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LINTRODUCTION

1. AVANT-PROPOS

1.1. Apergu historigue [1-3]

Depuis quelques années, on observe dans les vignobles de Suisse romande, de France et de
Californie un dépérissement important et une mort rapide de ceps en production. Des
isolements effectués A paniir du bois malade provenant de ces ceps morts ou mourants ont
révélé 1a présence de plusicurs champignons, dont le plos fréquemment isolé est Eufypa
armenigeae. Ce champignon fit isolé en 1933 sur Vabricotier par SAMUEL ot it fut reconnu
en Suisse pour la premitre fois en 1971, .

Depuis quelque temps, qu’il soit issu de la vigne ou de 1’abricotier, il est nommé Eutypa lata
et le nom d’Ewtypa armeniacae a é1é abandonné. La forme parfaite de ce champignon est un
Ascomycite qui appartient A ’ordre des Sphaeriales, famille des Valvacées.

Géographiquement, ce champignon a été observé pour la premiére fois en Californie par
CARTER et MOLLER sur du bois mort de vigne et §’est ensuite éiendu sur toutes les régions
du globe. D&s 1976, on le trouve aux USA, au Canada, en Gréce, en France ct également en
Suisse romande.

Le dépérissement qui atteini les ceps de vigne en Auvsimalie et en Amérique du Nord es
nommé par CARTER “dying arm disease” (maladic du bras maort); celle-ci prendra
I"appellation d’Eutypiose en frangais.

1.2. Situation actuelle [2-4)

Aujourd’hui PEutypiose s’est répandue anx quatre coins du monde. Elle a €€ identifiée en
Augstralic, en Afrique du Sud, en Californie, au Mexique, ainsi qu’en Europe (Espagne,
Bulgarie, Gréce, Italie). En France, ce sont surtout les vignobles charentais et bordelais qui
sont affectés (Sanvignon blanc, Cabernet Sauvignon et Ugni-Blanc).



En Charentes, la maladie parasite aujourd’hui 34% des pieds de vigne; dans le Médoc, la
variété Cabernet-Sauvignon {80% des vignes) est particulitrement sensible 3 ce champignon.
En Suisse, 1'Eutypiose est répandue dans tous les vignobles des cantons romands; elle n'est
pas constatée dans le Sud des Alpes (Tessin, vallées méridionales des Grisons) et il n'y a
aucune information concernant sa présence en Suisse alémanique. Elle affecte les cépages de
Chasselas, Gamay et Pinot Noir.

L’Eutypiose est un grave dépérissement provogué par ce champignon qui pénitre par les
blessures de aille et se développe ensuite dans les bois de ceps. Par son développement lent
et ses antaques dispersées, la maladic passe souvent inapergue aw départ mais son évolution
n’en est pas moins inexorable sur beaucoup de cépages sensibles.

En ¢c qui concerne les sympidmes, ont observe un rabougrissement de la végétation. Les
pousses, issues d'vn bras infecté, ont une croissance ralentie et présentent des entre-noeunds
trés courts, mais toujours réguliers. Plus petites que 1a normale, les fevilles sont d’un vert
pile et souvent déformées avee des nécroses marginales pouvant se généraliser & 'ensemble
du limbe. Les inflorescences, si elles ne se désséchent pas avant la floraison, présentent un
port dressé puis subissent en général une forte coulure. Des coupes dans vn tronc ow dans un
bras malade montrent une ou plusieurs nécroses profondes développées chacune & partir
d’unc blessure, le plus souvent une plaie de taille; cette nécrose trés dure permet de
différencier cetie maladie avec 1’Esca, autre forme de déperissement de la vigne.

Tontes ces manifestations s’aggravent d’année en année et ta mort d’un bras ou de la souche
- intervient gén€ralement au bout de 34 5 ans.

La progression de la maladie semble assez rapide; ¢lle provogue des pertes de récolie dans
des proportions importantes, d’oli des penes de rentabilit€ des vignes,
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Fig. 1 : cycle biologique d’Ewtypa lata [5)

Les périthéces présents sur les ceps morts constituent, pendant plusieurs années la source des
contaminations; les ascospores sont libérées du périthéce pendant €t juste aprés les chuies de
plui¢ ¢t sont répandues par le vent parfois sur de longues distances; arrivées sur les blessures
de taille, les spores pénétrent dans le bois; ensuite ¢ champignon se développe ¢t infecte le
cep; c'est le seul moyen connu de dispersion et d’infection acruellement. L’apparition des
sympidmes est capricicuse et semble dépendre des conditions climatigues; ils apparaissent 4
4 § ans aprés la contamination.

Le ‘cycle du dépérissement causé par Eurypa lata peut se résumer par la séquence des
événements suivants:

— Infection du bois mort — Production des périthéces du champignon dans du vieux bois
mort — Production des spores au printemps, €n €€ et en avtomne — Diffusion des spores
lors des périodes humides — Dépit des spores sur blessure affectant le "vieux bois” par les
spores — Germination des spores dans les cellules du bois — Formation d’une¢ zone malade
— Infection du "vieux bois” —



Pour le moment il n'existe aucun moyen de lutte directe contre 1'Eutypiose. Seules des
mesures préventives sont énvisageables.

- diminner les sources de la maladie; avant chaque campagne de taille, il est impératif de
briler les tas de sonches conservés & proximité des vignobles ainsi que les ceps, comes et
moignons morts présents dans les vignes;

- réduire les risques de contamination en évitant les excés de vigueur qui semblent accroitre
la sensibilité, notamment sur jeunes vignes. Au moment de Ia taille, il est vivement conseillé
de rendre 1'opération I2 moins mutilante possible en diminuant le nombre et la dimension des
blessures et en intervenant par temps sec et calme.

Ainsi, seules les mesures prophylactiques limitent les dégits et permettent de conserver les
vignes: un effort d'information est réalis€ pour rappeler aux viticulteurs les principales
mesures 3 prendre

- réaliser les plaies de 1aille les moins grosses possible;

- cicatriser les plaies de taille, au moins les plus importantes;

- tailler le plus tard possible les cépages sensibles (mars);

- enlever 4 briiler les bois morts;

- évennicilement recéper & temps les parcelles qui paraissent aticintes.

Ensuite des interventions chimiques sur les cépages sensibles. Il convient de protéger les
plaies aussitdt la taille effectuée par application d’une bouillie & base d'un benzimidazole
(bénomyl, & la dose de 12,5 gl ou aujourd’hui & base d"ATEMICEP, association de
carbendazime e1 cyproconazole).

Aucun moyen curanf n'est actuellement envisageable sur les vignes malades. Un traitement
chimique ne pem pas étre efficace pour le moment, & cause de la longne durée de latence de
la maladie. Si de nombreuses matitres actives sont efficaces contre le mycélium en calture in
vitro, la difficulté réside dans la mise au point de produits & pénétration rapide tout en
préservant les vaisseaux 3 I'intéricur du bois. Actucllement quelques molécules fournies par
des firmes sont 4 1'étude; 1'espoir d’aboutir d'ici quelques années existe avec une assez fore
probabilité. On est pour I'instant assez démuni devant la progression insidicuse et régulitre
de cette maladie.



Une méthode de lutte contre I’Entypiose consiste & rechercher des plants résistants 2 cette
maladie. Depuis plus de 20 ans, on sélectionne sur e terrain (en France surtout) les plants qui
apparaissent plus performants et on les multiplie pour obtenir des clones, ¢’est-a-dire des
ensembles d’individus génétiquement semblables, dont la culture est généralisée. Si cetts
méthode a démontré une certaine efficacité, elle présente 1'inconvénient d'appauvrir le
patrimoine viticole en réduisant la variabilité de la vigne. Les mutations naturelles étant
rares, on ne sélectionne que pen de plants intéressants.

En France, le Ministére de Ia Recherche et de la Technologie a édicté un programme intitulé
"Amélioration de la vigne par les voies de la biotechnologic végétale™; I'objectif est de
rechercher des somaclones de Cabernet-Sauvignon résistants ou tolérants & 1I'Entypiose et
ayant conservé les caractéres essentiels de la variéd, [6]

L'utilisation de variétés résistantes est le moyen le moins cher, le plus facile, le plus siir et le
plus efficace pour contrdler les maladies des plantes. La culture de variétés résistantes
€limine les coiits diis aux méthodes de conwdle (sprays) et évite la contamination de
I’environnement avec des produits toxiques.

Afin d’angmenter i’cfficacité de la sélection, 1"équipe du Professeur J. Fallot de Toulouse
cultive en laboratoire des anthéres (parties de la fleur qui renferme le pollen) de
Cabernet-Sauvignon sur un milieu dont Ia composition conduit 3 la formation de tissus
indifférenciés (ou cals), puis le changement du milien de culture induit la différenciation
d’embryons diploides 2 partir de ces cals et Ia régénération de la plante entitre. Dans cette
technique appelée: "embryogénése somatique”, on régénére une plante entidre i partir de
cellutes non sexuelles, ou cellules somatiques. Les clones ainsi obtenus sont des
"somaclones”,



Lors de ces cultures in viiro de somaclones, les chercheurs créent de nouveanx types
génétiques, par variztion spontanée incluant la motagénise spomtanée (la culture in vitro
induit des varants on mutants cellulaires en nombre supéricur anx variants et mutants
naturels), ou par variation dirigée (en présence d’un composé qui orente celle-ci). Ces
modifications génétiques permetient d’amplifier la varabilité des clones de vigne, tout en
conservant intacts un certain nombre de caractdres favorables.

Cependant, les qualités viticoles cxigées s vari€iés cultivées ne devront pas étre oubliées:
croissance rapide, qualité des grappes, résistance aux facteurs climatiques ct aux parasites,
iencur en sucre et acidité convenable. cte... [7]

1.3. Les toxines [1][8]

Eutypa lata est ainsi impliqné comme canse du dépérissement de la vigne. Plosieurs
observations de la symptomatologic de la maladie : le rabougrissement des rameanx - les
nécroses foliaires e1 parfois leur desséchement - la mort du cep bien avant la nécrose totale
du bois et I’arrét de la circelation de la seve - laissent supposer I'existence d’une toxine,
véhicnlée par la stve et agissant & distance. Comme les dépéts apparaissent sur les parties
herbacées de 1a vigne ol le champignon est absent, il doit bien agir par une toxine.

Les wxines semblent agir directemem sur les protoplastes e1 interférent avee la perméabilité
de ses membranes et avec ses fonctions; clles endommagent séricusement ou uent Jes
- cellules d’unc plante. Un champignon pent produire des toxines dans des plantes infectées et
également dans un milieu de culture, Les toxines sont des substances extrémement nocives et
sont efficaces 3 de mes faibles concentrations. Elles blessent les cellules-hdtes en inactivant
ou en inhibant les enzymes et interrompent par conséquent certaings réactions comme li
photosynthése, Iabsorpiion de 1’eau, la respiration on affectent les processus de transcription
et de traduciion du DNA (RNA).



La science de la mycotoxicologie a débuté avec la découverte de 1’aflatoxine au début des
années 60. Depuis, 1'intérét et la recherche sur les mycotoxines en général se sont intensifi€s;
le résultat a i€ une prise de conscience du danger potentiel de ces métabolites secondaires
pour la santé de I’homme et animale.

L’évaluation du rdle et de 1’extension d’une mycotoxine requiert son isoclement 4 pantir d’une

culture de champignons prélevée sur du matériel suspect.

OH Aflatoxine B3 (Parasiticol)

Les mycotoxines représentent une large diversit€ d’espéces chimiques; il est ainsi possible de
les regrouper en 21 groupes sur la base de leurs relations chimiques.

Elles ne proviennent que de 3 groupes d'unilés de base biogénériques : les polyketides,
I'isopentenylpyrophosphate, les acides aminés,

La plupart des produits issus des champignons sont des "métabolites secondaires”, ainsi
appeiés car ils ne jovent aucun rdle dans le métabolisme des organismes qui les ont produits.
Ce sont des produits non-nutritionnels qui contrdlent les autres espéces dans |'environnement
et qui jouent un rdle important dans la cofvolution et la coexistence; ils réglent les
phénomeénes extérieurs ol 1'organisme est concemé.



Par exemple, Alternaria citri produit plusieurs toxines qui endommagem spécifiquement les
citronniers. La 10xine principale, qui posstde la structure suivante, est biologiquement active.

191

O

Septoria nodorum, le champignon responsable de la septoriose du BI€, produit en culture un
ensemble de woxines comme la mell€ine, puissant iphibiteur de la germination et de la

croissance. [10]

OH 0O

O Melleine {Ochracire)

1.4, Biosynthése [11]

Dans un milieu de culture ol un champignon a produit des phytotoxines, il n'est pas rare de
trouver plusieurs dérivés de la toxine. Ces composés que 1'on peut classer selon l'origine
biosynthétique, sont dérivés A partir de rois voies biosynthétiques.

Le méuabolisme primaire d*un organisme €5t la somme d'une série de réactions chimiques
catalysées par des enzymes qui lui fournissemt de 1'épergie, des imermédiaires et des
macromolécules comme les protéines et I'ADN. Les métabolites secondaires sont dérivés de
ces inlermédiaires, souvent par des processus reli€s 3 ceux conduisant aux métabolites

primaires.



La principale source de carbone et d’€nergie pour la plupart des organismes hétérotrophes est
le glucose. Sa dégradation commence par une conversion ¢n uv triose, soit par la voie de
Embden-Meyerhof ou par le cycle des pentoses-phosphates. La premidre voie donve un
térose qui peut réagir avec le phosphoénolpyruvate pour donner 1’acide shikimique, un
fmermédiaire pour les acides aminés aromatiques et aussi pour beaucoup de métabolites
secondaires.

Une autre voie, i partir du triose est la conversion en pyruvate, puis en acétyl-cocnzyme-A
qui est I'intermédiaire le plus important dans le métabolisme secondaire des champignons.
Une carboxylation de 1'acétyl-CoA donne le malonyl-CoA, puis une condensation
d’acéty]-CoA avec plusieurs molécules de malonyl-CoA conduit soit aux polyketides, les
plus nombreux métabolites secondaires des champignons ou aux acides gras qui A leur tour
conduisent aussi A des métabolites sccondaires. Alternativement, une condensation de trois
maolécules .d'ncéryl-CoA donne ’acide mévalonique, 1'intermédiaire clé pour la biosymhése
des terpénes et des stéroides.

Finalement, par condensation de 1’acétyl-CoA avec I'oxaloacétaie, on entre dans le cycle de
I'acide tricarboxylique, qui seri non seulement & 1'oxydation compléie du glucose, mais aussi
en tant que source de squelentes carbonés de plusieurs acides aminés et d’autres métabolites
secondaires.
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/Glucm:(QJ —— Saccharides/Glycosides

Pentose(Cs)
Métabalites secondaires Tewose(Cy)
Aromatiques 4.
Triose(Cy)
Ac. aminds-aromatiques  -— Shikimae(Cy)
Polyketides(nC,) co, Pyruvate{Cy)
\ Coz
e A ~o
Acides fns(nca) MalonaieiC;) e—--— Acéue(Cy) —w Mévalonate(Ce) o
N ]
Métabalites 0,
Secondaires eycle ATC lsopentényl pyrophosphate  (Cg)
Méiabolites  «——— Oxaloacéiale(Cy) Terptnes/Stéroides(nCs)
Secondaires

Fig. 2 : voies biosynthétiques des métabolites secondaires.

En plus des voies biosynthétiques qui forment la base de 1a classification des métabolites, il y

© a trois processus biochimiques qui modifient les produits ou Ies voies principales:

- par oxydation et réduction, surtout dans la chaine respiratoire;

- par méthylation biologique, oii le groupe méthyle de la méthionine est ransfére,;

- par halogénation; quelques métabolites secondaires des champignons contiennent des
atomes de chlore.

1l est possible d’éindier la biosynthése des métabolites secondaires 4 1'aide de précurseurs
marqués. On peut par exemple incorporer des petites unités, comme I'acétate ou le
mévalonate, ol le carbone-14 est utilis€ comme atome marqueur. 1] est essentiel d'établir que
le produit est radiochimiquement pur et que les dégradations chimiques utilisées pour
localiser les atomes radioactifs dans le produit sont suffisammen séléctives.
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2. ETAT DE LA RECHERCHE

2.1. Etude antérieare

RENAUD .[14] a entrepris une €ude de la composition chimique du milien de culture
d’Eutypa lata. 0 a temté différentes méthodes d’extraction et de séparation par
chromatographie sans cependant pouvoir donner une méthode universelle et reproductible
permettant ] 'obtention d'une toxine. L'échec des diverses tentatives de séparation a suggéré
qu'il pouvait s*agir d’un phénoméne de synergie.

TEY-RULH (15} a étudi€ an cours de sa thise des métabolites toxigues sécréiés in vitro par
Eurypa lata.

2.2, Composés trouvés

Les métabolites secondaires suivants ont €1€ isolés et identifiés.

Les tests d'activité biologique des produits purs effectués sur tomates ont monmé que:
- les composés §, 7, 10 et les st€roides 11 A 15 €raient phytotoxiques;

- les composés 6 et 8 €taient peu phytotoxiques;

- les composés 1, 2, 3, 4 e1 9 étaient non phytotoxiques.

RN
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Les siéroides suivants, présents en trace, ont été caractéris€s par chromatographie en phase
gazeuse couplée & la spectrométrie de masse (GC-MS):

R

jea
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CH,

HC
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3. BUT DU TRAVAIL

- Le but principal de notrc travail est d’isoler et identifier le composé le plus phytotoxigue
responsable de 1'Eutypiose. Une séparation du milieu de culture en différentes fractions et un
conirdle de l'activité toxique 2 I'aide de tests biologiques devront permetire de mettre €n
évidence une ou des toxines, Une méthode universelle et reproductible permettant d’affirmer
la présence de cette oxine dans un milieu quelconque devra Etre mise au point. Nous voulons
€tudicr d’autres métabolites majeurs et aussi mineurs présents dans le milicu de culture

d’Eutypa lata.

- Nous voulons savoir si la toxine est présente dans les différentes partics végétales
composant un cep de vigne malade et comparer avec un échantillon sain. Pour cela, nous
allons rechercher la toxine ¢t d'aures composés apparentés dans le bois, les feuilles, les tiges
et les inflorescences saines et malades.

- Afin de confirmer l'origine et la voie biosynthétique de la phytotoxine, nous allons procéder
4 un marquage radio-actif d’un milien de cultnre. Le but est de coméler Vorigine des
composés isol€s avec les structures proposées.
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Il. ISOLEMENT ET IDENTIFICATION DES COMPOSES

I. MATERIEL DE DEPART

Le milien de culture d’ Eutypa lata constitue le matériel de base. Le champignon, isclé sur du
matériel infecté de vigne, en particulier A partir de fragments de bois infecté, provient de
~ différentes régions de Suisse et du Sud-Ouest de la France.

1.1, Calture sur milien solide [13
Le champignon est cultivé dans une boite de Péwri {diaméwe 9 cm) sur milieu PD.A. (Potato

dextrose agar); les différentes souches utilisées sont repiquées toutes les 2-3 semaines suivant
leur croissance, lorsque toute 1a surface de 1a boite a €té colonisée.

1.2. Cultnre en milien liguide

La compeosition du milieu pour la culture d’ Exrypa late comprend :

- Solation A :
KH,PO, : 5 g D{+)-Glucose anh. : 50
NaCl 125 g D({+)-Maltose anh. ;25
CaCl,.2H,0O : 05 g D(+)-Saccharose ;25
FeCly 042 g
MgSO‘,?HQO . 5 -4
KNO, : 25 g H,0 . S
- Solution B (oligo-€léments) :
CuSQy.5H,0 @ 27 mg ZnSQ.7H,0 : 62 mg
MnSQ,.H,O 44 mg (NH,)sMo,044 ;4 mg

H3BO, : 2 mg H,0 1 200 ml
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5 ml de solution B sont introduits dans 5000 ml de solution A; le pH de la solution finale est
gjusté 4 5,50 aun moyen d'une soluton NaOH (,1 N, La solution est répartic €quitablement
dans 24 erlenmeyers de 500 ml; ils sont ensuite fermés avec du coton hydrophobe pour
permetire I'échange de gaz et empécher toute spore ou bactérie éventuelle provenant de
Vaimosphére de venir contaminer les solutions, ils som recouverts finalement avec une
feville d’aluminium afin que le coton reste stérile aprés auto-clavage.

Les conditions d’auto-clavage sont : 25 minutes sous une pression de 1 amm 4 120°C.

Aprés refroidissement, sous couram d’air stérile, on inocule chaque erlenmeyer par 4-8
morceaux de P.D.A. de 3 mm de diamétre en croissance dans un milieu solide. On recouvre
sculement avec le coton et les sofutions somt agitées A température ambiante et lumidre
naturclle (140 rev/min - 16h de jour + 8h de nuir).

2. ESSAIS PRELIMINATRES

La Station fédérale de Changins nous a foumi le premier milieu de culwre liquide od le
mycélium a été séparé par centrifugation et filiration. Nous disposons de 1,21 d’une solution
brune de pH = 10,

GARDNER [9] mentionne I'isolement et I'identification de plusieurs toxines qui attaquent
les citroniers. Le milteu de culture a €€ filtré et acidifié 2 pH = 3,6 avec CH;COOH et les
toxines adsorbées sur Amberlite XAD-7 ou Florisil.

