et des sels minéraux a I’ état de
traces. Nous avons simplement substitué le glucose par d’ autres sucres a la méme concentration.
Sept sucres ont été testés : le maltose, le saccharose, le xylose, le mannose, le fructose, le galactose
et I'arabinose. Le pH de chaque milieu a été ensuite suivi régulierement (graphe 11.2).
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Graphell.2 : Evolution du pH des milieux de culture en fonction du temps

Des les premiers jours de culture, nous remarquons une baisse importante du pH. Ceci
témoigne d’ une importante production de composés acides.

Aprés trente trois jours de culture, le mycélium est devenu complétement noir (mélanisé).
Nous avons aors filtré les milieux. Le poids frais du mycélium récupéré pour chaque sucre a
ensuite été déterminé (graphe 11.3).

Poidsfrais de
mycélium (en g)

0000 PRk
OMHPRENHPP

Glucose
Maltose
Saccharose
Xylose
Mannose
Galactose
Arabinose .

Graphe 1.3 : Poids frais de mycélium (aprés 33 jours de culture) en fonction du
sucre utilisé dans le milieu de culture

Nous constatons que la croissance Phaeoacremonium aleophilum est meilleure lorsque I'on
utilise le glucose, ou mieux le saccharose, par rapport aux autres sucres testés. On peut expliquer
cette améioration par le fait que le saccharose est un disaccharide. Les champignons renferment
des glycosidases capables de rompre la liaison entre le glucose et le fructose. Aing,
Phaeoacremonium al eophilum dispose d’ une plus grande quantité de sucre pour se développer que
dans le cas des monosacharides testés. Cependant, le développement du mycélium reste faible et
insatisfaisant sur ce type de milieu.

Enfin, nous avons pu remarquer que tous ces milieux présentaient une toxicité vis a vis des
plantules de tomate.
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I1.3- Fomitiporia punctata

Une seule souche de ce champignon a été étudiée. Elle nous a été fournie par le Professeur
M. Minervini de I’ Institut de Pathologie Végétale de I’ Université de Milan.

[1.3.1- Culture sur milieu solide

La souche est repiquée tous les 3 a 4 semaines dans des boites de Pétri sur un milieu
congtitué d’ une gélose de dextrose de pommes de terre. Les boites sont ensuite transférées dans une
chambre climatisée a 25 °C et maintenues a |’ obscurité. Aprés 28 jours, le mycélium a recouvert
I’ensemble de la surface de la boite de Pétri.

[1.3.2- Culture en milieu liquide
Pour les cultures en milieu liquide, nous avons utilisé un milieu a base de carottes.

Dix litres de ce milieu sont répartis dans quarante erlenmeyers a chicane de 500 ml. Les
flacons sont ensuite obturés par un bouchon de coton hydrophile permettant la respiration, mais
empéchant |'entrée d éventuels micro-organismes contaminant. Le milieu est alors stérilisé par
autoclavage a 120°C pendant 15 minutes.

Pour procéder a I'inoculation, nous disposons les erlenmeyers sous un flux laminaire de
fagcon a ce gqu'ils restent en atmosphere stérile. Chaque flacon est inoculé par un quartier de
mycélium prélevé d’ une boite de Pétri.

Les cultures sont ensuite agitées uniformément a 120 tours par minute.

[1.3.3- Influence du milieu de culture sur la diversité des métabolites sécrétés

Une analyse qualitative de la composition de chague extrait brut est réalisée par HPLC
couplée a un détecteur ultraviolet. Une séparation des constituants du mélange en fonction de leur
polarité est effectuée sur une colonne de silice en phase inversée de type RP-C18. Nous réalisons
I’élution a I'aide de méthanol et d’eau, en augmentant progressivement la teneur en méthanol
(programme 1). Les chromatogrammes obtenus en fonction du temps de culture sont les suivants :
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Figurell.8 : Chromatogramme HPLC d’un extrait brut de 4 semaines de
Fomitiporia punctata
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Figurell.9 : Chromatogramme HPLC d’un extrait brut de 5 semaines de
Fomitiporia punctata

Nous avons également injecté un extrait du milieu a base de carottes non inoculé (figure

11.10).
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Figure1.10 : Chromatogramme HPLC d'un extrait de milieu & base de carottes
non inoculé

L’extrait de milieu de culture de 4 semaines de Fomitiporia punctata renferme la plus
grande diversité et quantité de métabolites. A 5 semaines de culture il semble que le champignon
soit entré dans la phase d’ autolyse. Nous avons donc effectué nos analyses sur des cultures agées de
4 semaines.

D’autre part, il apparéit que la plupart des métabolites des milieux de culture inoculés
résultent de la présence du champignon et non de la dégradation du milieu a base de carottes.
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Chapitrelll

| solement et identification des métabolites

[11.1- Phaeoacremonium chlamydosporum

[11.1.1- Procédure d’ extraction

Chacun des milieux de culture est filtré sur célite. Le filtrat est ensuite extrait a I’ acétate d’ éthyle
(figurelll.1).

Milieu de culture

Filtration sur Célite
Filtrat (pH = 5)
. Phase agueuse
Extraction AcOEt
1) NaOH
2) Extraction AcOEt
Extrait (280 mg)
Chromatographie t sur silice Extrait (10 mg)
Fractions
Séparation par HPL/ &-MS
Métabolites isolés Métabolites identifiés

Figurelll.1: procédure générale d’ extraction et de séparation des métabolites
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Les extraits bruts ainsi obtenus sont alors chromatographiés en HPLC sur phase inverse (RP-Cig,
7 nm, 4 mm, 25 cm) en utilisant un gradient croissant de méthanol dans I’eau (figure 111.2).

mal ] s

725

Figurelll.2: Chromatogramme HPLC d’un extrait brut de P. chlamydosporum

L’ extrait brut obtenu est fractionné par chromatographie sur gel de silice (70-200 mesh) avec un
gradient croissant d’acétate d’ éthyle dans I’ hexane. Toutes les fractions sont alors testées sur plantules de
tomate afin de déterminer leur activité toxique. Nous avons alors entrepris nos recherches sur les fractions
les plus toxiques.

[11.1.2- M étabolitesisolés et identifiés

Au total, 11 métabolites ont été isolés et identifiés des milieux de culture de P. chlamydosporum.
La structure de ces produits est présentée dans lafigure 111.3.
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Figurelll.3: Produits isolés des milieux de culture de Phaeoacremonium
chlamydosporum

[11.1.2.1- Identification de |’ acide 4-hydroxy-benzoique

Formule brute : C;HgO3
Poids moléculaire : 138.12 g.mol™
Masse de produit isolé: 1.4 mg

Analyse (Figureslll.4-111.6):

'H-RMN (400 MHz, Acétone-ds) : 8.0 (2H, d, 3J = 8.8 Hz, H-2 et H-6), 7.0 (2H, d, 3J = 8.8 Hz, H-3 et
H-5).

3C-RMN (100 MHz, Acétone-de) : 166.8 (COOH), 161.9 (C-4), 132.1 (C-2 et C-6), 122.1 (C-1),
115.3 (C-3¢t C-5).

DEPT 135 (100 MHz, Acétone-dg) : 132.1 (C-2€t C-6), 115.3 (C-3¢t C-5).
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MS, El, 70 eV (miz, 1%) : 138 (M*, 80), 121 (100), 93 (28), 65 (42).

Les données du spectre *H-RMN (figure 111.4) nous révélent la présence d'un cycle benzénique
substitué en para (systéme AA’BB’). Le spectre DEPT 135 indique que trois signaux sur le spectre *°C-
RMN (figure 111.5) correspondent a des carbones quaternaires. Celui a 166.8 ppm met en évidence la
présence d’un groupement acide a,b- insaturé. Le spectre de masse (figure 111.6) nous informe que cette
molécule a un poids moléculaire de 138 g.mol™. Sa fragmentation en impact électronique confirme la
structure proposée (figure 111.7).

Toutes ces données, identiques a celles obtenues pour le produit commercial, indiquent que ce
composé est | acide 4-hydroxy-benzoique.

Ce compose a déa été isolé des milieux de culture d'autres champignons: Phycomyces
blakeseeanus [40], zygomycete producteur de b-carotene; Ophiostoma crassivaginata [41], agent
pathogéne responsable de la maladie des taches bleues des trembles ; Guignardia laricina, champignon
responsable de la rouille des pousses de mélezes [42]; Valsa ceratosperma, cryptogame responsable de la
maladie du chancre du pommier [43].

L’acide p-hydroxy-benzoique provoque une réaction de couleur intense avec FeCls. Cette
complexation des ions Fe** pourrait étre &I’ origine de la décoloration du bois dans le cadre de la maladie
des taches bleues du tremble [41].

Il présente une activité antimicrobienne envers de nombreux microorganismes comme
Staphylococcus aureus, Saccharomyces cerevisiae, Pseudomonas syringae pv. tomato ou pv. tobaci. [44]
et Cladosporium phlei [45].

Ce compose est également un inhibiteur de la catéchol oxydase de raisin, dont dépend le
brunissement enzymatique de ces fruits [46]. A une concentration de 1 mM, il inhibe I'activité de la
phénylalanine ammonia-liase de levure (Rhodotorula glutinis) [47].

L’acide p-hydroxy-benzoique modifie in vitro la vitesse de décarboxylation de I'acide indole-3-
acetique catalysée par la peroxydase de raifort. En absence d’autre cofacteur, il active fortement cette
réaction. Alors qu’en présence d’un autre cofacteur, il tend ainhiber faiblement cette oxydation[48].

L’ acide p-hydroxy-benzoique agit comme un agent reliant les composés polysaccharidiques de la
paroi cellulaire [49, 50].

Enfin, il est connu pour accélérer la réaction d’ oxydation du NADH par I’ oxygéne moléculaire, et
modifier sa dynamique, réaction catalysée par une peroxydase [51].
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[11.1.2.2- Identification du 4-hydroxy-benzaldéhyde

Formule brute : C;HgO>
Poids moléculaire : 122.12 g.mol™
Masse de produit isolé: 1.7 mg

Analyse (Figures111.8-111.9) :

'H-RMN (400 MHz, Acétone-dg) : 9.97 (1H, s, CHO), 7.9 (2H, d, 3J = 8.6 Hz, H-2 et H-6), 7.1 (2H, d,
3)=8.6 Hz, H-3 et H-5), 3.22 (slarge, OH)

MS, El, 70 eV (m/z, 1%) : 122 (M*, 90), 121 (100), 93 (47), 65 (82), 40 (29)

Le spectre *H-RMN (figure 111.8) comporte un systéme AA’BB’ caractéristique d’un noyau
aromatique disubstitué en para. Le singulet & 9.97 ppm révéle la présence d’un groupement aldéhyde. Le
faible et large signal a 3.22 ppm correspond a un proton porté par un hétéroatome. Le spectre de masse
(figure 111.9) montre que le poids moléculaire de cette molécule est de 122 g.mol™. Tous ces ééments
permettent de conclure que la formule brute du composé est C;HgO, La fragmentation en impact
électronique confirme la structure proposée (figure 111.10).

Ces données correspondent bien a celles obtenues pour le produit commercial.

Ce compose a déja été isolé de différents champignons : Ophiostoma crassivaginata [41], agent
pathogéne responsable de la maladie des taches bleues des trembles; Eutypa lata [52], champignon
parasite de la vigne; Ceratocystis ips et C. huntii, impliqués dans la maladie des taches bleues des pins
[53]; Phycomyces blakesleeanus, zygomycéte producteur de b-carotene [40]; et Streptomyces rimosus
[54].

Le p-hydroxy-benzaldéhyde provoque une réaction de couleur intense avec FeCls. Cette
complexation des ions Fe** pourrait é&tre &I’ origine de la décoloration du bois dans le cadre de la maladie
des taches bleues du tremble [41].

Il est également capable d’inhiber faiblement la conductivité de I'eau dans des tiges de jeunes
plants de pin [53].

Ce composé est un inhibiteur faible de la tyrosinase (aussi connue sous le nom de polyphénol
oxydase). Cette enzyme catalyse I'oxydation de ses substrats phénoliques en o-quinones, ensuite
polymérisées en pigments de couleur marron, rouge ou noir [55].

Cet aldéhyde est également un inhibiteur de la cyclic AMP phosphodiestérase [56].
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Figurell1.8 : Spectre 'H-RMN de 2 (Acétone-ds)

Figurelll.9: Spectre de masse de 2 (El, 70 €V)
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Figurelll.10 : Fragmentation du produit 2

[11.1.2.3- Identification du 4-hydroxy-benzonitrile

Formule brute : C;HsNO
Poids moléculaire : 119.12 g.mol™
Masse de prosuit isolé : 1 mg

Analyse (Figures111.11-111.13) :

'H-RMN (400 MHz, CDCls) : 7.5 (2H, d, 3J= 8.9 Hz, H-2 et H-6), 6.9 (2H, d, 3J= 8.9 Hz, H-3 et H-5),
6.2 (slarge, 1H, OH)

3C-RMN (100 MHz, CDCls) : 159.6 (C-4), 1342 (C-6 et C-2), 119.1 (CN), 116.3 (C-5 et C-3),
103.9 (C-1)

MS, El, 70 eV (miz, 1%) : 119 (M*, 62), 91 (20), 92 (6), 63 (14), 64 (35), 33 (28), 29 (100)

FT-IR (KBr) : 3269, 2235, 1608, 1587, 1512
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Le spectre "H-RMN (figure I11.11) met en évidence la présence d’ un noyau benzénique disubstitué
en para (systeme AA’BB’) et d' un proton phénolique caractérisé par un signa large d’intensité faible a
6.2 ppm. Le spectre de masse (figure 111.12) nous indique que le poids moléculaire est de 119 g.mol™.
Cette masse impaire révele la présence d’un atome d’ azote dans la molécule. La présence d'une bande
intense & 2235 cm™ sur le spectre infrarouge (figure 111.13) permet de conclure & la présence d'un
groupement nitrile. La fragmentation de cette substance en impact éectronique confirme la structure
proposée (figure 111.14).

Toutes ces données ont été comparées a celles obtenues pour le produit commercial.
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Figurell1.11 : Spectre "H-RMN du produit 3 (400 MHz, CDCl3)



| solement et identification des métabolites

37

-7 003

1

80

60+

40

204

20

Figurelll.12 : Spectre de masse du produit 3 (El, 70 €V)
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Figurelll.13: Spectre IR du produit 3 (KBr)
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Figurelll.14 : Fragmentation du produit 3

111.1.2.4- Identification du 2-(4-hydroxy-phényl)-éhanol (ou tyrosol)

Formule brute : CgH100,
Poids moléculaire : 138.17 g.mol™
Masse de produit isolé: <1 mg

Analyse (Figures111.15-111.17) :

'"H-NMR (400 MHz, Acétone-dg) : 7.16 (2H, d, *J= 8.4 Hz, H-3' et H-5'), 6.85 (2H, d, 3J= 8.4 Hz, H-2'
et H-6'), 3.79 (2H, t, 3J= 7.15 Hz, H-2), 2.81 (2H, t, 3J = 7.15 Hz,
H-1)

3C-NMR (100 MHz, Acétone-de) : 155.84 (C-1'), 130.37 (C-4'), 130.05 (C-3' et C-5), 115.2 (C-2' et
C-6'), 63.53(C-2),38.8(C-1)

MS, El, 70 eV (m/z, 1%) : 138 (M*, 43), 121 (6), 107 (100), 91 (3), 77 (22), 64 (10)

Les spectres *H-RMN (figure 111.15) montrent que la molécule comporte un noyau aromatique
disubstitué (systéme AA’BB’). Ceci est également observable sur le spectre *C-RMN (figure 111.16) qui
ne comporte que quatre signaux aromatiques. Un des groupements CH, est fortement déblindé
(d = 3.79 ppm) ce qui suggere qu’'il est directement lié a un hétéroatome tel que I’ oxygene. Ce CH, est
couplé a un autre CH, dont le déplacement chimique (2.81 ppm) indique qu’il est lié au noyau
benzénique. Le spectre de masse (figure 111.17) nous indique un poids moléculaire de 138 g.mol™ et
confirme la structure proposée (figure 111.18). Ce composé est plus communément appelé tyrosol.
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Toutes ces données sont similaires a celles obtenues pour le produit commercial.

Le tyrosol a déja été isolé de divers champignons : Acremonium lolii [57]; Ceratocystis fimbriata
coffea responsable du chancre du cafféier [58]; et Ceratocystis clavigera impliqué dans la maladie des
taches bleues du pin [53].

A des concentrations de 102et 10° M, le tyrosol induit un flétrissement de jeunes plants de tomate
(cv Marmande) et de courgette (cv S. Pasguale) [59]. || semble en partie responsable de la décoloration du
bois de tremble par complexation d’ions Fe** [60]. D’ autre part, il présente une activité fungitoxique vis &
vis de Cladosporium herbarium [45]. Ce composé est également connu pour son activité toxique vis a vis
des jeunes plants de riz et sa capacité ainhiber la germination des graines de laitue [61].
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Figurelll.15 : Spectre *H-RMN du produit 4 (400 MHz, Acétone-d)
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1y

ST
st

1
i
1

:_ .—Ir'"-{—-llll—l TJi‘lL._._'_ "'“r"‘ M, (A (P |1 J Fe ,——J : o s

_ L
!‘E::i'{ﬂi! I ....i.}

Fr

40



| solement et identification des métabolites 41

m/z = 138 m/z=121 m/z=91

OH
'CH,OH e
+
HO—@:CHZ

miz=77
m/z = 107

Figurelll.18 : Fragmentation du produit 4

[11.1.2.5- Identification de I'acide 2-hydroxy-3-phényl-propionique (ou Acide
3-phényl-lactique)

: 1
3 1 2 COOH

Formule brute : CoH1003
Poids moléculaire : 166.18 g.mol™
Masse de produit isolé: <1 mg

Analyse (Figurelll1.19-111.21) :
'H-NMR (400 MHz, CDCl3) : 7.35-7.25 (5H, m, H-2', H-3', H-4', H-5', H-6'), 4.5 (1H, dd, 3J=7.2 Hz &t
3)= 4.2 Hz, H-2), 3.2 (1H, dd, 2J = 14 Hz et 3J = 4.2 Hz, H-3A), 3.0 (1H,
dd, 23=14Hz et 3= 7.2 Hz, H-3B)

3C-NMR (100 MHz, CDCls) : 175.9 (C-1), 135.8 (C-1'), 129.5 (C-2' et C-6), 128.7 (C-3 e C-5),
127.2 (C-4'), 71.0 (C-2), 40.2 (C-3)

DEPT-135 (100 MHz, CDCls) : 1295 (C-2' et C-6), 128.7 (C-3 et C-5), 127.2 (C-4), 70.98 (C-2),
40.17 (C-3)

MS, EI, 70 eV (m/z, 1%) : 166 (M*, 5), 148 (18), 121 (3), 103 (5), 91 (100), 84 (6), 77 (6), 65 (5), 29 (3)
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Le spectre "H-RMN (figure 111.19) nous révéle la présence d’un cycle aromatique monosubstitué
caractérisé par un multiplet de 5 protons entre 7.25 et 7.35 ppm. Trois protons forment un systéme ABX.
Les protons A et B ont une constante de couplage vicinde de 14 Hz. Le proton X est trés déblindé
(d = 4.5 ppm), ce qui suggere sa proximité d’'un groupement éectro-attracteur et/ou d’'un hétéroatome
électronégatif tel que I'oxygéne. Les spectres *C-RMN (figure 111.20) et DEPT 135 indiquent que la
molécule comporte deux carbones quaternaires : un correspond au carbone substitué du cycle aromatique
(d = 135.8 ppm), I'autre a un carbonyle de groupement acide (d = 175.9 ppm). Le spectre de masse
(figure 111.21) indique que le poids moléculaire est de 166 g.mol™, et confirme la structure proposée
(figure111.22).

Ces données comparées a celles de la littérature [62, 63, 64] correspondent a I'acide 3-phényl-
lactique.

Ce produit a déja été isolé de Ceratocytis clavigera, un des champignons impliqués dans la
maladie des taches bleues du pin [53]. L’ acide 3-phényl-lactique est également connu pour ses propriétés
d inhibiteur d’enzymes oxydantes [65].
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Figure11.19 : Spectre "H-RMN du produit 5 (400 MHz, CDCl3)



| solement et identification des métabolites

B -

Figurel11.20 : Spectre *C-RMN du produit 5 (100 MHz, CDCls)
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Figurelll.22 : Fragmentation du produit 5

[11.1.2.6- ldentification du 4-hydroxy-6-pentyl-térahydro-pyran-2-one (ou 3-
hydroxy-5-décanolide)

Formule brute : C;0H1503
Poids moléculaire : 186.25 g.mol™
Masse de produit isolé : 1.2 mg

Analyse (FiguresIl1.23-111-25) :

'H-RMN (400 MHz, CDCls) : 4.72-4.65 (1H, m, H-5), 4.42-4.38 (1H, m, H-3), 2.74 (1H, dd, 3J=5.1 Hz,
2J=17.6 Hz, H-2), 2.60 (1H, ddd, “J= 1.7 Hz, 3J= 3.8 Hz, )= 17.6 Hz,
H-2), 1.96 (1H, dddd, “J= 1.7 Hz, 3= 3.4 Hz, J= 4.2 Hz, 2J = 145 Hz,
H-4), 1.74 (1H, ddd, 33 = 3.2 Hz, 3J= 12 Hz, ) = 14.5 Hz, H-4), 1.65-1.53
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(2H, m, H-6), 1.52-1.43 (2H, m, H-7), 1.42-1.32 (2H, m, H-8), 1.31 (2H,
m, H-9), 0.9 (3H, t, *J= 6.9 Hz, H-10)

B3C-RMN (100 MHz, CDCls) : 170.2 (C-1), 75.7 (C-5), 62.9 (C-3), 38.6(C-2), 36.0 (C-4), 35.4 (C-6),
315 (C-8), 24.5 (C-7), 22.5 (C-9), 13.9 (C-10)

DEPT-135 (100 MHz, CDCls) : 75.7 (C-5), 62.9 (C-3), 38.6 (C-2), 36.0 (C-4), 35.4 (C-6), 315 (C-8),
24.5 (C-7), 22.5 (C-9), 13,9 (C-10)

MS, El, 70 eV (m/z, 1%) : 187 (M*+1, 1), 168 (2), 150 (3), 115 (90), 97 (100), 89 (48), 73 (75), 69 (20),
55 (59), 42 (95)

Les nombreux signaux observés entre 0.8 et 1.7 ppm sur le spectre 'H-RMN (figure 111.23)
témoignent de la présence d’une chaine aiphatique & 11 protons. Le spectre *C-RMN (figure 111.24)
montre la présence d’ un groupement carbonyle (d = 170.2 ppm). Le spectre DEPT 135 révéle la présence
de 6 groupements CH>, d'un CH3 et de deux CH. Le spectre de masse indique que le poids moléculaire de
cette molécule peut étre 187 ou 186 g.mol™ (figurelll.25). Cependant, le déplacement chimique de I'un
des CH (d = 4.42-4.38 ppm), en *H-RMN, indique qu’il est porteur d’un groupement hydroxyle. De ce
fait, la formule brute du composé est CioH150s. La fragmentation en impact électronique confirme la
structure proposée (figure 111.26).

Ce composé a déja été isolé de Cephal osporium recifel [66], et de Aureobasidium sp. [67].

