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Etude de l'hydrolyse et des propri6t6s toxiques vis-a-vis des mitochondries de ma'is Texas, d'un insecticide, le 
m6thomyl ou S-m6thyl-N [(m6thylcarbamoyl)oxyl] thioac6timidate 
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Summary. Methomyl, or S-methyl-N [(methylcarbamoyl)oxy] thioacetimidate, a common insecticide, has been found to be 
a specific poison of mitochondria of corn with 'Texas' cytoplasm. Its hydrolysis under very mild acidic conditions affords 
thiomethyl methylthiosulphonate, which strongly inhibits the activity O f 'CmS T' and 'N' mitochondria of corn. 

Le m6thomyl 1 est un insecticide commercial dont la 
structure est repr6sent6e ci-dessous: 
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C'est le N-m6thyl carbamate d'une oxime. Les propridt6s 
insecticides des compos6s de cette s6rie donnent lieu actuel- 
lement A des 6tudes approfondies 1. La toxicit6 du m6tho- 
myl vis4t-vis du cytoplasme Texas a 6t6 d6couverte par 
Humaydan et Scott 2. Par la suite Koeppe, Cox et Malone 3 
ont montr6 que la solution commerciale hydro-alcoolique 
du mdthomyl ou 'lannate', provoquait sur les mitochondries 
isol6es de plantes ~t cytoplasme Texas, les m~mes effets que 
la toxine de Helminthosporium maydis race T. 
Nous avons constat6 que le 'lannate' avait une toxicit6 
constante alors que celle des solutions de m6thomyl techni- 
que dans l'eau pure est plus ou moins prononcde selon les 
prdparations. En cons6quence, il 6tait ndcessaire d'identi- 
tier la mol6cule responsable de la toxicit6 h partir d 'un lot 4 
de m6thomyl technique cristallis6 relativement pur, l'ori- 
gine de celle-ci pouvant 6tre due & une impuret6. 
Parmi les diffdrents effets du m6thomyl sur les mitochon- 
dries isol6es, nous avons retenu la stimulation de l'oxyda- 
tion du NADH pour la raise en 6vidence de l'activit6 
toxique. La mesure du coefficient de stimulation de l'oxy- 
dation du NADH par les mitochondries repr6sente la plus 
ou moins grande variation de l'activit6 toxique. La 
m6thode de prdparation des mitochondries et les techni- 
ques exp6rimentales, en particulier la technique polarogra- 
phique utilis6e pour mesurer la consommation d'oxyg6ne, 
ont 6t6 d6crites pr6c6demment s,6. 
ROsultats et discussion. Le carbamate commercial purifi6 
par recristallisation du m6thanol conduit h u n  produit qui 
cristallise en prismes. F =  78,5-79,5 ~ caractdris6 par ses 
propridt6s spectroscopiques. La chromatographie du 
mdthomyl commercial sur gel de silice permet de sdparer 
diverses impuret6s toutes inactives (test ndgatif de l'oxyda- 
tion du NADH par les mitochondries isol6es ~ partir de 
mais h cytoplasme Texas). Le m6thomyl obtenu apr6s 
chromatographie ou recristallis6 du CH3OH en prismes est 
tr~s actif (tableau). 
Par contre, les eaux m6res ou la solution de m6thomyl 
technique dans l'eau pr6sentent un taux de stimulation 
inf6rieur. En consdquence, la toxicit6 vis-g-vis du cyto- 
plasme Texas n'est pas due ~t des impuret6s du m6thomyl 
technique. 
Etant donn6 la possibilit6 d'une isom6rie g6om6trique 
E ~ Z du carbamate 1, celui-ci 6tant repr6sent6 sous la 

forme Z, il est vraisemblable que la toxicit6 du m&homyl 
soit en relation avec l'6quilibre prdcddent. Sachant que la 
proportion des formes syn et anti d'une oxime st fortement 
modifi6e par traitement acide, le m6thomyl technique a 6t6 
dissous dans une solution chlorhydrique ~t 10% pendant 3 h 