Les résines Amberlite XAD sont des adsorbants synthétiques; XAD-7 est un polymére
d’esters acryliques qui a I'avantage de retenir de grandes guantités de composés organiques
dans ['eau; la désarption se fait par utilisation de solutions-tampons & différents pH ou par un
solvant organigue. [12]
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Apris préparation et introduction par voie humide de 50 g de résine XAD-7, le milicu de
colture, ramené & un volume de 60 mi, est introdnit sur une colonne (40 x 1.5 cm). En €luant
avec de 1'ean bidistillée, nous avons obtenu:

- une fraction basique non retenue (B) et

- nne friction (C) décrochée par de 1'acétone.

La fraction (B) a cnsuvite €€ acidifiée jusqu'a pH = 3 avec HCI 2 N, réirimoduite sur XAD-7
nouvellement préparée, €lnée avec de 1'eaun.

Lors du décrochage avec 1'acétone, nous avons obtenu 2 bandes distinctes comrespondant aux
fractions (E-1) et (E-2).

Schéma de fractionnement sur XAD-7 :

Milieo de culture

concentré
A O
XAD- 2.
1.H,0O] C
Y
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2.1. Isolement des produits

Apres concentration, les fractions (C), (E-1) et (E-2) ont &€ porifiées par HPLC A I"éehelle
préparative sur colonne RP-18. Comme élvant, nous avons utilisé le gradient 30-100%
MeOH dans 1'eau en 25 min, 2 un débit de 2 ml/min. La fraction obtenue est concentrée et
extraite au chloroforme. Aprés €vaporation du solvant sous courant d'azote, nous avons
obtenn quelques milligrammes de cristaux tncolores qui ont €1€ soumis A 1'analyse.

Les fractions (E-1) et (E-2) sont également purifiées par HPLC en €luant avec le systéme
isochratique MeOH-Eau 1:1. Aprés ¢évaporation 3 sec, les deux produits obtenus ont &€
identifiés.

2.2. ldentification des prodnits isolés

La comparaison des données spectroscopiques avec celles de la linérature [10] indique qne
les fractions (C) et (E-1) contiennent la (-)3R dihydro-3,4 méthoxy-8 méthyl-3 isocoumarine,
communément appelée (-)IR O-Mbhylmelléine. La () Melléine a éié synthélisée par
NARASIMHAN et BHIDE {13], référence qui a aussi servi de comparaison.

Analyses

-Rp=0.78 (CHCly-CH,COE, 5:1)
-lalp® =-222°  réf [10] : [a)p®=-2181 3°
- UV : Ay (MeOH) = 246 €1 312 nm

'H-RMN (CDCly): 1.48 (3H, d, ] = 6 Hz, CHj), 2.88 (21, 4, ] = 6 Hz, CH)), 3.95 (3H, s,
-OCHg), 4.57 (1H, m, J = 6 Hz, H(C-3)), 6.80 (1H, d, J = 8 Hz, H(C-5)}, 6.92 (1H,d,] = 8
Hz, H(C-7}), 745 (1R, dd, ] = 8Hz, ] = 7.4 Hz, H(C-0)).

MS (m/z, 1%): 192(M* 77), 174(18), 159(14), 148(66), 146(100), 131(51), 118(27), 105(30),
90(69), 77(25), 43(35).

IR (cm): 2840 (vOCHS,), 1720 (vO00), 1600 (vC=C).
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Les données spectroscopiques de la fraction (E-2), correspondamt A celle de la deuxiéme
bande décrochée en milieu acide, montrent qu’il 5'agit du p-hydroxybenzaldéhyde.

Analyse

TH.RMN (CDCly): 2.90 (1H, large, OH), 6.98 (2H, d, J = § Hz, HAr), 7.83 (2H, d, ] = 8 Hz,
HAn), 9.87 (1H, s, CHO).

MS (m/z, [%): 122(M™ 100), 121(74), 93(43), 76(11), 65(64), 43(30), 39(44).

0
(0
H

2.3. Discussion

L'exemple ci-dessus est wn cas ol la souche est devenue trop vieille, si bien que le
champignon a un métabolisme tes réduit. Ceci est mis en évidence par la présence
pratiguement seule de la melléine et 1'absence totale des autres métabolites, comme ceux
trouvés antéricurement dans le travail de RENAUD. [14])

Chaque fraction récoltée précédermnment a été reprise en solution dans 1'eaw pour le 1est
d’activité. Celui-ci consiste A plonger dans les solutions des plantules de 1omate ayant poussé
pendant 15 joors dans une serre 2 1a lumigre natorelle et préalablement conpées a la base de
la tige. Chaque plantule de tomate mesure environ 10 cm de long, pése entre 300 et 500 mg et
doit posséder 2 fenilics et 2 cotylédons. Ces solutions sont contenues dans des piluliers de 2
ml et 'activité est observée aprés 4 heures d’incubation 2 la lumiére nawrelle et iempérature
ambiante, L'zctivité est déterminée par le flétrissement ainsi que par la perte de poids par
référence & un témoin plongé dans de 1'eau désionisée. Une solation de melléine 3 une
concentration de 0,6 mg/ml est aussi testée.
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L’activité est €iablie par Ia relation snivante :
Activité [%] = - 100 (P;- P} /P,

ol P, estle poids de Ia tomate AVANT la culture
P, est le poids de 1a tomate APRES la calture.

Les valeurs obtenues éomprises entre -2,7 et -4,2% pour les différentes solutions, montrent
gue la masse des p]anrulesrla augmenté et qu'il n'y avait ainsi aucune activité toxique
dominante. De plus, nous n’avouns observé ancun flétrissement des fevilles de tomates
immergées. Ceci confirme donc que, dans ce cas, le champignon n's pas produit de
substances toxiques. La perte d'agressivité d’une souche se caractérise par la présence de
quantités importantes de melléinc.

Nous avons contrBlé ay moyen du méme test lfactivité des fractions décrochées d'un autre
milicu de coltire fourni également par la Station fédérale de Changins & 3 pH différents
(acide, neutre et basique); nous n'avons observé aucune activité particuligre.

La présence du p-hydroxybenzaldéhyde, intermédiaire provenant de la voie de I'acide
shikimique, permet d'indiquer que la biosynthése reste bloquée & ce niveau.
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3. MILIEUX DE CULTURE TOXIQUES

Nous avons requ de I'ENSAT- Toulouse les 2 milicux de culture toxigues suivants:

- 3100 m1 d"un miliew ML, gualifié "moyennement actif”,
- 1130 m! d’un miliew FA qualifié "fortlemem actif”

Aprés élimination du mycélivm par filtration sur Blichner ¢t concentration 3 un dixiéme du
volume initial environ, nous avons cntrepris une extracdon liquide-liquide i 1'éther aprés
avoir ajusté le pH 2 5,3 au moyen de NaOH 0,1 N. C’est cette valeur de pH qui permet
d’obtenir un extrait brut mds actif. La phase aqueuse et le mycélium sont conservés
séparément 3 - 20°C tandis que la phase organique est séchéc sur MgSO, anh. et concentrée &
1"évaporateur rotatif.

La présence des sucres dans le milieu de culture rend I'extraction un peu difficile. Avant de
coneentrer le filmat de départ, il est possible d'ajouter le méme volume d'éthanol. Ceci
permet d'éliminer une bonne partie des saccharides qui précipitent 2 froid; 1'extraction A
I’éther s’'en trowre facilitde par une meilleure séparation ente les phases aquéusc'ct
organique.

L’analyse du mélange brut par HPLC montre la complexité du mélang_e :

Colonne RP-18 (250x8 mm)

Débit : 2 ml/min

Gradient : 40-80% MeOH:Eau .
en 30 min, puis : * -1 B
80-100% MeOH:Eau '
en 10 min, puis
100% MeOH
en 5 min.

10 5 seewven

Fig. 5 : chromatogramme de 1'extrait brut par HPL.C.
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3.1. Isolement des composés

750 mg d’extrait brut du milicu ML, dans 5,5 ml de dichlorométhane sont chromatographiés
sur eolonne de silice (CH,Cly/MeGH 10/0-9/1).

fes fractions obtenues somt collectées dans des tubes de 10 mi, analysées par CCM
(CH,Cl,-MeOH / 95:5) et regroupées dans certains cas.

La chromatographie liquide 2 haute performance 4 1'échelle semi-préparative sur RP-18 avec
méthanol-eau camme phase mobile a i€ utilisée comme &tape finale pour 1a purification des
produits. La détection est réalisée griice 2 un déiectenr UV généralement & 254 nm.

La plupart de nos fractions ont €€ purifiées de cente manidre tandis que d’autres ont éié
examinées directement par GC-MS.

3.2. Identification des composés

Fig. 6 : schéma de s€paration des composés A A Q4.
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3.2.1. Identification de A

21 mg de ce produit ont £¢€ obtenus sous forme de cristaux blancs et présentent les propriéiés

suivantes :

- R;=0.70 dans CHCl,-AcOEt (5:1);

-F=72°C .

- UV A, (MeOH) =263 nm

- FeCly: test phénol positif (t3che bleue)

- H;80, 10% - Vanilline : tiche violette

- 2,4-dinitrophénylhydrazine: test aldéhyde/cétone positif.

Dans ic spectre "H-RMN, I'imadiation du doublet de doublets 3 7.80 ppm transforme les
doublets 2 7.08 et 7.90 ppm en singulets. Le pic large 2 6.33 ppm est échangeable dans Dy0.
Le produit est I"hydroxy-4 (méthyl-3 buténe-3 ynyl-1)-3 benzaldéhyde.

Ce produit sera nommé "Eutypine” par la suite.

Analyse

IH-RMN (CDCly): 2.03 (3H, dd, J = 1.2 Hz, CHy), 5.42 et 5.49 (2H, m, =CH,), 6.33 (1H,
large, OH), 7.08 (1H, d, J = 10 Hz, ArH), 7.80 (IH, dd, J = 10 Hz, ] = 1.2 Hz, ArH), 7.90
(1H,d, ] = 1.2 Hz, ArH), 9.88 (1H, 5, CHO).

13C.RMN (CDCly): 23.27 (CH,-C=C-), 80.56 {Ar-CaC-C=), 99.11 (Ar-C=C-C=), 110.52
(C-3), 115.56 (C-5), 123.96 (-C=CH,), 125.93 (-C=CH,), 130.28 (C-6), 131.96 (C-2), 13431
(C-1), 161.35 (C-4), 189.95 (CHO).

MS (m/fz, 1%): 186(M* 100), 185(96), 171(4), 157(55), 143(6), 128(60), 115(28), 102(15),
89(47), 77(36), 63(67), 51(32), 39(29).

IR (cm™'): 1675 (vCO), 1140 (vOH).
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Fig. 7: spectre TH-RMN de A.

a) spectre non-découplé J

b) échange dans DO

¢) irradiation 4 7.80 ppm M
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Fig. 8 : spectre "C-RMN de A.

Fig. 9: spectre MS de A,
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Fig. 10: spectre IR de A,

322, lgi&ntiﬁcalion de B
I mg de ce produit a été isolé et a pu' &e soumis 3 l'analyse. Les valeurs, comparées avec

[14], montrent qu'il 5'agit de 1'alcool méthoxy-4 (méthyl-3 butgne-3 ynyl-1)-3 benzylique.

Analyse

TH-RMN (CDCl,): 2.00 (3H, dd, CHy), 3.50 (3H, s, OCH,), 4.60 (2H, 5, CH,), 5.32 et 5.44
(2H, dd, =CH,), 6.86 (1H, d, ArH), 7.34 (1H, dd, ArH), 7.43 (1H, d, ArH).

M3 (!ﬁ/z.'l%): 202(M* 100), 185(11), 171(6), 161(22), 141(20), 128(48), 115(28), 91(19),
77(19).

HO



3.2.3. Identification de C
15 mg de ce compos€ ont &€ isolés sous forme de cristanx jaundtres,

- R;=0.49 (CHCly-AcOEt/ 5:1)

- Sur TLC, apres avoir sprayé avec vaniline - solution éthanolique H,50,, une tiche de
couleur vert caraciéristique des chroménes apparait. [16]

- UV 1k, (MeOH) = 220, 264 et 309 nm

Le spectre 'H-RMN révéle la présence d'un cycle aromatique trisubstitué (5 = 6.81, 7.05 et
7.11 ppm), la présence d'une double liaison (sysitme AB & = 5.80 et 6.37 ppm), d'un
singulet correspondant & un groupe -CH, (& = 4.58 ppm), d'une fonction alcool (5 = 1.74
ppm) et d’un groupe diméthyl géminal en @ d'un atome d'oxygéne (8 = 1.43 ppm). Nous
pouvons comparer nos valeurs spectroscopiques avec celles du chroméne décrit dans [17] oit
nous avons un groupe -CH,OH au lieu de -COOCH; dans notre cas. L'irradiation du proton
7.05 ppm wansforme le doublet de doublets & 7.12 ppm en un doublet. Les analyses,
comparées avec la réf. [17] et avec un échantillon synthétique (c.f. 9.2.}, monwent que le
preduit est 1" hydroxyméthyl-6 diméthyl-2,2 chroméne.

Analysc
'H-RMN (CDCly): 1.43 (6H, s, C(CH,),), 1.74 (1H, large, OH), 4.58 (2H, s, CH,), 5.80 (1H,
d, Jan = 9Hz, CH=), 6.37 (1H. d, J 45 = 9 Hz, CH=), 6.81 (1H, d, ) = 7.5 Hz, ArH), 7.05 (1H,
d, )] =20 Hz, ArH), 7.11 (1H, dd, 1 = 7.5, ] = 2.0 Hz, ArH).

MS (m/z, 1%): 190(M* 16}, 175(100), 158{10}, 145(6), 128(4), 115(7), N(3), 77(3).
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3.2.4. Identification de D
15 mg dc ce composé ont ét€ isolés et soumis 3 1"analyse.

-R;=0.55 (CHCI;-AcOE1/ 5:1)

- UV (MeOH): A= 210, 263, 273, 323 nm

- UV (AIC1y/McOH): A, =210, 263, 273. 323 nm

- UV (AIC1y/MeOH + HCI): &= 233,264,272, 318 nm

AlCly est un réactif weilisé pour lu ddwction de groupes dihydroxy en position ertho,
particuligrement dans le cas des ambocyanines, La présence d'un tel groupe est mise en
évidence par un déptacement hypsochromigue d’environ 30-40 nm entre le spectre UV en
présence de AICl; comparé au specire UV obtenu dans AICI/HCL [18]

Les valeurs obtenues montrent gue, dans notre cas, les 2 groupes -OH ne sont pas en position
ortho sur le cycle aromatique,

En 'H-RMN, I'irradiation du groupe méthyle 32 2.00 ppm transforme les signaux multiplets 2
5.36 et 5.43 ppm en doublets. L'échange avec D,0 permet de bien metre en évidence la
présence de deux groupes -OH par la disparition des signaux 3 4.46 et 5.39 ppm. Le pic &
1.62 ppm cormrespond 2 la présence d'can; il disparaft également lors de I'échange. Les
analyses cffectuées sur ce produit indiquent qu’il s'agit de 'hydroxy-4 (méthyl-3 butene-3
ynyl-1)-2 phénol.

Analyse

IH-RMN (CDCly): 2.00 (3H, dd, CHy), 4.46 (1H, s, OH), 5.36 et 5.43 (2H, m, =CH,), 5.39
(1H, 5, OH), 6.81 (3H, m, 3xArH).

B3C-RMN (CDCl5): 23.52 (CH4-C=C-), 82.52 (Ar-C=C-), $8.28 (Ar-C=C-C=), 110.72 (C-3),
116.28 (C-5), 118.24 (C-6), 119.80 (C-2) , 123.68 (-C=CH,), 126.96 (-C=CH,}, 149.68 (C-1),
151.96 (C-4).

IR (cm') : 3280 (large.vOH), 2200 (vC=C).

MS (m/z, 19%): 174(M* 100), 159(17), 147(13), 131(20), 115(17), 103(8), 31(9), 77(10).
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Fig. 13 : spectre 'H-RMN de D.
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b) échange dans D,O

Fig. 14 : spectre 'C-RMN de D.
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Fig. 16: specue IR de D.
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3.2.5. ldentification de E

Cette fraction se caractérise par la présence de méthoxy-8 mell€ine, le méme produit identifi€
apparavant sous 2.2.

3.2.6. Identification de F

Le produit majoritaire de cette fraction (8 myg; o €€ isolé sons forme de cristanx jaunes i coé
d'une trace de méthoxy-8 melléine (E).

- R;=10.32 (CHCI5-AcOEt/ 5:1)

- UV A, (MeOH) = 213, 262, 274, 306 nm

- FeCly: rest phénol positif.

La comparaison des analyses avec [14] montre qu'il s’agit de 1'afcool hydroxy-4 (méthyl-3
buténe-3 ynyl-11-3 benzylique.

Analyse
IH-RMN (CRCly): 1.63 (1H, large, OH), 2.02 (3H, dd, CH,), 4.58 (2H, 5, CHy), 5.37 et 544
© (2H, m, =CH,), 5.80 (1H, large, OH), 6.93 (1H, d, ArH), 7.25 (1H, dd, ArH), 7.36 (1H, d,
ArH).

MS (m/z, 1%): 188(M* 100), 171(33), 159(18), 141(10), 131(30), 115(28), 103(5), 9130,
T12).

OH

HO

/

CH,

HyC
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3.2.7. Igentification de G

Le comenu de cette fraction a €té examiné par GC-MS$ ol nous trouvons comme produit
majoritaire le composé 1.1; 4 coié de ce pic se tronve un aume produit en trace G, dont nous
avons pu enregistrer uniquement le spectre de masse.

Le produit G ne différe que de 2 unités de poids moléculaire par rapport au produit 1.1 ; son
spectre de masse posséde €galement un fragment & m/z = 83, La perte d’un groupe -OH
(212-195), d'un groupe méthyle (212-197) suivie d’une molécule d'ean (197-179), indique
que deux groupes hydroxyles sont en ortho 1'un par rapport A ’autre.

Par analogie avec l'origine biosynthétique des autres produits trouvés dans le milieu, le
produit est la dihydroxy-6,7 diméthyl-2,2 pentahydro-3,5,6,7,8 benzopyranone-4 (G).

GC-MS (m/z, 1%): 212(M* 55), 197(100), 179(18), 157(15), 137(8), 121(11), 95(12), 83(48),
55(27).

HO
CH,
HO o CH,
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Fig. 18 : spectre MS de G.
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3.2.8. Identification de H

2 mg de ce produit ont €t€ isolés et soumis A I'analyse,

Le spectre de masse EI montre un seul pic représentatif 3 m/z = 83 et pas de pic moléculaire.
Le spectre de masse par ionisation chimique avec NHy a permis de déduire un poids
moiéculaire de 212, .

Le produit est le crotonyl-4 époxy-1,2 cyclohcxadio]-3,6.

Analyse
- UV 3, (MeOH) = 239 nm
TH-RMN (CD,OD): 1.42 (1H, dd, H-(C-5)), 1.60 (IH, dt, H-(C-5)), 1.84 (3H, m, CH;), 2.13
(3H, m, CHy), 2.72 (1H, W, H-(C-2)), 3.11 (1H, m, H-(C-1)), 3.14 (IH, m, H-(C-4)), 4.09

(1H, m, H-(C-3)), 4.18 (1H, m, H-(C-6)), 6.22 (1H, m, CH=).

MS (my/z, 19): 212(M* 0), 83(100), 35(66), 39(28).

Ongine biogénéti‘guc:

La stucture de ce produit s’appuie sur som origing biog€nétique. Suivam le schéma

ci-dessous, le produit M subit une hydroxylation pour donncr H*, un imermédiaire sous
forme énol qui donne H sous la forme céto et qui subit nne migration de la double liaison
vinylique.

OH CH, 0 CH,
HO o
X CH, CH,
OH OH

=
-]
o



Fig. 19 : spectre "H-RMN de H.
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Fig. 20 : spectre MS (Cl dans NH;) de H
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3.29. 1dentification de 1.1 et 1.2

18 mg du produit 1.1 ont &té isolés sous forme de cristaux jaunes.

- Ry=0.54 (CHCI;-MeOH / 95:5)
Par comparaison avec les valeurs de [14], ce produit est I’hydroxy-6 diméthyl-2;2
tétrahydro-5,6,7.8 époxy-7,8 chromanone-4, '

TH-RMN (CD,0D): 1.43 (3H, 5, CHj), 1.48 (3H, s, CH;), 1.91 et 1.99 (IH, dd, J = 17 Hz, I =
4.5 Hz, ] = 0 Hz, H(C-5)), 2.55 (2H, AB, J = 16 Hz, H(C-3% 2.64 €t 272 (1H,dt, J= 17 Hz, ]
= 1.9 Hz, T = 1.8 Hz, H(C-5)), 3.39 (IH, d, } = 2.5 Hz, H(C-8)), 3.59 (1H, m, H(C-7)), 4.42
(1H, m, H{C-6)).

MS (m/z, 1%): 210(M* 37), 195(100), 177(8), 155(26), 149(13), 127(10), 109(8), 97(9).
83(14), 55(37).