D’autre part, une autre pyranone, la 6-pentyl-a-pyranone, a été isolée de différentes especes de
Trichoderma [166]. Ce métabolite présente des propriétés antibiotiques et fortement antifongiques [164].
Ce composé peut étre obtenu par déshydratation et déshydrogénation de la 4-hydroxy-6-pentyl-
tétrahydro-pyran-2-one. Il a é&é montré qu’une corrélation existe entre la quantité de 6-pentyl-a-pyrone
produite et la capacité des souches de Trichoderma a inhiber la croissance des souches de Botrytis cinerea

[165].
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Figure11.23 : Spectre "H-RMN du produit 6 (400 MHz, CDCl3)
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Figurelll.26 : Fragmentation du produit 6

[11.1.2.7- Identification de la 3,6,8-trihydroxy-3,4-dihydro-(2H)-naphtalen-1-one (ou
Scytalone)

Formule brute : C10H1004
Poids moléculaire : 194.13 g.mol™
Masse de produit isolé: <1 mg

Analyse (Figures111.27-111.30) :
'"H-NMR (400 MHz, CDs0OD) : 6.3 (1H, dt, “J= 1 Hz, *J= 2.3 Hz, H-5), 6.2 (1H, d, *J= 2.3 Hz, H-7),
4.3 (1H, sept., 3J = 3.8 Hz, H-3), 3.2 (1H, dd, 3J = 3.8 Hz, 2J = 16 Hz,
H-2A), 2.9 (2H, m, H-2B et H-4B ), 2.7 (1H, ddd, “J= 1 Hz, 3J= 3.8 Hz,
2J=17 Hz, H-4A)

3C-NMR (100 MHz, CD3OD): 202.8 (C-1), 166.9 (C-6), 166.8 (C-8), 146.3 (C-4a), 112.0 (C-8a),
109.7 (C-5), 101.9 (C-7), 67.2 (C-3), 47.7 (C-2), 39.4 (C-4)

DEPT 135 (100 MHz, CD50D) : 101.9 (C-7), 109.7 (C-5), 67.2 (C-3), 47.7 (C-2), 39.4 (C-4)
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MS, El, 70 eV (m/z, 1%) : 194 (M*, 98), 176 (72), 150 (100), 148 (20), 122 (20), 121 (17)

Dans le spectre 'H-RMN (figure 111.27), deux protons aromatiques apparaissent couplés entre eux
avec une constante de couplage de 2.3 Hz. Ces deux hydrogéenes sont donc positionnés en méta sur le
cycle. Les spectres *C-RMN (figure 111.28) et DEPT 135 (figure 111.29) nous indiquent la présence de six
carbones quaternaires dont un carbonyle (d = 202.8 ppm), de deux méthylénes et de trois CH. Le spectre
proton fait apparaitre deux systémes ABX, les protons A et B des deux systémes étant couplés avec le
méme hydrogene X. Le proton X est trés déblindé (d = 4.3 ppm), ce qui indique qu’il est proche d'un
hétéroatome électronégatif. Le spectre de masse (figure 111.30) révele que le poids moléculaire de ce
composé est de 194 g.mol et confirme la structure proposée (figure 111.31).

Ces données sont en accord avec celles de la littérature [68, 69, 70]. Ce composé est également
appelé scytalone.

La scytalone a également été isolée des milieux de culture de différents champignons:
Ceratocystis minor [71]; Verticillium dalhiae [72]; Scytalidium sp. [73]; Phialophora labergii [73];
Colletotrichum lagenarium [74]; Wangiella dermatitidis [75]; Ceratocystis fimbriata var. coffea et var.
Platani, champignons pathogenes respectivement du cafféier et du platane [70]; Stagnospora sp.,
champignon pathogene du liseron [68]. Cette molécule est un intermédiaire dans la biosynthese de la
mélanine [76].
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Figure11.27 : Spectre "H-RMN du produit 7 (400 MHz, CD;0D)
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Figure111.29 : Spectre DEPT 135 du produit 7 (100MHz, CDOD)
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Figurelll1.30 : Spectre de masse du produit 7 (El, 70 V)
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Figurelll.31 : Fragmentation du produit 7
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111.1.2.8- ldentification de la 4,8-dihydroxy-3,4-dihydro-2H-naphtalen-1-one
(ou I'sosclérone)

Formule brute : C10H1003
Poids moléculaire : 178.19 g.mol™
Masse de produit isolé: <1 mg

Analyse (Figures|111.32-111.34) :

'H-NMR (400 MHz, CDCls) : 12.4 (s, 1H, HO-8), 7.5 (t, 1H, 7.95 Hz, H-6), 7.0 (d, 1H, 7.45 Hz, H-5),
6.9 (dd, 1H, 0.73 et 8.43 Hz, H-7), 4.9 (dd, 1H, 3.66 et 7.32 Hz, H-4ax),
3.0 (m, 1H, H-2ax), 2.65 (m, 1H, H-2éq), 2.3 (m, 1H, H-3€éq), 2.2 (m, 1H,
H-3ax)

3C-NMR (100 MHz, CDCls) : 204.2 (C-1), 162.75 (C-8), 145.8 (C-4a), 137.0 (C-6), 117.8 (C-5), 117.3
(C-7), 115.25 (C-8a), 67.7 (C-4), 34.55 (C-2), 31.2 (C-3)

DEPT 135 (100 MHz, CDCls) : 137 (C-6), 117.8 (C-5), 117.3 (C-7), 67.7 (C-4), 34.5 (C-2), 31.2 (C-3)

MS, El, 70 eV (m/z, 1%) : 179 (M*+1, 39), 178 (M*, 100), 161 (24), 160 (19), 150 (25), 149 (15), 132
(22), 122 (28), 121 (81), 104 (11), 93 (13), 77 (19), 65 (24)

Le spectre *H-RMN (figure 111.32) montre la présence de trois protons aromatiques vicinaux a
d=6,9 ppm (H7), d = 7 ppm (Hs) e d=7.5ppm (He). Le signal a d =12.4 ppm révéle I’ existence d’'un
proton phénolique chélaté. Le spectre **C-RMN (figure 111.33) indique qu’il y a un groupement carbonyle
ad=204.2 ppm. Le spectre DEPT 135 nous informe de la présence de deux CH,. Les protons de chacun
de ces CH; ne sont pas équivalents, comme I’indiquent les quatre signaux a d = 3 ppm, d = 2.65 ppm,
d=2.3ppm et d = 2.2 ppm sur le spectre 'H-RMN. Le spectre HETCOR-SR nous révéle que les
protonsad =3 ppm et d = 2.65 ppm sont portés par le méme carbone a d = 34.55 ppm, alors que ceux a
d=23ppmet d=2.2 ppm sont portés par celui ad = 31.2 ppm. Le spectre COSY montre que les protons
portés par le carbone a d = 34.55 ppm sont couplés entre eux et avec les protons portés par le carbone
voisin ad = 31.2 ppm. Les protons portés par le carbone a d = 34.55 ppm sont également couplés avec le
proton a d=4.9 ppm. Le carbone lié au proton a d = 4.9 ppm a un déplacement chimique de
d= 67.7 ppm, ce qui suggere gqu'il soit porteur d’un hétéroatome électronégatif tel que I’oxygene. Le
spectre de masse (figure 111.34) indique que le poids moléculaire de cette molécule est de 178 g.mol™.
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Etant donné que cette molécule comporte dix carbones, saformule brute est : C10H1003. La fragmentation
du produit 8 en impact éectronique confirme la structure proposee (figure 111.35).

Ces données sont en accord avec celles de la littérature [77, 78]. Ce compose est également appelé
isosclérone.

Cette molécule a été identifiée dans le milieu de culture de Phaeoacremonium aleophilum [167].
Des tests biologiques réalisés sur des feuilles de vigne ont permis d’ établir satoxicité vis a vis de la plante

hote.
L’isosclérone a également été isolée de différents champignons: Penicillium diversum var.

aureum [77]; Sclerotinia sclerotiorum (L1B.) De Bary [79]; Diplogelanisospora grovesii Cailleux [80];
Scoletrichum graminis [81]; et Guignardia laricina, pathogéne du méleze [42].

Ce composé est connu pour stimuler I’élongation racinaire des graines de riz a une concentration
de 1-10 ppm, et pour inhiber la croissance des racines et des jeunes plants de riz & une concentration de

100 ppm [79].
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Figure11.32 : Spectre "H-RMN du produit 8 (400 MHz, CDCl3)
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OH O OH O
; OH ' +
g = (137'; m/z = 161
F‘ H,O
oH o " OH i .\
—+.
CO CcO
) 2~ =
m/z = 160 m/z = 132 m/z = 104
—*
OH O OH =+ OH -+
CcO H,O
OH OH m/z = 132
m/z = 178 m/z = 150
F\CZH4
OH O_IJ"' OH o OH
z CHO' z Cco
- 07 = @ o
—_—
+
CHOH H rn/Z — 93 rn/Z = 65
m/z = 150 m/z = 121

Figurelll.35: Fragmentation du produit 8
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[11.1.2.9- Identification de la 1,3-dihydroxy-8-méthoxy-6-méthyl-anthraquinone (ou
1-O-méthyl-émodine)

OH O O

Formule brute : C16H1205
Poids moléculaire : 284.27 g.mol™
Masse de produit isolé: <1 mg

Analyse (Figures111.36-111.38) :

'H-NMR (400 MHz, CDCls) : 13.6 (s, 1H, (C-9)-OH ), 7.8 (br. s, 1H, H-4), 7.55 (br. s, 1H, H-2), 7.3 (d,
1H, 2.46 Hz, H-5), 6.75 (d, 1H, 2.46 Hz, H-7), 4.65 (br. s, (C-7)-OH), 4.1
(s, 3H, -OCH3), 2.6 (s, 3H, -CH3)

3C-NMR (100 MHz, CDCls): 188.8 (C-9), 184.4 (C-10), 166.8 (C-6), 166.5 (C-8), 162.65 (C-1),
148.9 (C-3), 136.85 (C-53), 136.2 (C-4a), 121.95 (C-2), 120.7 (C-4),
119.7 (C-1a), 112.0 (C-8a), 109.7 (C-5), 108.9 (C-7), 49.6 (-OCHs3),
224 (-CHy)

MS, EI, 70 eV (m/z, 1%): 284 (M*, 51), 266 (32), 255 (25), 238 (100), 210 (10), 197 (18), 181 (13), 128
(32), 120 (34), 115 (20), 91 (21), 77 (25)

Cette substance est de couleur jaune intense. Les spectres 'H-RMN (figure 111.36) et COSY
mettent en évidence la présence de quatre protons aromatiques couplés deux a deux, avec des constantes
de couplage faibles caractéristiques de protons en position méta. Le signal a 13.6 ppm indique la présence
d'un groupement phénolique chélaté. Le spectre *C-RMN (figure 111.37) montre que la molécule se
compose de 16 carbones, dont deux carbones quaternaires a d = 188.8 ppm etd = 184.4 ppm
correspondant a des carbonyles a,b-insaturés et 6 carbones aromatiques. Nous sommes donc en présence
de deux cycles aromatiques tétrasubstitués. L'un des substituants est un groupement méthoxy
(d = 4.1 ppm), un autre est un groupe méthyle (d = 2.6 ppm). Le spectre de masse (figure 111.38) indique
que le poids moléculaire de ce composé est 284 g.mol™, ce qui nous permet d’ établir sa formule brute :
Ci6H120s. La fragmentation de ce composé en impact électronique est en accord avec la structure
proposée (figure 111.39)

Toutes ces données correspondent a celles obtenues dans la littérature [82]. Il s'agit de la 1,3-
dihydroxy-8-méthoxy-6-méthyl-antraquinone, encore appelée : 1-O-méthyl-émodine.

Ce composé est connu pour inhiber des protéines tyrosine kinases, enzymes catalysant la
phosphorylation des résidus tyrosine de protéines [83]. Ces enzymes jouent un réle important en
physiologie cellulaire, en particulier dans la prolifération et la différenciation cellulaires.
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Figurelll.39 : Fragmentation du produit 9
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[11.1.2.10- Identification de [I'acide 4-hydroxy-3-(3-méthylbut-2-enyloxy)-
benzoique

COOH
6 2 4
/r\)\
5 h
3 30 Z 3
OH
10

Formule brute : C12H1404
Poids moléculaire : 222.24 g.mol™
Masse de produit isolé: <1 mg

Analyse (Figures|111.40-111-44) :

'H-NMR (400 MHz, CDCls) : 7.7 (1H, dd, 3J = 6.4, *J = 1.9 Hz, H-6), 7.6 (1H, d, *J = 1.9 Hz, H-2),
6.95 (1H, d, J = 8.3 Hz, H-5), 55 (1H, m, H-3), 4.6 (2H, d, H-2,
J=7Hz), 1.8(3H, s, H-6"), .77 (3H, s, H-5)

BBC-NMR (100 MHz, CDCl3) : 171.2 (COOH), 151.1 (C-4 ou C-3), 145.3 (C-3 ou C-4), 139.6 (C-1),
1251 (C-6), 1186 (C-2), 1141 (C-5), 1134 (C-3), 659 (C-2),
60.4 (C-4'), 25.8 (C-6), 18.2 (C-5')

MS, El, 70 eV (miz, 19%) : 222 (M*, 3), 154 (32), 149 (14), 137 (8), 97 (6), 69 (100)

Le spectre "H-RMN (figure I11.40) nous indique la présence d’ un cycle aromatique trisubstitué. Le
proton ad = 6.95 ppm est couplé au proton ad = 7.7 ppm avec une constante de couplage correspondant a
des protons en ortho sur le noyau benzénique (33 8.3 Hz). Le proton ad = 7.7 ppm est également couplé
au proton a d = 7.6 ppm, mais avec une constante de coulage faible (*J = 1.9 Hz) indiquant que ces
hydrogenes sont en méta I’un de I’autre. Deux singulets & d= 1.8 ppm et d = 1.77 ppm indiquent la
présence de deux groupements méthyles. La multiplicité du signal a d = 5.5 ppm montre que le proton est
non seulement couplé au CH, ad = 4.6 ppm, mais aussi aux deux méthyles. Le CH,ad = 4.6 ppm est trés
déblindé ce qui suggére sa proximité d'un hétéroatome éectronégatif. Les spectres *C-RMN (figure
111.41) et DEPT 135 (Figure 111.42) nous indiquent que la molécule comporte 12 carbones, dont 5
quaternaires. Le signal a d = 171.2 ppm suggeére la présence d'un groupement acide, ce qui est confirmé
par la présence d’une bande & 1652 cm™* dans le spectre IR (figure 111.43), correspondant & la vibration
d’ une liaison C=0 d'acide aromatique. Le spectre de masse (figure 111.44) nous indique que la masse
moléculaire de ce composé est 222 g.mol™, et donc sa formule brute : Ci2H1404. La fragmentation du
produit 10 par impact éectronique est en accord avec la structure proposeée (figure 111.45).
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Figurel11.40 : Spectre '"H-RMN du produit 10 (400 MHz, CDCls)
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Lors de I'identification, toutes ces données ne nous permettaient pas de déterminer la position
relative de chacun des substituants. Cette molécule n’ayant jamais été décrite dans la littérature, nous
avons di recourir ala synthese de ce compose pour définir sa structure.

Les syntheses régiosélectives des deux structures possibles a partir du 3,4-dihydroxy-
benzaldéhyde 12 ont été réalisées par le Dr Fkyerat. La synthése de I acide 3-hydroxy-4-(3-méthylbut-2-
enyloxy)-benzoique 14 est effectuée en 2 étapes (figure 111.46). La position de la chaine a pu étre
déterminée précisément par la structure aux rayons X (structure I11.1) du produit 13.

CHO Br CHO COOH
X
NH,SO.H
NaH, DMF NaCIO,
OH OH Dioxane, H,O OH
OH O O
12
7 Y
13 14

Figurelll.46 : Schéma de synthése du produit 14

Structurelll.1: Structure du produit 13 aux rayons X
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La synthese de I’ acide 4-hydroxy-3-(3-méthylbut-2-enyloxy)- benzoique 10 se fait en 6 étapes de
la maniére suivante (figure I11.47) :

CHO
CH sCOCI CH,OCH,CI
NaH DMF NaH, DMF
OCOCH, OCOCH,
OMOM
MeONa
MeOH
CHO CHO
NaH DMF
-
OMOM OMOM

Figurelll.47 : Schéma de synthése du produit 10

Seules les données spectroscopiques du compose 10 correspondent a celles du produit isolé du
milieu de culture de Phaeoacremonium chlamydosporum. Ce nouveau produit naturel est donc I’ acide 4-
hydroxy-3-(3-méthylbut-2-enyloxy)-benzoique.

[11.1.2.11- Identification du N-butyl-benzéne-sulfonamide

0
B PY.
3
N/\/\.
OH
4 6
5 11

Formule brute : C10H1sNO,S
Poids moléculaire : 213 g.mol™
Masse de produit isolé 2.1 mg
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Analyse (Figures|11.48-111.50):

'H-NMR (400 MHz, CDCl3): 7.9 (2H,d, H-2 et H-6), 7.6 (1H, tt, H-4), 7.5 (2H, t, H-3 et H-5),
4.6 (1H, br. t, -NH-), 2.95 (2H, g, H-1'), 1.4 (2H, quint., H-2), 1.3 (2H,

sext., H-3'), 0.85 (3H, t, H-4')

3C-NMR (100 MHz, CDCl3) : 140.0 (Cy), 13255 (C), 129.0 (C), 127.0 (C), 42.9 (Cy), 316 (Cp),
19.6 (Cz), 13.5 (Cx)

MS, El, 70 eV (m/z, 1%) : 214 ((M+H]", 9) 213 (M*, 6), 170 (76), 158 (10), 141 (69), 77 (100), 51 (23)

MS, DCI, NHs, 70 eV (m/2) : 231 ((M+NH,]"), 214 ((M+H]"), 170, 141, 94, 77, 51

Les spectres 'H-RMN (figure 111.48) et **C-RMN (figure 111.49) mettent en évidence la présence
d'un cycle benzénique monosubstitué et d’une chaine aliphatique a 4 carbones. Le spectre HETCOR-SR
montre que le proton ad = 4.6 ppm n'est pas li€ & un carbone mais a un hétéroatome, tel que I’ azote,
auquel pourrait étre fixé le CH, ad = 2.95 ppm. Les spectres de masse El (figure 111.50) et DCI montrent
que cette molécule a un poids moléculaire de 213 g.mol™, ce qui confirme la présence d’un atome
d azote. La fragmentation en impact électronique du composé 11 est en accord avec la structure proposée
(figure 111.51). Toutes ces données spectroscopiques nous amenent a penser que ce Composé comporte

une fonction sulfonamide.
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Figure|11.48 : Spectre "H-RMN du produit 11 (400 MHz, CDCl,)
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Figurelll.50 : Spectre de masse du produit 11 (El, 70 eV)
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O=wn=0
+

@)
[l CH,
©/ﬁ\N/\/\ ©/ﬁ\N/4
O H T’ O + T
PN : H,C=NH

m/z = 213 H.C CH m/z =170 m/z = 141

@)
mz=77

Figurelll.51 : Fragmentation du produit 11

Afin de confirmer la structure proposée, nous avons réalisé la synthese en une étape [84] du N-
butyl-benzene-sulfonamide a partir de chlorure de benzéne sulfonyle 15 et de butylamine 16 dans le
dichlorométhane (Figure 111.52).

0 0
| CH,CI, |
ﬁ_C' NN, — S_H/\/\
0 8
15 16 11

Figurelll.52 : Schéma de synthése du compose 11

Les données spectroscopiques du composé obtenu par syntheése sont identiques a celles du produit
naturel.

Le N-butyl-benzéne-sulfonamide n'a jamais été isolé comme produit naturel. De plus nous
N’ avons pas retrouvé ce composé dans toutes les cultures de Phaeoacremonium chlamydosporum. Nous
avons donc recherché s ce composé pouvait provenir d éventuels contaminants. Nous avons extrait
différentes solutions utilisées tout au long de notre procédure d’ extraction : milieu de culture non inoculé,
fongicide (utilisé pour nettoyer le matériel aprés la filtration), solvant de lavage. Ces extraits ont ensuite
étéinjectés en HPLC avec le programme 1. Aucune trace de cette molécule n’a pu étre retrouvée par cette
méthode.

On peut donc penser que le champignon produit ce composé dans des conditions particuliéres qui
restent a définir.
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[11.2- Phaeoacremonium aleophilum

[11.2.1- Procédure d’extraction

Nous avons suivi laméme procédure que celle décrite pour P. chlamydosporum.

[11.2.2- M étabolitesisolés et identifiés

Quatre composes ont été isolés des milieux de culture de Phaeoacremonium aleophilum. Leur
structure est représentée dans la figure 111.53.

COOH
O
g 2N
Neis
1 2 7 11

FigureI11.53 : Produits isolés de Phaeoacremonium aleophilum

Les données spectroscopiques de ces molécules ont déja été décrites en détail dans le paragraphe
|. Par conséquent, dans cette partie consacrée a P. aleophilum, seuls les spectres des composés isolés des

milieux de culture de ce champignon seront présentés.

[11.2.2.1- Identification de |’ acide 4-hydroxy-benzoique

2 3
HOOCJQLOH
6 5
1
|
|
/ |
M Tk
= : | 3
’ ( g
| II II
J j 1 ,_I,.;l___ jj\j
e SR e - WK

Figurelll.54 : Spectre "H-RMN du produit 1 (400 MHz, )
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Figurelll.55 : Spectre de masse du produit 1 (El, 70 V)

[11.2.2.2- Identification du 4-hydroxy-benzaldéhyde
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Figurel11.56 : Spectre '"H-RMN du produit 2 (400 MHz, CDCl5)
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Figurelll.57 : Spectre de masse du produit 2 (El, 70 €V)

111.2.2.3- ldentification de la 3,6,8-trihydroxy-3,4-dihydro-(2H)-naphtalen-1-one

(ou Scytalone)
OH O
7 8g 2
6 3
HO s 4a™, OH
7

> N—

J- I ¥ = 1
a 2 1 ] i

0044
0516
5847

23,6253

1
1

4

0.9956

Figurell1.58 : Spectre *H-RMN du produit 7 (400 MHz, CD50D)
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Figurelll.59 : ESI-MS (mode négatif) du produit 7

[11.2.2.4- Identification du N-butyl-benzéne-sulfonamide
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Figurel11.60 : Spectre '"H-RMN du produit 11 (400 MHz, CDCls)
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Figurelll.61 : Spectre de masse du produit 11 (El, 70 eV)

111.2.3- M étabolitesidentifiéspar GC-M S

Des fractions issues d’extraits bruts de milieu de culture de P. aleophilum ont été étudiées en
GC-MS. Trois composés ont été identifiés en utilisant cette technique (figure 111.62), en comparant leur
spectre de masse obtenu en impact éectronique avec ceux contenus dans la librairie Wiley (figures

111.63, 111.64 et 111.65).

OH COOCH
©/\ N COOH ©/\ 3

Phényl-méthanol Acide propanoique Phényl-acétate de méthyle
17 18 19

Figurelll.62 : Produitsissus de P. aleophilum identifiés par GC-MS

Lorsgue le spectre de la librairie correspondait a plus de 80 % a celui obtenu par GC-MS, nous
avons considéré gqu'’ils étaient issus de la méme molécule.
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Figurelll.63: De haut en bas : Spectre El (70eV) du produit contenu dans une fraction
d extrait brut de P. aleophilum, Spectre du produit 17 dans lalibrairie Wiley
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Figurelll.64 : De haut en bas : Spectre El (70eV) du produit contenu dans une fraction
d extrait brut de P. aleophilum, Spectre du produit 18 dans la librairie Wiley
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Figurelll.65: De haut en bas : Spectre El (70eV) du produit contenu dans une
fraction d’ extrait brut de P. aleophilum, Spectre du produit 19 dans la librairie Wiley

[11.3- Fomitiporia punctata
[11.3.1- Procédures d’extraction
Dans un premier temps nous avons utilisé la méme procédure d’ extraction que précédemment.

Puis afin de mieux répartir les métabolites en des classes de polarité distinctes [163], nous avons modifié
notre méthodologie (figure I11.66).
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| Milieu de culture |

Filtration sur coton

Filtrat (pH = 5)
Extraction Hexane NaOH Filtrat (pH = 10)
\ Extraction AcOEt
Extrait hexane (80 mg) Extraction
AcOEt Extrait AcCOEt apH =10
(30 mg)
Extrait ACOEt (590 mg)
Dissolution dans
CH,CI,/H,0O
1.1
Phase H,O Phase CH,Cl,
BuOH

MeOH (ag) 10% / Hexane
11

Extrait H,O ’ J

(30 mg)

Phase Hexane
Phase MeOH (aq) (120 mg)
H.CI
Extrait BUOH H201/.(33 Ll
(240 mg) :
Extrait MeOH (aq) Extrait CH,Cl,
(120 mg) (150 mg)

Figurell1.66 : Procédure générale d’ extraction a partir de 24 litres de milieu de culture
de F. punctata
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[11.3.2- M étabolitesisolés et identifiés
Six métabolites ont été isolés des milieux de culture de ce champignon. Leur structure est

présentée dans lafigure I11.67.
COOH CHO OH
S
—
O
O 0
OH OH 20 21
1 2

Q MeO CH,
CHO
o)
O OH O
22 23

Figurelll.67: Produits isolés des milieux de culture de Fomitiporia punctata

[11.3.2.1- Identification de |’ acide 4-hydroxy-benzoique
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Figurell1.68: Spectre de masse du produit 1
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I11.3.2.2- Identification du 4-hydroxy-benzaldéhyde
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Figurell1.69: Spectre de masse du produit 2 (El, 70 €V)

[11.3.2.3- Identification du (+/-)-dihydroactinidiolide

Formule brute : C11H1602
Poids moléculaire : 180.25 g.mol™

Analyse (Figurelll.71) :

MS, El, 70 eV (m/z, 1%) : 180 (M™, 25), 165 (5), 152 (10), 137 (38), 124 (12), 111 (100), 95 (10), 81 (8),
67 (30)
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Une des fractions d’un extrait de milieu de culture de Fomitiporia punctata a été injectée en GC-
MS (figure 111.70). Les spectres de masse ainsi obtenus (spectres El, 70 eV) ont éé comparés a ceux
contenus dans la librairie Wiley. Parmi toutes les substances présentes, une possédait un spectre similaire
a environ 60% au spectre de la dihydroactinidiolide (figure I11.71). Le pourcentage de similitude était
néanmoins insuffisant pour conclure sur I identité de ce composeé.