temp6rature ordinaire. Apr6s extraction de la mani6re 
habituelle, le m6thomyl recristallis6 du mdthanol fournit 2 
exp6ces cristallines, des prismes (MP) et des fines aiguilles 
(MA). Le m6me traitement en solution chlorhydrique ~t 
50~ pendant 3 h fournit uniquement, apr6s recristallisa- 
tion, du m6thomyl sous forme de longues aiguilles. 
F =  78,5-79,5 ~ Les spectres de RMN IH et ]3C en solu- 
tion dans le CDCt 3 avec le TMS pour rdf6rence interne, des 
2 varidt6s cristallines sont superposables. RMN IH (ppm) 
2,20 (s, 3H, CH3C), 2,37 (s, 3H, CH3S), 2,85 (d, 3H, 
CH3NH, J=  5 Hz), 6,0 (m, 1H, CH3NH ). RMN 13C (ppm) 
17,3 (q, CH3C), 22,7 (s, CH3S), 31,4 (q, CH3NH), 159,1 (s, 
C=N), 164,6 (s, C=O). (s = singulet, d = doublet, m = multi- 
plet et q = quatruplet). 
Les spectres de RMN 1H en solution dans le DMSO d6, & 
temp6rature ordinaire, ne permettent pas de mettre en 
6vidence un 6quilibre gdom6trique ou une quelconque 
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Inhibition de l'oxydation du malate et du NADH par des mito- 
chondries de jeunes plantes de mais vari6t6 F 7 en pr6sence de 
l'ester thiom6thylique de l'acide m6thane sulfonique 2. Trac6s Aet 
D: T6moins montrant la capacit6 de phosphorylation des mito- 
chondries M. Trac6 B: Stimulation de l'oxydation du NADH par le 
m6thomyl 1. Trac6s C et E: Inhibition par l'ester 2. 
Conditions exp6rimentales: Mannitol 300 mM, tampon phosphate 
10 mM (pH 7,2), KC1 10 mM, MgCI 2 5 mM et SAB 0,1%(g/ml). 
Concentration finale des r6actifs: trac6s A, B et C - NADH 
1,5 mM, ADP 150 gM. En B la concentration en m6thomyl est 
4,1 mM. Trac6s D et E: malate 30 mM, ADP 225 btM. En C et Dla 
concentration en esther thiom6thylique de l'acide m6thane sulfoni- 
que est 2,6 10 -5 M. Les nombres le long des trac~s indiquent les 
intensit6s de consommation d'oxyg6ne en nmole/min/mg de pro- 
t6ines. Environ 4 mg de prot6ines de la fraction mitochondriale (M) 
sont utilis6s pour les trac6s A, B et C et 6 pour les trac6s D et E. 
L'addition d'ADP, courbe E, est un artifice destin6 ~t visualiser 
l'inhibition. 
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isom6rie conformationnel le  du groupe N-m6thylamide,  La 
dissolution ou la recristallisation du m6thomyl  sous forme 
d'aiguilles (MA) fournit  des prismes (MP) qui correspon- 
dent en cons6quence ~t l 'esp6ce cristalline la plus stable. 
Les 2 vari6t6s cristallines du carbamate ont la m~me 
activit6 sur les mitochondries  Texas: elles stimulent l 'oxy- 
dation du N A D H  (tableau). Par contre, les eaux m6res de 
recristallisation ainsi que la solution chlorhydrique inhibent  
compl6tement  l 'activit6 oxydative et phosphorylante des 
mitochondries du mais, qu'elles proviennent  ou non de 
plantes ~ cytoplasme Texas. I1 est donc vraisemblable que 
l 'hydrolyse du m6thomyl  fournit  un compos6 for tement  
inhibiteur de l 'activit6 des mitochondries.  
Par chromatographie  sur gel de silice des eaux m6res, nous 
avons isol6 ~t partir de 20 g de m6thomyl,  200 mg d 'un 
l iquide naus6abond correspondant h la formule brute 
C2H602S 2 d'apr6s l 'analyse cent6simale et le spectre de 
masse: (30, 45, 47, 63, 79, 81 et m + = 126). Les spectres de 
R M N  1H et ~3C comportent  respectivement 2 singulets ~t 
2,70 et 3,30 ppm et 2 quadruplets ~t 18,4 et 49,0 ppm qui 
correspondent  ~t 2 methyles. La r6action du chlorure de 
m6thane sulfonyle avec le m6thylmercaptan dissous dans 
une solution de soude fournit  avec un mauvais rendement  
l 'ester thiom6thylique de l 'acide m6thane sulfonique 2: 
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Ce compos6 pr6sente des propri6t6s spectroscopiques en 
accord avec celles d6crites par ailleurs7,8: elles sont 
r igoureusement  superposables ~ celles qui correspondent 
au produit  obtenu par hydrolyse du m6thomyl.  
Ce produit, qu' i l  soit d 'origine synth6tique ou en prove- 
nance du m6thomyl,  inhibe compl6tement  les mitochon- 
dries d 'origine v6g6tale "h la concentration de 2 ,6x 10 -5 
mole 1 -l .  Pour les mitochondries de mafs, ce produit /~ la 
concentration de 1• 10 5 mole 1 /, diminue le contr61e 
respiratoire (RCR)  de 40% et r6duit de 20% le coefficient de 
stimulation de l 'oxydation du N A D H  induit par 10 gl de 
lannate, soit 2000 gg de mdthomyl dans 3 ml de milieu 
rdactionnel (figure). 
Les propridtds antimicrobiennes de ce thioester ont ddj~t 6t6 
signaldes 9. Par ailleurs, il ne prdsente pas de propridt6 