0
o] CH;

CH, hydroxy-6 diméthyl-2,2 tétrahydro-5,6.7,8

époxy-7,8 chromanone-4
HO



Un isomdre de 1.1 a ét€ mis en évidence par TSOUPRAS [19]. Les 2 produits possédent le
méme spectre de masse mais peuvent &tre différenciés par 'H-RMN ol les constantes de
couplage ont servi & déterminer la stéréochimie. La structure proposée pour 12 est la
suivanie:

OH

¢ CH; hydroxy-8 diméthyl-2,2 tétrahydro-5,6,7,8

o CH, ¢poxy-6,7 chromanone-4

3.2.10. Identification de J

Nous avons observé la présence d’une faible quantité de ce produit dans le milieu. Par
comparaison avec [14], nous déduisons qu'il s'agit du méthoxy-4 (méthyl-3 butzne-3
ynyl-1)-3 benzaldéhyde.

MS (m/z, 1%): 200(M* 100), 185(22), 171(6), 155(43), 141{10), 128(85), 115(12), 91(10),
77(13).
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3.2.11. Ydentification de K

Dans le spectre TH-RMN nous constatons un faible couplage allylique entre le signal & 2.01
ppm et cenx A 5.43 et 5.55 ppm, ce qui comrespond 2 la présence d'un groupe méthyl-vinyle
tenininal. Les signabx des protons aromatiques sont fortement déblindés, indiquant la
présence d'un groupe attracteur d’électrons fixé sur le noyau. La comparaison de ce spectre
avec les avtres produits acétyléniques montre une grande similitede: un systéme aromatique
trisubstitué en  position 1,34 comprenant un groupe méthyl-vinyl-acétylénique
caractéristique. ‘

Dans le spectre de masse, le pic 3 m/z = 201 correspond 3 la perte dn proton de la fonction
carboxylique, le pic 3 m/z = 187 2 la perte du -CHj, le pic & my/z = 185 4 1a perte de -OH et le
pic & m/z = 157 & 1a perte de -COOH.

Sur la base de ces donnfes, nous pouvens conclure qu'il s’agit de 1'acide hydroxy-4
(méthyl-3 buténe-3 ynyl-1)-3 benzoique.

Analyse

H-RMN (CD4OD): 2.01 (3, dd, CH,), 5.45 et 5.55 (2H, m, =CHy), 7.03 (1H, d, ] = 10 Hz,
ArH), 8,01 (1H,dd, J= 10 Hz, I = 1.2 Hz, ArH), 8.15 (1H, d, J = 1.2 Hz, ArH).

MS (m/z, 19%): 202(M* 100), 201(13), 187(10), 185(28), 157(18), 128(23), 115(16), 77(14).
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OH

OH

CH,

_‘, Fig. 2t : spectre 'H-RMN de K.~

Fig. 22 ; specre MS de K.



_43.

3.2.12 Identificationde L.14L.3
Cette fraction a €16 examinée par GC-MS ol le pic majoritaire correspond au produit L1

identifi€ précédemment. o
Le produit dont le PM vaut 212 correspond au produit G obtenu sous 3.2.7.

T 1w Zrockaasa

—
—_—

—

—

Fig. 23 : GC-MS de la fraction contenant L.1, L. 2 et L.3.



Un produit L.1, de PM 228, est présent et peut £tre considéré comme produit d'hydrolyse issu
de 1.1 ou de 1.2, d’oit la position des trois groupes -OH en position 5,6,7, conduisant 3 4
stéréoisoméres possibles. Sclon le mécanisme réactionnel de 'ouverture des Epoxydes, le
produit L.1 donne 2 isoméres (A) et (B), tandis que le produit 1.2 donne les isamares (C) et
(D); (A) et (C) sont enantioméres 1'un "autre.

0 0 o)
HO HO HO
an, MO, | Loem . RN
H 0”7 ™ CH, HO 07 e HOT Y N0 ek,
OH OH
L1 o) (B)
0 ) 0
HO, HO
0 I cuy MO, | CH; + | CH;
0 CH, HO T 0 CH; uo" Y 0 CH;,
OH OH OH
1.2 (C) (D)

Dans ce cas, il ne nous est pas possible de préciser quel stéréoisomeére a €té isolé compte tenu
de la faible quantit€ de produit et 'impossibilit€é de réaliser d'antres analyses sur celte
fraction.

GC-MS de L.1(m/fz, %) 228(M* 13), 213(7), 190(26), 175(21), 147(8), 129(9), 85(24),
83(100), 57(19).
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Fig. 24 : spectre MS de L.1.

2 autres produits en trace (L2 et L.3), comportant un atome de chlore, ont été observes dans
ceite fraction. Ils doivent également avoir comme onigine les prodoits L1 et 12 puis avoir
subj une chloration. 1l en résulte 3 isoméres possibles, dont 2 se wouvent dans notre milieu. If
ne nous est & nouveau pas possible de préciser guels isomeres ont &t€ détectés ici, mais il n'y
a aucun donte que 2 sont présents puisque nous observons des temps de rétention différents
dans le chromatogramme.

GC-MS de L.2(m/z, 1%): 248(10), 246(M* 33), 233(30), 231(100), 191(21), 137(14), 109(%),
83(39).

GC-MS de L.3(m/z, 1%): 248(9), 246(M* 32), 233(24), 231(72), 191(18), 137(17), 109(34), .
83(100;.

R! Rl R2 R3

R3 OH € - -OH
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Fig. 25 : specire MS de L.2.

Fig. 26 : spectre MS de L3
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3.2.13. Identification de M
8 mg de ce produit ont ét¢ isolés sous forme d'aiguilles transparentes jaune-pile.
- R;=0.54 (CHCl;-McOH / 9:1)
UV A (MeOH)Y = 219 nim
-la]p0 =+ 45.8°
Le produit, comparé avec la réf. [14] o il a fait 'objet d'une analyse aux rayons-X, est
1'"époxy-3.4 (méthyl-3 butadienylidane)-1 cyclohexanediol-2.5.
Analyse
'H-RMN (CDCly): 1.75 (3H, dd, CH,), 2.20 (2H, large, 2xOH), 2.42 (2H, m, CH,), 3.32 (2H,
m, H-(C-3) et H-(C-4)), 4.32 (1H, m. H-(C-5)), 4.56 (1H, s, H-(C-2)), 492 et 4.99 (2H, m,

=CH,), 6.18 (1H, m, =CH).

MS (m/z, 19): 194(M* 22), 177(2), 161(3), 147(5), 105(16), 91(100), 77(60), 65(63), 39(84).

CH,

H,C

OH

O e
%



-48 -

3.2.14, Identification de N.1 A N.5

Ceue fraction 2 i analysée nniquement par GC-MS vu la faible quantit€ de produits. Elle
contient quatre composés possédant le motif de base d’une chromanone-4 (N.1 &4 N.4) ¢t un

chroméne (N.5), provenamt probablement de la réduction de N.2.

Ces produits résulterpient d'une aromatisation avec E£limination d'ean des produits
P P

dihydroxylé G, trihydroxylé L.| et dihydroxylé-chlorés L.2 et L.3.

T m‘“’
CH,

HO
Ll —» CH; —» CHs
HO CH, 0”7 “CHy
N.2
o !
Cl HO
X
L2L3 —» CH,
0 CH, O
N4 N.5

Chague spectre de masse a €t comparé avec un €chantitlon synthétique. 11 s’en suit que:
- N.1 est Ia diméthyl-2,2 chromanone-4;

- N.2 est ’hydroxy-6 diméthyl-2.2 chromanone-4;

- N-3 est la dihydroxy-6,7 diméthyl-2,2 ¢chromanone-4;

- N.4 est la chloro-6 diméthyl-2,2 chromanone-4;

- N.5 est I’hydroxy-6 diméthyl-2,2 chroméne.
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Le compos€ N.3 a é¢é compar€ 4 plusieurs isoméres, ol des différences apparaissent dans les
spectres de masse, ¢¢ qui nous a conduit au choix de I'isomére dihydroxy-6,7. Pour N.2 et
N.4 la position du chlore ou du groupe hydroxyle est déterminée par analogie biosynthétique
avec les autres produits; les spectres de masse de la chloro-6 et de la ehloro-7 diméthyl-2,2
chromanone-4 sont identiques.

Analyse

GC-MS de N.1{(m/z, 1%): ]76(M:378_)‘, 161 (100),_121(4 1, 12d(40), 92(30), 56(12), 43(9).

il
L]
= .
‘

*
'
N
1
*

E
j
!
:

Fig. 27 : spectre MS de N.1.

GC-MS de N.2(/z, 1%): 192(M* 41), 177(66), 137(59), 136(100), 108(23), 80(18), 55(17).

Fig. 28 : spectre MS de N.2. T , l-




-50-

GC-MS de N.3(m/z, 1%): 208(M* 37), 193(42), 177(36), 153(52), 152(100), 137(18), 91(22),
45(63). R

Fig. 29 : spectre MS de N.3.

GC-MS de N.A(m/z, 1%): 212(13), 210(M* 36), 197(36), 195(100}, 154(44), 126(12), 56(24},
43(17). i

B L ]

+

R L T UL

. 1 Jhe 7 T
Fig. 30 : spectre MS de N.4. E’jlﬂl{lﬂ;ﬂk, r " I —

GC-MS de N.5(m/z, 1%): 176(M* 31), 161(100), 145(7), 121(10), 89(15).

M R L R T

‘
i
'
'
i
<

Fig.31 : spectre MS de N.5.

:
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3.2.15, Identification de 9.1 4 0.3

Ceute fraction contient 3 produits 0.1, 0.2 et 0.3 en trés faible quantité. Ils apparaissent
comme des produits d’hydroxylation du groupe vinyle termmal des composés K. AetF
respectivement. Dans le spectre TH-RMN, aucun changement n’est observé dans la région
des protons aromatiques ol les signaux présentent toujours I'allure d'un spectre du type
ABX. En revanche, un singulet correspondant & un groupe -CH,OH supp!émcnmre fixé snr
le carbone tertiaire apparait vers 3.60 ppm dans lous les cas, tandis que le signal du méthyle
est blind€ de 2 & 1.5 ppm environ par snite de 1'absence du groupe vinyle terminal.

100Le 121433168 p.‘i

;
|
i
|
5

-

|

l |

|

U‘. L)\,J\ FEIRN p1lon

T T T el S e e —— /7 T
1200 1350 1400 1430 1500 1220 1800 1650 1roa [Ea] 1200 1950 1800 1320 Bt ]

Fig. 32 : GC-MS de la fraction contenant 0.1, 0.2 et O.3:
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- Identification de O.1

Daprds le spactre de masse du dérivé riméthylsitylé, on déduit que le poids moléculaire du
produit est de 236. Dans la fragmentation, la perte de 15 (524-509) correspond au départ du
groupe -CHy, la perte de 103 (524-421) av groupe CH;-OTMS, la perte de 132 (421 2 289) au
départ simoltané des groupes -CH; et CO-OTMS. Le produit isolé est 1'acide hydroxy-4
(dihydroxy-3,4 méthyl-3 butynyl-1)-3 benzoique.

Les valeurs do spectre TH-RMN (non représenté ici) ont &€ observées dans un mélange avec
le produit O.3.

Analyse

TH-RMN (CD;OD): 1.50 (3H, s, CHy), 3.60 (2H, 5. CH,), 6.77 (IH, d, ArH), 7.85 (iH, dd,
ArH), 7.95 (1H, d, ArH).

MS (m/z, 1%): 524(M* 7), 509(16), 422(37), 421(100), 289(43), 147(39), 73(68).

OH

%on

HyC
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Fig. 33 ; spectre MS de Q.1{miméthylsilyl€).
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- Identification de 0.2

Les valeurs de "H-RMN sont déduites du spectre ci-joint qui contient 2 lu fois les signaux du
produit Q.2 (minoritaire) et de 0.3 (majoritaire). Les pics relatifs 3 0.2 sont indiqués par des
flaches.

Le spectre de masse a i€ obtenu pour le dérivé riméthylsilylé. En tenant compte que 3 TMS
réagissent sur les fonctions alcoul, nous déduisons un poids moléculaire de 220. Dans la
frapmentation, nous avons une perte de 103 (436-333) correspondant au départ de
CH,-OTMS.

En traitant 2 mg du produit A avec 050, dans ’éther, nous avons hydroxylé la double liaison
terminale obtenant un diol qui, aprés dérivatisation avec TMS, donne le méme spectre de
masse que le produit Q.2 dérivé avec TMS également.

R HO  oH
>= CH, + 0s04 — R ~—~—/
HyC . CH,

Le produit est bien I'hydroxy-4 (dihydroxy-3,4 méthyl-3 butynyl-1)-3 benzaldéhyde.

Analyse

'H-RMN (CD,0D): 1.51 (1H, s, CHy), 3.60 (2H, 5, CH,), 6.88(1H, d, ArF), 7.72 (1H, dd,
AtH), 7.82 (1H, d, ArH), 9.86 (1H, s, CHO).

MS (m/fz, 1%): 436(M* 3), 421(10), 333(100), 291(50), 147(22), T3(87), 45(18).
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Fig. 35 ; specwre MS de O.2(riméthylsilylé).
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- Identification de 0.3

Nous avons earegistré le spectre de masse du produit par ionisation chimique ainsi que le
spectre du dérivé triméthylsilylé par El. De ces spectres nous déduisons un poids moléculaire
de 222. Les constantes de couplage relatives aux protons aromatiques données ici, sont
également valables pour les produits O.1 et 0.2

Le produit est I'alcoo!l hydroxy-4 (dihydroxy-3,4 méthyi-3 butynyl-1)-3 benzylique.

Analyse

'H-RMN (CD;0D); 1.50 (3H, 5, CH3), 3.60 (2H, 5, CHy), 4.45 (2H, 5, CHy), 6.80 (1H, d, J =
10 Hz, ArH), 7.12(1H, dd, J = 10Hz, J = 1.5 Hg, ArH), 7.30 (1H, d, J = 1.5 Hz, ArH).

MS (m/z, 1%): S10(M™* 1), 495(3), 407(100), 275(30), 259(10), 203(7), 187(5), 147{18},
73(60).
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Fig. 37 : spectre MS (CI dans NH) de Q.3.
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3.2.16. ldentification de P
2 mg environ de ce produit ont &€ isolés et pu £wre soumis 4 I'analyse.

- Rl’ =051 (CHQCIZ-MCOH / 5 l)
-UV: AL (MeOH) = 213, 242, 250, 298 nm

En 'H-RMN Uirradiation du signal & 1,48 ppm transforme le quadruplet 3 4.71 ppm en un
singulet; ceci montre bien que le groupe niéthyle est coupl€ i un groupe -CH.
Les pics marqués (*) sont dils & des impuretés.

. Les résultats d’analyse, comparés avec ceux d'un échantillon synthétique, montrent qu’il
s"agit de i'alcool hydroxy-4 (hydroxy-3 méthyl-3 propynyl-1)-3 benzylique.

Analvse

IH-RMN (CD,0D): 1.48 (3H, d, CHy), 4.45 (2H, 5, CH,), 473 (1H, g, CH), 6.80 (1H, d, ] =
10 Hz, AcH), 7.15 (1H, dd, J = 10 Hz, J = 1.5 Hz, ArH), 7.26 (1H, d, ] = 1.5 Hz, ArH).

MS (m/z, 1%): 192(M* 50), 177(100), 175(25), 161(7), 147(5), 131{4), 91(42), 77(20),
63(18), 51(13), 43(21).
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Fig. 38 : spectre "H-RMN de P.
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Fig. 39 : spectre MS de P.



4. DETERMINATION DE L"ACTIVITE TOXIQUE

La progression d'Eutypa lata est trés leate dans les ceps de vigne aprés son inoculation in
vive {environ 3-5 ams); si la nature travaille lentement, au laboratoire il est nécessaire
d’obtenir des résultats assez rapidement. Ainsi, des tests rapides permettant de contrdler les
effets toxiques du champignon, des milicux de culture, des fractions séparées et enfin des
substances isolées ont €1€ mis au point. Les tests suivants ont été développes :

- des plantules de tomates ayant deux feuvilles et deux cotylédons som plongées dans lecs
solutions & tester pendant 4 h A température ambiante; on observe le flétrissement et on
quantifie la perte de poids;

- des protoplastes isolés de feuvilles de vigne de culture in vitre sont mis en présence des
solutions toxiques A analyser pendant 20 heures; on compie ensuite Ia survie des protoplastes;

- test sur feuvilles excisées de viroplants ol une note comprise entre 0 (pas toxique) et 7 (trés
toxique) est auribue au cours de 3 répétitions effectudes & une semaine d'intervalle pour
quantifier le depré de nécrose. [20]

4.1. Activité 10xique de produits isolés dans ML,

Nous avons envoy€ 4 I'ENSAT (Toulouse) quelques milligrammes des produits A, C, D et F
afin d'évaluer la toxicité de ceux-ci.

Ces 4 molécules ont ét€ testées sur feuilles de vitroplams. Etant peu solubles dans Ucau, il a
fallu ajouter un pew de méthanol ou d’acéione & 1% maximum. Le produit A apparait
nettement comme €tant le plus toxique. Nous constatons aussi que la molécule A perd une
partic de sa 1oxicité au cours du temps, tandis que les notes pour kes autres sont négligeables.

produit note {4 1 semaine d'imervalle)
A 4,7 - 1,6 - 0.6
(o 0.2 - 0.2 - 0,2
D 0.2 - 0,1 - 0,1
F 0 - 0,2 - 02
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4.2, Activité toxigque du milieu FA,

Le milien de colture FA,; a été niilisé principalement pour la recherche de fractons toxigues.
250 wl du miliee FA; ont €€ chromatographiés par HPLC sur colonne RP-18
semi-préparative en utilisant un débit de 2 ml/min avec un gradiem de 40 4 80% MecOH dans
V'eaw pendant 30 minutes, puis 80-100% pendant 10 minutes. 18 fractions sont collectées et
soumises au test d’activité sur tomate. Toutes indiquent une valeur d’environ - 3% 2
I’exception des fractions N° 12 (+ 3.13%) et N® 13 (+ 8.25%) ot il y a une perte de poids.
Parailélement, ic tcst sur protoplastes effectué 4 Toulouse a montré que seuie Ia fraction N°
12 se dégage nettement des autres; aucune auwe fraction ne provoque une note sup€ricure 3
0.5. Testée également sur vitroplants, la fraction N® 12 présente une nate de 3,6.

Lors du méme test, la note pour la phase agueuse de FA, vaut 1,5 et celle pour la phase
éthérée vaut 6,2

Aprds connaissance des résultats des différents tests indigués ci-dessus sur les 18 fractions,
nous avons isolé le contenu des fractions N°® 12 et 13. Les donndes spectroscopiques
(*H-RMN et MS) montrent qu'il s’agit du produit A,

Afin de confirmer la toxicité de A, nous avons chromatographié une partie de FA, sur
colonne de silice comme décrit sous I1.3., analysé les fractions et réalisé le bioessai sor
"feuilles excisées”.

Plusienrs fractions ont €1¢ obtenues dans lesquelles nous avons observés:

- une activité ues élevée dans Ia fraction contenant A;

- une activité moyenne dans [es fractions avant et aprés A;

- une activité trés faible pour toutes les autres fractions, en particulier celles renfermant C, E,
Fetll

L’activité toxique du milien de culture est donc localisée au niveau de I'Eutypine (A).
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4,3, Discussion

La toxicité d'une souche semble donc dépendre de la présence de 1'Eutypine accompagnée
par d’autres molécules ayant la structure méthyl- vinyl-acéiylénique. On se rappellera, que
lors des essais préliminaires, nous avions isolé la O-Méthylmelléine, un composé
phytotoxique pour le blé mais ne montrant pas de toxicité dans nos tests. La pene
d'agressivité du champignon se traduit donc par la présence de quantités importantes de
melléine,

L’Eutypine, le composé le plus actif 3 tous les tests, posstéde nne structure idéale pour
pouvoir se placer entre des membranes et bloquer des centres actifs; ellc comporte deux
extrémités polaires ou facilement polarisables, séparées par un espasseur apolaire.

Notre toxine présente les mémes groupes Fonctionnels que la frustulosine, une fonction

phénol, une fonction aldéhyde et une chaine isopenign-3 yne. Ce métabolite secondaire
présente lui une forte activité antibiotique vis-2-vis de bactéries diverses. [8]

OH

HO Q CH,

CH,

Frustulosine
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En ce qui concerne 'étiologie de la maladie, nous pouvons nous demander si le composé
toxique, sous sa forme punifi€e, produirait au moins quelques caractéristiques et symptomes
de la maladie comme 5'il ait introduit 4 de la vigne saine 3 des concentrations qui seraient
celles attendues dans Ihdte malade. Des tesis en cours A Toulouse permettent d'affirmer que
c’est bien le cas. 1l a &€ observé par microscopie £lectronique que des fevilles de vigne
malade montraient des cellules différentes par rapport & des cellules provenant.de feuilles
saines. En particulier, on a observé des chloroplastes hypertrophiés et des grains d'zmidon
énormes. Ces mémes effets ont €1€ retrouvés lors du test feuilles avec 'Eutypine en solution.
(1. Philippe - communication orale).

Fig. 40 : effer de I'Eutypine.

Effer de FEulypine sur les cellules d’une Teuille de vitroplant de Viris vinifera, culivée 4
heures en présence de la toxine, |21]

En haut: les cellules sont intactes avec des chloroplastes bien disposés ¥ la périphérie
cellulaire.