2028

TIC e
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TFITIE E- . I i:n I : 15

Figurelll.70: Courant ionique total de lafraction d’un extrait de milieu de
culture de F. punctata injectée en GC-MS
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Figurelll.71 : Spectre de masse (El, 70 eV) delasubstance aRT =9 min 28 s
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Aprés que ce compose ait été synthétisé [160], nous avons injecté a nouveau en GC-MS le produit
de synthese (figure I11.72) et la fraction contenant la substance naturelle (figure 111.73). Leur temps de
rétention et leur spectre de masse étaient identiques. Nous avons pu ains démontrer que la
dihydroactinidiolide était présente dans le milieu de culture de Fomitiporia punctata.

Abundance TIC: DIHYDRO.D
15147
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400000 A

200000 A

; AR w'--v——l—r——-—r--—]J—-\—T'—r-—v“—[—r—v b G S . e By e —3
'ime -> 5.00 10.00 15.00 20.00 25.00 30.00 35.00

Abundance Average of 15.239 to 15.495 min.: DIHYDRO.D (+,%*)
111
160000 1
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67
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]
20000: 53

o bl : ’:J;leﬁml-ﬁh |l
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Figurelll.72 : De haut en bas : Chromatogramme et spectre El dela
dihydroactinidiolide synthétique injectée en GC-MS
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Figurelll.73: De haut en bas : Chromatogramme et spectre El de lafraction d'un
extrait de milieu de culture de F. Punctata injectée en GC-MS

[11.3.2.4- Identification de la 3-Oxo-a-ionone

79
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Formule brute : Ci3H200,
Poids moléculaire : 208.30 g.mol™
Masse de produit isolé: <1 mg

Analyse (Figures|11.74-111-76) :

'H-RMN (400 MHz, CDCls) : 6.67 (1H, dd, J=15.8 et 9.6 Hz, H-1'), 6.18 (1H, d, J=15.8 Hz, H-2),
5.99 (1H, large, H-2), 2.71 (1H, d, J29.6 Hz, H-4), 2.36 (1H, d, J17.1 Hz,
H-6A), 2.28 (3H, s, H-4'), 2.15 (1H, d, J316.9 Hz, H-6B), 1.90 (3H, d,
J=1.1Hz, MeC-3), 1.08 (3H, s, MeC-5), 1.01 (3H, s, MeC-5).

13C-RMN (100 MHz, CDCls) : 198.16 (C-1), 197.40 (C-3), 158.97 (C-3), 143.49 (C-1'), 133.70 (C-2),
126.93 (C-2), 55.42 (C-4), 47.31 (C-6), 36.65 (C-5), 27.88 (MeC-5),
27.53 (MeC-4'), 27.29 (MeC-4'), 23.44 (MeC-3).

DEPT 135 (100MHz, CDCl3): 143.52 (C-1'), 133.70 (C-2'), 126.92 (C-2), 55.42 (C-4), 47.30 (C-6),
27.88 (MeC-5), 27.55 (MeC-4'), 27.31 (MeC-4'), 23.46 (MeC-3).

MS, El, 706V (m/z, | %): 206 (M™, 2), 191 (2), 150 (27), 108 (100), 43 (77).

Le spectre ®C-RMN (figure 111.75) et DEPT 135 mettent en évidence la présence d'un
groupement carbonyle a,b-insaturé (d = 198.16 ppm), de 4 groupements méthyles, et d’ un groupement
CH>. Les deux protons portés par le carbone 6 ne sont pas équivalents (figure I11.74), comme le montre la
multiplicité de leur signal (systéme AB). Le spectre "H-RMN met également en évidence la présence de
trois protons alcéniques. Le spectre de masse de cette substance indique que le poids moléculaire de cette
molécule est de 206 g.mol™ (figure 111.76). La fragmentation en impact électronique est en accord avec la
structure proposée (figure 111.77).

Toutes ces données correspondent a celles trouvées dans la littérature pour la 3-oxo-a-ionone
[85.].

ali (_P [ L LMU 1/ qll

Figure11.74 : Spectre "H-RMN du produit 21 (400 MHz, CDCl,)
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Figurelll.76 : Spectre de masse du produit 21 (El, 70 eV)




| solement et identification des métabolites

iz = 206 m'z =150

O 0 +.
+
~ ]
NN
(@) | et 0
m/z =191 SN
H” H
m/z = 108
—|+
(@)
N
o+
> H3C—_O
o \
m/z = 43
m/z = 206
\ .
H
@)

Figurelll.77 : Fragmentation du produit 21

111.3.2.5- Identification de la 2,2-diméthyl-6-for myl-4-chromanone

Formule brute : C;12H1203
Poids moléculaire : 204.23 g.mol™
Masse de produit isolé: <1 mg

82
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Analyse (Figures111.78-111.80) :

'"H-RMN (500 MHz, CDCl3): 9.93 (1H, d, “}0.53 Hz, -CHO), 8.36 (1H, d, “}¥2.21 Hz, H-5), 8.04 (1H,
dd, 33=8.68 Hz, “}2.18 Hz, H-7), 7.06 (1H, d, %3=8.81 Hz, H-8), 2.79 (2H,
s, H-3), 1.51 (6H, s, Me-C-2).

3C-RMN (125 MHz, CDCly) : 191.27 (C-4), 190.21 (-CHO), 134.81 (C-7), 131.28 (C-5), 119.68 (C-8),
60.39 (C-2), 48.53 (C-3), 26.63 (Me-C-2).

APT (125 MHz, CDCls) : 190.64 (-CHO), 135.23 (C-7), 131.70 (C-5), 120.10 (C-8), 48.95 (C-3),
27.05 (Me-C-2).

MS, El, 70eV (m/z, | %) : 204 (M*, 22), 189 (57), 149 (40), 148 (32), 119 (22), 91 (7), 77 (8), 55 (7),
43 (55).

Le spectre 'H-RMN (figure 111.78) montre la présence d’un noyau aromatique trisubstitué, d’un
proton aldéhydique, de deux méthyles équivalents, et d’un groupement CH, légérement déblindé. Le
spectre *C-RMN (figure 111.79) indique la présence de deux groupements carbonyle. Le carbone
guaternaire ad = 60.39 ppm est assez déblindé, ce qui suggere qu'il soit a coté d' un hétéroatome comme
I’oxygéne. Le spectre de masse (figure 111.80) indique que le poids moléculaire de cette substance est de
204 g.mol™. La formule brute de ce composé est donc: CiH10s. La fragmentation en impact
électronique (figure 111.81) est en accord avec la structure proposée.
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Figure11.78 : Spectre "H-RMN du produit 22 (500 MHz, CDCl5)
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Figurell1.79 : Spectre *C-RMN du produit 22 (125 MHz, CDCl5)
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Figurelll.81 : Fragmentation du produit 22

Ce compose n'a jamais été décrit dans la littérature. La faible quantité de produit isolé ne permet
d’observer tous les carbones quaternaires sur le spectre *C-RMN. Nous avons donc essayé de le
synthétiser (figure 111.82) afin de pouvoir comparer les déplacements chimiques de la molécule
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synthétisée avec ceux du produit naturel. Nous avons pour cela utilise une méthode classique de
préparation des chromanones [86,161].

| o ||
4) . polyphosphorique |, N
+ (CH3),CHCOOH —— ™
H(PO3H),OH
OH (o) (o)
ngﬁ,%e Réarrangement
Friedel-Craft de Fries
on | N
Coumarine corespondante
\ Cyclisation

J

H

(0]

6-Formyl-2,2-diméthyl-4-chromanone

Figure111.82 : Schéma de synthese de la 2,2-diméthyl-6-formyl-4-chromanone

Cette synthese n"a maheureusement pas conduit a la formation du produit attendu. Apres la
réaction, on récupére le produit de départ. Nous n'avons donc pas pu confronter les données
spectroscopiques du produit naturel a celle du produit de synthése.

[11.3.2.6- Identification de la 8-hydroxy-6-méthoxy-2-méthyl-isochroman-1-one (ou
6-méthoxy-melléine)

Me065432CH3
7 91001
OH O

23

Formule brute : C11H1204
Poids moléculaire : 208.22 g.mol™
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Analyse (Figures111.83-111.85) :

'H-RMN (400 MHz, CDCls): 11.25 (1H, s, -OH), 6.37 (1H, d, “J = 2.39 Hz, H-7), 6.25 (1H, dt,
*J= 239 Hz, “J= 1 Hz, H-5), 4.67 (1H, qt, 3J= 6.3 Hz, 3J = 2 Hz, H-2),
3.82 (3H, s, MeO-), 2.86 (2H, m, H-3), 1.51 (3H, d, *J = 6.33 Hz, Me-C-2)

3C.RMN (100 MHz, CDCls) : 169.8 (C-10), 165.74 (C-6), 164.55 (C-8), 140.86 (C-4), 101.53 (C-9),
106.13 (C-5), 99.38 (C-7), 75.46 (C-2), 55.52 (-OCHs), 34.82 (C-3),
20.68 (-CH3)

DEPT 135 (100 MHz, CDCl3) : 106.13 (C-5), 99.38 (C-7), 75.46 (C-2), 55.52 (-OCH3), 34.82 (C-3),
20.68 (-CH3)

MS, El, 706V (m/z, | %) : 208 (M*, 100), 190 (16), 179 (11), 164 (84), 147 (7), 136 (14), 119 (11)

Le spectre *H-RMN (figure 111.83) nous indique la présence d’un groupement phénolique chélaté
(d = 11.25 ppm). Deux protons aromatiques sont couplés entre eux (d = 6.37 ppm, et d = 6.25 ppm) avec
une constante de couplage de 2.39 Hz. Cette faible valeur de constante de couplage révéle que ces deux
protons sont en position méta. La multiplicité du signal a d = 6.25 ppm indique que ce proton est
faiblement couplé a deux autres hydrogénes. Le spectre COSY nous indique que ces deux protons sont
ceux du signal ad = 2.86 ppm. Le spectre proton met également en évidence la présence d’un groupement
méthyle (d = 1.51 ppm) couplé a I’ hydrogéne du signal & d = 4.67 ppm. Le spectre COSY montre que ce
proton est couplé aux deux hydrogénes & d = 2.86 ppm. Le spectre *C-RMN (figure 111.84) révéle la
présence d'un groupement carbonyle a,b-insaturé. Le spectre de masse (figure 111.85) indique que cette
substance & un poids moléculaire de 208 g.mol™. La fragmentation de ce composé en impact éectronique
(figure 111.86) confirme la structure proposée.

Toutes ces données sont en accord avec celles trouvées dans la littérature [162]. Ce compose est
encore appelé 6-méthoxy-melléine.

Ce composé est une phytoalexine produite par les tissus des racines de carottes, en réponse a
I attaque d’un champignon pathogéne [87, 88, 89, 90, 91, 92]. Cette molécule a également été isolée du
milieu de culture de différents champignons : Sporomia bipartis Cain [93]; Sreptomyces mobaraensis
[94]; Ceratocystis minor (Hedgcock) Hunt, champignon impliqué dans la maladie des téches bleues du
pin [60]; Lachnum papyraceum (Karst.) Karst [95]; et Coniothyrium sp.[96].
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Figurel11.83 : Spectre '"H-RMN du produit 23 impur (400 MHz, CDCl5)

Figurell1.84 : Spectre *C-RMN du produit 23 (100 MHz, CDCl5)
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Figurelll.85 : Spectre de masse du produit 23 (El, 70 eV)
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Figurelll.86 : Fragmentation du produit 23
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ChapitrelV

Testsbiologiques

Les métabolites isolés de Phaeoacremonium aleophilum, Phaeoacremonium
chlamydosporum et Fomitiporia punctata en quantité suffisante ont été soumis a différents tests
biologiques afin d’ évaluer leur toxicité.

Les tests furent réalisés sur plantules de tomate de la variété Bony Best, sur feuille de vigne,
sur cals et/ou sur protoplastes de vigne.

IV.1- Testssur plantules de tomate (cv. Bony Best)

Ces tests sont réalisés sur des plantules de tomate de 6 a 8 cm, pesant entre 85 et 100 mg, et
possédant deux cotylédons et deux feuilles.

Les échantillons a tester sont déposés dans des piluliers de 2,5 ml, puis séchés 24 heures
sous vide. Ils sont aors dissous dans de I'eau distillée additionnée de 1 a 2 % d’acétone ou de
méthanol. Les plantules sont débarrassées de leurs racines sous l'eau, et plongées dans les
différentes solutions a tester.

Les piluliers témoins ne renferment que de I'eau distillée additionnée de 1 & 2 % d’ acétone
ou de méthanol.

L’ état de chaque plantule est relevé au cours du temps (tableau 1V.1)
Ces tests font apparaitre deux modes d’ action distincts selon les molécules :

- Certains composés induisent un flétrissement des feuilles et des cotylédons
préalablement a la mort du plant. C'est le cas entre autre du 4-hydroxy
benzaldéhyde (photo V.1).

- D’autres molécules provoquent une nécrose de la tige, suivie d’'un flétrissement

des feuilles et des cotylédons, et enfin de la mort de la plantule. C'est le cas de
I acide 4-hydroxy benzoique (photo 1V .2).
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Molécule testée Concentrationen | 5h 10h 24h 30h 48h
mM
1-O-Méthyl émodine <176 0 0 0 0 0
(<0.5mg.m™
4-hydroxy benzaldéhyde 10 0 X M M M
1 0 0 0 0 0
0.1 0 0 0 0 0
Acide 4-hydroxy benzoique 10 0 * *x M M
1 O * * *%* *%*
01 O * * * *%*
Tyrosol 10 0 0 0 0 0
1 0 0 0 0 0
0.1 0 0 0 0 0
| sosclérone 1 0 0 X X X
0.1 0 0 0 0 0
Scytalone <25 0 0 0 0 0
(<0.5mg.m™)
Acide 4-hydroxy-3-(3-méthylbut- 2.25 0 0 0 0 0
2-enyloxy)- benzoique
Acide phényl lactique 10 0 * *x *x kK
1 O * * *%* *%*
0.1 0 0 0 0 0
N-Butyl benzéne sulfonamide 10 + ++ M M M
5 0 + M M M
3 0 0 + M M
Témoin / 0 0 0 0 0

Tableau 1V.1: Activité de différents métabolites sur des plantules de tomate de la
variété Bony Best

Légende

(0) : Aucun effet visible
(X) : Léger flétrissement des cotylédons et des feuilles
(xx) : Flétrissement important des cotylédons et des feuilles
(*) : Début de nécrose de latige
(**) : Nécrose plus marquée de latige
(***) : Tige entiérement nécrosée

M : Mort delaplantule
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Photo 1V.1 : Effet du 4-hydroxy benzaldéhyde a
différentes concentrations sur des plantules de tomate apres
30 heures de test
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Photo 1V.2 : Effet de I’ acide 4-hydroxy benzoique a
différentes concentrations sur des plantules de tomate apres
30 h de test

Les résultats de ce test montrent que sur les neuf métabolites testés, quatre sont capables
d'induire la mort des plantules de tomate a une concentration de 10 mM : le 4-hydroxy-
benzaldéhyde, I'acide 4-hydroxy-benzoique, I'acide 3-phényl-lactique et le N-butyl-benzéne-
sulfonamide. Ce dernier est le plus foudroyant, et celui qui agit a la plus basse concentration. Son
seuil d’activité est comparable a ceux de I eutypine et du stéréhirsutinal précédemment testés par la
méme méthode [37].

D’autre part, on peut noter que I‘isosclérone a 1 mM provoque un léger flétrissement des
cotylédons et des feuilles de la plantule de tomate.

Ce test réalisé sur plantule de tomate permet d’avoir une idée de la toxicité des différents
métabolites produits. Il présente |’ avantage d’ étre rapide et faisable en toute saison directement au
laboratoire. Cependant, d autres tests ont été effectués afin d’ évaluer la toxicité de ces composés vis
avis de laplante héte des parasites : lavigne.

IV.2- Tests sur des carrés de feuilles de ceps de vigne

Ce test suit la procédure décrite par N. Burki [69], lequel s inspirait des travaux de Ho Park
et a [97], et de Sugawara et a [98]. Ces tests consistaient a entailler les tissus végétaux avant de les
soumettre aux métabolites a expérimenter.

Une quantité connue de chaque compose a tester est dissoute dans 1 ml d’eau distillée
contenant 2% d’éthanol. L’échantillon témoin ne contient que de I'eau distillée contenant 2 %
d éthanol.

Des feuilles de vigne sont alors découpées sous I'eau en petits carrés de 1 cm? et plongées
dans des solutions de métabolite a 1 mM ou 10 mM. On détermine ensuite le pourcentage de
surface non nécrosée au cours du temps (graphes 1V.1).
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Graphe V.1 : Pourcentage de surface de feuille non nécrosée en fonction de la
concentration de différents métabolites

Ce test montre que ces métabolites sont moins agressifs que I’ eutypine. Seul I’acide phényl
lactique & 10 mM est capable d'induire une nécrose totale de la feuille en 48 h. L’ acide 4-hydroxy
benzoique, le 4-hydroxy benzaldéhyde et le tyrosol ont une action trés lente a 10 mM. D’ autre part,
le tyrosol est le seul composé a provoquer une nécrose rouge-brun. Quant au dihydroactinidiolide, il
ne présente aucune activité toxique.

IV.3- Testssur protoplastes de vigne

Ces tests ont été réalises a Epernay aux laboratoires de recherche de LVMH par A.
Bonomelli. Les protoplastes sont issus de cépage Ugni blanc.

Chaque molécule testée est dissoute dans un mélange de 50% d’ eau et de 50% d’ acétone. La
concentration finale d’acétone dans le milieu de culture des protoplastes est de 0,5%. Six
métabolites ont été testés a différentes concentrations et comparés a I eutypine. Chaque test a été
effectué au moins deux fois pour tous les composés sauf la 1-O-méthyl émodine et la 3-oxo-a-
ionone.

L’activité des composés est évaluée par détermination du pourcentage de survie des
protoplastes en fonction du temps (graphes 1V .2).
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Graphes V.2 : Effet de différents métabolites sur des protoplastes de vigne de
cépage Ugni blanc
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L’isosclérone a également été testée deux fois sur des protoplastes de cépage Ugni blanc.
Les résultats du premier test montraient qu'elle induisait la mort des protoplastes a une
concentration de 1 mM. Cependant e deuxiéme test n’a pas permis de confirmer ce résultat.

Ces tests montrent que les métabolites testés sont beaucoup moins toxiques que I’ eutypine.
Seuls I’ acide phényl lactique et I’ acide 4-hydroxy benzoique sont capables de provoquer la mort des
protoplastes a une concentration de 1 mM. Les autres molécules testées n’ont apparemment aucune

activité toxique.

Des composés isolés de Stereum hirsutum ont également été soumis a ce test (graphes|1V.3).
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Graphes V.3 : Effet de différents métabolites (ou dérivés) produits par Sereum
hirsutum sur des protoplastes de vigne de cépage Ugni blanc

Tous ces composes présentent une activité toxique équivalente a celle de I’ eutypine vis a vis
des protoplastes de vigne. D’autre part, la présence d'un groupement aldéhyde semble accroitre la
toxicité de ces composés. En effet, aors que le stéréhirsutinal a 1mM induit la mort de I’ensemble
des protoplastes en 4 heures, il faut attendre 24 heures pour avoir le méme effet avec le
stéréhirsutinol a 1 mM (de méme pour la 5-méthoxy-frustulosine et le 5-méthoxy-frustulosinaol).
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IV.4- Testssur calsdevigne

Ces tests ont été réaisés au sein du pdle de biotechnologie végétale de I'INP-ENSAT de
Toulouse par le Dr J.-P. Roustan.

Dans la premiére série de tests réalisée, les cals de Vitis vinifera cv. Gamay ont été cultivés
sur milieu de culture standard en présence des métabolites apportés a des concentrations alant de O
a500 mM. Aprés 28 jours de culture, la croissance des tissus est estimée en déterminant la masse
fraiche des cals. La croissance des cals est alors exprimée en pourcentage par rapport au tissu
témoin cultivé en absence de toxine (graphe 1V .4).
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Graphe V.4 : Influence de différents métabolites sur la croissance des cals de
Vitisvinifera cv. Gamay

Ce test montre que I'eutypine, le stéréhirsutina et le 4-hydroxy benzaldéhyde ont une
toxicité comparable vis a vis des cals de vigne. Le remplacement du groupement aldéhyde du
4-hydroxy benzaldéhyde par un groupement acide diminue fortement I’ activité de ce composé.

Une deuxiéme série de tests a été réalisée sur des cals de Vitis vinifera cv Gamay suivant la
méme procédure que précédemment. Deux concentrations de substances a expérimenter ont été
testées : 500 MM et 750 mM (graphe IV.5).
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Graphe V.5 : Influence de différents métabolites sur la croissance des cals de
Vitisvinifera cv. Gamay

Cette deuxieme série de tests confirme I’ activité du 4-hydroxy-benzaldéhyde et de I acide 4-
hydroxy-benzoique. D’autre part, on peut constater que I'acide 3-phényl-lactique présente une
toxicité comparable a celle de I’ eutypine vis a vis des cals de vigne.

IV.5- Conclusion

Les tests réalisés sur plantules de tomate ont permis de montrer que les composes toxiques
agissaient suivant deux modes d’ action distincts, comme I’ eutypine et le stéréhirsutinal [37] :

- Composés provoquant un flétrissement des feuilles : eutypine, 4-hydroxy-benzaldéhyde
et isosclérone

- Composés provoquant une nécrose des tiges: stéréhirsutinal, acide 4-hydroxy-
benzoique et acide 3-phényl-lactique

D’autre part, le N-butyl-benzéne-sulfonamide apparait trés agressif vis a vis de ces
plantules.

Les tests effectués sur feuille de vigne confirment la toxicité du 4-hydroxy-benzaldéhyde, de
I’ acide 4-hydroxy-benzoique, et de I’ acide 3-phényl-lactique vis a vis de cellules de |a plante héte.
Il montre I’ activité toxique du tyrosol. De ces quatre métabolites, I’ acide 3-phényl-lactique est celui
qui agit ala plus faible concentration.

Les tests menés sur protoplastes de vigne, de cépage Ugni blanc, révélent a nouveau la
toxicité de I'acide 4-hydroxy-benzoique et de I'acide 3-phényl-lactique vis a vis de cellules de la
plante héte, a des concentrations de 1 mM. Le 4-hydroxy-benzaldéhyde a 1mM ne présente aucune
activité vis avis des protoplastes.

Les tests réalisés sur cals de vigne, de cépage Gamay, montrent que I'acide 3-phényl-
lactique, le 4-hydroxy-benzaldéhyde, le tyrosol et I'acide 4-hydroxy-benzoique inhibent la
croissance des cals de vigne. La toxicité de I'acide 3-phényl-lactique a une concentration de 500
mM est comparable a celle de I’ eutypine a la méme concentration. D’autre part, le 4-hydroxy-
benzaldéhyde semble capable de nuire aux cellules de la plante héte. On peut penser que I’ absence
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d activité de ce métabolite vis a vis de protoplastes de vigne résulte soit de I'emploi de ce composé
a des concentrations trop faibles, soit d’ une sensibilité moindre du cépage Ugni blanc a ce composé.

Un certain nombre de tests entrepris sur la 1-O-méthyl-émodine, la scytalone, I'acide 4-
hydroxy-3-(3-méthylbut-2-enyloxy)-benzoique, la dihydroactinidiolide et la 3-oxo-a-ionone,
semblent indiquer que ces composés ne présentent aucune activité toxique. Cependant, I’ ensemble
des tests n'a pu étre réalisé sur ces métabolites, en raison des faibles quantités disponibles. Les
synthéses d'acide 4-hydroxy-3-(3-méthylbut-2-enyloxy)-benzoique et d'isosclérone devraient
permettre a1’ avenir de poursuivre leur étude.
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ChapitreV

Etude du matériel végétal

La derniéere étape de notre étude est la recherche dans les diverses parties de la plante des
métabolites secondaires sécrétés par les champignons impliqués dans le syndrome de I'esca. Elle
permet d’établir, d'une part, s ces métabolites sont produits in vivo, et d'autre part, Sils sont
capables de diffuser vers des parties non infectées de la plante via la séve brute par exemple.