Produits test6s Activit6 sur mitochon- 
dries race T 
1 2 3 

Lannate commercial 5,24 4,08 2,86 
Methomyl r6cup6r6 ~t partir de la 
solution de lannate et redissous 
dans le CH3OH 5,00 2,88 2,65 
M6thomyl technique recristallis6 du 
CH3OH, puis redissous dans le CH3OH 

en pav6s prismatiques (MP) 4,60 3,00 3,35 
en aiguilles (MA) 4,55 3,90 3,70 

Les conditions exp6rimentales exactes des diff6rentes mesures sont 
d6crites dans la figure 1. Les donn6es num6riques correspondent 
aux coefficients de stimulation CS des diff6rents produits test6s; 
elles traduisent l'oxydation du NADH par les mitochondries isol6es 

partir de plantes ~t cytoplasme Texas (trac6 B, figure ). Elles 
correspondent toutes h une m6me concentration de m6thomyl, soit 
2000 pg dans 3 ml de milieu r6actionnel. Elles ont 6t6 obtenues 
pour trois pr6parations diff6rentes (1) (2) et (3) de mitochondries 
en tenant compte de leur vieillissement respectif. On remarquera la 
dispersion des r6sultats au sein d'une m6me pr6paration et entre 
les diff6rents lots de mitochondries. La maitrise du probl6me pos6 
par la dispersion de ces mesures est actuellement en cours de 
r6solution. 
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mutag6ne l~ /t l ' inverse de l 'ester 6thylique de l 'acide 
m6thane sulfonique. 
MOthane sulfonate de thiom@thyle CH3SO2SCH 3 synth@tique. 
Du m6thylmercaptan est condens6 h la temp6rature du 
bain de glace dans une solution de soude, obtenue par 
dissolution de 4 g de N a O H  dans 30 ml d'eau. 1 h plus tard, 
3 ml de chlorure de m6thane sulfonyle sont ajout6s goutte ~t 
goutte sous agitation magn6tique.  Apr6s retrait du bain de 
glace, l 'agitation est maintenue pendant  15 h. Apr6s neu- 
tralisation avec du H N a C O  3 solide, la solution aqueuse est 
extraite 2 fois avec 50 ml de CH2C12. La phase organique 
est lav6e/~ l 'eau pure jusqu 'h  neutralit6, s6ch6e sur K2CO 3. 
On obtient une huile naus6abonde form6e essentiellement 
de dim6thyl disulfure que l 'on 61imine par distillation. Le 
r6sidu de la distillation est chromatographi6 sur plaques de 
silice H F  254 avec l'ac6tate d'6thyle pour 61uant. On obtient 
f inalement  200 mg d 'une huile incolore naus6abonde, aux 
propri6t6s spectroscopiques identiques /t celles d6crites 
pour le m6thanethiol  sulfonate de m6thyle 7,8, lui-m~me 
obtenu par ailleurs/~ partir de dim6thyldisulfure H. 

Analyse cent6simale: 
Trouv6 % C= 19,27 H=4,96 0=24,96 S=50,53 
Calcul6 C2H602S2 19,05 4,76 25,4 50,79 
IR(CCI4) cm4:  1300, 1125 et 945. 
RMN kH (CDC13+ I% TMS): 2,70 ppm (s), CH3-S; 3,30 ppm (s) 
CH 3 $02 
RMN 13C(CDC13 + 1% TMS): 18,4 ppm (q), CH3-S; 49,0 ppm (q), 
CH3 - S O 2 . 

Conclusion. Le m6thomyl  utilis6 comme insecticide est 
toxique vis-a-vis du mais h cytoplasme Texas. Un  certain 
nombre de carbamates obtenus par modificat ion structu- 
rale du m6thomyl  pr6sentent 6galement cette propri6t6 
toxique. L'6tude de la corr61ation activit6/structure est 
actuellement en cours. 
L'hydrolyse du m6thomyl dans l 'eau acidul6e fournit  une 
faible quantit6 de m6thane sulfonate de thiom6thyle 2, 
agent antibact6rien puissant qui inhibe compl6tement  les 
mitochondries d'origine v6g6tale m~me pour des concen- 
trations voisines de 10 5 mole 1 i (ma'fs T et N, b16). Bien 
que ce produit n'ait  pas 6t6 isol6 'h partir du ' lannate '  ou 
d'une solution de m6thomyl dans l 'eau pure, ses propri6t6s 
imposent la prudente utilisation de ces derni6res. En effet, 
il est vra isemblable  que, plac6 dans des conditions 
naturelles apr6s utilisation comme insecticide, le m6thomyl 
puisse engendrer le m6thane sulfonate de thiom6thyle. 
Par contre, le m6thomyl purifi6 facilite l '6talonnage de 
l'activit6 des mitochondries,  non seulement variable dans le 
temps, mais diff6rente d 'une pr6paration/~ une autre. 
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