En bas: les cellules sont intoxiguées; les chloroplastes sont hypertrophiés et dispersés dans
touie la cellule.



5. ETUDE DU MYCELIUM

Conservés A - 20°C apr2s filtration des milicux de culture ML, et FA,, les mycéliums ont 616
extraits successivement dans 2 portions de 300 ml de CH,Cl,, CH,Cl,-MeOH (1:1), MeO#,
MeOH-H,0 (1:1). Les filtrats sont réunis, concentrés puis extraits & nouveau & 1'éther. 440
mg d’extrait brut dissouts dans 2,5 m! de ligroine sont chromatographiés sur colonne de silice
(1=45% cm, d=3.8 cm) cn éluant initialement avec la ligroine, puis en angmentant
progressivernent la polarité avec P'éther.

Plusteurs fractions ont été récoltées dans lesquelles nous avons trouvé un triglycénde, le
compos€ F ainsi que 1a O-méthylmelléine en trace.

Une fraction, dans laquelle se trouvent des composés de nature stéroidique, a été analysée par
GC-MS. Les valeurs obtenues ont ét€ comparées avec les références [22-23).

MS Q.1(m/z, [%): 394(M* 10), 376(12), 361(4), 269(4), 252(33), 251(100), 235020}, 223(15),
209(45), 195(33), 165¢30), 141(21), B1(37), 69(853).
Les valeurs anaiytiques indiquent que Q.1 est I'ergostatetraéne-5,7,9%(11),22 3p-ol.

MS Q.2(m/z, [%): 396(M* 30), 378(3), 363(33), 337(18), 271(R), 253(23), 237(10), 211(27),
197(21), 157(31), 143(36), 119(17), 105(29), 91(28), 81(27), 69(58), 55(68), 43(10G).

Nous identifions Q.2 comme étant U'ergostatriene-5,7,22 3f-ol, appelé avssi simplement
ergostérol,

MS Q.3(m/z, 1%): 398(M™ 11), 383(7), 355(3), 300(9), 273(18), 271(55), 255(29), 253(13),
229(13), 213(15), 19910), 159(19), 147(24), 145(22), 119(24), 105(44), 91(48), B1(64),
69(53}, 55(68), 43(100).

Nous identifions .3 comme étant 'ergostadiéne-7,22 3f-ol.

MS Q.4(m/z, 19%): 398(M* &), 383(9), 314(17), 299(9, 272(26), 271{10G), 255{13}.
Nous identifions .4 comme étant |'ergostadidne-7,24(28) 30-ol.
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Remarque [24]

Il n’est pas €tonnant de trouver des stérols dans le mycélium. Ces produits maintiennent la
croissance et participent an développement chez les plantes et les champignons en agissant
comme constituants de membrane et probablement aussi comme hormones. Il est reconnu
que dans la plupart des champignons, le stérol majeur est, du point de vue de la distribution et
de 1a quantiié, I'ergostérol; celui-ci avait ét€ aussi rouvé par Renaud [14).
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Fig. 41 : GC de la fraction contenant les stérols Q.1 4 Q.4.
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6. CARACTERISTIQUES DU PRODUIT LE PLUS PHYTOTOXIQUE

6.1, Cyclisation de A

Une chromatographie en phase gazeuse du produit A sur colonne capillaire QV-73, 12 m,
120-250°C & 3°C/min montre curicusement 2 pics.

De méme, un échantillon initialement pur, montre aprés plusicurs semaines, 1'apparition
d’une deuxigme tache sur CCM.

Analysés par GC-MS, les 2 produits donnent lc méme spectre de masse; il s'agit donc de 2
isoméres.

Nous avons voulu connaitre ia structure du deuxiéme produit. En analysant par GC-MS sous
les mémes conditions le produit ], oii 1a fonction -OH est remplacée par un groupe -OMe, ie
chromatogramme obtenu ne présente qu’un s¢ul pic ¢t ne montre pas de doublet.

*)= solvant

Fig. 42:GCde A:
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En traitant 1 mg de A avec TMCS dans la pyridine sous azote, nous obtenons un dérivé ol la
fonction -OH est bloquée. L analyse par GC-MS de ce produit montre un seul pic de PM =
258.

OH O-5i(CHy);
- Pyt .
0 S + (CHy)S8iCL —— o©
| = oH, 2 : oy,
H;C H,C

Ces différentes constatations ménent & penser i une cyclisation qui pourrait aveir lieu entre la
fonction -CH du cycle aromatique et la triple liaison. Cette réaction aurait liew 3 long terme
lorsque 1'échantillon est conserv€ dans le dichlorométhane contenant des traces de HC,
lorsqu’il est exposé i la lumigre ou encore 4 la chaleur (GC-MS).

ZESSIGER [25] a réalisé la synth&se de eetie siructure cyclisée ¢t ses données analyliques
sant en accord avec les ndtres.

L’isomere cyclique de I'Eutypine serait le formyl-5 isopropényl-2 benzofurane A®,

o) CH,

CHy
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6.2. Recherche rapide de A

Il est sans doute parfois intéressant de mettre en €vidence rapidement la présence de
I’Eutypinc dans un milieu de culture.

Une premigre possibilit€ consiste 2 injecter le mélange brut aprés extraction & 'éther dans un
chromatographe en phase gazeuse couplé 3 un spectrométre de masse (GC-MS) et &
rechercher Je produit dont le PM vaut 186. La complexité du mélange rend cene mise en
évidence parfois laboricuse surtout si la quantité du produit recherché est faible par rapport &
d’autres qui se trouvent en quantité supérienre dans le mélange. Afin d’éliminer un bon
nombre de produits génants, il est possible de procéder & une extraction i I’aide de carbonate
de sodium 10% avant la GC-MS; cette sélection permet de n’introduire gue les phénols
(aprés régénération avec HCl 5 N et nouvelle extraction & 1’éther). Méme dans ce cas, bien
que ’Eulypine soit déteciée, le spectre final n’apparait jamais trés propre. Le courant total
d’ionisation reste trés complexe et ne permet pas de distinguer des pics spécifiques dans la
région d’élution de )’Eutypine. La présence du pic 2 M-1 (m/z=185) trés intense A edt€ du pic
moléculaire laisse en revanche présumer la présence de 1'Eutypine,

Pratiquement, ce procéd€ a pu €tre réalisé A partir de 1,1 ] d’un milieu de culre toxigue FA;
ainsi que sur 2,8 1 du milieu E,;. Nous y avons décelé la présence d’Eutypine malgré la
proximité d’autres pics adjacenss.
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Ci-dessous, 1'image supérieure représente le chromatogramme gazeux du miliew od chaque
pic correspond au moins 3 un produit. L'appareil étant réglé pour la recherche d’un fragment
A m/z = 186, nous observons dans I'image inférieure la présence du pic correspondant 2
I'Eutypine.
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Fig. 43 : recherche de I'Entypine par GC-MS.

Nous sommes donc en mesuare d'affirmer dans des temps relativement courts, d&s réception
d'un milicw de cultare, si I’Entypine est présente on pas.
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7. AUTRES MILIEUX DE CULTURE EXAMINES

Nons ne décrivons en détail que les produits nouvellement isolés et identifiés par rapport
ceux déja rouvés dans le milien ML,.

7.1. Milieu de culture toxique N* 660

Nous avons entrepris le "screening” 3 fond du milicu 660.
Les produits suivants ont été retrouveés :

7.1.1. ldenuification de R

Envirpn 2 mg de ce produit ont €1€ isol€s et soumnis A 1’analyse.

Le spectre H-RMN montre un multipler A 2.15 ppm suggérant un couplage avec un groupe
=CH, analogue A celui des produits acétyléniques. En revanche, les signaux comrespondants
aux protons vinyliques apparaissent assez écartés {5.23 et 5.84 ppm) par rapport & ceux des
composés acétyléniques. Ceci suggére un environnement assez différent pour ces 2 protons.
Légtrement recouverts par CDCl; mais bien visibles lors de I'enregistrement dans CD,0D, 3
signaux présentant un spectre de type ABX, apparaissent dans la région des aromatiques vers
- 7.4 ppm. Un singulet & 6.68 ppm, supplémentaire par rapport aux produits acétyléniques,
indique un proton aromatique isolé. Lors de 1I'échange dans DO, nous observons Ia présence
d’unc fonction hydroxyle & 4.65 ppm. Les pics marqués (*) sont diis 4 dcs impuretés.

Le spectre de masse, dont le pic moléculaire est & m/z = 188, est trés semblable au produit F.
Tous les fragments sont identiques 3 ceux du produit F.

Les données spectroscopiques ont €€ comparées avec un échantillon synthétique {25] et nous
permettent d’identifier ce produit comme é1ant la forme cyclisée de F, 1a cyclisation ayant en
licu par le méme mécanisme que pour I'Entypine.

Ce composé est 1"hydroxyméthyl-5 isopropényl-2 benzofurane.
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'H-RMN (CDCly): 2.15 (3H, m, CHy), 4.65 (1H, s, OH), 4.80 (2H, s, CH,0H), 5.23 et 5.84
(2H, m, =CH,), 6.68 (1H, 5, =CH), 7.32 (1H, dd, ArH), 7.50 (iH, d, ArH}, 7.60 (1H, d, ArH).

MS (m/z, 1%): 188(M* 100), 171(40), 159(20), 145(7), 131(28), 115(19), 91(30), 77(12),

63(13), 51(15).

_

-

[y A

-
H

Fig. 45 : spectre MS de R,

Fig. 44 : specire 'H-RMN (CDCl3) de R.

spectre TH-RMN (CD30D) de R (région aromatique).
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7.2. Milieu de calture toxique ¥,

2,2 1 de filtrat actif, dont la toxicité cst évaluée 2 5/7, ont éié étudiés. Aprés procédé habituel,
la recherche de 1'Entypine a été enweprise. La quantité de celle-ci €tait assez importante pour
pouvoir la déceler sur CCM et 1a comparer & un témoin.

Les produits A, C, D et F constituaient la majeur partie des composés trouvés dans ce milien.
1 nouveau composé a &€ isolé et identifié,

7.2.1. ldentification de S

Le spectre "TH-RMN montre une trés grande similitude avec celui du produit isol sous 7.1.1.
Dans ce cas, il n'y a pas de signal correspondant 3 un groupe -CH, tandis que 1ous les autres
signaux se retrouvent. Les pics marqués (*) sont dis & des impuretés.

L'irradiation du doublet de doublets & 6.79 wansforme les 2 doublets & 6.97 et 7.34 ppm
chacun en doublet.

Le spectre de masse, réalisé par impact élecironique, dévoile difficilement le poids
moléculaire & m/z = 174; il a i€ mis en évidence par ionisation chimique dans I’ammoniac
sans ambiguité & ceite méme valeur.

Les données analytiques comparées avec un échantilion synthétique [25] montrent qu'il
s’agit d'un benzofurane substitug; le produit est en fait le composé D gui a cyclisé,

Ce composé est I'hydroxy-5 isopropényl-2 benzofurane,

Analyse

TH-RMN (CDCl): 2.12 3H, m, CHy), 4.61 (1H, large, OH), 5.18 et 5.78 (2H, m, =CH,),
6.57 (1H, s, =CH), 6.79 (1H, dd, AtH), 6.97 (1H, d, ArH), 7.34 (1H, d, ArH).

MS (m/z, [%): 174(M*9), 159(4). 131(6), 115(10), 97(15), 83(24), 69(44), 57(88), 43(100).
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spectre irradi€ 4 6.79 ppm :
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Fig. 46 : spectre MS de S.
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8. UTILISATION D'UN DETECTEUR A BARETTE DE DIODES (DAD)

8.1. Présentation de 1'unité compléie

L'unité compléte utilisée comprend ;

- un détecteur & barette de diodes (diode-urray detector *DAD* ) conuect€ i la sortie d'un
chromatographe HPLC;

- un ordinateur qui contrble les autres unités du systdme et opre le programme;

- un driver comprenant un disque dur of: le'. programmes des opérations sont stockés et un
disque flexible;

- un écran vidéo sur lequel on peut voir les chromatogrammes, les specmes UV/VIS, les
paramétres, les résultats, etc.

8.2. Avantages d’un détecteur 3 barette de diodes [26]

Par rapport & un spectrophotométre conventionnel, un instrument A baretie de diodes acquiert
les données spectrales simultanément sans déplacement de parties mécaniques. Le bénéfice le
plus évident pour 1'utilisateur est la vitesse.

Parmi les avantages d'un détecteur 3 barette de diodes, on citera :

- I'acquisition rapide des données spectrales : un spectre entier de 150 2 820 nm peut Etre
acquis en un dixiéme de seconde;

- la mesure & plusieurs longueurs d*onde simultanément;

- la reproductibilité excellente par vae conservation précise des longueurs d'onde de mesure
méme i long terme;

- la large portée dynamique par une dur€e du temps d'intégration trés courte, une
amélioration du rapport signal/bruit et de la sensibilité;

- la possibilité d'effectuer des mesures statistiques (par €limination des mauvais points dds au
passage d'une bulle d'air par exemple),

- la simplicité mécanique qui en fait un appareil simple & opérer;

- 1a haute sensibilit€ permet d'effectuer des dosages quantitatifs avec des concentrations de
I'ordre de quelques nanogrammes par microlitre.



-75-

8.3. Applicaiions

Un chromatographe HPLC muni d’une colonne analytique couplé A un détecteur a barette de
diodes constitue V'appargillage. It permer d’analyser des produits purs et des mélanges
complexes. Des analyses qualitatives, quantitatives et des mesures cinétiques peuvent &tre
réalisées. Lors de 'enregistrement des données on peut définir jusqu’a 8 signaux comprenant
la longueur d'onde de détection et la largeur de bande respective pour chacun. Le
chromatogramme ¢nregistré permet d’obtenir plusieurs résultats:

- Lors de 'analyse, on obticnt simultanément une représemation de ’absorption en fonction
du temps (chromatogramme) et de I’absorption en fonction de 1a longueur d'onde (specire).

-Un intégrateur calcule I’zirc des pics A partir d"une ligne de base qu’il imagine. Pour chagque
signal intégré, on obtient le numére du pic, le temps de rétention, sa largeur, son aire relative
ainsi que le temps de rétention au début et & la fin du pic.

- Pour chaque pic, il est possible de montrer e spectre UV/VIS sur un domaine choisi. La
longuecur d’onde optimale (A,,)} pour la détection de chaque composé peut étre sélectionnée,

- La pureté de chaque produit peut étre déterminée.

- Il est possible de chercher dans la librairie les spectres obienus lors d’une analyse et
d’effectuer des comparaisons. On peut donc identifier tous les pics d'un chromatogramme
automatiquement. Tous les paramétres utilisés ont recherchés, le nom et ia pureté sont
comparés; les pics identifiés sont nommés; les pics non-identifiés sont marqués par un point
d’interrogation (7) et les pics impurs sont marqués avec un astérisque (*). En fait, avant que
I’ordinateur cherche le spectre d’un pic dans la libraide, une comparaison du specire de la
montée du pic et de la descente est faite. Si la comparaison des deux spectres est bonne, alors
les deux specires sont comparés avec la librairie séparément.
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- On peut dessiner une représentation pseudo-isométrique 3 3 dimensions; celle-ci peut étre
vue dans la meilleure perspective :

- Le RATIOGRAMME proprement dit avec A = f(t). Il normalise d’abord chaque spectre
dans un fichier de valeurs & 1a valeur d’absorption maximale et ensuite monwme des points
d’égale absorption dans la méme couleur. Les absorptions fortes sont indiquées par 1a couleur
“rouge” tandis que les absorptions faibles sont montrées par du "bleu”. Si un pic est pur, il
montre une série de bandes paralléles et la couleur de ces bandes est la méme sur tout le
temps d’éhutton du pic. Si un pic est impur, la couleur change d’un bout & I"autre du pic.

- LISOGRAMME montre aussi A = f{1) et les couleurs représentent "absorpiion. Il montre
simplement des points d’égale absorption dans la méme couleur, en contraste par rapport au
ratiogramme,

11 est possible de montrer le RATIQGRAMME et I'lSOGRAMME dans 3 dimensions:

- ISOGRAMME : on voit les signaux choisis en fonction de A &1 A est montrée,

- RATIOGRAMME : on voit les rapports des signaux choisis en fonction de X et A est
montrée.

On peut faire tourner la représentation b 3-D sefon Je plan At d'vn angle o désiré,
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8.4. Résultats obtenus

Nous avons enregistré le specire UV/VIS et le temps de rétemtion de quelques produits purs
isolés 2 partir des milteux de culture d’Eutypa lata. Dans chaque cas, nous avons stocké ces
valeurs dans la libraitie.

(colonne RP-18 , 250 x 4.6 mm ; 40-60% en 10 min, 60-90% en 30 min, 90-100%
MeOH-Eau en 5 min, & 1 ml/min).

Les mesures ont 1€ effectuées avec les produils suivants

- Eutypine (A)

- hydroxyméthyl-6 diméthyl-2,2 chroméne (C)

- hydroxy-4 (méthyl-3 buténe-3 ynyl-1)-2 phénol ()

- méthoxy-8 melléine (E)

- alcool hydroxy-4 (méthyl-3 butgne-3 ynyl-1)-3 benzylique (F)

- acide hydroxy-4 (méthyl-3 buttne-3 ynyl-1)-3 benzoique (K)

- époxy-3,4 (méthyl-3 butadiznylidéne)-1 cyclohexanediol-2,5 (M)

- diméthy!-2,2 chromanone-4 (N.1)

- hydroxy-6 diméthyl-2 2 chromanone-4 (N.2.1)

- hydroxy-7 diméthyl-2,2 chromanone-4 (N.2.2)

- dihydroxy-6,7 diméthyl-2,2 chromanone-4 (N.3)

- chlero-6 diméthyl-2,2 chromanone-4 (N.4.1)

- chloro-7 diméthyl-2,2 chromanone-4 {N.4.2)

- alcool hydroxy-4 (hydroxy-3 méthyl-3 propynyl-1)-3 benzylique (P)
_- hydroxyméthyl-5 isopropényl-2 benzofurane (R)

Les spectres UV/VIS et les temps de rétention sont donnés dans la partie expérimentale.
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8.4.1. Dosage qualitatif

Nous avons utilisé le milieu El-1 pour la recherche de 1'Eutypine au moyen du DAD. Le
programme d"élution est le méme pour les produits purs et pour le mélange brut; ceci permet
une reconnaissance des produits non sculement par le spectre UV/VIS mais avssi par le
temps de rétention. La reconnaissance exige une certaine purct€ pour chaque pic du
chromatogramme, valour fixée & »95% ¢ unc bonne reproductibilité des mesures {marge
pour les temps de rétention fixée 2+ 2.5%).

Dans le chromatogramme ci-dessous, lc nom Zes produits reconnus s'inscrit au dessus des
pics. Les longueurs d"onde de détection sont :
254 nm + 20 um et 360 am £ 20 nm.,

LC R 254,40 530,100 of 1S0CRRT.D
Results of spectral library search
Llbrary
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Fig. 47 : recherche de I"Eutypine au moyen du DAD.
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Le RATIOGRAMME 2 2-D ci-dessous montre I'échelle des longueurs d*onde en ordonnée
en fonction du temps en abscise. Les zones foncées (rouge en réalité) monue les longueurs
d'onde ot les produits absorbent fortement, tandis que les zones claires (bleu-violet en
réalité) correspondent 4 des absorptions faibles.

Le RATIOGRAMME suivant, cnregisteé entre 0 et 29.24 min sur un domaine de 210 3 375

nu noatre d une manigre tdimensionnelle le contenu du méme milieu de culture,

(Fire VW oATR.eal, » Buiwval « 38 Titex 1 4@ wPIDASM

E3-12]

HWave langth Crnm1l ——Retip—— Timo Cminl

Fig. 48 : mtiogramme de I'extrait du milieu de culture EA-1.
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, aprés avoir fait pivoter ot incliner la

On reconnait bien 'Eutypine dans lc ratiogramme

calculer sur un domaine de temps plus éroit (17.75-24.00 min).

représentation précédente et

|

R A i — e -
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Fip. 49 : vue particlle du
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ratiogramme du milieu EA

L’ ISOGRAMME qui suit, représentant la forme logarithmique du ratiogrvmme précédent,

permet encore de micux discerner le contenu du mélange.
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ig. 50 : isogramme de U'extrait du milieu de cufture EA-1.
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8.4.2. Dosage quantitatf

L'appareil permet également de doser des substances, par exemple avec la méthode dc
I’étalon interne ou de 1’¢talon exteme.

Nons avons dosé 1'Eutypine contenuc dans lc milien de culture Ea-1 en utilisant le
p-hydroxy-benzaldéhyde comme étalon inteme. Le choix de ce dernier est tel que son temps
de réention ne coincide pas avec un avtre produit du mélange dans les conditions de
séparation fixées initialement.

La table de calibration donnée ci-dessous montre les temps de réiention de I’étalon interne
(1ISTD) et de I'Eutypine, les gquantités des produits (Amt) et les aires des pics

correspondantes.
Rat Tims Pkt Signal Deser Amt nglul Lvl Fk-Tvpa Fariial Name
13823 |/ E54 40 350 10D 5364 1 34647 ISTD 1 P-OH-BENZRLD.
5364 2 4%78
A1 £ R TR 40 550 10D 4368, 0 z 105% 1 EUTYPINE
Jaci= 1oet7

L'ordinateur calcule et dessine la meilleure droite d’étalonnage en tenant compte du point

ongine. EUTYPINE

Rmxpanasw Ratio
[ B—
Lo}
—

cponce Ralre=3 .48(AmLt Rat1c)-0.0189
rr2 = @.9949

.o aly a.z 2. s als
Amz Rata

Fig. 51 : courbe d’étalonnage pour le dosage de ’Ewtypine.