Des extraits de bois, de séve et de feuilles malades ont été étudiés et comparés aux extraits
de matériel végétal sain correspondant. La complexité de la composition chimique de ce matériel
végétal nous a conduit a utiliser I'HPLC comme méthode de séparation des constituants du
mélange. Cet appareil fut couplé a un spectrométre de masse. Ce détecteur présente deux
avantages : il est non seulement tres sensible, mais fournit aussi des informations structurales
permettant d’identifier précisément un composeé.

V.1- Description du spectrométre de masse utilisé

V.1.1- L’ionisation par éectrospray [101, 102]

L’ électrospray est une technique permettant de transférer des ions d’une solution vers une
phase gazeuse (figure V.1). Ce processus se subdivise en trois étapes :

- Nébulisation d’ une solution en gouttelettes chargées électriquement
- Diminution de lataille des gouttelettes chargées

- Production d’'ions en phase gazeuse a partir des minuscules gouttelettes chargées
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Figure V.1 : Schéma d’ une source éectrospray (Documentation Finnigan)

V.1.1.1- Principes
> Formation de gouttelettes polychargées

Le processus de formation d’ un électrospray consiste a appliquer un haut champ électrique a
I’ extrémité du capillaire par lequel est introduit la solution. Dans la figure V.2, le potentiel appliqué
a I'extrémité du capillaire est plus important que celui de la contre-électrode. Dans ce cas, sous
I’action du champ électrique, les ions positifs contenus dans la solution se déplacent vers le
ménisque du liquide, alors que les ions négatifs viennent se décharger sur les parois du capillaire.

Reduction [}

—————
Electrons

High Voltage
Power Supply

Figure V.2 : Schémade I' action d’un champ électrique sur les ions présents en
solution [102]

La répulsion éectrostatique entre les charges positives entraine une expansion de la surface
du liquide et la formation du cdne de Taylor. Lorsque la force de répulsion entre les charges
positives devient plus importante que la force de tension de surface du liquide, de fines gouttelettes
chargées quittent la surface et se déplacent vers la contre-électrode (figure V.3).
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Figure V.3 : Formation des gouttelettes polychargées :
(8 Extansion del’extrémité du cone en jet (R;: rayon du jet ; Rp: rayon de la goutelette)
@ ® (b)® (c): Augmentation du voltage du spray: passage en multijet
[102]

Un mécanisme similaire s applique pour la formation de gouttelettes chargées négativement.
Cette fois-ci, le potentiel appliqué a I’extrémité du capillaire est moins important que celui de la
contre-électrode. Ce sont donc les ions négatifs qui migrent vers la surface du liquide.

> Diminution de la taille des gouttelettes chargées

Lors de leur déplacement vers la contre-électrode, les gouttelettes chargées se retrouvent
dans un courant de gaz a pression atmosphérique. Elles subissent alors :
- une réduction de taille par évaporation du solvant qu’ elles contiennent
- une déformation sous I’ action de forces résultant de leur déplacement a travers
un gaz
Par conséquent, la densité de charge a la surface des gouttelettes augmente. Au dela de la
limite de stabilité de Rayleigh, les forces de répulsion coulombiennes deviennent supérieures aux
forces de tension de surface (forces cohésives). Les gouttelettes se désagregent alors et donnent
naissance a de nouvelles gouttelettes polychargées, plus petites (figure V.4).
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Figure V.4 : Schéma des fissions successives des gouttelettes polychargées
N : nombre de charges élémentaires sur la gouttelette
R : rayon de la gouttelette en mm
Dt : temps nécessaire pour que la gouttelette ait lataille requise
alaréalisation d'une fission
[103]
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» Mécanisme de formation d’ions en phase gazeuse a partir des petites gouttelettes
polychar gées

Deux mécanismes ont été proposés pour expliquer la formation d’ions en phase gazeuse a
partir de petites gouttelettes polychargées.

@ M écanisme proposé par Dole:

Selon Dole, la fission successive des gouttelettes polychargées aboutit a la formation de
gouttelettes extrémement petites, qui ne renferment plus qu’un seul ion. L’évaporation du solvant
contenu dans ces gouttelettes conduit a la production d’un ion en phase gazeuse.

@ M écanisme proposé par Iribarne et Thomson :

Suivant ce mécanisme, le rayon des gouttelettes polychargées diminue jusgu’a une taille

donnée a partir de laquelle lesions sont directement €ectés en phase gazeuse.

Ce processus d’gection des ions en phase gazeuse devient prédominant, par rapport aux
fissions coulombiennes, quand le rayon des gouttelettes est inférieur a2 10 nm (figure V..5).
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Figure V.5 : Schéma du mécanisme proposé par Iribarne et Thomson (« processus
d'évaporation d"ion ») [101]

V.1.1.2- Aspectspratiques

L’ électrospray est une technique d’ionisation trés douce. En effet, la désolvatation des ions
est réaisée progressivement par I'énergie thermique a température ambiante. De ce fait, peu
d énergie est fournie au systéme, et la fragmentation des molécules est ainsi évitée. Cette technique
permet d’ analyser par spectrométrie de masse des composés tres polaires et/ou labiles.

Par conséquent, un spectre de masse ESI se compose de pics caractérisant des ions
moléculaires. Ces ions moléculaires peuvent étre déprotonés (ESI mode négatif), protonés (ESI
mode positif), ou former des adduits avec différents sels en particulier lors d’ utilisation de tampons.
Pour obtenir des informations structurales sur un compose il devient nécessaire d' effectuer de la
MS/MS, et donc de disposer d’'un analyseur permettant de réaliser de la spectrométrie de masse en
tandem.

D’autre part, I’ efficacité de I’ionisation par électrospray est liée au flux utilisé pour injecter
la solution dans la source. L’ionisation par électrospray (et par suite la sensibilité de détection) est
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optimale pour des flux inférieurs @ 100 m/min. L’utilisation de tels flux en HPLC sur des colonnes
traditionnelles entrainerait une augmentation non négligeable des temps de rétention. Afin de pallier
ace probléme, un split de 1/10°™ post-colonne est réalisé.

L’ électrospray est une technique permettant de transférer des ions présents en solution vers
une phase gazeuse. L’ efficacité d’ionisation d’un composé peut donc étre augmenter par I’ injection
post-colonne de réactifs appropriés, comme des solutions d’ acides ou de bases volatiles permettant
d gjuster le pH de la solution injectée (solutions de NH3, de CH3COOH, etc...). Une autre possibilité
est d' utiliser directement ces solutions diluées comme phases mobiles pour I'HPLC.

V.1.2- Latrappeionique
La trappe ionique est un analyseur a balayage. Elle est congtituée de trois électrodes

hyperboliques : une circulaire couverte de deux calottes. Les ions pénétrent dans la trappe par une
calotte et ressortent par |'autre (figure V.6). L’ analyse de masse a lieu dans la cavité ainsi formée.

Figure V.6 : Schéma d’ une trappe ionique (Documentation Finnigan)

Les ions présents dans la trappe sont soumis a I'influence d'un champ éectrique total
congtitué d’un champ alternatif et d'un champ constant. Ce champ total résulte de I’ application sur
I’ électrode circulaire d'une tension F g et sur les calottes d'une tension inverse -Fo. Les ions se
retrouvent alors captifs (« trappés ») sur une trajectoire en forme de huit a trois dimensions (figure
V.7).

Figure V.7 : Trajectoire suivie par desions dans un champ quadripolaire
de type ion trap (Documentation Finnigan MAT)
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Au sein de la trappe les ions se repoussent mutuellement, et de ce fait, ont tendance a
accroitre le volume gu'’ils occupent. Une pression de gaz inerte (hélium) est donc appliquée afin de
maintenir les ions sur une trajectoire de petite dimension. Ce gaz sert aussi de gaz de collision pour
réaliser de laMS" sur union donné.

L’ augmentation successive de I'’amplitude de la radio-fréquence déstabilise la trgjectoire des
ions de masse croissante. Les ions sont alors expulsés de la trappe ionique en fonction de leur
masse.

V.1.3- Techniques d’analyse utilisées

Notre étude consiste a rechercher des métabolites dans des extraits de matériel végétal. Ces
extraits sont des mélanges complexes dans lesgquels les composés recherchés peuvent n’ étre présents
gu'a I'état de trace. Nous avons donc employé des techniques permettant d’obtenir une grande
sensibilité de détection : SIM, SRM et CRM.

» SIM : Selected lon Monitoring

Au cours de ce mode de balayage, les ions formés dans la source sont stockés dans la trappe
ionique. Seuls les ions de masses sélectionnées sont expulsés de I'analyseur et détectés afin de
fournir le spectre de masse en mode SIM.

Comme seuls les ions de masses sélectionnées sont suivis, le mode SIM fournit
généralement une sensibilité plus importante que le mode de balayage de I’ensemble de la gamme
des masses (Full scan mode).

» SRM : Selected Reaction Monitoring
Ce mode de balayage se déroule en deux étapes.
Dans une premiére étape, lesions formés dans la source sont stockés dans la trappe ionique.
Tous les ions sont alors expulsés de I'analyseur a part les ions parents de masse sélectionnée. Ces
derniers sont excités afin qu'’ils rentrent en collision avec les molécules d’ hélium présentes dans la
trappe. Ces collisions provoquent la fragmentation des ions parents en quelques ions fils.
Dans la deuxieme étape, les ions fils produits sont stockés dans I'analyseur de masse. Les

ions fils de masse sélectionnée sont alors expulsés de la trappe et détectés afin de fournir le spectre
de masse en mode SRM.

Comme le mode SIM, le mode SRM permet I’'analyse rapide de composés a I’ état de trace
dans des mélanges complexes avec une sensibilité plus importante que le mode de balayage de
I’ ensemble de la gamme des masses (Full scan mode).

» CRM : Consecutive Reaction Monitoring

Ce mode de balayage se déroule au moins en trois étapes.



Etude du matériel végétal 107

Dans la premiere étape, les ions formés dans la source sont stockés dans la trappe ionique.
Les ions de masse sélectionnée sont gardés captifs dans I'analyseur, et les autres ions en sont
expulsés. L’ion parent ainsi sélectionné est aors excité et entre en collision avec les molécules
d hélium présentes dans la trappe. Ces collisions provoquent la fragmentation de I'ion parent en
guelques ions fils.

Dans la deuxiéme étape, les ions fils produits sont stockés dans I’ analyseur. Les ions fils de
masse sélectionnée sont maintenus dans la trappe, et les autres ions fils en sont expulsés. L’ion fils
ains sélectionné devient parent a son tour pour I’ étape suivante de I’ analyse de masse. Cet ion fils
sélectionneé est excité et entre en collision avec les molécules d’ hélium. Ces collisions provoquent la
fragmentation de cet ion et produit de nouveaux ions fils.

Dans la troiséme étape, les nouveaux ions fils sont stockés dans I'analyseur. Et les
processus précédents peuvent étre répétés jusgu’ an fois (avec n £ 7).

Les ions fils finalement produits sont stockés dans I'analyseur de masse. Les ions fils de
masses sélectionnées sont alors expulsés de la trappe et détectés afin de fournir le spectre de masse
en mode CRM MS".

V.2- Caractéristiqguesen LC-ESI-M S des produitsrecherchés

Afin de mettre au point les conditions d’ionisation des composés en éectrospray, nous les
avons injectés directement en ESI-MS. Les meilleurs résultats furent obtenus, de maniere générale,
en mode négatif avec addition d’ une solution de NH3 5%. Les masses des ions pseudo-moléculaires
ainsi obtenus sont indiqués dans le tableau V. 1.

Une énergie de collision a ensuite été appliquée a chaque ion pseudo-moléculaire. Les ions
fils obtenus en MS? pour chague composé sont présentés dans le tableau V. 1.

D’autre part, nous avons injecté tous les composés en LC-ESI-MS en utilisant le programme
standard (programme 1) pour déterminer leurs temps de rétention respectifs.

MOLECULE RT (min) | ESI(-)-MSion pseudo- [ESI(-)-M S/IM Sionsfils
moléculaire (uma) (uma)
Acide phényl-lactique 3 165 147
Acide 4-hydroxy benzoique 4.5-55 137 93
4-Hydroxy benzaldéhyde 7-8 121 \
Scytalone 8.2 193 149, 151
| sosclérone 12 177 159
Acide 4-hydroxy-3-isoprényloxy- 20.7 221 177, 152
benzoique
1-O-Méthyl-émodine 45.8 283 268, 240
Stéréhirsutinal 54.5 265 250, 237, 221
Eutypine 28 185 157, 145, 143
Tyrosol 6 137 119, 107, 93

Tableau V.1 : Résultats des expériences de LC-ESI-MS et LC-ESI-MS” effectuées
sur 9 composés
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De simples expériences de LC-ESI-MS furent entreprises sur d’ autres produits. Les résultats
sont présentés dans le tableau V.2.

MOLECULE RT (min) ESI(-)-M Sion pseudo-
moléculaire (uma)
3-Hydroxy-5-décanolide 24.9 185
N-Butyl-benzéne-sulfonamide 27.9 212
Frustulosine 39.2 201
Frustulosinol 15 203
Méthyl-frustulosinol 27.7 217
Stéréhirsutinol 38.4 267
2,5-dihydroxy-3-(3-méthyl-but-2-ene)-6-(3- 58.7 269
méthyl-but-3-éne-1-ynyl)-benzaldéhyde
2,4-dihydroxy-6-méthyl benzoate de [3,4- 40.6 387
dihydroxyméthyl-5-hydroxy-6-(3-méthyl-but-
2-ényl)-phényl]

Orsdllinate de méthyle 27.2 181
Eulatinol 30 187

Tableau V.2 : Résultats des expériences de LC-ESI-M S sur 10 composés

Pour analyser les différents échantillons de matériel végétal, nous avons utiliser le méme
programme HPLC que précédemment. Or, pour une ionisation optimale en électrospray, le flux de
solvant employé ne devrait pas dépasser 100 m.min™. Nous avons donc réalisé un split de 1/10°™
post-colonne. Cing microlitres d’ une solution de NH3 a 5% fut également injectée post-colonne afin
d améliorer I’ionisation des produits en solution.

V.3- Origine du matériel végétal

L’ensemble du matériel végétal nous a éé fourni par le Dr Larignon du laboratoire de
pathologie végétale de I'lNRA de Bordeaux.

Nous avons regu trois ceps infectés :

> Le premier éait de cépage Ugni-Blanc et provenait de Vaux-Rouillac. Ce cep
était atteint d’ esca, mais la microflore qu’il contenait n’a pas été déterminée.

2 Le deuxieme présentait des symptbmes foliares. Des souches de
Phaeoacremonium chlamydosporum et de Phaeoacremonium aleophilum ont été
isolées de ce cep.

2 Le troiséme ne présentait pas de symptdomes foliaires. Phaeoacremonium
aleophilum et Phaeoacremonium chlamydosporum étaient présents dans les
tissus du bois.
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La seve de cep malade et celle de cep sain étudiées ont été prélevées au printemps a Saint-
Preuil dans le vignoble charentais. Elles provenaient de cépages Ugni-Blanc.

Enfin, nous avons recu des feuilles présentant les symptdomes caractéristiques de |'esca
issues de ceps malades. Des feuilles ne présentant aucun symptéme et provenant de ceps
apparemment sains ont également fait I’ objet d’ une étude.

V.4- Etudedu bois
V.4.1- Bois malade ne présentant pas de symptdmes foliaires
V.4.1.1- Préparation des échantillons

Le tronc du cep infecté a été réduit en sciure, puis extrait a I’ éther dans un soxhlet pendant
24 heures. L'extrait brut ains obtenu a été éudié en LC-ESI-MS. Les métabolites recherchés
peuvent n’'étre présents qu’ a des concentrations tres faibles. Nous avons donc fractionné cet extrait
brut et analysé chacune des fractions obtenues.

L’extrait brut est dissout dans une solution agueuse contenant 20% de méthanol. |1l est
fractionné a I’ aide de différents solvants de polarité croissante : hexane, dichloro-méthane, acétate
d éthyle et butanol. Chacune des fractions obtenues est alors injectée en LC-ESI-MS.

V.4.1.2- Analyse del’extrait brut

L’analyse de I'extrait brut en LC-ESI-MS permet de mettre en évidence la présence de deux
métabolites : le 4-hydroxy benzaldéhyde et I acide 4-hydroxy-benzoique. En effet, la recherche en
mode SIM de I'ion 121 fait apparditre un pic a 8 minutes, temps de rétention (RT) correspondant a
celui du 4-hydroxybenzaldéhyde (figure V.8).

bois malade sans symptome foliaire 6 12/01/99 11:13:10 AM injection N°6
split 1/10 addition de 5 ul de NH3 5% post colonne

10 20.26 20.62 28.53 28.16 NL:

29.63 6.07E7
TICF:-p
Full ms [
100.00 -
1000.00]
1
60
Time (min)
8.03 NL:
10i 4.14E5
TICF:-p
SIMms [
5 19.08 120.00 -
9.87 122.00]
T T T 1 T 1 T T [ T T T T [ T T T T [ T T T T [ T T T T [ T T T T [ T 1 T T [ T T T T [ T T T T T T T T T T T T T T
10 15 20 25 35 40 4 60
Time (min)
210 121
©
S
g 5
E 19 |12 5, 139 153 163 163
'20 \\\\\\\\"\\\\\\\\\\\\\\\\\\\\\\\\\\\\A\\\\\\\\\\\\\\\\\\\\\\\\\\\\
105 110 115 120 125 130 135 140 145 150 155 160 165

m/z

Figure V.8 : De haut en bas : Courant ionique total de I’ extrait brut, Courant
ionigque en mode SIM [ion : 121], Spectre de masse & RT = 8 minutes
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D’autre part, la MS? de I'ion 137 présent & un temps de rétention de 5 minutes engendre
I"ion fils 93, caractéristique de I’ acide 4-hydroxy-benzoique (figure V.9).

bois malade sans symptome foliaire 6 12/01/99 11:13:10 AM injection N°6
split 1/10 addition de 5 ul de NH3 5% post colonne
10 20.62 28.53 28.16 NL:
O 6.07E7
TICF:-p
Full ms [
5 100.00 -
1000.00]
T T LB T T T T T T T T T L s LB L e s s s s S B B I
5 10 15 20 25 30 35 40 45 50 55 60
Time (min)
5.61 NL:

10 1.16E5
m/z=
136.5-137.5F: -

5 6.40 p Fullms [

6.92 758 20,81 100.00 -
1000.00]
At N
LN N O Oy N S B N B S ) N E B O B B B B B E HN EE B B B N B B B T 1 1 T L e s E B B B B B B B B
5 10 15 20 25 30 35 40 45 50 55 60
Time (min)
10 93
5
Trrrrrrrrrrrrrrrrrrrrr 1 rrrr [ r1rr1r[1rrrrrrrrrrrrr [ 1111 [ 1 1 1T [ T T T T [ T T T T [ T T T T [ T 17T
90 91 92 93 94 95 96 97 98 99 100
m/z

Figure V.9 : De haut en bas : Courant ionique total de I’ extrait brut, Présence de
I"ion 137 dans le courant ionique total, Spectre MS’ [ion parent : 137] &
RT = 5.6 minutes

V.4.1.3- Analyse desfractionsde |’ extrait brut
V.4.1.3.1- Analyse de la fraction AcOEt

L’ étude de la fraction ACOEt permet de confirmer la présence de 4-hydroxy-benzaldéhyde
(figure V.10) et d' acide 4-hydroxy-benzoique (figure V.11).

bois malade sans symptéme foliaire fr... 12/22/99 04:18:37 PM Fraction AcOEt
addition de 5 ul NH3 5% post colonne split 1/10
19.92 ’;L74E7
10 723 N 2052 5143 2870 TiCF: - p Ful
) ms [ 100.00 -

67.68 1000.00]

813 1157 1708 18.23

3597 3673 3855 5702 6139 5947  64.44

L e e e e e B B e LN L A e
70
Time (min)
7.67 NL:
B 2.53E5
10 TICF:-pSIM
ms [120.50 -
5 121.50]
L L I B B O O ) O S O O O O O O B B B B D Y B B
5 10 15 20 25 30 35 40 45 50 55 60 65 70
Time (min)
121
10
5
119
.\ S
L e e e B B B B B B B L B B L B B B B B B L B B B
80 85 90 95 100 105 110 115 120 125 130 135 140 145 150 155 160 165 170
m/z

Figure V.10 : De haut en bas : Courant ionique total de la fraction AcOEt, Courant
ionigque en mode SIM [ion : 121], Spectre MS aRT = 7.6 minutes
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Bois malade sans symptome foliaire Fr... 03/15/00 02:11:31 PM
RT:0.01-12.34
NL:
10 483 575 3.84E4
TICF:-p
8 8 SIMms [
g 136.50 -
3 137.50]
S 6l
3
<
2 4
k<t
& 2 253 2.85 776
013 107 149 201 _ 306 [0 797 859932 964 1016 1089 1121 11.83
L B A s e e e e B L A e e S A e e s e e L A s B e e B e B e e B A
4 5 8 9 10 11
Time (min)
S#: 228 RT:4.76 AV:1 NL:9.85E2
F: - p Full ms2 137.00 [ 65.00 - 150.00]
101 93
(]
2 8
(]
=]
S 6l
Qo
<
2 A
k<t
& 2
0 Tr1r rrjrrrrjrrrrrrrrrrrrrrrrrrrrrrrrrrrrrjrrrrqrrrrr 1 rrr1r 111111 11T T 1T T T T T T T T T T T T T T T TT1T.]
70 75 80 85 90 95 100 105 110 115 120 125 130 135 140 145 150
m/z

Figure V.11 : De haut en bas : Courant ionique en mode SIM [ion : 137] dela
fraction AcOEt, Spectre MS [ion : 137] ART = 4.8 minutes

Nous avons refractionné cette fraction par chromatographie sur colonne de slice. Les
différentes fractions obtenues sont alors analysées en LC-MS.

L’analyse de la fraction 2 montre la présence de 4-hydroxy-benzaldéhyde et d'acide 4-
hydroxy-benzoique (figure V.12).

bois malade sans sympt ext AcCOEt Fr2 02/03/00 02:44:31 PM fraction 2
split 1/10 addition de 5 ul de NH3 5%

RT: 0.01-70.10

NL: 2.66E7
oo S
B 22.91 T :
507 18.27
J1.52 3.28 6.30 10.96 15.53 25.97 29.87 35.44 37.95 38.78 47.22 49.05 55.46 59.86
0- NL: 9.02E4

TICF:-pSIMms

1 |
00; [136.50 - 137.50]
. |
o 1.62 9.92 10.43

Relative Abundance
(&)
2

NL: 2.24E3
100— 5.68 TICF:-p SRM
E I ms2 137.00 |
7 I N
504 f 92.50 - 93.50]
g i
07 L
NL: 2.69E4
100 7.71 TICF:-p SIMms
B [120.50 - 121.50]
50
J0.92 6.20 | \8.71
O:\\\\\\\\\\\\\\\\\\\\\\\\\\\\\\\\\\\\\\\\\\\\\\\\\\\\\\\\\\\\\\\\\\\\\\
5 10 15 20 25 30 35 40 45 50 55 60 65 70
Time (min)

Figure V.12 : De haut en bas : Courant ionique total de lafraction 2, Courant
ionique total en mode SIM [ion : 137], Courant ionique en mode SRM [ ion
parent : 137, ion fils: 93], Courant ionique en mode SIM [ion : 121]
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V.4.1.3.2- Analyse des autresfractions

L’ analyse des fractions CH,Cl,, hexane et butanol n’'a pas permis de mettre en évidence la
présence d’ autres métabolites secondaires.

V.4.2- Bois malade présentant des symptémesfoliaires
V.4.2.1- Préparation des échantillons

Le tronc du cep infecté a été réduit en sciure, puis extrait a I’ éther dans un soxhlet pendant
24 heures.

L’extrait brut est dissout dans une solution agueuse contenant 20% de méthanol. Apres
injection directe en LC-MS, cet extrait est fractionné a I'aide de différents solvants de polarité
croissante : hexane, dichloro-méthane, acétate d éthyle et butanol. Chacune des fractions obtenues
est alorsinjectée en LC-ESI-MS.