Dans le mélange brut contenant une quantité connue d'étalon interne, I'ordinateur "reconnait”
par le temps de rétention et le spectre UV/VIS, 1a présence de 1'étalon et de I'Eutypine.

1l calcule en retour fa quantité€ d'Eutypine présente dans ce milieu de culiure.

La quantité d'Eutypine trouvée dans ce milicu est de 340 ng/ul, ce qui correspond, compte
tenu des dilutions, 4 1,36 mg/l.
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9. SYNTHESES

9.1, Introduction

Dans le but de confirmer et vérifier la structure de cenains de nos produits isolés dans le
milicu de culture d'Eutypa lata, nous avens entrepris quelques synthéses. Nous nous sommes
intéressés awx molécules de type chromanone et chroméne précédemment isolées sous 3.2.3
{produit C) et 3.2.14 (produits N.1 & N.5). Les synthéses des produits €, N.4.1 e1 N.4.2 sont
nouvelles.

Nous avons opté de préférence pour des voies efficaces, permettam d’obtenir le produit
désiré en un minimum d’étapes sans trop nous préoccuper du rendement et d’optimiser la
méthode,

Les modes opératoires des nouvelles synthéses sont donnés dans la partie expérimentale an

chapitre VI.

9.2, Syathése de I’hydroxyméthyl-6 diméthyl-2,2 chroméne {C)

D’aprés [27], la premiére éiape consiste 3 condenser un phénol approprié avec le méthyl-2
butadiene-1,3 (isopréne) en présence de quantités catalytiques d’acide orthophosphorique
30-35°C. La méthode a I'avantages de n’introduire qu’une unité isoprénique et conduit 4 Ja
formation exclusive d’un diméthyl-2,2 chromane. Cette condensation peut éire considérée du
point de voe chimique comme équivalente @ la voie biogénétique. Aprés protonation de
I'isopréne, le caion mesomére (a) ou (b) pewmt alkyler le phénol. Pour des raisons
thermodynamiques ¢’est le produit issu de (b} qui se forme préférenciellement. L allyl-phénol
intermédiaire, sons condition catalytique acide, cyclise et donne le chromane. Ce demier est
déhydrogéné avec DDQ pour donner le diméthyl-2,2 chroméne comespondant. [28-29)
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() (b)

f a l H3c CH,
H,C
OH
Q CH
H*
CH
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cH, L)
1 I
CH,
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E— s CH,
2 . CHi =

CH,

Dans un premier essai nous avons utilisé ’alcool hydroxy-4 benzylique comme produit de
départ; le groupe -CH,OH semble empécher la cyclisation et le rendement reste trés faible,
Nous avens ainsi jugé souhaitable de débuer la synthése avec un phénol possédant déja une
fonction sur 12 bonne position pour éviter par 1a suite tout probléme d’orientation lors de
Pacylation [30]. Pour cette raison, nous avons décidé d’utiliser 1'hydroxy-4 benzoate de
‘méthyle qui, par condensation avec I’isopréne en présence d”acide orthophosphorique, donne
le diméthyl-2,2 dihydro-3,4 2H benzopyrane-1 carboxylae-6 de méthyle. Celui-ci est
déhydrogéné, soit i I’aide de DDQ, soit avec NBS en présence de peroxyde de benzoyle pour
donner le diméthyl-2,2 2H benzopyrane-1 carboxylae-6 de méthyle. Finalement, 1a fonction
ester est réduite par LiAIH,, ce qui donne 1" hydroxyméthyl-6 diméthyl-2,2 chroméne.
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OH
CH, s
e OO
H,C CH;
HiC
° ° CH, NBS/CCl,
ou DDQ

o LLiAM,
e

9.3, Synthise de hydroxy-6 diméthyl-2.2 chromine (N.5)

On utilise I’hydroxy-4 anisole comme phénol de dépant; I'un des groupes hydroxy est ainsi
protégé. La synthise a 16 réalisée selon le schéma ci-dessous:

O_ _CHy
;—4 ——-—> CH
HJC‘O /Q:j 3

CHJ
BEr,

O CH, O CHy
DDQ
CH, -— CH,
o -
HO HO
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A partr de ’hydroxy-6 diméthyl-2,2 chromanone-4 obtenue sous 9.5, nous avons synthétisé
I’hydroxy-6 diméthyl-2,2 chroméne selon [31] car 1a méthode précédente ne donne que trés
peu de produit cyclisé lors de 1a premigre €tape.

0. _CH, .. 0. _CH
T LiATH, Ok | 1om }
3 — CH:; —— CH3
HO HO HO =
HO

9.4, Synthése de la diméthyl-2,2 chromanoac-4 (N.1)

La voie la plus utilisée pour obienir une chromanone-4 est la réaction entre un phénol et un
acide insaturé en présence d’acide polyphosphorique H(PO;H),OR. Cetie approche convient
bien pour les chromanones-4 substitnées en C-2. [32-34)

CH CH, OH .
©/ * M :
H,C X 0

Nous avons €galement obtenu de bons résultats en urilisant un phénol et un chlorure d’acide
insatoré en présence de chlorure d’aluminium. [33]

. CH
o s O o

o
AICl O Chs
T CH,
HCl 2N
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9.5, Synthdse de "hydroxy-6 diméthyl-2,2 chromanone-4 (N.2.1

Préparé par analogie & la réf. [35], selon le schéma ci-dessous. Ce produit est ensuite utilisé
pour obtenir I'hydroxy-6 diméthyl-2,2 chroméne.

CH 0] L O CH;
pyrrolidine
/q/m i )L - o
3
HO HyC cH, HO
O

9.6. Synthése de I’hydroxy-7 diméthyl-2,2 chromanone-4 (N.2.2)

Par analogic 3 la véf. [36], selen le schéma ci-dessous.

HO O_ _CH,

HO OH
SbCly
+ (CH),C=CH-COOH —— CH,

9.7. Synthese du dihydroxy-5,7 diméthyl-2,2 chromanone-4 et
Synthése du dihydroxy-6,7 diméthyl-2,2 chromanone-4

Ces synthéses ont licu selon [37], en utilisamt le trihydroxy-benzéne correspondant qui est
condensé avec le chlorure de I'acide diméthyl-2,2 acryligue en présence de AlCls.

9.8. Synthése du dihydroxy-7.8 diméthyl-2,2 chromanone-4 (N.3)

La synthése de ce produit a été réalisée selon [37).

HO OH cpsop  HO
+ (CH3,C=CH-COOH ——— CH,
HO P40 HO
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9.9. Synthése de la chloro-6 diméthyl-2,2 chromanone-4 (IN.4.1) ¢t
Synthése de la chloro-7 diméthyl-2,2 chromanone-4 (N.4.2).

L’utilisation de la méthode décrite sous 9.4. ne se préte pas dans ce cas; nous n'avons obienu
que du produit sous forme non cyclisée, que ce soit avec 'acide ou le chlorure d'acide
insaturé, avec ou sans catalyseur.

Par analogie 4 [38-39], le p-chloro-phénol forme I’ester correspondant en présence du
chlorure d’acftyle; ensuite par un réarrangement de Fries en présence de AICl; comme
catalyseur, nous obtenons ['hydroxy-2 chlaro-5 acéiophénone. Ce dernier se condense uvec
I"acéione en présence de pyrrotidine pour donner la chloro-6 diméihyl-2,2 chromanone-4,

0. _CH,

OH O
AlChH AICh
+ CH;COCl —— —
a Cl
CH C CH;,
pyrrolidine
— CH,
CH,4
Cl a
O O

Par le méme procédé, en partant avec le m-chloro-phénol, nous avons €galement synthétisé la
chioro-7 diméthyl-2,2 chromanone-4.
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2.2, Fractionnement

Le but principal étant de déceler I'Eutypine, nous nous sommes intéressés en premier licu
aux fractions dont le Ry est sin€ 3 F 0,1 Ry par rapport 2 la toxine sur CCM;, (€hoamt &
dichlorométhane, R{Eutypine) = 0,56). Ceci permet de sélectionner les fractions susceptibles
de contenir I'Eutypine er de faciliter la recherche lors de P'analyse par GC-MS. On élimine
ainsi tous les produits génants et wop nombreux s¢ rouvant dans 'extrait.

Nous avons adopté la méme méthode en ce qui conceme le bois sain,

Le protocole de recherche de I'Eutypine a ét€ répéié 2 fois afin de confirmer le résultar.

Le schéma de fractionnement pour le bois matade (2e recherche) est donné ci-dessous:

Ether(Soxhier)

‘ extrait
E1QH
¥—r acides gras

silicagel/CH,Cly

m/z =186 ¢
1
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2.3. Analyse des fractions du bois malade

11 s’agit de savoir si I’Eutypine est présente dans du bais atteint par |'Eutypiose:

- Une analyse par chromatographie en phase gazeuse d’une des fractions montre la présence
d’un produit possédant le méme temps de rétention que I'Eutypine.

Conditiens pour la GC: 120°C pendant 3 min, 4°C/fmin jusqu'd 200°C.

Fig. 54 : Chromatogramme GC:  Fig. 55 : chromatagramme GC:

mélange brut: Eutypine pure:
¥ -] i‘ L
|
L] o — - I 3 -
Ll I

- La recherche et la mise en évidence de 'Eutypine a lieu en injectant la fraction suspecte
dans le chromatographe en phase gazeuse couplé au spectromeire de masse (GC-MS). L'ion
sélectionné 3 m/z = 186 étant celui qui carrespond au pic moléculaire de 1I'Eutypine.
L'appareil cherche parmi tous les ions, ceux qui satisfont cette condition; lorsque celle-ci est
remplie, un pic correspondant  un produit du chromatogramme (en-haut) apparait au méme
endroit sur 1'échelle en abscisse (en-bas). Le spectre de masse du preduit repéré est reproduit

et compar€ avec celni de I'échantillen pur.
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Fig. 56 : chromatogramme de la fraction suspecte.

Damns motre cas, nous observons donc bien la présence d’un produit 3 mfz = 186 dont le
spectre de masse montre qu’it s’agit d’Eutypine. Dans cette fraction nous n’avons trauvé
aucun autre produit de la série acétylénique; la présence d’une hydroxy chromanone-4 a €té
par contre reconnue par la recherche du jon 2 m/z = 192; son spectre est identique  celui du
produit trouvE auparavant dans le milicu de culture.

Dans le but de mieux caractériser ce bois de vigne ct de retrouver quelques composés
précédemment isolés, nous nous sommes aussi intéressés aux autres fractions.
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2.4, Idcntification des composés isolés dans le bois malade

La plupart des produits décrits ci-dessous ont pu étve identifi€és par comparaison avec la
littérature, principalement [23] et [42]. La reconnaissance des principaux fragments ainsi que
lc mécanisme dont ils sont issus sont caractéristiques pour I'appanicnance i une classe de
composés. La localisation de groupes fonctionnels peat &tre déterminée & partir des
fragmentations. Avec 1'aide quelquefois d'une mesure analytique supplémentaire, la
specrométrie de masse est ici ure méthode analytique puissante qui permet d'élucider des
structures avec des quantités trés faibles de matériel.

2.4.1, Identification de U

L'allure du spectre 'H-RMN de cette fraction montre qu'il s'agit d'un triglycéride ne
préscntant aucun intérét dans le contexte de nos recherches.

: J B . .
. ? . § ‘ 1 . t U e Y

Fig. 57 : spectre 'H-RMN de U.
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2.4.2. ldentification de V

2 mg de ce produit ont été isolés sous forme de cristaux blancs aprds purification par HPLC
sur RP-18 (gradient MeOH-Eau 40-100% en 40 min}.
Par CCM (FeCly/MeCH) on met en €vidence la présence d’une fonction phénolique (tiche

bleu-grise).

Dans le spectre 'H-RMN, 3 protons (domaine 2.60-3.05 ppm) forment un systtme ABX ol
I'hydrogéne X (domaine 4.60-4.80 ppm), est un multiplet complexe. 11 posséde des
constantes de couplage vicinale de 6 Hz avec le proupe méthyle, de 16 Hz avec le proton
axial et de 4 Hz avec le proton équatorial. Par calcul de la partie AB 1'hydrogéne axial par
rapport au groupe méthyle est situ€ 8-2.98 ppm (I, 5= 16 Hz, Jo o= 4 Hz) et I'hydrogéne
équatorial par rapport au groupe méthyle est situé & 2.73 ppm (Jyy o = 16 Hz, J,, ,,= 10 Hz).
L’irradiation du proton 4 4.73 ppm transforme les 2 doublets de doublet du spectre ABX en
un systtme AB 2 4 lignes et le doublet & 1.57 ppm en un singulet, Nous retrouvons ici les
mémes caractéristiques que pour la O-méthylmelléine décrite sous 11.2.2., ob le carbone en
position 3 est asymétrique, mais ob la partie aromarique est différente. Dans ce cas, 2 protons
donnant lien A un spectre AR indique un noyan aromatique twétrasubstitué: un groape
hydroxyle fixé en position 8 et un groupe méthyle en 5.

Par le spectre de masse obtenu par ionisation chimique positive (ammoniac), nous
confirmons le poids mol€culaire comme étant 192,

Nous pouvens écarter la structure de 'hydroxy-8 diméthyl-3,5 chromanone-4 ainsi que tout
autre isomere de formule brute CyyHj205 car les déplacements chimiques des protons de Ia
partie -CH,-CH-CHj ainsi que les couplages seraient différents.

Les méthyl-3 dihydro-3,4 isocoumarines peuvent étre distinguées des méthyl-2 chromanones
en MS. Par rupture rewo-Diels-Alder, les isocoumarines perdent une molécule
d’acétaldéhyde, tandis que les chromanones perdent une molécule de propéne. La perte de 42
unités de masse conduit au pic majoritaire, souvent au pic de base, pour les chromanones;
dans notre cas, il y a perte de 44 2 partir du pic moléculaire,
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La comparaison de nos analyses avec la litérature [43] monwe qu’il s’agit de ’hydroxy-8
diméthyl-3,5 isochromanone-1 ou méthyl-5 melléine. DE ALVARENGA [44] mentionne
I'isolement de plusieurs dihydroisocoumarines et de phtalides dans le bois de 12 espéces
d’arbres infectés par des champignons durant leur stockage.

La synthése est décrite par NARASIMHAN [45].

Analyse

TH-RMN(CDCly): 1.57 (3H, d, ] = 6 Hz, Me-3), 2.22 (3H, m, Me-5), 2.73 (1H, dd, ] = 16 Hz,
1 =10 Hz, H,,-4), 2.98 (IH, dd, ] = 16 Hz, I =4 Hz, H-4), 473 (14, m, H-3), 6.84 (1H,d, ]
=8 Hz, H-7), 7.25 (1H, d, ] = § Hz, H-6), 11.01 (1H, 5, ArOH).

MS (m/z, 1%): 192(M* 98), 174(45), 163(30), 148(61), 131(34), 120(100), 31(96), 77(43),
65(53).
MS ((C1-NH,), my/z, 1%): 210(23), 194(11), 193(100), 192(9), 174(3), 163(2), 148(4), 120(2).

IR (em ) 3430 (vOH), 1665 (LCOO).

M - [
| LS
i [N B

Fig. 58 : spectre 'H-RMN de V.
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Fig. 59 : spectre MS de V.
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P

Fig. 60 : spectre IR de V.
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2.4.3 Analysede W.12 W4

Compte tenu de la faible guantité des produits contenus dans cette fraction, nous avons
procédé & une analyse par GC-MS. Les 4 autres produits, comparés avec [23] soat de nature
stéroidique.

Analyse

- GC-MS (m/z, 1%): 400(M* 71), 385(12), 247(4), 232(49), 231(100), 217(34), 163(17),
123(27).

Le pic de base & m/z = 231 est caractéristique des Sa-chofestanones [46]. L'absence du pic &
m/z =330 indique que nous avons un isomére Sa. [47]
Le produit est 1a 2d-méthyl Sa-cholestanone-3 ou ergostanone-3 (W. 1),
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- GC-MS (m/z, 1%): 412(M* 22), 397(5), 369(11), 351(4), 314(4), 300(12), 271(23), 255(15),
215(5), 81(62), 55(100).

11 s’agit du stigmastadi®ne-5,23 3f-01 (W.2).

- GC-MS (m/z, 1%): 414(M™ 60), 399(5), 232(51), 231(100), 217(45), 163(22), 123(25).

L’absence du pic & [M-70]* suggére qu'il s’agit de I’épimere 5¢. Les autres pics montrent
qu’il s’agit d’une 24-éthyl cholestanone, [46]
Le produit est 1a 24a-¢thyl Sa-cholestanone-3 ou stigmastanone-3 (W.3).
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- GC-MS (m/z, 1%): 468(M* 15), 409(5), 408(5), 263(6), 262(32), 249(10), 203(100),
202(21), 189(32), 133(25).

Le fragment A m/z = 262 provient d’une réaction réro- Diels-Alder dans le cycle C, celui-ci
perdant ensuite la fonction COOMe fixée sur le C-17 pour denner le pic 2 m/z=203. A son
tour, ce fragment se décompose au niveau du cycle E par perte de 70 unités de masse et
conduit au pic 3 m/z = 133. Un fragment 3 m/z = 189 contenant les cycles A et B est
caroctéristique des triterpenes pentacycligues saturés.

Le produit, comparé avec [48], est 'oléanoate de méthyle (W.4).

COOMe

2.4.4, Identification de X

30 mg de ce produit ont &€ isolés sous forme d’aiguitles blanches dont le point de fusion est
de 205°C.

Ce produit est invisible en UV 4 254 et 360 nm, mais il est révélé par H,S0; 10% sous forme
d*une tiche violet-brune.

- [odp® =+ 25,2°[CHCL] c=09.

Les analyses enregistrées avec notre produit et compardes avec [49) monrent qu'il 5'agit du
B-lupénol.

Le choix de I'isomére P est déterminé par plusienrs facteurs, dont Ia rotation optique, le point
de fusion, fa bande IR 3 1035 cm'!,

En MS, les pics intenses & m/z = 189, 203 et 207 indiquent la présence du squelette de base
du lupane. [50]
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Analyse
]H-RMN(CDCI3): 0.76 (3H, s, Hy-C(23)), 0.79 (3H, s, H3-C(28)), 0.83 (3H, s, H4-C(24)),
095 (3H, s, H;-C(25), 097 (3H, s, Hy-C(2T), 1.03 (3H, s, H3-C(26)), 1.57 (3H, s,
H5-C(29)), 1.68 (ZH, m, -CH,), 2.38 (1H, dt, Hy), 3.18 (1H, m, H-3a), 4.58 e1 4.72 (2H, 4,
=CH,). :

MS (m/fz, 1%): 426(M* 27), 411(13), 218(36), 207(52),203(31), 189(60}.
{pour les fragments les plus représentatifsi

IR (cm!y; 3330 (uOHY), 2980 (u-CH, et u-CHy), 1635 (vC=C), 1035 (VOH),

Le produit est le lupgne-20(29) 38-o0l ou lupénol (X).
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245 Analysede Y.14Y.2

Cette fraction est analysée par GC-MS et les spectres compareés avec [23, 51-52].

Analyse
- GC-MS (m/z, 1%): 412(M* 5), 397(2), 370(2), 289(4), 229(26), 147(17), 135(18), 124(100).

Le produit est le stigmasténe-4 one-3 (Y.1).

- GC-MS (m/z, 196): 398(M* 7), 271(7), 229(25), 147(33), 135(303, 124(100), 109(50).

Le produit est I'ergosténe—4 one-3 (Y.2).
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2.4.6. Analyse de Y.3

Analyse

GC-MS (m/z, 1%): 410(M* 10), 367(4), 298(11), 271(20), 269(23), 255(8), 245(18), 229(7),
147(16), 123(18), 105(23), 55(100).

Cette fragmentation est caractéristique d’une stérone avec deux double-liaisons en position 4
et 22. [46]
Le produit est la 24a-éthyl Sa-cholestadi¢ne-4,22 one-3 ou stigmastaditne-4,22 one-3 (Y.3).

0
247 Analyse de Y .4

Analyse
- GC-MS (m/z, 19%): 414(M* 26), 396(17), 382(7), 354(4), 329(13), 303(21), 273(36),

255(58), 23150, 213(100), 199(40), 159(84), 145(88), 81(97), 57(94).
Le produit est le stigmasténe-5 ol-3 (Y.4).

H)
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248 Analysede Y.5

Cette fraction renferme un prodoit de poids meléculaire 470 dont les fragmens
caractéristiqnes de transposition Diels-Alder dennent des pics & mfz = 262 et 203. La
comparaison avec [53-54] montre que notre spectre est plus proche du produit dont le
fragment & m/z = 262 a nne intensité de base de 49%.

Les déplacements chimiques en 'H-RMN confirment qu’it s’agit bien de 1'oléanclate de
méthyle et non pas de 1'ursolate de méthyle.

Analyse
TH-RMN(CDCl,;): 0.72 (3H, 5, H;-C(26)), 0.78 (3H, s, Hy-C{24)), 0.88 (3H, s, H,-C(29),
0.90 (3H, s, H3-C(30)), 0.92 (3H, s, H3-C(25)), 0.99 (3H, s, H3-C(23), 1.13 (3H, s,

H,-C(27)), 2.83 (IH, dd, Hyg), 3.23 (iH, m, Hy), 3.62 (3H, s, H;-COOC(28)), 5.30 (1H, m,
H-C(12)).

MS (m/z, 19): 470(M* 3), 452 (2), 410(2), 262(57), 203(100), 189(22), 133(25).

COOMe
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2.4.9. ldentificationde Y.6 4 Y.§

Analyse

- GC-MS (m/z, 1%): 400(M™ 76), 385(18), 382(35), 367(24), 315(46), 289(24), 273(26),
255(28), 231(25), 213(43), 145(42), 107(67), 95(68), 43(100).

Le produit est I'ergosténe-5 ol-3 (Y.6).

- GC-MS (mfz, 1%): 402(M™ 34), 387(26), 3B4(4), 36%(5), 315(20), 289(1T), 273(12),
255(15), 234(35), 215(75), 145(26), 107(69), 95(96), 43(100).

Le produit est I'epiergostancik (Y.7).
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- GC-MS (m/z, I%): 416(M* 67), 401(42), 383(16), 290(17), 234(57), 233(82), 215(100),
107(57), 95(69), 55(80).

Le produit est 1'éthyl-23 cholestanol-3 (Y .8).

2.4.10. Identificution de Z

35 mg de ce produit qui cristallisc sous forme d’aiguilles blanches ont €€ isolés et soumis i
I"analyse.

Le point de fusion est de 250°C; le produit est invisible en UV mais apparait sous forme
d'une tiche rouge-brune sur CCM révélé avec H,50,.

Dans le spectre 'H-RMN, par rapport au lupénol (X), le groupe méthyle en position 28 est
remplacé par un groupe CH;OH ol les protons méthyléniques donnent lieu 2 un specure AB.
Dans le spectre de masse, les pics intenses 2 m/z = 189 et 207 indiquent le motif do lupane
comme squelette de base. [50]

Les valeurs trouvées pour ce produit confirment qu’il s'agit du fupene-20(29) diol-3,28 ou
betuline, [55-56]

Ce produit, dont le précurseur est le lupénol, a la particoiarité de se trouver abondamment
répandu dans les écorces de certains arbres. [57]

Avec la plus vieille référence datamt de 1788, la béwline constine une des premiéres
substances natwurelles isolées & partir des plantes. Ce produit est essenticllement extrait 4
partir des écorces des arbres, en particulier les poiriers. On lui connait plusieurs applications
comme 1’utilisation en tant que stabilisateur pour la cellulose, 'emploi dans la fabrication de
résines et cosmétiques, 1’utilisation en tant qu’antiseptique en médecine et d’autres encore.

(58]
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Analyse
lH-RMN(CDCl3): 0.76 (3H, 5, H5-C(23)), 0.83 (3H, 5, Hy-C(24)), 0.97 (3H, s, H,-C(25)),
0.98 (3H, s, H3-C(27)), 1.03 (3H, 5, H5-C(26)), 1.68 (3H, 5, H;-C(29)), 2.38 (1H, m, Hy),
3.21 (IH, dd, J = 12.6 Hz, H-3a), 3.35 et 3.83 (2H, d, J = 10.5 Hz, -CH,0H), 4.62 &1 4.72
(2H, m, =CH,).

MS (mfz, 1%): 442(M* 4), 424(2), 411(8), 385(3), 288(5), 257(5), 220(10), 207(50), 189(85).
(pour les fragments les plus représentatifs)

IR (em™): 3390 (wOH), 2965 (v-CH, et v-CHs), 1640 (uC=C), 1020 (vOH).

OH

2.5. Analyse des fractions du bois sain

L’analyse de ces fractions a mis en évidence une grande quantité de lupénol et de béuline,
ainsi que d’autres stérols en trace el que le stigmasténe-4 one-3. La présence de triglycérides
a également €16 observée,

La recherche de I'Euypine par GC-MS comme précédemmeni, n’a pas montr€ la présence de
celle-ci ni de composés apparentés.
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3. ETUDE DES TIGES

3.1. Matériel de dépan

Nous avons requ de Toulouse des tiges herbacées saines (ig) et malades (i) provenant de
cépages de Ugni-Blanc (U.B.), de Cabemet-Sauvignon (C.5.) et de Merlot (ME.), Les masses
de matériel frais avant lyophilisation sont :

-320 et 416 gde 1y, (U.B.);
-417e1d18 gde tg (U.B.);
=276 gde 1y (C.8.) et 57 gde tg (C.8.);
- 172 g de 4 (ME.) et 45 g de 15 (ME.).

3.2. Extraction

Ce procédé s'applique également pour les fenilles et les inflorescences (IIL4. et 3.} il
consiste tout d"abord 2 éliminer une grande partie des chlorophylles en prenant soin de ne pas
perdre les produits cherchés.

Aprés lyophilisation et conservation a - 20°C dans des sacheis en plastique, le contenu encore
froid est broyé pendant 30 secondes,

Poor 3,5 g de matérie! frais, on ajonte 20 mi d’acétone et on agite & températore ambiante
pendant 2.5 heures; la solution est filtrée et lc filtral esi conservé.

Le résidu est repris dans un volume de dioxane tel que L'on en otilise 2,5 ml pour 10 ml
d’acétone utilisés précédemment; la solution est agitée i température ambiante pendant 2
heures; elle est ensuite filtrée; le résidu est conserve et les deax filtrats sont réunis.

Sous agitaton lente, on ajoute goatte 3 goutte 4 ml d’eau pour un volume 1otal dioxane +
acétone de 12,5 ml. Un léger trouble apparaii et Iz solution est conservée une nuit & - 20°C.
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Apres ce temps, on filtre rapidement & froid, le précipité contenant une bonne partic des
chlorophylles est éliminé et le filtrat est concentré A sec an Rotavapor sons vide 4 35 °C.

Le résidu est repris dans guelques dizaines de millilitres d’ean <t 1'on ajuste le pH de la
solution 4 5,3 an moyen d’une solution agueuse de NAOH 0,1 N. On extrait enswite par 4
portions d’¢ther de 150 ml, la phase éthérée est séchée sur MgSOy anhydre puis ’éther est
complétement €liminé. Le résidu est repris dans le dichlorométhane puis la solution est
chromatographiée sur colonne de silice en éluant avec CH,Cl,.

Schéma général pour I'extraction dn matériel végétal:
(valable pour tiges, feuilles et inflorescences).

Feuilles, Tiges ou
[nflorescen.:es

Acttone Chlorophylles

{ filtrat/Acélone

H,0 | filtrat
.20°C concentré

filtrayDioxane

pH=5.3
Ether

A 4
extrait

silicagel
CH,(l,

Fracticns
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3.3. Séparation

Comme pour le bois (voir sous ML22)}, le critére reste e méme en e qui conceme la
recherche de I’Eutypine; nons nous sommes intéressés aux fractions possédant un Ry voisin
de celni de Ia toxine.

VYo le nombre relativement élevé de produits obtenus aprds ce protocole, les fractions
soupgonnées de renfermer I'Eutypine ont €té extraites avec NayCO4 2 N dans le but de
n'isoler que les phénols. On régénére avec HCI 2 N 2 froid et extrait & 1'éther. La phase
éthérée concentrée A sec est reprise dans le méthanol et analysée par GC-MS.

Les conditions pour 1a GC sont identigues & celles données sous 111.2.3.

3.4. Analyse des fractions

Aucun des échantillons analysés n'a révél€ la présence de 1’Eutypine dans les dges saines ou
malades.

Ci-dessous, nous donnons un exemple ob 1a recherche du pic & m/z = 186 montre un courant
ionique nul indiguant 1'absence de produit possédant ce poids moléculaire ou un fragment de
masse cormespondante.

L’absence de courant ionique cnregisteé pour mfz = 1B5 confirmc c¢ résultat, ce fragment
étant trés important dans ’Eutypine et ipexistant pour les autres produits que nous
CONNAISSONSE,  ume wmoeas /\m e st s -

..... =
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Fig. 61 : recherche de I'Entypine par GC-MS dans les feuilles malades de Ugni-Blanc,
GC-MS (en haut), recherche m/z = 186 (au milieu), m/z = 185 (en bas).
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Nous avons également cherché la présence d'autres métabolites secondaires, en particnlier
ceux possédant la chaine méthyl-vinyl- acétylénique et cenx possédant le motif ¢ une
chromanone. Nous avons pu détecter unc chloro-diméthyl-2,2 chromanone-4 dans les tiges
malades de Cabenet-Sanvignon. Les autres produits ne présentent accun imérét particnlier
puisqn’il 5’agit, compte tenu de 1’allure des spectres de masse, d'hydrocarbures ou d'alcools
A longoe chaine ainsi que de quetques stérols en trace.

4, ETUDE DES FEUILLES

4.1. Maériel de dépan

Les masses de fevilles saines (fg) et de fevilles malades (fy,4) dont nous disposions &taient :

-48,54 et 75 gde fiy (U.B.);

-217,398 et 411 gde fg (U.B.);

-200 gde f (C.8.) et 65 gdefg (C.5)
- 162 g de fiy (ME.) et 36 g de fg (ME.).

4.2, Analyse

Apres avoir fait te procédé habituel décrit précédemment, nous n’avons décelé la présence
de I’Eutypine dans aucun €chantillon de feuilles malades ou saines.

Au cours dv fractionnement sur colonne, nous avons pu récolter sans peine quelques
milligrammes d’un produit blanc que nous avons soumis 3 ’analyse. Les valeurs des spectres
données ci-dessous montrent qu’il s’agit du N-(trichlorométhylthio)-phtalimide, un fongicide
communément appelé Folpet et ntilisé sur diverses plantes. Nous avons en confirmation de la
part du viticulteur, affirmant que ce produit avait bien servi ao traitlement de la parcelle sur
laquelle avaient été prévelés les échantillons regus!
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Le "Folpet" est un des meilleurs fongicides hétérocycliques : il réagit avec les groupes -NH,
et -SH en désactivant les enzymes de pathogénes poss€dant ces gronpes. C'est un excellent
fongicide pour le contrdle des taches sur les feuilles, les pourritures sur les fruits, les
légumes, les fleurs ormementales et les herbes. 11 est utilisé comme protecieur des semences
pour les légumes, les fleurs et les herbes et comme agent de conservation pour les fruits et les
légumes. [59]

Analyse

TH-RMN (CDCly): 7.95 e1 8.10 (4H, m, ArH).

3C.RMN (CDCly): 124.87 (C-4 et C-5), 131.79 (C-3 et C-6), 135.50 (C-2a ¢t C-6a), 144.85
(C-Cly), 165.86 (C=0).

IR (cm1y: 1750/1720 (vCO-N-CO), 710 (vC-Cl).

MS (mfz, 1%): 299(M*+4 4), 207(M*42 12), 295(M* 12), 264(11), 262(61), 260(89),
232(13), 200(5), 178(12), 150(14), 130(49), 117(48), 104(100), 76(98), 51(27).

N-§-CCl

(o]
N-(trichloromethylthic)phtalimide ou Folper
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5. ETUDE DES INFLORESCENCES

5.1, Matéricl de départ

Les masses d'inflorescences saines (ig) et d'inflorescences malades (iy) dont nous disposions
éraient :

-52gdeiyet30gdeig (UB);

-38 gde iy (CS.)

- 27 gde iy (ME.).

Nous n’avons pas regu de matériel sain pour les deux dernidres variéés.

5.2, Analyse

Si I’Eutypine n’a pas été retronvée dans les inflorescences saines, nous avons pu en revanche
cn déocler dans les inflorescences malades de Ugni-Blanc et d¢ Cabernet-Sauvignon ob sa

présence ne fait ancun doute.
Sa présence est prouvée par la recherche des fragments descendants 4 m/z = 185, 157 et 128
ot un pic apparait pour le méme temps de réteation.

Tiyoote uesas RITEN
i
'
-

foni

o
P T W LRVPLN
e B) Flana ot ies

LS LF1E0 5

Fig. 62 : recherche de I'Eutypine par GC-MS dans les fenilles malades de Ugni-Blanc.
De haut en bas : GC-MS, recherche myfz = 185, mfz = 157, mfz = 128,
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6. Discussion [60]

Il ressort des analyses précédentes que seuls les inflorescences et le bois malades contiennent
1a toxine en mace. Si cette dernire est absente dans tous les échantiifons sains, cela confirme
son implication dans I'Eutypiose puisqu'elle se retrouve dans certains organes végétatifs de

ceps malades.

Sa présence dans le bois malade ne nous surprend pas trop pnisqu'il s'agit de 1'endroit ol ia
contamination et I'expansion de la maladie ont licu le plus souvent.

Son absence dans Ies tiges malades peut s’expliquer en considérant qu'il s'agit d’une.voie de
communication importante de I'eau et des sels minéraux depuis les racines vers les feuilles;
contrairement 2 la nourriture qui y est souvent stockée, la toxine est véhiculée ailleurs,

Signalons que TSOUPRAS [61] a effectué un travail sur la s2ve dans laquelle il a pu metire
en évidence la présence d'Eutypine par MS-MS.

Les feuilles, organe principal de la photosynthese et de la respiration, sont €galement un
centre ofl 1’eau circule. Pour les mémes raisons que celles données pour les tiges, nous
pouvons comprendre ['abscence d'Eutypine A4 ce hiveau et sa présence dans les
inflorescences, organe terminal de la plame, ob elle aboutit,

Des enzymes différents, une activité chimique spécifique et des fonctions propres dans
chaque tissu d’organes impliquent ces différences.

Dautre part, on sait que la nourriture se déplace vers le bas, 2 travers Jes tiges et les racines;
en outre, au début du printemps, la stve emporte les substances dissoutes vers le haut, vers
les branches et les bourgeons, La période de récolte de nos échamiillons doit donc se
répercuter sur nos résuliats. On sait d'ailleurs que le transport de nourriture peut tre réduit
ou amrété quand I"oxygéne manque.
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IV.MARQUAGE RADIO-ACTIE

1. INTRODUCTION

L'étude de la biosynthése de métabolites secondaires a fait !'objet de peu d’articles ces
dernigres années; ces recherches vont pourtant en augtentant et ont pu étre clarifiées deputs
que 1'on connait 1'udlisation de précurscurs marqués et sortont la possibilité de détecier et
mesures un radioisotope donné. Le but est de prouver I'origine et la voie biosynthétique d'un
produit organique naturel,

Le probléme peut étre attaqué de 1a manidre suivante : on incorpore dans un milieu naturel on
de cultore de petites unités marquées, tels 1'acétate ou l¢ mévalonate, afin de définir le
chemin impliqué comme voie biosynthétique. Dans cette approche, on utilise en général le
carbone-14 comme marquewr. Les métabolites sont extraits du milieu, séparés et purifiés par
les procédures habituelles. Finalement on isole les produits aprés avoir €tabli qu'ils sont
radiochimiquement purs ¢t A 1'aide de dégradations chimiques sélectives on peut localiser les
atomes radioactifs dans le produit.

Un exemple d'application nous est donné par GRUNWALD [62] o il étudie 1'incorporation
de I'acide mévalonique [2-MC] dans des stérols.

Les radiviosotopes les plus utilisés dans 1’étude des voies biosynthétiques de molécules
organiques sont le carbene-14 et le tritium. 11 est aussi possible d'uiiliser des précurseurs
marqués par des isotopes stables tels que le deutérium, ou le produit sera analysé par
spectrométrie de masse et le carbone-13 qui est détecté par RMN.
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2. PRESENTATION DE LA TECHNIQUE DE MESURE [63-64]

2.1. Détection de la radiation

Comparée aux méthodes traditionnelles de fractionnement, la radiochromatographie & débit
offre les avantages suivants ;

- une hante résolution;

- des analyses trés rapides;

- la possibilitt de voir les résultats en temps réel;

- des frais réduits.

Lorsqu'un noyau radioactif se désintdgre, il émet des particnles o, des particoles  ou une
radiation y. Parmi les noyaux qui novs inté€ressent ici (isotopes de H, C, S, P et I), I’émission
B est la forme primaire de désintégration.

Pour I¢s particules §, lenr masse, leur charge négative ¢1 leur énergie relativement faible font
qu’elles ne peuvent pas pénétirer les parois du récipient contenant I'échantilion.

Pour détecter et compter les événements de la désintégration B, on utilise le procédé suivant :
un cocktail comprenant un mélange de liquides scintillants est ajouté au récipient contenant
I'échantillon ¢r convertit 1'énergic regue en une émission visible. Les panticules f
intfragissent avec le cocktail, qui émer un faiscean de lumidre, dont 'intensiié est
directement proportionnelle 3 Vénergic des particules. Cene lumidre est détecide par un
photormultiplicatenr et les signaux résnltants sont enregistrés €lectroniquement sous forme
d’événements. Le nombre de ces €événements (appelés conps) sont enregistrés par unité de
temps et donne une mesure de la radioactiviié présente dans 1'échantillon.
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Fig. 63 : Transfert d"énergie avec liquide scimillant.

Tube de

Photo-
muliiplicateur

Le temps de coups {Te) est mesuré en minutes et 'activité exprimée en coups par minuig
(CPM) par I'expression :

CPM = Coups observés / T

Pour déterminer le nombre de désintégrations par minute (DPM) dans 1'échandlion, le CPM
est divisé par I'efficacité du sysiéme de détection:

DPM = CPM / (Efficacité % / 100)
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2.2, Déiection de la radioactivité pour HPLC

Comme I’échantillon n’est pas statique mais qu'il se déplace suivant le débit & travers un
tube, on doit tenir compte de quelques concepts supplémentaires.
Pour convertir I'énergic de la désintégration B en photons, il existe 2 méthodes:

1. Le cocktail est mélangé avec le flux d'échantillon et le mélange résultant est détect€ par un
photomultiplicateur. Cette méthode homogéne requiert une Cellule 2 Liquide Radio-HPLC.

2. La méthode hétérogéne utilise un scintillateur solide et a lieu dans une Cellule A Solide
Radio-HPLC.

De plus, on ne peut pas fixer un temps de coups arbitraire, puisque ’échantillon se déplace;
n’importe quelle portion donnée de I'échantillon peut éwe comptée aussi longtemps qu’il
coule & travers la cellule. Le temps de séjour pour une portion donnée de 1'échantillon dans la
cellule est son Temps de Résidence (Tg). 1 est fonction du débit de I'échantilion et du
volume de 1a cellule et le calcul du nombre de coups devient:

Tg = Voiume de 1a Cellule / Débit

CPM = Coups observés / Ty
Avant ’enregistrement d’un échantilion, on prend en considération le bruit de fond de Ia
radioactivité (Background B) en CPM, valeur qui sera ensuite soustraite des valeurs obtenues

avec 'échantillon.
On avrd finalement:

CPM = Coups observés - ( B * Tg}/ Ty
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2.3. Qualit€ d’un systéme de déiection

Trois aspects doivent étre distingués :

- Pefficacité d’un détecteur est le pourcentage des coups détectés parmi le nombre total
d’évenements. Pour une combinaison donnée de détecteur, noyan radioactif, éluant HPLC,
cocktail et concentration, 1'efficacité est constante. Dans le cas du 'C, avec voe cellule 2
liquidc-scuslconditions statiques, I’efficacit€ vaut an moins 95%.

- la sensibilité qui est I'habilit€ a détecter une radialien donnée an-dessus du bruit de fond.

- P’activité minimale déectable (AMD) qui est le niveau minimum d’une activii€ qui pemt
étre mesurée. Elle peut Etre calculée A partir de 1’équation suivante:

AMD=B*W /T, *E
o

B =lc background en CPM,

W =la largeor du pic en minutes,

Tg = le temps de résidence ¢n minues,
E =1c pourcentage de 1'efficacité/100.

1l est possible d’augmenter la sensibilité du systiéme (diminution de AMD) en diminnant la
vitesse du débit ou en augmentant les dimensions de la cellule.

2.4, Enregistrement

Un ordinateur rassemble et traite les données enregistrées, montre les résultats de 1'analyse,
calcule les CPM et DPM,; ces valeurs peuvent &tre sauvées sur disque ou étre imprimées; en
particulier, un chromatogramme représentant 1’absorption dans ’'UV en fonction du temps
superposé 3 une représentation de la radioactivité détectée pour un marqueur en fonction du
temps sont montrés. 11 est ainsi possible de repérer les produits radio-actifs dans un mélange
brut,
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3. OBJECTIF

Les connaissances acteelles sur ['origine biosynthénque de nombreux produits naturels
permettent d’envisaper un  chemin réactionnel pour la formation des produits du type
chiroméne, tels ceux rencontrés dans nowe travail (C et N.5). [65]

Nous savons que lors du métabolisme secondaire, 1’acide mévalonique provenant de 1’acide
acétique, est dénvé en diméthyl-3,3 pyrophosphate. Cette dernigre unité se condense avec un
composé  aromatique provenant de la voie de l'acide shikimique (anisaldehyde,
p-hydroxybenzaldéhyde, etc.) [11]; le produit résultant subit une hydroxylation puis cyclise
avec élimination d'ecau.