V.4.2.2- Analyse del’extrait brut
L’analyse de I'extrait brut met en évidence la présence de 4-hydroxy-benzaldéhyde. La

fragmentation de I'ion 137 présent a 5.3 minutes génére I'ion fils 93, ce qui indique la présence
d acide 4-hydroxy-benzoique (figure V.13).

Bois malade avec symptome foliaire ex... 03/15/00 03:37:07 PM

RT: 0.01 - 64.14

NL: 7.26E6
59.83 TICF:-pFullms [
70.00 - 400.00]

\\$

50| 20.31 59.22
b 21.37 25.60 23.13 32.66 37.96 41.20 45.86 47.68 51.12 53.96
0 NL: 1.75E5
§ 100— 5.28 5 g5 m/z= 136.5-137.5 F:
s R -p Fullms [ 70.00 -
E \ 6.38 400.00]
< 50 /
2 1 310 | 8011186
kR n— 1186 8.56 14191819 24.54 2243  34.78 37.96 39.38  49.50 51.32 54.16 62.25 60.84
& NL: 1.29E6
7.55 TICF:-pSIMms|
1007 ‘“‘ 120.50 - 121.50]
3 |
50 J‘\
|\
] |\ 9.01
1 819 | w992
O [T I T T T T T T [ T T T T [ T T T T [ T T T T [ T T T T [ T T T T [ T T T T [ T T T T [ T T T T [ T T T T [T T 17
5 10 15 20 25 30 35 40 45 50 55 60

Time (min)

Figure V.13 : De haut en bas : Courant ionique total de I’ extrait brut, Présence de
I"ion 137 dans le courant ionique total, Courant ionique en mode SIM [ion : 121]
V.4.2.3- Analyse desfractionsde |’ extrait brut
V.4.2.3.1- Etude delafraction CH,Cl;

L'analyse de la fraction CH,Cl, permet de confirmer la présence de 4-hydroxy-
benzaldéhyde (figure V.14).
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Bois malade avec symptome foliaire ex... 03/15/00 05:52:15 PM
RT:0.01 - 28.13
g 7.65 e
S -65 8.56 4.24E6
g 100+ TICF:-p Full
g 1021 1142 11,09 11.98 12,42 ms [70.00 -
2 504 119812, 16.07 400.00]
3
2
& 0~
& 756 85aes
100 y TICF:-pSIM
ms [ 120.50 -
50 /L 121.50]
0.46 1.55 2.10 3.37 3.73 519  6.46
07““““““““““‘“““““““‘“““““‘
6 8 10 12 14 16 18 20 22 24 26 28
Time (min)
S#: 329 RT:7.47 AV:1 NL: 1.60E5
F: - p Full ms [ 70.00 - 400.00]
121
100+
[
< 80
°
5 604
<
2 40
k]
© 20 122 167
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Figure V.14 : De haut en bas : Courant ionique total de la fraction CH,Cl,, Courant
ionigque en mode SIM [ion : 121], Spectre MS a RT = 8.2 minutes

Dans cette fraction, la fragmentation de I'ion 137 & 5,3 minutes engendre I'ion fils 93, ce qui
confirme la présence de I’ acide 4-hydroxy-benzoique (figure V.15)

Bois malade avec symptome foliaire ex... 03/15/00 05:52:15 PM
RT:0.01 - 29.65
3 NL: 4.24E6
S 100~ 765 g56 TICF: -p Full ms [
k=] 17.84 22.78 2561 70.00 - 400.00]
g 10.21 1142 1109 11.98 12,42 19.96 . 2737 2879
2 504 146 ~—————o 12 16.07
S 46
2
T 0
o) NL: 2.61E5
["'4 100 5.29 m/z=136.5-137.5 F:
- p Full ms [ 70.00 -
400.00]
50 6.38
328 237 292 201 820 7.83 874 965 1220 14191463 1643 1819 1996 2102 2349 2455 2631 2808
B e L s e e e e s e B B L A B s B B e B B e B L L B B B e e B B B e e B LA A By o
2 4 6 8 10 12 14 16 18 20 22 24 26 28
Time (min)
S#: 252 RT:572 AV:1 NL: 1.19E3
F: - p SRM ms2 137.00 [ 92.50 - 93.50]
10f 3
[
< 8
=]
B
<
24
k]
T 2
@
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Figure V.15 : De haut en bas : Courant ionique total de la fraction CH,Cl,,
Présence de Iion 137 dans le courant ionique total, Spectre MS? [ion parent : 137]
aRT = 5.5 minutes

V.4.2.3.2- Etude dela fraction AcOEt

L’analyse de la fraction ACOEt montre la présence de 4-hydroxy-benzaldéhyde et d’ acide 4-
hydroxy-benzoique (figure V.16).
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Bois malade présentant les symptomes ... 03/16/00 11:43:39 AM
RT:0.01 - 70.15
NL: 3.51E6
10 4 19.61 66.51 I(I)% EO— p Full ms [ 70.00 -
) 47 492 1552 1784 2102 2773 3196 3367 40.60 4424 4667 4384 5315 5214 60.24 6449 | 001
8
S NL: 8.54E5
210 756 TIC F: - p SIM ms [ 120.50 -
E] U“ n 121.50]
<
3 ol L9 428 J\_oas
% 6.20 NL: 1.16E5
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g 1o 547 ) msz[70 00 - 400.00] P
ol 210 JUL 729 1264 1386 1925 2349 26.67 29.84 32.67 34.79 3832 44,24 45.46 50.52 55.17 52,74 60.24 63.27 67.93
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Figure V.16 : Courant ionique total de la fraction AcOEt, Courant ionique en
mode SIM [ion : 121], Présence de I'ion 137 dans le courant ionique total,
Spectre MS? [ion parent : 137]

V.4.2.3.3- Etude dela fraction butanol

L’analyse de la fraction butanol montre a nouveau la présence de 4-hydroxy-benzaldéhyde
et d acide 4-hydroxy-benzoique (Figure V.17).

Bois malade présentant les symptomes ... 03/16/00 03:12:13 PM
RT:0.01 - 70.10
NL: 1.57E7
66.70 TIC F: - p Full ms [
70,00 - 400.00]
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Figure V.17 : De haut en bas : Courant ionique total de la fraction butanol,
Courant ionique en mode SIM [ion : 121], Présence de I'ion 137 dans le courant
ionique total, Spectre MS* [ion parent : 137] a RT = 5.35 minutes
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V.4.3- Bois malade provenant de Vaux-Rouillac

V.4.3.1- Préparation des échantillons
Le bois réduit en sciure est extrait al’ éher dans un soxhlet pendant 24 heures. L’ extrait brut

est ensuite fractionné par chromatographie sur colonne de silice. Chaque fraction est alors analysée
par LC-ESI-MS.

V.4.3.2- Analyse des différentes fractions

L’analyse de la fraction 10 nous permet de mettre en évidence la présence du 4-hydroxy-
benzaldéhyde et de I’ acide 4-hydroxy-benzoique (figure V.18).

E:\Christine\...\VRF 10 2éme essai 12/08/99 12:15:21 PM Vaux Rouillac fraction 10
split 1/10 addition de 5 ul de NH3 5% post colonne
RT:0.01 - 70.03
38.05 NL: 1.45E7
. TIC F: - p Full ms [ 100.00 -
10 21.37 30.04
22 ¢ 33.36 3940 4076 as56  57.79 5490 60.63 1000.00}
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0 202 471 || 682 791 1312 1576 17.29 2343 2529 3025 3820 3655 37.76 39.25 50.49 52.46 5459 57.37 60.47 60.73 66.40
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Figure V.18 : Courant ionique total de la fraction VRF10, Courant ionique en
mode SIM [ion : 121], Présence de I'ion 137 dans le courant ionique total, Spectre
MS? [ion parent : 137] aRT = 5.8 minutes

L’étude de la fraction 12 confirme la présence de 4-hydroxy-benzaldéhyde et d acide 4-
hydroxy-benzoique (figure V.19).
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E:\Christine\HP 1100\bois\Vr f 12 12/22/99 03:03:38 PM VAUX ROUILLAC Fraction 12
addition de 5 ul NH3 5% post colonne split 1/10

RT:0.01 - 60.68
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Fraction V.19 : De haut en bas : Courant ionique total de lafraction 12, Courant
ionigque en mode SIM [ion : 121], Présence de I'ion 137 dans le courant ionique
total, Courant ionique en mode SRM [ion parent : 137, ion fils : 93], Spectre MS*
[ion parent : 137] &5.8 minutes

D’autre part, la recherche dans le courant ionique total des ions 177 et 193 fait apparaitre
une grande abondance de ces ions aux temps de rétention respectifs de I'isosclérone et de la
scytalone (figure V.20)

E:\Christine\HP 1100\bois\Vr f 12 12/22/99 03:03:38 PM VAUX ROUILLAC Fraction 12
addition de 5 ul NH3 5% post colonne split 1/10

RT: 0.01 - 60.68

NL: 1.99E7
20.76 :
100 31.26 TICF:-pFullms [
] 2043 100.00 - 1000.00]
] 34.38
50 55.97 59.17
1 9.80 5.78 7.93 8.46 14.04
© 0 NL: 2.23E4
2100, 9.00 m/z=192.5-193.5 F:
g 12.2311.95 31.46 -p Full ms [ 100.00
g 18.49 -1000.00]
ERe
< 504
¢ ] 20.76 39.70 18.97
2 | 685605 02136 29.43 © 40.76 60.23 57.36
E 0 NL: 3.19E4
100 13.48 13.76 miz= 176.5-177.5 F: -
] 7,“\‘ p Full ms [ 100.00 -
] \\W‘ 16.82 1000.00]
e | "LTOZ 1723 1751 32.69 40.76
1188 s8612371278 |y - : 30.85 °%;°7 33.78 704243 43 80 45.62 5383 56.88
0o Lan e an AN TSl VAN N A M A Mt AL A AN A AR SN oMb s
L sy B B O B I B B B L O O B B B B
5 10 15 20 25 30 35 40 45 50 55 60

Time (min)

Figure V.20 : De haut en bas : Courant ionique tota de la fraction 12, Présence de
I"ion 193 dans le courant ionique total, Présence de I'ion 177 dans le courant
ionique total
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Cependant, les SRM réalisées sur ces deux ions avec respectivement comme ions fils 159 et
151 ne donnent aucun résultat positif. 1l est donc difficile d’affirmer que les ions 177 et 193
proviennent de |’ une ou I"autre de ces molécules.

Par contre, la recherche de I'ion 283 dans le courant ionique total montre une grande
abondance de cet ion a un temps de rétention correspondant a celui de la 1-O-méthyl-émodine. La
présence de cette molécule est confirmée par la SRM MS? réalisée en sélectionnant ses deux ions
fils 240 et 268 (figure V.21), laCRM MS? (figure V.22) et les spectres MS? obtenus en fragmentant
I’ion 283 (figure V.23). Les différences de temps de rétention observées entre la figure V.21 et la
figure V.22 résultent de la variation de pression en téte de colonne par utilisation de deux pompes
HPL C différentes (HP1100 et Rhéos 4000).

E:\Christine\HP 1100\bois\Vr f 12 12/22/99 03:03:38 PM VAUX ROUILLAC Fraction 12
addition de 5 ul NH3 5% post colonne split 1/10

RT: 0.01 - 60.68

NL: 1.99E7
100, 20.76 29.43 31.26 TIC F:-p Full ms [
B 100.00 - 1000.00]
scé 34.38 55.97 59.17
7 . .
] 39.70 45.93 47.75 53.38
1 9.80 5.78 7.93 8.46 14.04 19.11
o o= NL: 1.21E5
2 100+ 45.93 miz= 282.5-283.5 F: -
§ b 48.36 p Full ms [ 100.00 -
5 7 | 1000.00]
< 50 39.55 L
o ] 20.76 31.46 I 43.50 | 48.82
. 2219 3045 33.78 ‘ \ | 50.03
= 7 6.85 4.84 15.1512.5114.73 W\‘ ‘ 57.26
S D A o) S W U o .
o NL: 3.52E4
100 45}89 TIC F: - p SRM ms2
] I 283.00 [ 239.50 -
] \ 240.50, 267.50 -
50 ‘ 268.50]
] 36.77 39.20 42.09 | 22051.97
e e L s s s B B e B B B B By B B \“\‘ 7 \L\ T T
5 10 15 20 25 30 35 40 45 50 55 60
Time (min)

Figure V.21 : De haut en bas : Courant ionique total de lafraction VR F12,
Présence de I'ion 283 dans le courant ionique total, Courant ionique en mode SRM
[ion parent : 283, ionsfils: 240 et 268]
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E:\Christine\...\VR F 12 ESSAI 2 12/10/99 10:06:37 AM VAUX ROUILLAC Fraction 12
split 1/10 addition de 5 ul de NH3 5% post colonne

RT: 0.00 - 70.04
NL: 5.96E7
30.28

100+ 18.61 27.45 TICF:-pFull ms [
100.00 - 1000.00]

66.47

2.4
3240 3845 4) g4 46.68 56.66 54.89 64.89

50—

7.836.20 7.50  17.18

g 0- NL: 1.97E5
c
< 100 38 TICF:-pSIMms [
5 — 282.50 - 283.50]
2 50 4655
2 o) 40.83 39.94 " A1.97 4940 57.41 66.52
= NL: 1.18E5
€ 100 43.89 TIC F: - p SRM ms2
hl474-25 283.00 [ 239.50 - 240.50,
50 I 4658 267.50 - 268.50]
o 157 )\ 2% 4943 5779 54.79 64.08
NL: 2.19E4
100, 4391 - TIC F: - p CRM ms3
o 283.00 268.00 [ 239.50 -
50 47.31 . 240.50]
&49-45 50.70 63.92
07\\\\\\\\\\H\\\\\H\\\\\\\\\\\\H\\\\\\\\\\\\HH\HH\HH\HH\HH\
5 10 15 20 25 30 35 40 45 50 55 60 65 70
Time (min)
Figure V.22 : De haut en bas : Courant ionique total de lafraction VR F12,
Courant ionique en mode SIM [ion : 283], Courant ionique en mode SRM [ion
parent : 283, ion fils : 240 et 268], Courant ionique en mode CRM MS® [ion
parent : 283, ion fils parent : 268, ion petit-fils : 240]
E:\Christine\...\VRF 12 ESSAI 4 12/13/99 05:38:38 PM Vaux Rouillac fraction 12

split 1/10 addition de 5 ul de NH3 5% post colonne

pe)
3
o
o
I=]
IN
©
o
a

NL:
30.27 7.72E7
TICF:-p Full
ms [100.00 -
1000.00]

&

18.00
1835 4 o 30 s

4 29°Y 33.63 3423 38.25 44

039 280 562 607 7.82 858 11.4013.96 1562 ST aL68 4488 404

Relative Abundance
- b
?

NL:
43.06 2.64E5
100+ TICF:-pSIM
ms [ 282.50 -
50 283.50]
ol 11.17 12.96 15.65 17.30 19,81 22.94 23.31 24.64 27.42 29.34 3221 3498
T L T L B e B o e B e L e B e B e IS A e aio T T
0 5 10 15 20 25 30 35 40 45
Time (min)
S#: 1754 RT:43.23 AV:1 NL: 1.08E4
F: - p Full ms2 283.00 [ 75.00 - 300.00]
268.1
10 2403
[
< 8
=]
G
<
2 A
8 283.5
269.
g2 2371 || 2413 269.0 282.9
o [}
L o B B L L A e B B e B B B B B B B LAt B o B B B B B B
210 215 220 225 230 235 240 245 250 255 260 265 270 275 280 285 290 2
m/z

Figure V.23 : De haut en bas : Courant ionique total de lafraction VR F12,
Courant ionique en mode SIM [ion : 283], Spectre MS? [ion parent : 283] &
RT = 43.2 minutes
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V.4.4- Etude du boissain

L’ étude du bois sain montre la présence de |’ acide 4-hydroxy-benzoique et du 4-hydroxy-
benzaldéhyde (figure V.24).

E:\Christine\HP 1100\bois2\Bois sain 03/26/00 05:10:43 PM

RT: 0.01 - 56.78
NL: 4.77E6

100— 18.90 TICF:-pFullms [
] 70.00 - 400.00]
i 40.59 39.58 52.13 54.96
50 *0-09 39 49.29
1 2.56 22,07 2454 3195 36.54 37.96 38.66
o NL: 1.98E6
§ 100— 7.56 TICF:-pSIMms [
S 7 120.50 - 121.50]
c ] |
2 ’
< 504 |
o |\ 9.01
k] ol 410592 // .
& NL: 3.60E5
6.01 miz= 136.5-137.5 F:
1007 | - p Full ms [ 70.00 -
J ‘U‘ 400.00]
0 |
- | \“
ot *19/ | 72910.01125316.4217.84 23132525 2948 3301 36.90 40.50 4444 4929 5355
L L e D sy O O B B B B B
5 10 15 20 25 30 35 40 45 50 55
Time (min)

Figure V.24 : De haut en bas : Courant ionique total de I’ extrait de bois sain,
Courant ionique en mode SIM [ion : 121], Présence de I’ion 137 dans le courant
ionique total

Aucun autre métabolite N’ a pu étre détecté dans le bois sain.

V.5- Etude desfeuilles

V.5.1- Etude des feuilles présentant des symptdmes d’ esca

Les feuilles ont été extraites a I’ acétate d’ éthyle. L’ extrait brut a ensuite était fractionné sur
une colonne de silice. Les fractions ainsi obtenue ont toutes éaient étudiées en LC-ESI-MS.

La recherche des différents métabolites dans la fraction la plus polaire a permis de montrer
la présence d'acide 3-phényl-lactique, de 4-hydroxy-benzaldéhyde et d’ acide 4-hydroxy-benzoique
(figure V.25).
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Feuilles malades extrait ACOEt fracti... 04/06/00 11:28:42 AM
3.14 NL:
10 1.33E7
TICF:-p
548 563 591 Full ms [
5 413 456 518 7= 6.63 6o  50.00-

015 044 058 1.01 115 144 500.00]

L s s e I e O N O O I B B B A
0.5 1.0 15 20 25 3.0 35 4.0 45 5.0 55 6.0 6.5 7.0

Time (min)
1
10 65
99
5 117
100 121 131132 147 o 177 179
71 73 7576 77 89 g7 g (101 115 129 [12°° 133 145 miw 159 169 174 f\ 1= 185 197 195 199 201 205 213 217 223 227
0\\\m\\\\\\\\\A\\ﬁ\\\\\\\\\\\\\\\\\\\M\\\\\"\\\\\\\\\\\\\\\\\\\\\\\\\\\\\\A\\\ﬂ\\\'ﬂf\\\wﬁ
70 80 ) 100 110 120 130 140 150 160 170 180 190 200 210 220 230
m/z
10 147
5 [\
0 T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T
130 135 140 145 150 155 160 165 170 175

Figure V.25 : De haut en bas : Courant ionique total de la fraction la plus polaire,
Spectre Full MS &RT = 2.7 minutes, Spectre MS? [ion parent : 165] &
RT = 2,8 minutes

Aucun autre métabolite n’a pu étre mis en évidence dans cette fraction. L’ étude des autres
fractions n’a donné aucun résultat.

V.5.2- Etude des feuilles ne présentant aucun symptéme

Seuls I’ acide 4-hydroxy-benzoique et le 4-hydroxy-benzaldéhyde ont pu étre détectés dans
I’ extrait de feuilles saines.

V.6- Etudedela séve

Deux échantillons de 400 ml de seve ont été prélevés au printemps par le Dr Larignon. L’un
provenait d’ un cep apparemment sain, |I’autre d’' un cep présentant des symptémes de la maladie. Les
extraits bruts de ces deux échantillons ont été étudiés par LC-ESI-MS. Aucun métabolite n’a pu étre
détecté dans ces deux extraits.

V.7- Conclusion

Cette étude par LC-ESI-MS a permis de montrer la présence de 4-hydroxy-benzaldéhyde et
d acide 4-hydroxy-benzoique dans les extraits de bois malade et de feuilles présentant des
symptémes. Ces deux composés ont également été détectés dans les extraits de bois sain et de
feuilles ne présentant pas de symptémes.

Deux autres métabolites ont été retrouvés: I'acide 3-phényl lactique dans des extraits de
feuilles présentant des symptdmes, et la 1-O-méthyl-émodine dans un des extraits de bois malade.
Ces deux produits n’ont pas été retrouvés dans les extraits de matériel végétal sain.
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Chapitre VI

Recherche et dosage del’ eutypine dans des
lyophilisats de milieux de culture d’ Eutypa lata par
LC-ESI-MS°

VI1.1- But del’ é&ude

L’analyse des métabolites produits par Eutypa lata a conduit a la caractérisation d’'une
toxine I’ eutypine 24 [28]. Satoxicité vis avis de Vitis vinifera résulte de la présence du groupement
aldéhyde [34].

CHO

OH

24

Notre but et de déterminer sil existe une corrélation entre I'agressivité d’'une souche
d Eutypa lata et la quantité d eutypine gu’elle produit. Pour cela nous avons recherché et dosé
I’ eutypine dans des lyophilisats de milieux de culture obtenus par incubation de souches plus ou
moins agressives d' Eutypa lata.

VI1.2- Matériel de départ

Le classement des souches d’ Eutypa lata en souches agressive ou hon agressive a été réalisé
al'INRA de Montpellier par le Dr Péros (tableau V1.1). 1l résulte de I’ observation de I'intensité de
I activité toxique de ces souches sur des plants de vigne élevés en serre.
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Souche Origine géographique Annéed’isolement  Agressives  Non agressives
Pays Commune (Dept.)

AM78 France Aigues-Mortes (34) 1992 AM 78-1 AM 78-4
CM96 France Chambolle-Musigny (21) 1993 CM 96-7 CM 96-3
FD93 France Faye-d'’Anjou (49) 1993 FD 93-4 FD 93-2
HA42 Australie Hawthordene 1984 HA 42-5 HA 42-22
NE85 France Neuillac (51) 1993 NE 85-8 NE 85-11
TH118 France Theize (69) 1993 TH 118-4 TH 118-12
VL11 France Villeneuve-les-Mag. (34) 1990 VL 11-5

Tableau VI.1: Caractéristiques des différentes souches d’' Eutypa lata

Nous avons recu de I'INRA de Montpellier des lyophilisats de milieux de culture de
chacune des souches d’ Eutypa lata.

Chague souche a été cultivée dans 40 ml de milieu D7 (dérivé du milieu de Murashige et
Skoog). Apres trois semaines d’incubation, le mycélium est éliminé par filtration et le filtrat
lyophilisé.

Chaque lyophilisat est alors dissout dans 100 ml d’eau distillée et extrait par deux portions
de 50 ml d’acétate d' éthyle. Le solvant est ensuite éliminé.

V1.3- Recherche d’eutypine par LC-ESI-M &

V1.3.1- Choix dela méthode

Pour cette étude nous avons choisi d'utiliser un spectrométre de masse (Finigan LCQ)
comme détecteur. Ce détecteur présente deux avantages: il possede une trés grande sensibilité et

fournit des informations structurales sur le composé détecté.
D’autre part, il a été observé que I’ eutypine se cyclisait aisément pour donner le composé

OH o
OHC” i ‘“/ ;
OHC X
S 25

Nous avons donc choisi d'utiliser une source électrospray qui permet d’une part, une
ionisation trés douce du composé a pression atmosphérique sans chauffage, et d'autre part, le
couplage d’une HPLC (HP 1100) a un spectrométre de masse.

25.

V1.3.2- Mise au point dela méhode

Nous avons commenceé par régler les différents paramétres de la source éectrospray afin
d optimiser I"ionisation de I’ eutypine. Pour ce faire, nous avons injecté directement en continu une
solution diluée de la toxine.
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En MS simple, nous obtenons le pic moléculaire moins une unité de masse, soit 185 uma
(figure VI1.1).

Z:\cd\eutypine pure\eutypine 0,1 mg.ml-1 02/02/98 02:47:53 PM

S#: 861 RT: 28.47 AV: 1 NL: 4.25E5
F: - p Fullms [ 50.00 - 300.00]

185
100+

o]

O\H?H\%\Hg\\\?\\

Abondance relative

N

m/z

FigureVI.1 : Spectre ESI-MS de I’ eutypine pure

Pour obtenir davantage d’informations structurales sur I’ eutypine, I'ion 185 est sélectionné
dans la trappe et fragmenté. Nous obtenons ainsi le spectre MS? de I'ion 185, caractérisé par deux
ionsfils principaux : I'ion 157 uma et I'ion 145 uma (figure V1.2).