CH,
R x R
T
°™® no HO
OH
HyC . .
H,0 Z
O, HC . chm
HO He” 0
R = -OH, CH,0H

PROKSCH et al. [66] ont prouvé par marquage que le précocene | (R = -OMe) était issu de la
voie biogénétique de I’acide shikimique,
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On pent €galement envisager une cyclisation sans hydroxylation conduisant 3 un composé
benzofuranique ;

CH,
R R
507 — Y
HO ‘ : HC 9O

R = -CH,OH (R), -OH (5)

Cetic réaction explique la présence dans notre miliex de culture des produits R comme éiant
issus de F et S provenant de D.

. Pour les composés acétyléniques, qui sont d’origine polycétide, la triple liaison provient
d’une déhydrogénation de la double liaison.

Par cyclisation d’un pentacétide, il est possible d’obtenir une structure benzopyranique, motif
de base des chromanones (selon le schéma ci-dessous) ¢t de la melléing :

0 O OH 0
—_
ﬁi;\ dﬁ\
O 0 Me O CHy -
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La Siccayne, nom attribué au produit 3 et mentionné dans {11], fai partie des metabolites
inclassifiables tout comme le frustulosinol [67]; cela signifie que 'origine biosynthétique de
ces composés n'est pas €lucidée ou reste ambigiie par manque d’expérience d¢ marquage.
§'il o'y a aucun doute quant 4 I'origine du cycle aromatique comme dérivé de la route de
I'acide shikimique, I'crigine de la chaine méthyl-vinyl- acétylénique n'est pas connue.

OH

HO Siccayne (D)

est 1'objet principal de ce chapitre. Nous voulons monter que la chaine latérale isopentyle est
biosynthétisée 2 parnir de la voie provenant de 1°acide mévalonique.

NAIR [8] a expliqué la formation du frustulesinol, un métabolite ayant des propriétés
antibiotiques isolé de Stereum Frustulosum, composé qui ne différe que par ia présence
supplémentaire du groupe -CH,OH en position ortho de la chaine latérale par rappornt au
preduit D. 11 pense que la chaine latérale serait formée A partir de 1"acétyl-CoA via |'acide
mévalonique, tandis que le reste de la molécule serait dérivé de 1'acide shikimique.

Si cette hypothése s'avere exacte avec 1'un ou l'autre de nos composés acétyléniques, nous
pouvons admettre qu'il en est de méme avec les autres dérivés du méme type, puisque le
passage de 1'un 2 1'autre consiste en une réaction de réduction ou d’oxydation en général.
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4, Mécanisme d’iasertion

L.""unite isoprénique” est connue comme €tant 'isopentény] pyrophosphate, formé 2 partir de
I'acétate via le mévalonate.

Pour la formadon du mévalonate, 1'acftoacftate est formé par condensation de deux
molécules d’acétyl-coenzyme-A. L'équilibre est déplacé en favenr d'nne condensation entre
I'acétoncétyl-coenzyme-A et unc troisitme molécule d'acétyl-coenzyme-A pour donner le
B-hydroxy B-méthylglutarate qui est réduit en mévalonate.

CH,
CH,00SCoA
2 CH,COSCoA—3EH,COCH,COSCoA ~ >
OH
COOH  COSCoA
OH
—_—

HOOC CH,OH

L’acide mévalonique est activé enzymatiquement par phosphorylation. Une élimination avec
décarboxylation donne le pyrophosphate d'isopentdn-3 yle {I) qui s'isomérise en
pyrophosphate d’isopentzn-2 yle (11).

Si nous représenions ce mécanisme avec de 1'acide mévalonique dont le carbone en position
2 est marqué par du carbone-14, nous obtenons le schéma suivant:
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OH /’ O-(P)

* _A.T.B__p _—
HOOC CH,0H ‘_ CH,-O-(PP)
— —
/l\/\ /K/\ -—
O-(PP) * O-(PP) * O-(PF)
) an (un
o]
50 % (1) HO @—4 OH
an L. H *cH, (V)
X
50 % (II)
o) CHy
OH OH
. + 0
\ N
M N _cH, H N CHs
CHs . CH,
0% V) 50 % (V)

-O-(P) = -O-PO(OH), _
-O-(PP) = -O-PO(OH)-0-PO(CH),



-124 -

Compie tenu de 1'équilibre entre les isoméres | et 11, le produit 11 peut redonner Uisomére 111
ol la double liaison prend place 4 une position telle que le carbone marqué se retrouve sur le
carbone porteur du groupe méthyle.

Il s'en suit que Visomire [l, 50% de I et 50% de )l réagissent avec Ie
para-hydroxybenzaldéhyde pour donner V'intermédiaire IV. Aprés nouvelle isomérisation,
nous obtenons 50% du produit V ob 'atome radicactif est sur le carbone méthylénioue et

50% de VI o ¢’est le carbone du groupe méthyle qui est radioactif.

3. PROTOCOLE DU MARQUAGE RADIO-ACTIF [68]

5.1, Choix du marqueur

Nous avons choisi I’acide mévalonique dont le carbone en pasition 2 est perteur du
carbore- 14, Le produit, obtenu dans le commerce, est un mélange racémique sous forme de
sel double. 11 s"agit du di-(D,L)-[2-'*C] mévalonate de N,N"-dibenzylethylnediamine.

[CgHs-CHy-NH,-CH,CH,-NH,-CH,-CHs] [HO-CH,CH,-C(OH)(CH,)-CH,-CO0],

* Pour minimiser 1a décomposition du produit, celui-ci est stocké sous ceue forme i - 20°C
SOus azote,

Le se) est préparé selon la méthode de ELLISON et al. [65] par réaction de deux éguivalents
de (D,L)-[2-14C] acide mévalonique avec un équivalent de N,N'-dibenzylethylénediamine et
purifié par cristallisation dans un mélange méthanol:€ther.

L activité spécifique de Péchantillon (PM = 538} est de 57 mCi/mmole ou 106 pCi/mg,
correspondant 4 3.92 MBg/mg.
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5.2. Inoculation et incorporation

Les conditions cinétiques de production des métabolites secondaires pour Eutypa lata ont
montré que la croissance maximale a lieu aprés environ une semaine et c’est aprés cetie
période que le marqueur est introduit dans le milieu de colture.

5 1 de milieu de culture ont €1€ préparés selon Jes conditions habitwelles décrites sons I1.1.
Sept jours aprés le début de I’agitation, nous avons introduit le sel de 1’acide mévalonique
marqué ¢n solution aquense, soit 4,8 ml divisés équitablement dans 24 erlenmeyers. L'eau
utilisée pour cette solution est stérlis€e puis filée & wavers wn filtre bactériologique. Ce
dernier consiste en une membrane Millipore attachée directement 4 une seringue graduée.

5.3. Isolement des produits

Aprés 4 semaines sons agitation, le mycélium est éliminé par filtration, l&¢ miliew est
concentré & un volume de 800 ml, le pH ajusié & 5,3 puis on extrait avec 4 x 150 ml d’éther.
Le champignon a synthétisé les métabolites atiendus parmi lesquels nous avons vérifié par
GC-MS la présence des produits A, Fet M.

Nons avons wvoulu connaitre quels étaient les métabolites secondaires présents dans le
mélange brut ayant incorporé des atomes de carboie-14. A cet effet nous avons injecté une
quantit€ de 'extrait brut dans un chromatographe HPLC couplé en série avec un
radio-détecteur B et un détectenr UVY. La superposition des 2 chromatogrammes ci-aprés
montre que les produits correspondant aux pics # 1, 4 et 5 sont les plus radio-actifs.

Remarque : la quantité injectée a provoqué une saturation du détecteur UV, d’oli la forme des
pics. C’est uniquement dans ces conditions que les faibles valenrs de radio-activit€ ont pu
étre détectées dans ce cas. Un comptage préalable des coups avant la mesure a dicté une
guantité minimale d’échamillon.
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Nous avons alors isolé par chromatographie sur gel de silice (éluant CH,Cl, en augmentant
progressivement avec 10% MeOH), puis par HPLC 2 I’échelle semi-préparative les produits
les plus radio-actifs correspondants aox pics 4 et 3. Si ces demiers semblent avoir incorporé
une grande partie du précurseur marqué, il a ét€ ues difficile de les isoler compte tenn de la
faible quantii€ retrouvée, I1 sembie pourtant, d'aprés un spectre de masse réalisé sur Je pic §,
que le produit pourrait correspondre 4 1.1. Le pic 4 pouvant correspondre & 1.2, justifierait la
proximité entre les deux.

A partir de DPextrait brut obtenu précédemment et compte tenu de la faible quantité
d’'Eutypine produite lors de cette culture, nous avons préféré isoler tout d*abord le produit F.
Une analyse de ce produit par Radio-HPLC montre les chromatogrammes suivants dans une
représentation uridimensionnelle ;

Fig. 65 . chromatogrammes en représentation tridimensionnelle - UV (dertiére) et
radioactivité p (devant) -.

La superposition des deux pics montre bien que le produit est porteur de carbone-14.
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Les conditions d’earegistrement et les valeurs obtenues sont données dans les tableaux
ci-dessous :

Le background (60 cpm} a déja €€ soustrait aux valeurs.

Le CPM ct le DPM montre que I'apparcillat'gc posséde une efficacité de 89,7 % selon cetie
mesure.

Les temps de rétention correspondent an début du pic.
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6. DISCUSSION

Méme s'il n’apparaissait pas radio-actif lors de I'analyse du mélange brut, le composé F, une
fois isol€, montre bien qu'une incorporation de carbone-14 a eu lieu. Vis-a-vis du mélange
brut, la quantit€ de radioactivité emmagasinée par ce produit est s faible, vu que la majeure
partic s¢ retrouve dans d'autres pi'oduits. L'acide mévalonique marqué ne s‘incorpore que
trés faiblement dans nos métabolites de type acérylénique, mais une fois cenx-~ci isolés et vu
la sensibilit€ élevée de la technique de détection, il n’y a aucun doute quans A leur tencur en
carbone- 14,

1l ressort de cette analyse que la chaine isopentyle doit provenir de la voie de l'acide
mévalonique. Puisque cela est vrai pour le composé F, il doit en ére de méme pour
I'Eutypine A ainsi que pour les autres produits acétyléniques. Il n'y a pradquement aucune
chance de trouver un carbone-14 ailleurs qu‘aux 2 positions prévues selon le schéma donné
auparavant. Reste 3 déterminer la localisation exacte des 2 atomes marqués. Pour cela, un
clivage oxydatif de la double liaison vinylique & I'aide de OsO4/NalQ, devrait former un
produit cétonique Fe dont I*activité serait la moitié du produit de départ F puisqu’un atome
de C-14 est €liming sous forme d’acétaldéhyde.

OH OH
1. Gs0, .
HO 2N n; HO o v oo
T * ally
\ CHQ ) \ o
HJC. H3C*
F Fe

1L n’a malheureusement pas é€ possible de mener & terme cette étape, la quantité en matériel
“froid" et "chaud" disponible étant trés faible.
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Au moyen du compteur & scintillation nous avons enregistré 2695 CPM en 10 minutes pour
2,73 mg de produit D dans 300 pl de 1oludne scintillant, comespondant & une activité
spécifique de 987 CPM/mg.

Nous avons €galement réalisé nn milieu de colture dans lequel nous avons incorporé de
I'acéiate de sodium 14CH3COO'N3+ (50 uCi). Aprds procédé habituel, nous sommes
parvenus A isoler sous forme cristalline I'Eutypine A et le produit M puis 2 mesurer e
nombre de coups comme précédemment,

Nous avons obtenu :
- 2,76 mg de A ont donné 172 CPM en 10 min, soit 62 CPM/mg;
-2,33 mg de M ont donné 2707 CPM en 10 min, soit 1162 CPM/mg,

Le fait de détecter une incorporation dans ces produits purs confirme I'origing naturelle de
nos produits. Lors du marquage avec 'acéiate, un atome de carbone sur deux se retrouve
marqueé; il n’est donc pas possible de les localiser les uns aprés les autres.
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V.CONCLUSION GENERALE

1. RESUME DES RESULTATS

1.1. Milicu de culiure Eutypa lata

La cause principale du dépérissement de la vigne observée en Suisse et en France pendant ces
demnidres années est le champignon Ewtypa laa, d’ot le nom de "Eutypiose” donné 2 cette
maladie.

Le champignon auaque plusieurs esp2ces d'arbres et apparait largement distribué dans
plusieurs pays du monde. Les symptomes de la maladie sont reconnaissables sur les parties
végétales des ceps, en particulier sur les feuilles.

Des éiudes biologigues antérieures ont suggéré que le mode d’action du champignon était di
4 un métabolite secondaire toxique pour }'héte.

Notre travail a permis d’isoler et d’tdentifier plusieurs métabolites secondaires 2 partir du
milien de culture d’Eutypa lata dont centains n’avaient jamais éi€ décrits dans les €tudes

antérieures.

Les conditions de production des métabolites secondaires dans le milieu de culture ont été
ameliorées dant le but d’obtenir un rendement maximum. Une fraction hiclogiquement active
a pu €tre isolée a partir de I’extrait éthéré provenant du filtrat du milieu de culture.
L'utilisation des techniques chromatographiques (principalement la chromatographie sur
colonne et HPLC) a permis d’isoler 31 différents métabolites secondaires dont 9 sont des
nouveaux composés naturels tandis que les techniques specroscopiques ('H-RMN,
3C-RMN, IR, UV £t MS) ont permis d"¢lucider leurs structures.
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Liste des composés wdentifiés:

RZ
= ’ .
[
R] X
% CH,
CH,
R' RZ Leire
-CHO -CH A
-CH,OH OCH, B
-OH -CH D
-CH,0H -OH F
-CHO -OCH; ]
-COOH -OH K

(A) : hydroxy-4 (méthyl-3 butdne-3 ynyl- 1)-3 benzaldéhyde ‘X!
(B) : alcco! méthoxy-4 {méthyl-3 buténe-3 ynyl-1)-3 benzylique ™
(D) : hydroxy-4 (méthyl-3 buténe-3 ynyl-1)-2 phénol

(F) :alcool hydroxy-4 (méthyl-3 butene-3 ynyl-1)-3 benzylique ™
() : méthoxy-4 (méthyl-3 buténe-3 ynyl-1)-3 benzaldéhyde *)

(K) : acide hydroxy-4 (méthyl-3 butgne-3 ynyl-1)-3 benzoique **
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OH

CH

R Lettre
-COOH .1
-CHQO Q.2
-CH,OH 0.3

(Q.1) : acide hydroxy-4 (dihydroxy-3,4 méihyl-3 butynyl-1)-3 benzoique ™
{0.2) : hydroxy-4 (dihydroxy-3,4 méthyl-3 butyny!-1)-3 benzaldéhyde **
(0.3) : alcool hydroxy-4 (dihydroxy-3,4 méthyl-3 butynyl-1)-3 benzylique **

OH

HOG

(P) :alcool hydroxy-4 (hydroxy-3 méthyl-3 propynyl-1)-3 benzylique **
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R
-
CH;
0 CH;
R Lettre
-CH,OH C
-OH NS
(C) : hydroxyméthyl-6 diméthyl-2,2 chromane ")
{N.5) : hydroxy-6 diméthyl-2,2 chroméne
H;C
Yo o
8]
(E) : méthoxy-8 melléine *)
0]
HO
CH,
HO 0 CH,

(G) :dihydroxy-6,7 diméthyl-2.2 pentahydro-3,5,6,7,8 benzopyranone-4
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HO -
CH,

OH

(H) : crotonyl-4 époxy-1,2 cyclohexadiol-3,6 **)

OH

L1 1.2

(I.1) : hydroxy-6 diméthyl-2,2 térahydro-5,6,7,8 époxy-7.8 chromanone-4 *
(1.2) : hydroxy-8 diméthy}-2,2 térahydro-5,6,7,8 époxy-6,7 chromanone-4 *)

HO

HO 0 CHs
OH

f

(1.1) ; wihydroxy-6,7,8 diméthyl-2,2 pentahydro-3,5,6,7,8 benzopyranone-4 V)
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Te]
1
R
CH,
2
R 0 CH,
R3
R! R? R3
-OH -OH Qo
-OH -Cl -OH }—L2/L3V
-Cl -OH QH ]

(L.2/L.3): chloro dihydroxy diméthyl-2,2 pentahydro-3,5,6,7,8 benzopyranone-4 1)

CH,

OH

(M) :époxy-3.4 (méthyl-3 butadignylidne)-1 cyclohexanediol-2,5 *)
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0
1
R
2
R 0]
R! R? Lettre
“H -H N.1
-OH -H N.2
-OH -CH N.3
-Cl -H N4
(N.1) : diméthyl-2,2 chromanone-4
(N.2) : hydroxy-6 diméthyl-2,2 chromanone-4
(N.3) : dihydroxy-6,7 diméthyl-2,2 chromanone-4
(N.4) : chloro-6 diméthyl-2,2 chromanone-4
Q CH,
Vs
R CH,

R Lettre
-CH,OH R
-OH $

(R) : hydroxyméthyl-5 isopropényl-2 benzofurane **)
(S) : hydroxy-5 isopropenyl-2 benzofurane **}
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CH3 CHS
H}C M CH3 ch \(\)\( CH3
CH CH.
H;C HC
HO RO
Q1 Q2

HyC

HO

Q3 Q4

(Q.1) : ergostatétragne-5,7,9(11),22 3p-ol ¥
(Q.2) : ergostatrizne-5,7,22 3p-ol 2

{Q.3) : ergostaditne-7,22 3p-0i 2

(Q.4) : crgostaditne-7,24(28) 3p-ol 2

Remarques :

- Les composés sans indication n'ont jamais €té signalés dans cc milieu de culiure;
*) = composés déja décrits précédemment [14][18]; '

**) = compos€s nouveaux;

') = baptisée "Eutypine”, toxine responsable de I'Eutypiose;

1) = la position des groupes -OH et -Cl reste indéterminée;

2} = composés provenant du mycélium;
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Des tests d’activité biologique effectués 3 Toulouse sur nos fractions ont permis de mettre en
€vidence le produit A comme £tant le plus toxique. A ce jour, I'Eutypine semble étre le
composé le plus actif alors que les autres produits -ne montrent aucune activité toxique sur 1a

vigne.

Unr dérivé de la melléine accompagné de p-hydroxy-benzald€hyde est présemt dans le milieu
lorsque la souche a vieilli et que le champignon ne produit plus les métabolites attendus. Ces
comyposés sont reconnus comme phytotoxiques dans d’autres cas (septoriose du blé) mais
m’ont montré aucune activiié toxique.

L Eutypine remplit ainsi plusieurs conditions pour agir cn tant que toxing : sa structure avec
ses deux extrémités polaires et polarisables, séparfes par un espasseur apolaire; c'est le
composé le plus actif 2 tous les tests; en particulier, elle détermine des mémes symptdmes
que I'Eurypiose aprés absomption par des feuilles saines.

Sa mise en évidence rapide a €1€ mise au point par extractions svivies d’une chromatographie
en phase gazeuse couplée A 1a spectrométrie de masse par recherche des fragments et du pic
moléculaire.

L'uilisation d'un appareil HPLC comprenanr un détecteur & barette de diodes (DAD) a
également permis la détection de i'Eutypine et des autres produits principaux dans différents
milicux de culture; la alisation d*un dosage quantitatif de la toxine a pu étre réalisé.

La synthése de I’hydroxyméihyl-6 diméthyl-2,2 chroméne a permis de ¢onfirmer Ja structure
de ce produit.

Les syntheses de la chloro-6 diméthyl-2,2 chromanone-4 et .de la chloro-7 diméthyl-2,2
chromanone-4 sont nouvelles; les 2 spectres de masse étant identiques, le choix de I'isomére
ol le chlore est en position 6 est déterming principalement par 'origine biogénétique.

Le choix de I'isomére exact n'a pas pu émre déterming avec les produits L.2 et L.3 car seul e
spectre de masse a pu étre enregisare.
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1.2. Matériel végéial

La recherche de 1'Eutypine daus du bois malade prélevé sur le terrain a abouti & sa mise en
évidence, preuve supplémentaire du caractdre toxique de ce produit; dans du bois sain aucune trace
n'a €t€ décelée. Mis A part la présence d'un triglycéride (U), d’acides gras et d'hydrocarbures, 15
autres produits out €t£ identifiés dans le bois malade :

on o

CH;

(V) :méthyl-5 melléine

{W.1) : ergostanone-3 (R=-H)
{W.3) : stigmastatone-3 (R = -CH;CH,)
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CH,
ch s CH3
CHj &n,

HyC

HO

{(W.2) : sigmastadiéne-5,23 ot-3

(Y.1) : stigmasne-4 one-3 (R = -CH,CH,)
(Y.2) : ergosténe-4 one-3 (R =-CHj)
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CH,
CH.
> CH,
H,C
o
(Y.3) : stigmastadiéne-4,22 one-3
H,C MCH3
CHy
CH,
H,C

HO

(Y.4) : sigmastene-5ol-3 (R = -CH,CH;)
(Y.6) s ergosténe-50l-3 (R =-CH,)
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CH,
HyC \'/\)\l/ Chy
CH )
2 CH,
H,C
HO
xY.n : epiergostanol
CH;
CH
> CH,
Hy,C CH;
HO

(Y.8) : éthyl-23 cholestanol-3
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H,C CH, H,C CH,
3 3
CH] CH3 CH3 CH3 CH3 CH3
Cy, CH;
Q HO
HyC' “cH, H;C “cH,
w.4 Y.5

(W.4) : pléanoate de méthyle
(Y.5) : ursolate de méthyle

(X) :lupénol (R =-CH5)
(Z} :betuline (R = -CH,0OH}

La recherche de I'Eutypine dans les tiges, feuilles et inflorescences saines et malades a
moniré gue seules les inflorescences malades en contenaient.
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1.3. Yoie bipsynthétique

Un marquage au moyen de mévalonate ['*C-2] de notre milien de culture a monwré une
incorporation non négligeable d’astomes radio-actifs dans le produit F, ce qui suppose que
'origine de la chaine isopentyle provient de la voie de 1’acide mévalonique. Cette affirmation
vaut en principe également pour les antres dérivés méthyl-vinyl-acétyléniques dont en
particulier I'Entypine. La distribntion exacte de ces atomes marqués est demeurée sans
succes & ce stade.

Un autre marquage 3 I'aide d'acétate [C-2] a également permis de retrouver quelques
produits purs radio-actifs. .
Les produits isolés sont bien des métabolites secondaires synthétisés par le champignon.
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2. CONCLUSION ET PERSPECTIVE

Si au cours de cc ravail, nous avons pu mettre ca vidence le rdle de I'Eutypine, [étude du
mécanisme d'intoxication sur les ceps de vigne reste 2 €laborer. Actuellement le groupe du
Professeur . Fallot 3 I'ENSAT-Toulouse étudie le mode d'action de U'Eutypine aux niveaux
physiologique ct cytotogique et cssaye de sélectionner des.clones toléranis & Eurypa fata 4
I"aide de méthodes biotechnologigues.

Sur le plan chimigue, on ne connait toujours pas le fungicide miracle qui pourrait encayer la
maladic, mais le probleme 1eme d'éwe résolu au moyen d'uae application thérapeutique,

Dans nos laboratoires, Th. ZESSIGER [25] a élaboré une molécule susceptible de générer
des anti-corps au sein dun lapin. Sa streciure ressemble 3 Ewypine et compread un
espaceur neutrc suivi d’une fonction carboxylique pouvant former une liaison peptidique

avee ta foaction amiae d'une protéine se trouvant dans ["animal.

OH

V4

CH,
OH

Les anti-corps ainsi formés, prélevés dans le sang de I'animal, seraient capable de reconnaitre
I'Eutypine. Dés lors, il est possible d’envisager des réactions anti-génes/ anti-corps qui
pourraiem faire office de wst sensible et spécifique pour diagnostiquer la maladie.
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VILPARTIE EXPERIMENTALE

1. PURIFICATION ET PREPARATION DE L’AMBERLITE XAD-7 [11]

200 g de résine synthétique XAD-7 sont lavés 7 fois avec de 'eau dans un bécher et
décantés. Le lavage est 1épété 7 fois avec du méthanol puis la résine est séchée par filiration
sur Biichner. Finalement, la résine est lavée avec de "éther dans un Soxhlet pendant 2 x 12 h
et ensuite séchée 4 I’air.

2. CHROMATOGRAPHIE SUR COUCHE MINCE (CCM)

Nous avens utilisé un gel de silice 60F, plagues ALUGRAM SIL G/UV.s, avec une couche
de 0.25 mm sur feuvilles d*aluminium. I} nous a permis d'analyser toutes les fractions des
produits naturels et de synthéses. Les plaques sont analysées 4 la lumidre visible,
ultra-violette (254 et 360 nm), puis révélées par vaniline-H,50, 10%, suivi d’un chauffage &
100°C pendant 5 minutes, Différents systémes de solvants ont été utilisés, dont le principal
est le dichlorométhane contenant 2-10% de méthanol..

3. CHROMATOGRAPHIE SUR COLONNE

Des colonnes de tongueurs et diamétres adaptés aux quantités ont été utilisées avec différents
systémes de solvants préalablement distiflés et déterminés par CCM. Les colonnes ont 61
remplies de Sifica Gel 60 MERCK - 0,040-0,063 mm - 230-400 mesh pour les mélanges
supérieurs 2 1 g, 0,063-0,020 mm - 70-230 mesh pour les mélanges inférieurs 3 1 g environ,
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4.1. CHROMATOGRAPHIE LIQUIDE A HAUTE PRESSION (HPLC)

L’appareil est un PERKIN ELMER séric 3B reli€ 2 un détecteur UV LC-75.

Le support est une colonne analytique (250 x 4,6 mm), semi-préparative (250 x 8 mm) ou
préparative (250 x 12 mm) RP-18 - 5 ou 7 pm - KNAUER. L'éluant est un gradient
MeQH-Eau 4 des débits compris entre 0,8 et 3 ml/min. Les solvants sont de qualié HPLC,
filrés sur millipore et dégazés par bain ulra-sonique. La détection a licu & 254 nm.

4.2. CHROMATOGRAPHEIE HPLC AVEC DITECTEUR A BARETTE DE DIODES
DAD

L’appareil est un PERKIN ELMER séric 2 muni d'vne colonne analytique (250 x 4,6 mm)
RP-18 - 5 pm - BISCHOFF relié & un détecteur A barete de diodes HP 1040A, un computer
HP 300 ct un driver HP 9153C.

5. CHROMATOGRAPHIE EN PHASE GAZEUSE (GC)

L’appareil est un DANI 39500 muni d’une colonne OV-73 de 12 m, le gaz vecieur est
I’hélium et la détection a licu dans un détecteur FID. Le programme de base pour I'analyse
- des échantillons et du déroulement des synthéses est : 120°C pendant 3 min, puis 3°C/min
jusqu'a 200-300°C suivant les cas; la température de 'injecteur i du détecteur est 160°C.
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6. ANALYSE INSTRUMENTALE

6.1. RMN

Les spectres de résonance magnétique nucléaire sont enregistrés sur un appareil BRUCKER
WP-200 & 200 MHz ('H-RMN) et 50,29 MHz (13C-RMN). Lc TMS 2 &ié utilis€ comme
référence inteme (valeur de O ppm).

6.2. MS

Les spectres de masse ont &€ enregistrés avec un appareil NERMAG R 30-10 par
intraduction directe & 70 eV (El}; la pression de la source était de 0,1 Torr et 1a température
£tait de 180°C.

L’ammoniac (NH;) a éi€ wilisé comme gaz réactant pour effeciuer les spectres par ionisation
chimique (DCI).

Dans certains cas, le spectrométue de masse a été couplé 3 un chromatographe en phase
gazeuse DANI 6500 (GC-MS) équipé d’une colonae OV-1 de 30 m.

6.3.1

Les spectres infrarouges sont enregisirés en pastilles KBr sur un appareil Perkin-Elmer
modtle 521

6.4. [alp

Les pouvoirs rotatoires ont 1€ mesurés sur un polarimétre Perkin-Elmer 241 en solution
généralement dans le chloroforme & 20°C 4 la raie D du sodium (589 nm).
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7. DERIVE SILYLE

Mode opératoire relatif au chapire T1/3.2.15e1 6.1 :

A 1 mg d’échantillon A (Eutypine) sous azote, on ajoute 0,8 ml de pyridine anhydre

préalablement séchée et distillée sur KOH puis 1 goutte de triméthyl-chlorsilane purum
" (Fluka). On laisse réagir 18 heures A température ambiante puis on dilue dans I'éther, La

partie soluble dans I’€ther est analysée par GC.

8. OXYDATICN DE DOUBLE LIAISON TERMINALE

Mode opératoire relatif an chapitre 11/3.2.15

A 3,25 mg (0,0173 mmole) d’échantillon A dissous dans 1,6 ml d’¢ther, on ajoute 1,6 ml
d'une solution éthérée de tétroxyde d’osmium 1% puriss (Fluka). On laisse réagir 2
température ambiante sous agitation pendant 4 heures, puis on lave deux fois a phase éthérée
avec 2 mi d’eau, séche sur MgS8Q, et on €limine le solvant.

9.1. SPECTRES UV/VIS

Les spectres UV/VIS ont €€ enregistrés avec 1'appareillage décrit précédeinmcnz sous 4.2.
Ci-dessous sont donnés les spectres obtenus relatifs au chapitre I/8.4. Le chiffre indiqué
aprés le signe UV est le temps de rétention correspondant aux conditions données i la page
77.

9.2. DOSAGE QUANTITATIF A L'AIDE DU DAD

La solution d’étalon interne (p-hydroxy-benzaldéhyde - FLUKA) est préparée par pesée de
0,26822 g dissous dans 50 ml de méthanol distillé.

La courbe d’étalonnage est élablic par pesée exacte d'une quantité d'environ 2 mg
d’Eutypine syathétique dans 1 et 5 ml de MeOH.

Le programme d’élution est : 40-60% en 10 min - 60-90% en 30 min MeOH/Ean 2 0,8
ml/min; RP-18 (250 x 4.6 mm).
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Spectres UV/VIS de quelques produits isolés dans le milien de culture d'Eurypa lara et de

produits de synthése :
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10. SYNTHESES
Les synthéses décrites sous 10.1.3., 10.4, et 10.5. aboutissent & des produits nouveaux; les

spectres sont donnés uniguement pour cenx-ci. Pour les autres synthéses, seuls les tableaux
de valeurs sont donnés.

10.1. Synthiése de 1'hydroxyméthyl-6 diméthyl-2,2 chroméne. (C)

Mode opératoire relatif 4 11/9.2. ;

10.1.1. Synthése du diméthyl-2,2-dihvdro-3,4 2H benzopyrane-1 carboxylate-6 de méthyle.
[29]

Une solution d’isopréne (10 ml, 0.1 mole) dans 1'éther de péole (40 ml) est ajoutée & un
mélange de hydroxy-4 benzoate de méthyle (10 g , 0.07 mole), d’acide orthophosphorique
(85%, 20 ml) et d’éther de pérrole (40 ml) sons agitation constante & 30-35° pendant 8 h.
Apres ce temps, le chauffage est coupé et I'agitation continue 12 h. Le mélange réactionnel
est newtralisé avec NaHCO; 5% et extrait & 1'éther (4 x 200 ml}. La solution est lavée avec de
Veau puis séchée sur Na,SO, Aprés éliminaton de I'éther, I’hpile résiduelle est
chromatographiée sur gel de silice en élnant avec un mélange iigminé—dichlorométhane 1:1.
11,5 g de prismes incolores dont le point de fusion vaut 84° sont obtenns.

'H-RMN (CDCly): 1.36 (6H, 5, C(CH,)y), 1.83 (2H, t, H-3), 2.83 (2H, 1, H-4), 3.88 (3H. s,
COOCH,), 682 (1H, d,J=9Hz, H-8,7.77 (2H, m, H-5 et H-7).

MS (m/z, I%): 220 (M™* 58), 205(24), 189(20), 165(100), 161(25).
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10.1.2. Synthése du diméthyl-2,2 2H benzopyrane- 1 carboxylate-6 de méthyle. [29)

Méibode 1)

5 g (0.022 mole) du chromane obtenu précédemment dans 700 ml de CCl, freichement
distillé et séehé sur P,Os sont portés & reflux pendant 4 h avee 4 g de NBS recrisiallisé et 25
mg de peroxyde de benzoyle. La réaction se déroule 3 la lumigre (lampe de 60 W). La
solution refroidie est filtrée et le filtrat disillé. L’huile obtenve est purifiée sur gel de silice
en €luant avec de la ligroine.

Méthode 2

5 g (0.022 mole) du chromane obtenu précédemment dans 300 ml de benzine sec sont portés
4 reflux pendant 100 h dans 5 g de DDQ. La solution est filtrée et le filtrat est distll€. La
purification a lieu comme dans la méthode 1.

Dans les 2 cas, nous obtenons une huile claire avec 75 et 25% de rendement respectivement.

MS (m/z, 1%): 218 (M* 10), 203(100), 187(4), 159(2).

10.1.3. Synthése de I'hydroxyméthyl-6 diméthyl-2,2 chroméne.

0.9 g (4 mmole) du chroméne précédemment synthétisé dans 30 ml d’éther sec sont introduits
- sur 0,9 g de LiAIH,; dans 45 m! d’éther sec en 35 minutes. Le mélange est ensuite port€ 3
refiux 45 minutes et aprés refroidissement on hydrolyse avec 60 mi de H,804 20%. Le
solution est extraite avec 3 x 30 ml d'éther, séchée sur Na, 8Oy et concentrée 4 sec, 0,41 g du
produit final sont obtenus sous forme de cristaux jaune pile avec un rendement de 45%.

'H-RMN (CDCl,): 1.43 (6H, 5, C{CH;),), 1.75 {IH, large, -OH), 4.57 (2H, 5, CH,), 5.62 et
6.32 (2H, d, CH=CH), 6.75 (1H, 44, ArH), 7.04 (1H, d, ArH), 7.11 (1H, m, ArH).

MS (m/z, 1%): 190 (M* 8), 175(100), 158(11), 145(10), 128(9), 115(12), 91(8), 77(13).
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10.2. Synthése du diméthyl-2,2 chroménol-6. (N.5)

Mode opératoire relatif 4 11/9.3. :

10.2.1. Synthése du méthoxy-6 diméthyl-2,2 dihydro-3,4 2H benzopyrane.

Cette étape & lieu comme sous 10.1.1. en utilisant I"hydroxy-4 anisole au lieu de ’hydroxy-4
benzoate de méthyle.

MS (m/z, 1%): 192(M* 100), 177(17), 163(7), 149(5), 137(72), 136(55), 108(20), A1(1 1),
77(21).

10.2.2. Symhése du méthoxy-6 diméthyl-2,2 2H benzopyrane.

1 g {5 mmole) du chromane obtenu sous 10.2.1. dans 10 ml de CH;Cl; est refroidi 4 0°C puis
on additionne | ml de BBry sous N, en 30 min. Le mélange rfactionnel est maintenu sous
agitation 15 minutes puis on hydrolyse avec HCl 0,1 N. On extrait ensuite avec NaOH 1 N
dans I'éther, la phase aqueuse est régénérée avec HCl 5 N jusqu'ad pH = 4, puis le
chromeénol-6 est extrait dans i’éther. Apres séchage sur Mg8Q, et élimination du solvant, le
produit est purifié sur gel de silice en éluant avec le dichlorométhane.

MS (m/z, 19%): 178(M* 52}, 163(14), 149(9), 135(7), 123(100), 122(28), 107(11}, 94{14).

10.2.3. Synthése de 'hydroxy-6 diméthyl-2,2 chroméne.

La derniére €tape est effectuée comme sous 10.1.2, - méthode 2.

'H-RMN (CDCl,): 1.40 (6H, s, 2xCH,), 1.83 (IH, large, OH), 5.62 et 6.26 (2H, d, J = 10 Hz,
CH=CH), 6.49 (1H, d, AtH), 6.63 (ZH, m, AtH).

MS (m/z, 1%): 176(M" 17), 161(100}), 144(2), 131(5), 115(7}, 105(6), 91(7), 77(18).
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10.3. Synthese de I’hydroxy-6 diméthyl-2,2 chromanong-4. (N.2.1)
Mode opératoire relatif 4 11/9.5. :

A une solution de 5,07 g (30 mmol) de dihydroxy-2,5 acétophénone et 14,22 g (90 mmol)
d’acétone dans 60 ml de toluzne, on ajoute 3,06 g de pyrrolidine. Le mélange est agité 2
température ambiante une nait et ensuite chauffé & reflux 6 heures avec €limination
azéotropique de ’can. Lorsgue la réaction est complite, le mélange réactionnel refroidi est
lavé avec HCI 6 N froid, nentralisé avec de Veau et séché sur Na,SO,. La solution est extraite
avec NaCO5 2 N, la phase aqueuse acidifiée 2 pH = 2 avec HCI 5 N et extraite 3 nouveau
Iéther. Aprds séchage sur MgSO, et élimination du solvant, nous cbtenons 2.05 g de cristaux
sous forme de pailletes.

TH-RMN (CDCl,): 1.44 (6H, 5, 2xCHy), 2.71 (2H, s, CHy), 6.84 (1H, d, ArH), 7.07 (1H, dd,
ArH), 7.34 (1H, d, Arf).

MS (m/z, 1%): 192(M* 56), 177(100), 137(60), 136(52), 108(10).
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10.4, Synthése de )a chioro-6 diméthyl-2.2 chromanone-4. (N.4.1)

Mode opératoire relatif a 115.9. :

10.4.1. Synthese de 1'acétate de chloro-4 phényle.

26 g (0.2 mol) de p-chloro-phénol dans 140 ml de ligroine sont refroidis & 0°C; on ajoute
ensuite 46 g de AICL; anhydre puis 28 ¢ ¢0.36 mol) de chlorure d’acétyle goutte & goutte. Une
fois I’addition terminée, on continue "agitatioa 1 heure puis on chaunffe & 40°C 2 1"aide d’un
bain-marie pendant 2 heures. Aprés refroidissement, la ligroine est éliminée puis on ajoute
lentement 300 ml de HCI 2 N. Le mélange réactionnel est extrait 3 ’éther, la phase éthérée
lavée & I'ean puis séchée sur CaCly, Apres Elimination de 1’éther, le produit est distillé (Eb =
156-7°/14 mmHg). Nous obtenons 24.25 g d’acétate de chloro-4 phényle, soit un rendement
de 71%. ’

MS (m/z, 1%): 172 (5), 170(M* 15), 130(32), 128(100), 99(7), 43(23).

10.4.2. Synthése de la chloro-5 hydroxy-2 acétophénone.

A 7.6 g (0.45 mol) d’acétate de chloro-4 phényle on ajoute par petites portions 6 g de AICI;
anhydre en poudre sous agitation vigoureuse puis on chauffe 3 155°C pendant 30 minutes.
. Aprds refroidissement, le résidu est décomposé avec HCl 2 N et glace puis on extrait &
I’éther. La phase éthérée est lavée avec HCI 5 N, H;0, KOH 10%, H;0, puis séchée sur
MgS0,. L éther est éliminé, puis le produit est purifi€ sur colonne de silice en €luant dans un
mélange hexane-dichlorométhanc de polarité croissante. Nous obtenons 4.5 g du produit dont
F =47°C, soit un rendement de 58%.

TH-RMN (CDCly): 2.63 (3H, 5, CH,), 694 (1H, d, ArH), 7.42 (1H, dd, ArH), 7.70 (JH, d,
ArH), 12,15 (1H, 5, ArOH),

MS (m/z, 1%): 172(17), 170(M* 46), 157(31), 155(100), 127(17), 99(9), 63(11), 43(22).
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10.4.3. Syntheése de la chioro-6 diméthyl-2,2 chromanone-4

3.06 g de pymolidine sont ajoutés A une solution comprenant 2.55 g (0.015 mol) de chloro-5
hydroxy-2 acélophénone, 2,6 g (0.045 mol) d’acétone et 50 ml de toluéne. Le mélange est
agit€ A tlempérature ambiante une nuit puis chauffé A reflux pendant 6 hevres avec éliminatian
azéorropique de 1'ean formée. Aprés refoidissement, le mélange réactionnel est lavé avec
HCl 6 N froid, H,0, NaOH 2 N et H,0 successivement et ensuite séché sur Nu,5O,.
L’élimination du solvant conduit 3 une huile qui est purifiée sur colonne de silice en éluamt
avee le dichlorométhane.

TH-RMN (CDXCLy): 1.47 (6H, s, 2xCHy), 2.73 (2H, 5, CH,), 6.90 {1H, d, ArH), 7.43 (1H, dd,
ArH), 7.83 (1H, d, AtH).

MS (m/z, 1%): 212(17), 210(M* 53), 197(35), 195(100), 168(12), 155(33), 154(24), 126(22),
77(15), 63(31).
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Fig. 68 : spectre 'H-RMN de N 4.1 synthétique.
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B

Fig. 69 : spectre MS de N.4.1 synthétigue.

10.5, Synthése de 1a chloro-7 diméthyl-2 2 chromianone-4. (N.4.2)

Mode opératoire relatif 3 11/9.9. :

~

Catte synthése s'effectue de la méme maniére que ceile décrite précédemment en remplagant
ie p-chloro-phénol par le m-chloro-phénol. La demnitre étape donne un rendement de 42%.

YH-RMN (CDCly): 146 (6H, s, 2xCHy), 2.72 (2H, 5, CHy), 694 (1H, d, ArH), 696 (1H, d,
ArH), 7.80 (1H, dd, ArH).

MS (m/z, 1%:): 212(20), 210(M* 52), 197(28), 195(100), 155(41), 154(23), 126(23), 63(25).
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11. DETECTION RADICACTIVITE

Le compteur a scintillation pour le compiage des coups (CPM) est un Kontron PSI y 80. Les
solutions contiennent enpviron 2 mg de produits purs dissouts dans 300 pl de toluéne de
scintiliation BECKMAN; ce liquide de scintillation contient 4 pAl de PPO pour Scimillaion
(diphényl-2,5 oxazole puriss FLUKA - A,,.= 303 nm) et 0,1 g/l de PCPOP pour Scintillation
(bis-(phényloxazolyl-2,5)-1,4 benzéne BECKMANN -, =418 nm).

L’apparcil couplé au chromatographe HPLC est on FLO-ONE®\Beta Serie A-200 (Packart
Instruments).
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