Z:\cd\eutypine pure\eutypine 0,1 mg.ml-1 02/02/98 02:47:53 PM

S#: 866 RT: 28.63 AV: 1 NL: 1.38E3
F: - pd Full ms2 185.85

145
100
1 143
¢ 807
g
2 60
5 607
% ] 146
'g 4(k: 157 7157
s 1
< ZCE
07\\\\\\\\\\\\\\\\\\\\\\\\\\\\\\\\\\\\\\
120 130 140 150 160 170 180 190
m/z
Figure V1.2 : Spectre ESI-MS? deI’ion 185 uma
CHO
ESI mode négatif M-H|~
m/z = 185
X
OH /
m/z = 186

m/z = 145 m/z = 157
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20 m d’ une solution d’ eutypine & 100 ng.mi™ sont ensuite injectés en HPLC sur une colonne
dotée d’ une phase inverse RP-C,g dont les caractéristiques sont les suivantes :
- diameétre des particules: 7 mm
- longueur delacolonne: 25 cm
- diametre delacolonne: 4 mm

L’éluant est constitué du gradient croissant de méthanol (solvant A) dans I’ eau (solvant B)
suivant : 40% A (5’), de40 % A a100% A ( 60). Le flux employé est de 1 ml/min.

L'HPLC est couplée au spectrométre de masse réglé avec les mémes paramétres que
précédemment. Deux expériences sont réalisées simultanément, avec un scan sur deux consacré a
chacune d’entre elles. La premiéere expérience consiste a enregistrer le courant ionique total de la
MS simple entre 50 uma et 300 uma. La deuxiéme est I’ enregistrement entre 50 uma et 200 uma du
résultat de laMS/MS réalisée sur I'ion 185 uma (figure VI.3).

28.2

Abondance relative

T LR N e e e LN e

10 20 30

Temps (min)

Figure V1.3 : Courant ionique total (ESI-MS en mode négatif)
enregistré entre 50 et 300 uma

Les spectres correspondant aux pics a environ 28 minutes apparaissent sur les figures V1.4.

Z:\cd\eutypine pure\eutypine 0,1 mg.ml-1 02/02/98 02:47:53 PM

S#: 861 RT: 28.47 AV: 1 NL: 4.25E5
F: - p Full ms [ 50.00 - 300.00]

185
100+

o]

O\H?H\%\Hg\\\?\\

Abondance relative

N

m/z

Figure VI.4a : Spectre ESI-MS mode négatif correspondant au pic a 28,47 min



Recherche et dosage de |’ eutypine

125

Z:\cd\eutypine pure\eutypine 0,1 mg.ml-1 02/02/98 02:47:53 PM

S#: 866 RT: 28.63 AV: 1 NL: 1.38E3
F: - p d Full ms2 185.85

145

100
. 143

g 80

8

2 60

5 9]

%: 146

40—

g 157 157

s 7

<(2(t
07\\\\\\\\\\\\\\\\\\\\\\\\\\\\\\\\\\\\\\

120 130 140 150 160 170 180 190
m/z

Figure V1.4b : Spectre ESI-MS? de I'ion 185 en mode négatif & 28.63 min

Le pic correspondant a I’ eutypine (185 uma) apparait a un temps de rétention d’environ 28
minutes dans les conditions utilisées. En MS?, il est possible d'observer les deux ions fils

principaux (157 et 145 uma) résultant de sa fragmentation.

V1.3.3- Recherche del’ eutypine dansles extraits de culture

Connaissant le temps de rétention de I'eutypine dans les conditions utilisées et son
comportement en électrospray, nous avons recherché cette toxine de la méme maniére dans les

extraits des cultures des diverses souches d' Eutypa lata.

Les figures VI.5 présentent la recherche de I'ion 185 dans les courants ioniques totaux

précédents de chacun des extraits de culture.

Souche agressive AM 78-1:

D:\montpellier2\Am 78-1 02/13/98 06:04:22 PM
2.86 NL:
100 5.55E4
] m/z=
J 184.5-185.5F: -
50+ p Full ms [ 50.00
] 27.48 - 300.00]
il AN N s A TV N VT SV W U S SOUE TP
Oy L L B e B B st B s B B B B B ) B B B
2 4 10 12 14 16 18 20 22 24 26 28
Time (min)
Souche non agressive AM 78-4 :
2eme injection de AM 78-4 02/18/98 04:49:49 PM
2.86 NL: 3.95E5

10f
- p Full ms [ 50.00 -
300.00]

5.87 2747 2724
M

M MM MDAl
LI s e s B s s s S A L L L L L A L S L S R L L L L

2 4 6 8 10 12 14 16 18 20 22 24 26 28
Time (min)

m/z=184.5-185.5 F:
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Souche agressive CM 96-7 :

D:\montpellier2\Cm 96-7 02/22/98 06:40:15 PM

28.08 NL: 8.99E4
m/z= 184.5-185.5
2847 F-P Full ms [
50.00 - 300.00]

10

8.95 9.31 10.91 11.20 1156

L A B e B o B e e e e e e e B e e e e e e e e B B NS N o e e
2 4 6 8 10 12 14 16 18 20 22 24 26 28 30
Time (min)
Souche non agressive CM 96-3 :
D:\montpeliier2\Cm 96-3 02/21/98 02:54:36 PM
19.04 NL: 2.66E5
100 18.91 miz= 184.5-185.5 F:
4 - p Full ms [ 50.00 -
] 300.00]
50 13.89 18.58_
] 13.63 14.40
] _14. 27.88 27.70
] 2.83 1467 1958 5y gy 2748 2088 S 07 9516
0\\\\\\\\\\\\\\\\\\\\\\\\\\\\\\\\\\\\\\\\\\\\\\\\\\\\\\\\\\\
2 4 6 8 10 12 14 16 18 20 22 24 26 28
Time (min)
Souche non agressive FD 93-2 :
2EME INJECTION DE FD 93-2 02/09/98 06:59:28 PM 2EME INJECTION DE FD 93-2
27.15 NL: 7.27E5
100 27.36 mizs ﬁszt.s[régsogp:
- p Full ms [ 50.00 -
2605 257 360007
50 | 2779
2.90 26.73 28,01
0 A
LI e e A O R o B e B B B B B B B I I B ey e ey IR B
2 4 6 8 10 12 14 16 18 20 22 24 26 28
Time (min)
Souche agressive FD 93-4:
D:\montpeliier2\FD 93-4 2EME INJECTION 02/10/98 02:21:05 PM
3.32 NL:
10
283 5.83E4
m/z=
341 184.5-185.5 F: -
5 26.18 9651 p Fullms [ 50.00
25%-300.00]
o i s
L s B s s B [ B By B T 1
2 4 6 8 10 12 14 16 18 20 22 24 26
Time (min)
Souche non agressive VL 11-5:
D:\montpellier2\VI 11-5 02/21/98 05:42:23 PM
NL:

10 161E7
m/z=
184.5-185.5

5 F:-pFullms

0\\\\\\\\\\\\\\\\\\\\\\\\\\\\\\\\\\\\\\\\\\\\\\\\\
2 4 6 8 10 12 14 16 18 20 22 24
Time (min)
Souche agressive TH 118-4 :
2eme injection de TH 118-4 02/19/98 01:38:12 PM
2.78 NL: 4.42E5
100+ 28.40 miz= 184.5-185 5 F:
4 2.70 - p Full ms [ 50.00 -
] 300.00]
504
T T e B e e B
2 4 6 8 10 12 14 16 18 20 22 24

Time (min)
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Souche non agressive TH 118-12 :

D:\montpellier2\Th 118-12 02/11/98 05:21:16 PM
2.88 NL: 3.61E4

10 m/z= 184.5-185.5 F:
- p Full ms [ 50.00 -
300.00]

5
2.65
0\\\\\\\\\\\\\\\\\\\\\\\\\\\\\\\\\\\\\\\\\\\\\\\\\\\\A\\\\\\\
4 6 10 12 14 16 18 20 22 24 26 28
Time (min)

Souche agressive NE 85-8 :

2eme injection de NE 85-8 02/20/98 03:12:55 PM
2.80 NL:
8 10 4.71E5
g m/z=
5 184.5-185.5 F: -
25 p Fullms [ 50.00
e 27.38 5755 - 30000]
8
& q

L s g ettt L B B O
10 12 14 16 18 20 22 24 26 28 30

2 4 6
Time (min)
Souche non agressive NE 85-11 :
D:\montpellier2\Ne 85-11 02/22/98 02:09:06 PM
26.99 NL:
27.17
10 = 10487
m/z=
184.5-185.5F: -
5 p Full ms [ 50.00
-300.00]
0\\\\\\\\\\\\\\\\\\\\\\\\\\\\\\\\\\\\\\\\\\\\\\\\\\\\\\\\\\\
2 4 6 16 18 20 22 24 26 28
Time (min)
Souche non agressive HA 42-22 :
3eme injection de HA 42-22 02/13/98 10:15:46 AM
27.06 26.86 NL:
100 3.03E4
m/z=
2.87 184.5-185.5 F: -
50. 2655 p Full ms [ 50.00
-300.00]
L e o e A L B e R
2 4 6 10 12 14 16 18 20 2 24 26 28 30
Time (min)
Souche agressive HA 42-5:
D:\montpellier2\Ha 42-5 02/17/98 03:54:43 PM
2.88 NL: 4.18E5
1007 271 ° miz= 184.5-185.5 F:
] - p Full ms [ 50.00 -
] 300.00]
50
] 358 370 7.49 727 2757 2783
0 T T T e e e A 2, ety
2 4 6 8 10 12
Time (min)
, .
Temoin T :
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Figures V1.5 : Présence de I'ion 185 dans le courant ionique total de chacune des
extraits de culture
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Les figures V1.6 correspondent aux spectres ESI-MS? sur I'ion 185 obtenus au temps de
rétention d’ environ 28 minutes.

Souche non agressive VL 11-5:

D:\montpellier2\VI 11-5 02/21/98 05:42:23 PM

S#: 1766 RT: 27.22 AV: 1 NL: 3.52E4
F: - p Full ms2 185.00 [ 50.00 - 300.00]
145

=
o

o\\\?\\\?\\\%\\\%\\\?

143
157
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ey
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146 157
B L L L L
130 135 140 145 150 155 160 165 170 175 180
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Souche non agressive FD 93-2 :

2EME INJECTION DE FD 93-2 02/09/98 06:59:28 PM 2EME INJECTION DE FD 93-2

S#: 819 RT: 27.19 AV: 1 NL:1.31E3
F: - p d Full ms2 185.85

145
100

@

143

D

157
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157

o\\\?\\\%\\\?\\\?\\

RN A A
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Souche non agressive NE 85-11 :

D:\montpellier2\Ne 85-11 02/22/98 02:09:06 PM

S#: 1673 RT: 26.94 AV: 1 NL:3.03E4
F: - p Full ms2 185.00 [ 50.00 - 300.00]

100 145

@

143

D

146 157

Relative Abundance
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146 158
T [ T T T T [T T T T[T T T T[T T T T[T T T T[T T T [T I T [T T T [ T T T T T[T T I I I [T T T [rrrd
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m/z

Figures V1.6 : spectres ESI-MS” sur I'ion 185 uma (RT= 28 minutes)
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V1.4- Dosage de |’ eutypine par LC-ESI-M 'S
V1.4.1- Méthode

Pour cette expérience, nous n'avons pas modifié les parametres de la source éectrospray.
Par contre, le gradient croissant de méthanol (solvant A) dans I’eau (solvant B) a été changé afin de
réduire le temps de rétention de I’ eutypine. Les nouvelles conditions chromatographiques sont :
50% A (5'), de 50% A 4100% A (30'), toujours avec un flux de 1 ml.min™.

Le dosage de I’ eutypine a été réalisé par la méthode du standard interne. La molécule étalon
choisie est le stéréhirsutinal 26, toxine isolée de Sereum hirsutum [35]

L’ utilisation de cette molécule présente plusieurs avantages :

2 Sa structure est proche de celle de I'eutypine, ce qui permet d obtenir une bonne
ionisation en électrospray dans les conditions optimisées pour la toxine d’Eutypa
lata.

3 Elle est moins polaire que I'eutypine de part la présence d’'une deuxieme chaine
acétylénique. Son temps de rétention ne coincide donc pas avec celui de I’ eutypine,
dans les conditions utilisées.

2 Elle n’est pas présente dans les extraits de milieux de culture d’ Eutypa lata

L’injection d'une solution contenant les deux toxines montre que dans les conditions
employées, I'eutypine et le stéréhirsutina ont des temps de rétention respectifs de 16 et 28,5
minutes (figure V1.7)

D:\Christine\dosage\Cs3a 09/07/98 10:04:24 AM CALIBRATION STANDARD 3 - 1ére INJECTION
[STEREOHIRSUTINE] =1 ug.ml-1[EUTYPINE] = 20 pg.mk1

RT:0.01-40.18
NL:
6.25E4

28.54

100+

) miz=
2 go-| 264.5-265.5 F: -
3 ptFullms [
5 60+ 150.00 - 280.00]
<
.g 40+
< 20
"4
o- NL:
100+ 1.43E4
miz=
80| [ 184.5-185.5 F: - p
i t Full ms [ 150.00
60 ‘ | - 280.00]
|
40 | \‘
20 | " I
o A Ml a1 N e gl kAL bl LA
5 10 15 20 25 30 35

40
Time (min)

Figure V1.7 : De haut en bas : Présence de I'ion 265 dans le courant ionique totd ;
présence de I'ion 185 dans le courant ionique total.
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V1.4.2- Courbe d’ éalonnage

La courbe d' étalonnage a été réalisée a partir de douze solutions de calibration contenant 1
mg.mi™ (soit 1 ppm) de stéréhirsutinal et les concentrations suivantes d’ eutypine : 1, 10, 25, 50, 100,
200, 500, 1000, 1500, 2000, 2500, 3000 ng.mi™. Chaque solution standard est injectée trois fois.

Afin d'améliorer la sensibilité de détection, I'eutypine et le stéréhirsutinal furent
recherchés par SIM (single ion monitoring) en ESI mode négatif. En mode SIM, les ions formés
sont stockés dans I'analyseur de masse, ici la trappe ionique du LCQ. On sélectionne ensuite une
masse donnée, par exemple 185 uma. Seuls les ions de nVz sélectionné sont expulsés de la trappe
et détectés. Ce mode présente deux avantages:

2 Le balayage ne se fait que sur un intervalle de masse réduit, permettant d’obtenir plus
de scans dans un méme laps de temps
2 Lasengbhilité est accrue car seuls les ions sélectionnés sont détectés

Les aires des pics obtenus sur les chromatogrammes en mode SIM de I'eutypine et de la
stéréohirsutine sont intégrées. La courbe d'étalonnage est obtenue en représentant la fonction
suivante:

Aire du pic de l'eutypine
f ([Eutyping] ) = P i

Aire du pic du stéréhirsutinal

Ce qui nous donne la courbe suivante:

T <
[ O )

=
o

RN N N TR N e N A NN N AT

Area Ratio

o B N W M 00O N © ©

Y =0.00465174*X R"2=0.9945

T T T [ T T T T [ T T T T [ T v T T [ T T T T [ T T T T ]
0 500 1000 1500 2000 2500 3000

Concentration d eutypine (ng.mi™)

La fiabilité de cette courbe a été vérifiée par I'injection de solutions de contrble qui
renferment 1 ng.mi™ de stéréhirsutinal et les concentrations suivantes d’eutypine : 50, 150, 800,
2500, 3000 ng.mi™. Les résultats sont présentés dans le tableau V1.2.
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Solution Conc. Attendue Conc. Calculée % de différence
QC1 3000 ng.ml™* 2927 ng.ml* 2%
QC?2 2500 ng.ml™” 2540 ng.ml™” 2%
QC3 800 ng.ml™* 791 ng.ml™ -1%
QC4 150 ng.ml™ 154 ng.ml™ 3%
QC5 50 ng.mi ™" 56 ng.mi ™" 12 %

Tableau VI.2 : Détermination de la concentration en eutypine contenue dans des

V1.4.3- Dosage de I’ eutypine dansles extraits de culture

échantillons de contrdle a I’ aide de la courbe d’ é&aonnage

Apres I'extraction a I’ acétate d éthyle des milieux de culture, le solvant est évaporé. Nous
rajoutons alors 100 m d’une solution de stéréhirsutinal & 10 mg.mli™ et 900 m  de méthanol

bidistillé pour arriver a un volume total de 1 ml. 20 m des solutions ainsi obtenues sont injectées.

Aprés intégration de I'aire des pics, la concentration d’eutypine contenue dans chaque

extrait est déterminée et reportée dans le tableau V1.3.

Souche Concentration d’ eutypine ( en
ng.ml™)
AM 78-1 47
AM 78-4 20
CM 96-7 Non détectée
CM 96-3 3
FD 93-4 2987
FD 93-2 457
HA 42-22 730
HA 42-5 23
NE 85.8 946.5
NE 85-11 202.5
TH 118-12 140
TH 118-4 148
VL 11-5 2197
Témoin négatif /

Tableau V1.3 : Concentration d’ eutypine contenue dans les différents extraits de

culture

La concentration d’eutypine dans les 40 ml de milieu d origine est reportée dans le

tableau V1.4.
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Souche Concentration d’ eutypine ( en
ng.ml™)
AM 78-1 1.175
AM 78-4 0.5
CM 96-7 /
CM 96-3 0.075
FD 93-4 74.675
FD 93-2 11.425
HA 42-22 18.25
HA 42-5 0.575
NE 85.8 23.66
NE 85-11 5.06
TH 118-12 3.5
TH 118-4 3.7
VL 11-5 54.925
Témoin négatif /

Tableau VI.4 : Concentration d’ eutypine dans les 40 ml de milieu de culture
d Eutypa lata

V1.4.4- Conclusion

Pour les couples de souches d'origine frangaise, nous pouvons remarquer que, dans la

majorité des cas, les souches agressives renferment plus d eutypine que les souches non agressives
correspondantes.

Deux exceptions sont a noter :

2 lecouple CM 96-7/CM96-3 : I’ eutypine n’a pu étre détectée dans la souche agressive
CM 96-7. Cependant, €lle est présente en quantité voisine de la limite de détection
dans I’extrait du milieu de culture de CM 96-3.

2 Lecouple TH 118-4/TH 118-12: I eutypine est présente en quantité similaire.

Par contre, pour le couple de souches d'origine australiennes, on remarque que la souche
non agressive HA 42-22 renferme beaucoup plus d’ eutypine que la souche non agressive HA 42-5.

Cependant, s I’'on compare les couples de souches entre eux, on remarque que certaines
souches non agressives comme VL 11-5 produisent beaucoup plus d eutypine que des souches

agressives comme AM 78-1. Il n'y a donc pas de corrélation directe entre la quantité d’eutypine
produite et I’ agressivité des souches.
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Chapitre VII

Discussion

VII.1- Milieux de culture
V11.1.1- Phaeoacremonium aleophilum

Au cours de ce travail, nous avons rencontré beaucoup de problémes pour cultiver en milieu
liqguide Phaeoacremonium aleophilum. Le milieu d' Eriksson et Petersson, satisfaisant pour la
culture de Phaeoacremonium chlamydosporum, n'est pas adéquat pour Phaeoacremonium
aleophilum. La substitution du glucose par le saccharose permet de pratiguement doubler la
biomasse. Mais méme en présence de ce sucre, la croissance du mycélium reste insuffisante.
L’ évolution du pH des milieux de culture testés en fonction du temps témoigne d’une importante
production de composés acides par le champignon. Nous pouvons donc supposer qu’un tel milieu
acide (pH ~ 3.5) inhibe le développement du mycélium.

Au laboratoire de microbiologie de I’ université de Neuchétel, le Dr. Oberson a amélioré la
culture en milieu liquide de Phaeoacremonium aleophilum. La croissance de ce champignon est
améliorée lorsque I'on incube les divers milieux a I'aide des spores provenant d’un milieu de
culture de quelques jours. D’ autre part, la biomasse obtenue est importante lorsque ce champignon
est cultivé sur un milieu a base d’ extrait de malt, a I’ obscurité et en absence d’ agitation. Aprés 13
jours d’incubation, le milieu de culture a base d’ extrait de malt a é&éfiltré et extrait al’ ACOEt. Nous
avons aors évalué sa composition par HPLC, en utilisant le programme de référence (figure V11.1).
Satoxicité a été révélée par le test réalisé sur carrés de feuilles de vigne.

Le chromatogramme obtenu montre que le champignon semble produire des métabolites un
peu moins polaires sur ce milieu a base d’ extrait de malt. Le pH de ce milieu avant I’ extraction est
de 4,5. La quantité d’extrait brut acquise (110 mg pour 7 litres de milieu de culture) est plus
importante que lors des cultures sur milieu dérivé d’Eriksson et Petersson. D’autre part, I’ extrait
brut testé sur carrés de feuilles de vigne est capable d'induire des nécroses. |l serait maintenant
intéressant d’ étudier I’ influence du temps de culture sur la production des métabolites secondaires.
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DAD1 A, Sig=254,4 Ref=590,20 (CHRIST~1\PP2\PP2ME1.D)
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FigureVI1.1: Chromatogramme HPLC d'un extrait brut de Phaeoacremonium
aleophilum cultivé sur un milieu a base d’ extrait de malt

V11.1.2- Fomitiporia punctata

Ce champignon a été cultivé sur un milieu a base de carottes. Bien que ce milieu favorise la
croissance du champignon, il n'est pas idéal dans le cadre de notre étude. L’origine de certains
métabolites dans le milieu, comme la 6-méthoxy-melléine, est ambigué. En effet, bien que ce
métabolite ait été isolé de nombreux champignons [60, 93, 94, 95, 96], c'est égaement une
phytoalexine connue produite par les racines des carottes [87, 88, 89, 90, 91, 92].

V11.2- Origine biosynthétique des métabolites [104, 116]

Le métabolisme primaire d’'un organisme est congtitué d'un ensemble de réactions
chimiques catalysées par des enzymes. |l a pour but de fournir a I’organisme I’ énergie dont il a
besoin, ains que des intermédiaires synthétiques et les macromolécules essentielles comme I’ ADN
et les protéines. Ce métabolisme est pratiqguement le méme pour tous les systemes vivants.

Le métabolisme secondaire, quant a lui, impliqgue des processus synthétiques dont les
produits finaux ne semblent pas contribuer au fonctionnement fondamental de I’ organisme. Il est
souvent espéce, voir méme souche, specifique.

Les métabolites secondaires dérivent d'intermédiaires biosynthétiques du métabolisme
primaire. Une des hypothéses émises pour expliquer leur production est gu’ils constituent une voie
d éimination d'intermédiaires du métabolisme primaire qui autrement s accumuleraient dans
I’organisme. Ces métabolites secondaires permettraient ains de maintenir opérationnelles les
réactions primaires en présence, par exemple, d' un exces d’ hydrate de carbone.

La plupart des organismes hétérotrophes utilisent le glucose comme source de carbone et
d énergie. Quelques métabolites secondaires, comme I’ acide kojique 27, dérivent directement du
glucose [105,106].
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@)

0~ “CH,OH
27

Mais la mgjorité est issue des intermédiaires des différentes voies de dégradation du glucose.
Chez les champignons, il en existe trois:

& deux voies principales : la voie d Embden-Meyerhof et le cycle des pentoses.
& une voie minoritaire : lavoie d’ Entner-Douderoff.

Trois processus biochimiques sont alors utilisés pour modifier les produits du métabolisme
primaire :

& Oxydatlon et réduction : réactions catalysées par deux types d’ enzymes :
Les deshydrogénases : | hydrogéene est transféré a I’ oxygene moléculaire
par I'intermédiaire de la chalne respiratoire.
Les oxydases: enzymes catalysant I'introduction d’un atome d’ oxygéne
dans les terpénoides et les stéroides, et dans les composés dérivés des
polycétides.

& Méthylation: Transfert du groupe méthyle d’'une méthionine via I'acide
tétrahydrofolique.

& Halogénation : par I'intermédiaire de chloroperoxydase par exemple [107,108].

V11.2.1- Acide p-hydroxy-benzoique (1)

L’acide p-hydroxy-benzoique est un intermédiaire clef dans la biosyntheése de plusieurs
métabolites secondaires, comme par exemple chez les plantes, I’ubiquinone [109] et la shikonine
[110]. 1l a é&é démontré que I’ acide 4-hydroxy-benzoique avait pour origine biosynthétique I’ acide
shikimique, via la voie du préphénate-cinnamate, par dégradation de la chaine latérale de I'acide
cinnamique (figure V11.2) [111].

Deux mécanismes de rupture de la chaine latérale de I'acide coumarique ont été proposes.
Le premier, décrit par Zenk, correspond a une réaction dont le mécanisme est analogue a celui de la
b-oxydation des acides gras [112]. Il fait aing intervenir plusieurs cofacteurs comme I'ATP et le
coenzyme A (CoA) (figure VII.3). Par contre, chez le basidiomycéte Polyporus hispidus, la
conversion enzymatigue de I’ acide p-coumarique en acide p-hydroxy-benzoique ne dépend pas de
la présence de ces deux cofacteurs [113]. Ce champignon semble donc utiliser une autre voie décrite
par Gross[111]. Elle implique une dégradation non-oxydative de la chaine latérale de I’ acide p-
coumarique, suivie d’ une oxydation du dérivé benzaldéhydique résultant (figure V11.4).

Cependant, Polyporus tumulus Cooke est capable de synthétiser ce métabolite par la voie de
I’ acide shikimique, via la tyrosine et non la phénylalanine [114] (figure VI1.5).Chez les bactéries,
par contre, ce métabolite est directement formé & partir de I’ acide chlorismique [115].
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La présence du p-hydroxy-benzaldéhyde dans les milieux de culture de Phaeoacremonium
chlamydosporum, P. aleophilum et Fomitiporia punctata indique que ces champignons utilisent un
mécanisme de dégradation non-oxydatif pour biosynthétiser I’ acide p-hydroxy-benzoique a partir de
I’ acide p-coumarique.

COOH
o) COOH COOH
HO_ _COOH
[
Ho—cl:H — — —_—
H(IZ—OH o) OH o) OH HO OH
HC—OH OH OH OH
H o@ Acide 5-dehydroguinique Acide 5-dehydroshikimique Acide shikimique
2

Acide
3-deoxy- 7-phospho-D-
arabinoheptulosonique

COOH COOH COOH
CH, CH,
- -
0~ cooH (®o 0~ cooH (®o OH
OH OH
Acide chlorismique Acide Acide
3-énolpyruvyl-5-phospho- 5-phospho-shikimique
shikimique
o) NH,
HOOC COOH COOH COOH
@, . .
H Acide phényl-pyruvique Phénylalanine
Acide préphénique

Wmcnia lyase
COOH

COOH
COOH 7 7
- -
H H Acide cinnamique

) 1 Acide p-coumarique
Acide p-hydroxy-
benzoique

Figure VI11.2 : Voie de biosynthése de I’ acide p-hydroxy-benzoique (1) via la voie
du préphénate-cinnamate
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SCoA
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COOH
= HO.
ATP
CoASH H,O
OH OH OH NAD*
Acide p-coumarique
NADH,H*
o) SCoA
o) SCoA O
COOH
CoASH H,0 AcCoA CoASH
OH OH OH
1
Acide

p-hydroxy-benzoique

Figure VI11.3 : Mécanisme de rupture de la chaine latérale de I’ acide p-coumarique
similaire ala b-oxydation des acides gras

COOCH COOCH
/? HO.
H
H,O CH,COOH GHO
OH OH OH
; Acide 2 .
p-c C’)?J‘r:‘[!]gﬁ que 3- hyc[roxy— 3- (4_T hy_droxy— p-hydroxy-benzaldéhyde
phényl)-propionique
NAD*
p-hydroxy-benzaldéhyde
déhydrogénase
COOH NADH,H
H
1
Acide

p-hydroxy-benzoique

Figure VI11.4 : Mécanisme non-oxydatif de dégradation de la chaine latérale de
I’ acide p-coumarique
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HOOC COOH COCH COOH

. O|,-| - OH OH
Acide préphénique Acide Tyrosine
p-hydroxy-phényl-pyruvique

o. ,COOH Ho. ,COOH COOH
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(4-hydroxy-phényl)- hydroxy-(4-hydroxy-phényl) p-hydroxy-pheényl-acétique
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\ COOH
OH

1
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benzoique

Figure VI1.5 : Biosynthése de I’ acide p-hydroxy-benzoique (1) chez Polyporus
tumulus Cooke

VI11.2.2- p-Hydroxy-benzaldéhyde (2)

Comme nous avons pu le voir précédemment, le p-hydroxy-benzaldéhyde est un métabolite
issu de la voie biosynthétique de I’ acide shikimique. 1l résulte d’ une dégradation, par un mécanisme
non-oxydatif, de la chaine latérale de I’ acide p-coumarique (figure V11.4).

VI11.2.3- Tyrosol (4)

Le tyrosol est également un métabolite issu de la voie de I'acide shikimique. |l a comme
précurseur latyrosine. Cet acide aminé peut étre déaminé, décarboxylé ou hydroxylé suivant la voie
métaboligue utilisée par le champignon [116].

Le tyrosol peut étre synthétisé par décarboxylation de la tyrosine en tyramine, suivie d’'une
déamination et d’une hydroxylation de cet intermédiaire (figure V11.6).
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NH,, NH, OH
COOH
_— _—
H H OH
Tyrosine Tyramine 4
Tyrosol

Figure VI11.6 : Biosynthese du tyrosol (4) par décarboxylation de latyrosine

Cependant une deuxiéme voie de biosynthése du tyrosol a été mise en évidence chez
différentes espéces pathogénes et non-pathogénes de Candida sp. [117]. Elle commence par la
déamination oxydative de la tyrosine en acide 4-hydroxyphénylpyruvique. Ce dernier subit alors
une décarboxylation non oxydative en 4-hydroxy-phényl-acétaldéhyde (figure V11.7).

NH,
CHO
COOH COOH
—_— —_—
OH H H
Tyrosine Acide (4-hydroxy-phényl)-
3-(4-hydroxy-phényl)-2-oxo- acétaldéhyde
propionique
OH
H
4
Tyrosol

Figure VI1.7 : Voie de biosynthése du tyrosol (4) par déamination oxydative de la tyrosine

V11.2.4- Acide 3-phényl-lactique (5)

L’ acide 3-phényl-lactique provient de la voie de I’ acide shikimique, et plus particuliérement
du métabolisme de la phénylalanine. Cet acide aminé subit tout d’ abord une déamination oxydative.
L’ acide phényl-pyruvique est ensuite réduit en acide 3-phényl-lactique (figure V11.8).
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OH
E ~COOH E ~COOH E\COOH

Phénylalanine Acide 5
phényl-pyruvique Acide
3-phényl-lactique

Figure VI11.8 : Voie de biosynthése de I’ acide 3-phényl-lactique (5) par
déamination oxydative de la tyrosine

V11.2.5- 4-hydroxy-6-pentyl-tétrahydro-pyran-2-one (6)

La voie des polycétides [116] ou la voie des acides gras [67] sont a I'origine de ce
métabolite. Au départ de ces deux voies, I’ acide pyruvique, obtenu par dégradation du glucose, est
décarboxylé en acide acétique. Cette molécule est aors activée en acétyl CoA par estérification
avec le groupe thiol du coenzyme A. La carboxylation de I’ acétyl CoA donne le malonyl CoA. La
condensation linéaire de plusieurs molécules de malonyl CoA avec I'acétyl CoA conduit soit a la
formation des polycétides, soit ala production des acides gras (figure V11.9).

co, CoA-SH

CHcocooH .~ . CH,-COOH %, CH,-CO-S-CoA

Acide pyruvigue Acide acétique Acétyl CoA

H,0O
co,
CH;-CO-S-CoA HOOC-CH,-CO-S-CoA
Acetyl CoA Malonyl CoA
Acides gras Polycétides

Figure VI1.9 : Formation des polycétides et des acides gras a partir de
I’ acide pyruvigue

Par la voie des acides gras, la 4-hydroxy-6-pentyl-tétrahydro-pyran-2-one provient de la
lactonisation de I’ acide 3,5-dihydroxy-décanoique (figure V11.10).
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OH OH
H,O
COOH —L’
HO O 0]
Acide 3,5-dihydroxy-décanoique 6

4-hydroxy-6-pentyl-tétrahydro-pyran-2-one

Figure VI11.10 : Formation de la 4-hydroxy-6-pentyl-tétrahydro-pyran-2-one (6)
par lavoie des acides gras

La formation de la 4-hydroxy-6-pentyl-tétrahydro-pyran-2-one par la voie des polycétides,
commence par la condensation successive de 4 malonyl CoA avec I'acétyl CoA. Le compose
obtenu se cyclise, et subit alors une série d' hydrogénations, de déshydratations et de réductions
(figure VI11.11).

CH,-CO-S-CoA + 4 HOOC-CH,-CO-S-CoA CoA- m
Acétyl CoA Malonyl CoA

4 CoA- SH

4CO,
I\‘ CoA-SH
)

8 H* 8¢
OH
6- (2,4 dlhydroxy pentyl)-4-hydroxy- 6- (2 4- dloxo pentyl) dihydro-pyran-
tétrahydro-pyran-2-one dione

\ji-h )
- rog\/\/\
o (0]

6
4-Hydroxy-6-pentyl-tétrahydro-pyran-2-one

Figure VI11.11 : Formation de la 4-hydroxy-6-pentyl-tétrahydro-pyran-2-one (6)
par lavoie des polycétides

Dans le cadre de notre éude, nous n’avons isolé ni |’ acide 3,5-dihydroxy-décanoique, ni les
6-(2,4-dioxo-pentyl)-dihydro-pyran-2,4-dione et 6-(2,4-dihydroxy-pentyl)-4-hydroxy-tétrahydro-
pyran-2-one. Il nous est donc impossible de déterminer qu'elle est la voie utiliste par
Phaeoacremonium chlamydosporum.
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V11.2.6- Scytalone (7)

La scytalone est un intermédiaire dans la biosynthese de la mélanine [72] pigment noir
synthétisé par les champignons pathogenes [76]. Elle est issue de la voie des polycétides [119].
Selon les études de Wheeler, la biosynthese de la mélanine de nombreux ascomycétes et de
champignons imparfaits est réalisée a partir du 1,8-dihydroxy-naphtaléne. Les basidiomycétes et
guelques champignons imparfaits semblent quant a eux utilisés des voies alternatives[118].

La condensation de quatre malonyls CoA avec un acétyl CoA fournit un intermédiaire
polycétonique en Cjo. La cyclisation de cet intermédiaire aboutit a la synthese de 1,3,6,8-
tétrahydoxy-naphtaléne. L’ étude, chez Phialophora labergii, de I'incorporation de I’ acétate marqué
au carbone 13, a montré que la scytalone est formée par réduction du 1,3,6,8-tétrahydroxy-
naphtaléne [119, 120]. La réduction enzymatique du 1,3,6,8-tétrahydroxy-naphtaléne en scytalone,
par I’ hydroxy-naphtaléne réductase, a également été mise en évidence a partir d’'un homogénat de
cellules de Verticillium dalhiae [121, 122].

4 CoA-SH
4CO, Q 0
CH;CO-S-CoA + 4HOOC-CH,-CO-S-CoA / S CoA
Acétyl CoA Malonyl CoA 0
o} e} o

OH O 2H* 2e OH OH

HO OH HO OH

1,3,6,8-Tétrahydroxy-naphtaléne

7
Scytalone

Figure VI11.12 : Biosynthése de la scytalone (7)

VI11.2.7- | sosclérone (8)

Cette tétralone est également issue de la voie des polycétides [116]. Plusieurs auteurs ont
rendu compte des liens qui unissent ce métabolite a la biosynthése de la mélanine [75, 123, 124].
L’ étude de la biosynthése de la mélanine chez Wangiella dermatidis [75] a mis en évidence deux
voies métaboliques conduisant ala production d’isosclérone (figure V11.13).
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Figure VI11.13 : Voie biogénétique de I'isosclérone (8) chez Wangiella dermatidis

Etant donné que la scytalone est également présente dans le milieu de culture de
Phaeoacremonium chlamydosporum, nous pouvons penser que ce champignon utilise ce métabolite
pour synthétiser | isosclérone.
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V11.2.8- 1-O-méthyl-émodine (9)
La biosynthése des anthraquinones fongiques via la voie des polycétides a été établie par des

expériences utilisant de I’ acétate et du malonate marqués au carbone 14 et/ou a I’ oxygene 18 [125,
126, 127, 128, 129].

Acétates ——»

o]
HO.
—_—
S-CoA
OH O OH

/ e
(0]
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OH O OMe
9
1-O-Méthyl-émodine

Figure V11.14 : Voie biosynthétique probable de la 1-O-Méthyl-émodine (9) chez Phaeoacremonium
chlamydosporum

V11.2.9- Acide 4-hydroxy-3-(3-méthyl-but-2-ényloxy)-benzoique (10)

Ce composé est un nouveau produit naturel. Son métabolisme n'a pas été étudié jusqu’a
présent. Par similitude avec la biosynthése connue de certains analogues, nous allons tenter
d’expliquer saformation par Phaeoacremonium chlamydosporum.

D’ apreés les études réalisées par marquage de I’ acétate au carbone 13, les chaines O-prényl et
C-prényl de latajixanthone 28 proviennent du mévalonate [130].

OH
OH O
¢ o
=
28

D’autre part, De Angelis a pu montrer que les précurseurs de I’ eutypine étaient I’ acide
mévalonique et le p-hydroxy-benzaldéhyde [52]. L’acide mévalonique marqué au carbone 14 en
position 2 est activé enzymatiquement par phosphorylation. Par élimination d’un groupement
phosphate et une décarboxylation, il se forme le pyrophosphate d’ isopentén-3-yle qui s'isomérise en
pyrophosphate d’isopentén-2-yle. Ces isoméres réagissent avec le p-hydroxy-benzaldéhyde pour
donner le composé 29 (figure VI1.15).

Ces deux résultats nous suggérent que I'acide 4-hydroxy-3-(3-méthyl-but-2-ényloxy)-
benzoique résulte de la condensation de I'acide 3,4-dihydroxy-benzoique avec les isoméres
pyrophosphate-isopentényles issus de I'acide mévalonique. L’acide 3,4-dihydroxy-benzoique
provient de la voie de I'acide shikimique, soit par déshydratation de I'acide déhydroshikimique
[131], soit par oxydation de I’ acide p-hydroxy-benzoique [132] (figure V11.16).



Discussion

147

OH o-(P)
* ATP * O-(PP)
CH,OH CH,-O(PP)
HO” Y0 HO” Y0 e

Acide mévalonique H

A
HO CHO
HO CHO
2
29
Eutypine

Figure VI11.15 : Biosynthése de I eutypine
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Figure V11.16 : voie de biosynthése proposee pour I’ acide 4-hydroxy-3-(3-méthyl-
but-2-ényloxy)-benzoique (10)
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V11.2.10- Phényl-méthanol

Ce composeé dérive du glucose via la voie de I’ acide shikimique [133].

V11.2.11- Phényl-acétate de méthyle (19)

Ce métabolite est issu de lavoie de I’ acide shikimique [116]. || provient de la dégradation de
la phénylalanine suivant le processus décrit dans lafigure VI1.17.

COOH

COOH H

COOH o COOCH,
—_— —_— —_— —_—
@) OH
OH Acide Acide o I19
) hényl-pyruvique phényl-acétique ényl-acétate

Acide pREmERYTEVA deméthyle

dehydroshikimique

Figure VI1.17 : Biosynthése du phényl-acétate de méthyle (19)

V11.2.12- 2,2-diméthyl-6-Formyl-4-chromanone (22)

Les chromanones sont des métabolites provenant de la voie des pentacétides [104, 116].

VI11.2.13- 3-Oxo-a-ionone (21)

Chez les plantes, les dérivés de la ionone sont générés enzymatiquement par la coupure
oxydative de la chaine polyéne des cyclo-caroténoides [134]. Chez les tomates, Stevens a montré
gue les caroténoides étaient rapidement dégradés apres |’ altération des tissus de la plante [135].

La 3-oxo-a-ionone a été isolée du milieu de culture, a base de carottes, de Fomitiporia
punctata. En se basant sur les résultats obtenus par Stevens, il parait peu probable que ce composé
soit issu du métabolisme de Fomitiporia punctata.

V11.2.14- Dihydroactinidiolide (20)

Ce compose est issu de la dégradation oxydative des caroténoides. Dans les tissus de plantes
non impliqués dans la photosynthése, le dihydroactinidiolide est obtenu par photo-oxydation du b-
caroténe [136]. || semble que dans les feuilles de tabac, le dihydroactinidiolide provienne de
I’ oxydation d’un précurseur en Cy3 tel que la b-ionone [137, 138].

Tout comme la 3-oxo-a-ionone, le dihydroactinidiolide a été isolé d’un milieu de culture a
base de carottes. Considérant les résultats décrits précédemment, il semble peu probable que ce
produit résulte du métabolisme de Fomitiporia punctata.
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VI1.2.15- 6-M éthoxy-melléine (23)

De nombreuses études métaboliques, réalisées a I'aide d’ acétate marqué au carbone 13 ou
14, ont permis de montrer que les isocoumarines de ce type étaient issues de la voie des polycétides
[104, 116, 139, 140, 141, 142, 143] (figure V11.18).

(0]
Acétates ——» (0] 0]
S-CoA
(0] (0]

6- Hydroxy melleme
6- Methoxy melléine

FigureVI1.18 : Voie probable de biosynthése de la 6-méthoxy-melléine (23)

Ce composeé a été isolé du milieu de culture, a base de carottes, de Fomitiporia punctata. Or
les tissus des racines de carotte sont capables d’excréter de la 6-méthoxy-melléine, en réponse a
I’ attaque d’un champignon pathogene [87, 88, 89, 90, 91, 92]. Bien qu'il ait é&é montré que de
nombreux champignons synthétisent cette molécule [60, 93, 94, 95, 96], notre éude ne permet pas
de dire s la présence de 6-méthoxy-melléine dans le milieu de culture de Fomitiporia punctata
résulte du métabolisme des tissus des carottes ou du métabolisme propre du champignon.

VI11.3- Activité biologique
V11.3.1- Toxicité des métabolites

Au cours de ce travail, dix-huit molécules ont été identifiées. Seuls les produits
commerciaux (acide 3-phényl-lactique, tyrosol, acide 4-hydroxy-benzoique, 4-hydroxy-
benzaldéhyde) ont pu faire I’ objet de I’ensemble des tests biologiques. Dans les meilleurs cas, les
autres composés ont pu étre soumisal’un ou I’ autre des trois tests.

La plupart des métabolites identifiés de Stereum hirsutum avaient été isolés en quantité trop
faible pour étre testés sur la vigne [37]. Le stéréhirsutinal, le stéréhirsutinol, le 5-méthoxy-
frustulosinol et la 5-méthoxy-frustulosine ont depuis été synthétisés [36]. |Is ont donc pu étre testés
sur protoplastes de vigne.

Cing métabolites présentent une toxicité vis a vis des plants de tomate : le 4-hydroxy-
benzaldéhyde, I’ acide 4-hydroxy-benzoique, I'isosclérone, I'acide 3-phényl-lactique, et le N-butyl-
benzéne-sulfonamide. Cependant, ils semblent agir suivant deux modes d’ action différents. Les uns
provoquent un flétrissement marqué des feuilles et des cotylédons (4-hydroxy-benzaldéhyde,
isosclérone), alors que les autres induisent une nécrose de la tige (acide 4-hydroxy-benzoique, acide
3-phényl-lactique). Cette différence d'activité avait déa été remarquée entre |’ eutypine
(responsable d'un flétrissement des feuilles) et le stéréhirsutinal (a I'origine d’une nécrose de la
tige) [37]. Les composés présentant une activité similaire a celle de I'eutypine semblent donc
transportés par la seve vers les feuilles et les cotylédons. Alors que les métabolites agissant comme
le stéréhirsutinal semble pouvoir détruire les cellules de latige et induisent sa nécrose.

Les tests sur plants de tomate donnent une bonne indication de I’ activité biologique des
métabolites isolés. Cependant, ils ne nous permettent pas de déterminer si ces produits agissent de
la méme fagon sur des cellules de vigne. Dans un premier temps, nous avons donc entrepris un test
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simple sur des carrés de feuilles de vigne. A une concentration de 1 mM, I'eutypine et I’ acide 3-
phényl-lactique sont les seuls métabolites testés a induire une Iégére nécrose des feuilles. En passant
a une concentration de 10 mM, ces deux composés sont capables de provoquer une nécrose totale
des feuilles aprés 48 h d'incubation. Cependant, I'eutypine agit plus rapidement que I'acide 3-
phényl-lactique. En effet, aprés 24 h d’incubation, la surface nécrosée par |’ eutypine est d environ
90 %, alors que par I’ acide 3-phényl-lactique, elle est d’environ 50 %. Les autres métabolites testés
(acide 4-hydroxy-benzoique, 4-hydroxy-benzaldéhyde, tyrosol) sont capables d'induire des
nécroses, mais apres 48 h d'incubation, la surface nécrosée n’excéde pas 50 %. D’autre part, nous
avons remarqué gue les nécroses obtenues en présence de tyrosol éaient de couleur rouge, tout
comme celles observées sur des feuilles de ceps atteints par I’ esca.

Ce test a permis de confirmer la toxicité du 4-hydroxy-benzaldéhyde, de I’ acide 4-hydroxy-
benzoique, et de I’ acide 3-phényl-lactique vis avis, cette fois, de cellules de vigne.

Le test réalisé sur protoplastes de vigne confirme I’ activité de I’ acide 4-hydroxy-benzoique
et de I'acide 3-phényl-lactique. Cependant, la toxicité de ces deux métabolites a 1 mM s exprime
aprés un 48 h d’incubation, alors que I’ eutypine a la méme concentration agit en 4 h. Suivant ce
test, le tyrosol et le 4-hydroxy-benzaldéhyde ont une activité toxique faible.

Les protoplastes de vigne sont des cellules végétales dépourvues de leur paroi
pectocellulosique. Ce test aurait di étre nettement plus sensible que celui sur carrés de feuilles. Or,
Sil permet de tester les métabolites a des concentrations inférieures a 1 mM, les informations qu'’il
apporte sont moins nettes que celles obtenues par le test précédent. D’ autre part, sa mise en place
est plus longue.

Quatre composés de Sereum hirsutum ont également été testés sur protoplastes de vigne.
Ces métabolites présentent une structure proche de celle de I’eutypine. Le stéréhirsutina et la 5-
méthoxy-frustulosine ont une toxicité comparable a celle de I’ eutypine, également aprés seulement
4 h dincubation. Par contre, s les acools correspondant (stéréhirsutinol et 5-méthoxy-
frustulosinol) sont toxiques, ils N’ agissent qu’ aprés 24 h d’ incubation.

Ce test confirme donc la toxicité équivalente des deux toxines, eutypine et stéréhirsutinal.
D’autre part, la 5-méthoxy-frustulosine semble proche de ces deux toxines non seulement en
structure mais aussi en activité. Nous avons également pu confirmer que la présence du groupement
aldéhyde, chez ces composés acétyléniques, accentue la toxicité de ces produits vis a vis de Vitis
vinifera.

Un troisieme test a été réalisé sur cals de vigne. |1 met en évidence la toxicité de I’ eutypine,
I’ acide 4-hydroxy-benzoique, I’ acide 3-phényl-lactique, du 4-hydroxy-benzaldéhyde et du tyrosol.
Comme dans les tests précédents, I’ acide 3-phényl-lactique inhibe totalement la croissance des cals
a une concentration identique a celle de I’ eutypine. Cependant, la croissance des tissus est estimée
apreés 28 jours de culture. Ce test ne permet donc pas de savoir s I’ acide 3-phényl-lactique agit aussi
rapidement que I’ eutypine, ou s comme dans les cas précédents, I’ eutypine est plus foudroyante.
Ce test est le plus sensible des trois réalisés sur du matériel végétal de vigne. En effet, I'effet de
I acide 4-hydroxy-benzoique, par exemple, est détecté a une concentration de 0.1 mM.

V11.3.2- Activité biologique potentielle de certains métabolites

La dégradation de la lignine par les champignons de la pourriture blanche impliquent de
nombreuses phénol oxydases (lignine-peroxydases, manganése-peroxydases, laccases, peroxydase
de raifort), et des dioxygénases [144]. Les lignine-peroxydases catalysent I’ oxydation des structures
phénoliques bloquées de la lignine. Au cours de cette réaction, il se forme un radical cation
aromatique, entité responsable de la biodégradation de la lignine in vivo. Les manganése-
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peroxydases catalysent |'oxydation des structures présentant une fonction phénol libre via la
formation d’un radical phénoxy [145].

Les composés phénoliques sont connus pour accélérer diverses réactions catalysees par des
peroxydases [146, 147, 148, 149, 150, 151]. L’ éude de la dynamique de la réaction d’ oxydation du
NADH par la peroxydase de raifort a permis de montrer que I’ acide 4-hydroxy-benzoique augmente
la vitesse de réaction[152].

Les milieux de culture de Sereum hirsutum présentent une activité laccase [159]. Les
milieux de culture de Fomitiporia punctata, autre champignon de la pourriture blanche, comportent
une forte activité laccase et peroxydase [153, 159]. La présence in vivo de I'acide 4-hydroxy-
benzoique pourrait donc favoriser I activité lignivore de ces deux champignons.

Les monophénols substitués en para sont connus pour activer la réaction d’ oxydation de
I’acide indole-acétique in vitro [154, 155, 156]. Cet acide est impliqué dans la régulation de la
croissance des plantes. L’ acide 4-hydroxy-benzoique, en favorisant la dégradation de I’ acide indole-
acétigue, pourrait inhiber la croissance des tissus d' une plante.

Les études réalisées par Ayer et al ont permis de montrer que I’ acide 4-hydroxy-benzoique,
le 4-hydroxybenzaldéhyde, et le tyrosol étaient en partie responsables de la décoloration du bois de
tremble, par complexation des ions Fe** [60]. La diffusion de ces molécules pourrait donc étre a
I’ origine de la décoloration des zones infectées du bois de vigne.

Testé sur des tiges de boutures de pin, le 4-hydroxy-benzaldéhyde est capable d’inhiber
faiblement la conductivité de I'eau [53]. Chez des plants de vigne, il a é&é montré qu'un stress
hydraulique provoquait une réduction de croissance des jeunes pousses [157]. Le 4-hydroxy-
benzaldéhyde pourrait contribuer a ce phénomeéne.

Les signaux extracellulaires sont transmis aux cellules par fixation d’une molécule
informative hydrophile a un récepteur protéique présent a la surface des cellules. Ces récepteurs
agissent comme des transducteurs de transmission, convertissant une information extracellulaire en
des signaux intracellulaires qui modifient le comportement de la cellule cible [158].

Parmi ces récepteurs, certains sont couplés aux protéines G trimériques liant le GTP.
L’activation de certaines protéines G déclenche une modification de la concentration en AMP
cycligue. L’AMPc est un second messager intracellulaire synthétisé a partir de I'ATP par
I’adénylate cyclase. C'est une molécule médiatrice clef des cellules eucaryotes et procaryotes. Elle
modifie le comportement de différentes protéines cellulaires, et ains agit sur I'expression des
genes. Or le 4-hydroxy-benzaldéhyde est capable d’inhiber I’ AMP cyclique phosphodiestérase [56].
Cette enzyme est impliquée dans la dégradation de I'’AMP cyclique. |l parait donc probable que
I’inhibition de ce catabolisme ait des conséquences non négligeables sur le métabolisme cellulaire.

D’autres récepteurs protéiques ont une activité tyrosine kinase. Leur activation provoque
une phosphorylation des résidus tyrosine spécifiques d’ un petit groupe de protéines de transmission
intracellulaires qui relaient le signal jusqu'au noyau et agissent sur la prolifération ou la
différenciation cellulaire. 1l a été montré que la 1-O-méthyl-émodine était capable d’inhiber des
protéines tyrosine kinases [83]. Ce métabolite pourrait donc influer sur la prolifération et la
différenciation cellulaires.
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VIl.4- Matérid végétal

L’ étude par LC-MS du matériel végétal a permis de montrer la présence de 1-O-méthyl-
émodine dans le bois de cep infecté. Par contre, la présence de ce composé n'a pu étre détectée ni
dans les feuilles présentant des symptdmes, ni dans la seve provenant de cep malade. Ce produit ne
semble pas diffuser al’intérieur de la plante par I'intermédiaire de la séve, ce qui explique qu’il ne
soit pas retrouvé dans les feuilles. Ce métabolite n'a pu étre testé que sur plantules de tomate, du
fait des faibles quantités a disposition. A une concentration de 0,5 mg.ml™, il ne présente aucune
activité toxique.

L’ acide 3-phényl-lactique a été retrouvé dans les feuilles présentant des symptémes. Mais sa
présence n'a pu étre mise en évidence ni dans la seve, ni dans le bois de cep infecté. Ce composé
n'a pas été retrouve dans les feuilles ne présentant pas de symptéme. Il semble donc qu'il diffuse
depuis la zone infestée du tronc vers les feuilles. Or la transmission ascendante de I'eau et des
nutriments dans les plantes est assurée par les vaisseaux du xyleme, transporteurs de la seve brute. Il
est donc trés probable que ce produit soit présent dans les extraits de séve en concentration trop
faible pour permettre sa détection méme en utilisant la spectrométrie de masse.

Le 4-hydroxy-benzaldéhyde et I'acide 4-hydroxy-benzoique ont été retrouvés dans les
feuilles et le bois malades et sains. A une concentration de 0.5 mM, on a pu montrer que ces
composés étaient toxiques vis a vis des cals de vigne. Nous pouvons donc penser que cette activité
pourrait se manifester in vivo par I’ accumulation locale de ces métabolites.

Les autres produits recherchés n’ont pu étre mis en évidence dans le matériel végétal. Cette
absence de détection ne signifie pas forcément qu’ils ne sont pas présents. Nous pouvons
simplement émettre trois hypothéses pour expliquer ce résultat :

- Les métabolites sont présents en quantité trop faible pour permettre leur
détection par un spectrométre de masse.

- Les métabolites sont métabolises par les cellules du cep infecté. Seul
I'identification des produits de ce métabolisme pourrait permettre de les
rechercher dans le matériel végétal.

- Les métabolites ne sont pas produitsin vivo par le champignon.

VI11.5- Dosage de I’ eutypine

Ce dosage a été rédlise dans le but d'établir s'il existait une corrélation entre I’ agressivité
d'une souche d’ Eutypa lata vis a vis de la vigne, et la quantité d’ eutypine qu’ elle produit.

Pour la majorité des couples de souches d'origine frangaise, les souches agressives
renferment plus d’ eutypine que les souches non-agressives. Deux exceptions sont arelever :
- Lecouple TH 118-4/TH 118-12, pour lequel I’ eutypine est présente en quantité
proche dans les souches agressives et non-agressives.
- Le couple CM 96-7/CM 96-3, dans lequel la concentration en eutypine est trés
faible, ce qui ne facilite pas sa détection.
Par contre, dans le cas du couple de souches d’ origine australienne, la souche non agressive
renferme beaucoup plus d’ eutypine que la souche agressive.

Cependant, s I’'on compare les couples de souches entre eux, on remarque que certaines
souches non agressives comme VL 11-5 produisent beaucoup plus d’eutypine que des souches
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agressives comme AM 78-1. Il n'y a donc pas de corrélation directe entre la quantité d’eutypine
produite et I’ agressivité des souches.

Pour la réalisation de ce dosage, un milieu de culture de 40 ml a éé réalisé pour chague
souche et lyophilisé. Les conditions de culture (température, etc...) ont été les mémes pour tous les
échantillons. Cependant, afin de s affranchir d’éventuels artéfacts, il serait intéressant de refaire ce
dosage sur plusieurs lyophilisats d’ une méme souche, et ce pour I’ensemble des souches.

D’autre part, les souches d Eutypa lata ont éé cultivées in vitro. Le métabolisme de ce
champignon peut étre trés différent au sein de la plante héte. Un dosage d’ eutypine dans des extraits
de bois infectés par ces diverses souches serait donc une meilleure approche pour déterminer s'il
existe une corrélation entre la quantité de toxine produite et I’ agressivité d’ une souche.
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Chapitre VIII

Conclusions & Perspectives

L’ analyse des milieux de culture de Phaeoacremonium chlamydosporum a permis d’isoler
onze métabolites secondaires (1-11), dont un est un nouveau composé naturel (10). Le composé 11
n'a jamais, a ce jour, éé isolé comme produit naturel. Sa présence dans les milieux de culture de
Phaeoacremonium chlamydosporum n’est pas constante. Bien qu'il n'ait pas été détecté dans les
éventuels sources de contamination analysées, on ne peut certifier son origine.

Les composes 1, 2, 7 e 11 ont également été identifiés dans les mileux de culture de
Phaeoacremonium aleophilum, tout comme les métabolites 17, 18, et 19.

Quant aux produits 20, 21, 22 et 23, ils sont issus des milieux de culture de Fomitiporia
punctata. Les métabolites 1 et 2 sont également synthétisés par ce champignon. Le compose (22)
est une nouvelle chromanone, qui N’ avait jamais été décrite dans la littérature.

Tous ces métabolites sont présentés dans lafigure VIII.1.
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Figure VI11.1: Composés identifiés dans les différents milieux de culture des
champignons étudiés
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Neuf de ces métabolites (1, 2, 4, 5, 7, 8, 9, 10, 11) ont été testés sur des plantules de tomate.
Ce test amis en évidence I’ activité toxique des composés 1, 2, 5, 8, et 11.

D’autres tests biologiques ont été réalisés afin d’ évaluer la toxicité vis a vis de la vigne des
composeés synthétisés par les divers champignons. Les composés 1, 2, 4, 5, 20 et I'eutypine ont été
soumis au test sur carrés de feuilles de vigne. Les composés 1, 2, 4, 5, 9, 21 ainsi que I’ eutypine, le
stéréhirsutinal, le stéréhirsutinol, la 5-méthoxy-frustulosine et le 5-méthoxy-frustulosinol, ont fait
I’objet de tests sur protoplastes de vigne. Et enfin, les composés 1, 2, 4, 5, I'eutypine et le
stéréhirsutinal ont été testés sur cals de vigne.

De ces trois tests, nous pouvons conclure a la toxicité de I'acide 3-phényl-lactique, de
I’ acide 4-hydroxy-benzoique, du 4-hydroxy-benzaldéhyde, du tyrosol, du 5-méthoxy-frustulosinol,
de la 5-méthoxy-frustulosine et du stéréhirsutinol, vis a vis de Vitis vinifera. Nous avons pu
confirmer que le stéréhirsutinal présente une toxicité équivalente a celle de I’ eutypine. D’ autre part,
il sest avéré que la présence d'un groupement aldéhyde sur les dérivés acétyléniques proches de
I’ eutypine (plutét qu’ un groupement alcool), accentue la toxicité de ces composés.

La recherche par LC-ESI-MS des différents métabolites produits par les champignons
impliqués dans I'esca, a permis d’établir la présence dans le bois malade de I'acide 4-hydroxy
benzoique, du 4-hydroxy-benzaldéhyde et de la 1-O-méthyl-émodine. Dans les feuilles présentant
des symptdmes d’ esca, nous avons retrouve |’ acide 3-phényl-lactique, I’ acide 4-hydroxy-benzoique,
et le 4-hydroxy-benzaldéhyde. Aucun métabolite n’a éé détecté dans les échantillons de seve.
L’ acide 4-hydroxy-benzoique et le 4-hydroxy-benzaldéhyde ont été retrouvés dans les extraits de
bois sain et de feuilles ne présentant pas de symptéme.

La présence specifique de I'acide 3-phényl-lactique dans les feuilles présentant des
symptdmes, ainsi que |’ activité toxique de ce compose vis a vis des protoplastes et des cals de
vigne, suggére gque ce métabolite est impliqué dans la maladie.

Nous ne pouvons pas aboutir a cette conclusion pour le 4-hydroxy-benzaldéhyde et I’ acide
4-hydroxy-benzoique du fait de leur présence dans le matériel végétal sain et infecté.

La 1-O-méthyl-émodine n’a pu étre testée que sur plantules de tomate, du fait de la faible
guantité disponible. Etant donné que ce compose a été retrouvé spécifiguement dans le matériel
végétal infecté, il serait intéressant de réaliser sa synthése afin de pouvoir la tester sur des feuilles,
des protoplastes et/ou des cals de vigne. Cette molécule peut étre préparée par la méthylation du 6-
benzoate d’ émodine suivie d’une hydrolyse en milieu alcalin [82] suivant le schéma présenté dans

lafigure VIII.2.
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Figure VI111.2 : Schéma de synthése de la 1-O-méthyl-émodine (9) [82]
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La synthése du produit 10 a été effectuée par le Dr Fkyerat. Cependant, la déprotection du
groupement éther en position 4 a I'aide de I'acide p-toluene-sulfonique provoque également le
départ de la chaine prénylique en position 3. Le rendement de cette réaction est trés faible. Cette
méthode de préparation ne permet pas d’obtenir de grandes quantités de produit. Il serait donc
intéressant de rechercher une autre méthode de préparation afin d obtenir suffisasmment de produit
pour réaliser |’ensemble des tests.

Le produit 22 est une nouvelle chromanone. Afin d'une part de confirmer la structure
proposée, et d'autre part, d’obtenir une plus grande quantité de produit, il serait intéressant de
synthétiser cette molécule.

Au cours de ce travail nous avons réalisé le dosage de I'eutypine en utilisant le
stéréhirsutinal comme standard interne. Cette quantification par LC-MS est une méthode tres
sensible. Les résultats de cette expérience montrent qu’au sein d’un couple de souche, la souche
agressive produit davantage d’eutypine que la souche non agressive. Par contre, certaines souches
non agressives secrétent plus d eutypine que d autres agressives. || semble donc qu’il n'y ait pas de
relation directe entre la quantité d’eutypine produite et la nocivité d une souche d’Eutypa lata.
Cependant, ces souches ont été cultivées in vitro. Dans la pante héte, le métabolisme du
champignon peut étre trés différent. 1l serait plus judicieux de réaliser un dosage d eutypine
directement dans des extraits de bois infecté par ces différentes souches d’' Eutypa lata.

Nous avons montré que I'acide 3-phényl-lactique semblait impliqué dans la maladie. Ce
métabolite ainsi que I'acide 4-hydroxy-benzoique, le 4-hydroxy-benzaldéhyde et la 1-O-méthyl-
émodine, sont présents in vivo. |l serait donc intéressant d'étudier leur mode d'action chez les
cellules de Vitis vinifera. L’injection de ces composés dans des ceps pourrait permettre d’ évaluer les
effets qu’ils produisent dans la plante hote.

D’autre part, nous avons vu que I'acide 4-hydroxy-benzoique était capable d accélérer
certaines réactions catalysées par la péroxydase de raifort [152]. Dés lors, I’ aptitude de ce composé
a activer I'activité lignivore de Fomitiporia punctata et Stereum hirsutum pourrait faire I’ objet
d une étude.
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Chapitre I X

Partie expérimentale

I X.1- Techniques chromatographiques
IX.1.1- Chromatographie sur couche mince (CCM)

Les chromatographies sur couche mince ont été effectuées sur des plaques de silicagel 60
F254 (E. Merck, Darmstadt) de 0.1 mm d’ épaisseur, sur feuilles d’ aluminium.

I X.1.2- Chromatographiesliquides a basse pression (LPLC)

Les chromatographies liquides a basse pression ont été réalisées sur gel de silice (C-Gel, C-
560, CU Chemie Uetikon AG, Uetikon, CH) de granulométrie 0.060-0.200 mm. Les séparations
préliminaires des extraits bruts ont été effectuées a I'aide d'une colonne en verre de 20 x 300 mm
munie d'un robinet en téflon. Pour les purifications subségquentes des fractions, nous avons utilisé
une colonne en verre de 10 x 150-300 mm, et parfois un gel de silice de granulométrie ?. L’ extrait a
purifier est solubilisé dans un solvant, et un peu de silice est additionné a la solution. Le solvant est
alors évaporé. L’ extrait est ainsi déposé sous forme séche en téte de colonne.

I X.1.3- Chromatographie liquide a haute performance (HPLC)

Les extraits et les fractions analysés par HPLC ont été préalablement filtrés sur des
précolonnes RP-C18 de type supelclean (LC-18, SPE, 3 ml, Supelco, Bellefonte, USA). L’ éluant
utilisé était du méthanol.

Les analyses HPLC ont été effectuées soit sur un appareil de type HP 1050 (Hewlett-
Packard) couplé a un détecteur a barettes de diodes (DAD de type HP 1040 A (Hewlett-Packard),
soit sur un appareil de type HP 1100 (Hewlett-Packard) couplé a un détecteur ultra-violet de type
HP 1100 (Hewlett-Packard). Nous avons employé une colonne analytique remplie de silice en phase
inverse de type RP-C18 (Nucléosil 100-7-C18, 7 nm, 250 x 4.6 mm, Bischoff, Leonberg, D), munie
d'une précolonne (Nucléosil 100-7-C18, 7 nm, 20 X 4 mm).
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Tous les solvants utilisés ont préalablement été filtrés sur une membrane Millipore en nylon
66 (0.45 nm x 47 mm, Supelco, Bellefonte, USA). Lors de I utilisation de I'appareil de type HP
1100, les solvants étaient dégazés en continue par un dégazeur a vide de type HP 1100 (Hewlett-
Packard). Dans le cas de I'emploi de I'appareil de type HP 1050, le dégazage en continu était
effectué par un flux d hélium (Carbagaz, CH). Le méthanol utilisé étaient de qualité HPLC
(Maechler AG, Reinach, CH). Nous avons également employé de I’ eau bidistillée.

Le programme standard d’'analyse que nous avons employé pour déterminer le temps de
rétention des différents métabolites recherchés en LC-MS et évaluer la composition des extraits
bruts (programme 1), correspond au gradient croissant de méthanol dans I’ eau suivant :

Temps (Min) H20 (%) MeOH (%)
0 60 40
10 60 40
60 10 90
65 0 100
70 0 100

Le débit de solvant utilisé était de 1 ml.min™.

I X.2- M éthodes spectroscopiques et spectrométriques
| X.2.1- Résonance magnétique nucléaire (RM N)

Les spectres de résonance magnétique nucléaire ont été mesurés sur un appareil Brucker
AMX-400. Comme solvants deutérés, nous avons utilisé du CDCl3, du CDsOD, de I'acétone-ds
provenant de Cambridge Isotope Laboratories Inc. (CIL, Andover, USA). Le pic du solvant a servi
de référence. Les valeurs des déplacements chimiques de chagque solvant étaient : 7.26 ppm pour le
CDCl3, 2.04 ppm pour I’ acétone-ds, et 3.4 ppm pour le méthanol-d,.

Les échantillons solubilisés dans un minimum de solvant deutéré ont été filtrés sur de la
ouate.

| X.2.2- Spectrométrie de masse
1X.2.2.1- Spectres El ou DCI

Les spectres de masse, obtenus par impact électronique (EI) ou par ionisation chimique par
désorption (DCI), sont mesurés sur un appareil Delsi-Nermag R30-10 a triple quadripble. L’ énergie
cinétique des électrons est de 70 €V.

Dans le cas de I'ionisation chimique par désorption, I’ échantillon est déposé sur un filament
en tungstene chauffé a des températures supérieures a 600 °C en quelques secondes. Nous avons
utilisé I'ammoniac comme gaz ionisant.

1X.2.2.2- GC-MS

Le spectrométre de masse est un appareil Delsi-Nermag R30-10, muni d’une source a
impact électronique. 1l est couplé a un chromatographe en phase gazeuse de type Dani 6500, équipé
d'une colonne capillaire de type OV-1 de 25 m de long et 0.32 mm de diameétre. Le débit d’ hélium
est de 1 ml.min™.
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1X.2.2.3-LC-MS

Le spectrometre de masse utilisé était un LCQ Finnigan, muni d’une source électrospray
(ESI). Cet appareil était couplé a une HPLC soit de type Rhéos 4000, soit de type HP 1100
(Hewlett-Packard).

Le flux de solvant utilisé en HPLC était de 1 ml.min™. Le type de colonne utilisé était
identique a celui décrit précédemment.

Afin d obtenir un flux de 100 m.min™* & I’entrée de la source électrospray, nous avons
effectué un split post-colonne de 10 %. D’autre part, 5 m.min™ d' une solution aqueuse &5 % de
NHs ont été injectés pour favoriser I’ionisation des composes, et ainsi augmenter la sensibilité.

Nous avons utilisé une source électrospray avec les paramétres suivants :
- Température du capillaire chauffant : 190°C
- Voltagedelasource: 4 kV
- Flux d'azote : 900 ml.min™*

I X.3- Culturesfongiques

Pour chague culture, 10 litres de milieux sont préparés. lls sont ensuite répartis dans des
erlenmeyers de 500 ml possédant une chicane. La présence d’une chicane permet d obtenir un
milieu plus homogeéne lors de I’ agitation, et contribue également é une meilleure oxygénation du
milieu. Chaque erlenmeyer était alors fermé & 1’aide d’un bouchon d’ ouate surmonté d’ une feuille
d aluminium. Ces flacons étaient ensuite autoclavés a 121 °C pendant 15 minutes.

L’inoculation du champignon dans le milieu liquide est effectuée sous flux laminaire. Les
cols des erlenmeyers ainsi que les ustensiles utilisés sont passés a la flamme afin d’ étre stérilisés.
Un morceau de mycélium prélevé d une culture sur milieu PDA, réalisée sur boite de Pétri, est alors
introduit.

Les erlenmeyers sont alors agités a 120 tours/min en salle climatisée, a |’ obscurité.

| X.4- Procédures d’ extraction
| X.4.1- Extraction des milieux de culture

A I'issu de la période d’incubation, le milieu de culture est filtré sur Bichner, a I’ aide de
célite et d'un papier filtre. Le mycélium est détruit par autoclavage. Le filtrat, possédant un pH
acide (~ 4/5), est ensuite extrait deux fois a I’ acétate d’ éthyle. La phase agueuse récupérée est alors
basifiée a I'aide d’une solution de NaOH jusqu'a pH = 8. Elle est ensuite extraite deux fois a
I’ acétate d' éthyle.

| X.4.2- Extraction du bois

Le bois est préalablement réduit en sciure. 40 grammes de bois sont aors introduits dans une
cartouche et extrait al’ éher dans un soxhlet pendant 24 heures.
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| X.4.3- Extraction dela seve

Les 400 ml de séve, dont le pH = 5, ont été extraits al’ éher. La phase agueuse a ensuite été
basifiée a I'aide d’une solution de NaOH jusqu'a pH = 8, et extraite a nouveau a I'éther. Ces
extraits bruts ont alors été filtrés sur des précolonnes RP-C18 de type supelclean (LC-18, SPE, 3 ml,
Supelco, Bellefonte, USA). L’ éluant utilisé était du méthanol.

| X.4.4- Extraction desfeuilles

Les feuilles sont plongées dans de I’ azote liquide, puis pilées dans un mortier. 50 g de la fine
poudre obtenue sont introduits dans un bécher. Aprés addition de 300 ml d'acétate d’ éthyle, nous
laissons sous agitation mécanique pendant 24 heures. L’extrait brut est aors filtré sur des
précolonnes RP-C18 de type supelclean (LC-18, SPE, 3 ml, Supelco, Bellefonte, USA). L’ éluant
utilisé était du méthanol.

I X.5- Testsbiologiques
I X.5.1- Test sur plantules de tomate

Les plantules de tomate utilisées étaient issues de graines de la variété Bonny.Best (Mauser,
Winterthur, CH), cultivées au Jardin Botanique de I’ Université de Neuchétel.

Ces tests ont été réalisés sur des plantules de tomate de 6 a 8 cm possédant deux cotylédons
et deux feuilles.

L’ échantillon a tester a été déposé dans un pilulier de 2,5 ml, puis séché 24 heures sous vide.
Ensuite, nous gjoutons 1 ml d’ eau bidistillée additionnée de 1 & 2 % d’ acétone ou de méthanol.

Les racines des plantules sont coupées sous I'eau. Chaque plantule est alors plongée dans
une solution a tester.

Les piluliers témoins ne renferment que de I’ eau bidistillée additionnée de 1 & 2 % d’ acétone
ou de méthanol.

I X.5.2- Testssur carrésde feuilles

Dans des snap-caps de 5 ml, nous dissolvons une quantité connue de compose a tester a
laguelle nous gjoutons 1 ml d’eau bidistillée contenant 2 % d'éthanol. Le récipient témoin ne

contient que de I eau bidistillée additionnée de 2 % d’ éthanol.

Des fragments carrés de 1 cm? de feuilles de vigne sont découpés sous I'eau et ensuite
plongés dans les solutions a tester.

Dans ces conditions, des bandes nécrosées apparaissent sur tout le pourtour du fragment, et
convergent symétriquement vers son centre. Pour déterminer le pourcentage des surfaces nécrosées,
nous mesurons la largeur de ces bandes en fonction du temps. Si x correspond a cette largeur, la
surface S est donnée par [69] :

S=4x—4x* (c)
Le pourcentage P de surface nécrosée est alors déterminé par I’ équation suivante :

P=(S/1)* 100
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