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Abstract-_i+)-0-methylsativan, 7,2’,4’-trimethoxyisoflavan was prepared by hydroboration followed by chromic acid 
oxidation of 4-hydroxy-3(2’,4’-diethoxy,phenyl)7-methoxycoumarin. At increasing concentrations this compound 
modifies the metabolism of Phytophthora parasitica and then stops its growth. Under the same conditions, it strongly 
inhibits the activity of pectic transeliminases and, to a less extent, the activities of pectic hydrolases and /I-glucosidase. 

INTRODUCTION 

11 est a present bien admis que l’infection de plantes cul- 
tivees, par des parasites divers, induit la biosynthese de 
substances toxiques pour des champignons ou des bac- 
ttries, appelees phyto-alexines, contribuant a leur resis- 
tance [ 11, La structure de ces substances est trb variable, 
elle depend davantage du genotype de la plante que de 
la nature de l’agent infectieux. Dernierement, deux isofla- 
vannes, le sativan-1-(dimethoxy-2’4’-hydroxy-7’ isofla- 
vanne) et le vestitol-2-(dihydroxy-7,2’ methoxy-4’ isofla- 
vanne) ont ete isoles a partir de deux Itgumineuses, le 
Medicago sativa L. et le Lotus corniculatus L. [2,3]. 

Dans le cadre de recherches actuellement poursuivies 
en vue d’acceder g des isoflavanones et a des isofla- 
vones, la synthese de la trimethoxy-7,2’,4’ isoflavanone- 
isolee dune legumineuse, Dalhergia steuenonii Standl. 
[4], avait CtC envisagee. Nbus avons presentement 
obtenu le (+)-0-methylsativan ce qui nous a conduit a 
en etudier les proprittes biologiques. En effet, de nom- 
breuses recherches ont recemment montre que les phyto- 
alexines des legumineuses inhibent la croissance de 
champignons pathogenes et agissent sur l’activite d’en- 
zymes intervenant dans les processus parasitaires [5 a 
81. 
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RESULTATS 

Ohtention du (+_)-0-mhthylsativan 

Nous avons precedemment montre que l’hydrobo- 
ration suivie d’oxydation chromique [9] des coumarines 
et des hydroxy-4 coumarines substituees en position 3 
permet de preparer les chromanones-4, les isoflavanones 
ainsi que les homo-isoflavanones [1@12]. Cette reaction 
a done Ctt: appliquee a l’hydroxy-4 [dimethoxy-2.4’ 

phCnyl]-3 methoxy-7 coumarine [13] en vue d’acceder 
a l’isoflavanone correspondante. 

En realite, c’est le compose 3, correspondant au pro- 
duit de reduction totale de l’htterocycle coumarinique, 
le trimethoxy-72’4’ isoflavanne, (i)-0-methylsativan 
[( f )-0-dimethylvestitol] qui a CtC isole. 

La structure de ce compose a CtC Ctablie par ses 
spectres infrarouge, de masse et de R.M.N. En effet le 
spectre infra-rouge de ce derive ne presente plus de 
bande carbonyle lactonique vers 1720 cm- ’ ; de meme 
il ne possede pas de bande carbonyle vers 1685 cm-’ 
caracteristique des isoflavanones. Son spectre de masse 
indique bien l’ion molkulaire M+, m/e = 300 en accord 
avec le compose 3. Son spectre de R.M.N. enregistre dans 
CDCl, en presence de tetramethylsilane comme sub- 
stance de reference interne se compose d’un doublet 
entre 2,7-3,l PPM (2H) attribuable aux deux protons 
du sommet 4 couples avec le proton en 3 (J 75 Hz); 
dun proton (1H) ?r 3,7 PPM representant le proton fixe 
sur le sommet 3 et de deux protons centres g 4,2 PPM 
representant le groupe methylene en 2. On retrouve enfin 
les protons des groupements methoxy (9H) g 3,s PPM 
et les protons aromatiques (6H) entre 6,3-7,2 PPM. Enfm 
le spectre ultraviolet de ce compose presente des maxima 
voisins de ceux obtenus avec le sativan nature1 [3]. 

Inhibition de la croissunce du Phytophthora parasitica 

Les tests d’inhibition, en microculture dans un milieu 
synthetique liquide, sont effectuCs avec une souche de 
Phytophthora parasitica parasite de la tomate au Liban. 
Le (-t-)-0-methylsativan a la concentration de 5 x lo- 6 
M, provoque non seulement une reduction de croissance 
d’environ un demi par rapport au temoin mais ausi 
des troubles physiologiques. Ceux-ci correspondent B des 
malformations de la paroi des hyphes et a une vacuolisa- 
tion importante du cytoplasme. En 96 heures, certains 
filaments se lysent tandis que d’autres parties du thalle 
s’isolent par de fausses cloisons. A la concentration de 
10-5, il provoque une inhibition totale de la croissance 
et une importante degenerescence cytoplasmique dans 
tous les elements du thalle. Cependant, les microcultures 
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Tableau 1. Pourcentage d’inhibition de I’activitb d’une endo-pectine hydrolase 
suivant la concentration en effecteur et son rapport avcc cclle dc l’en7yme. 

Incubation pendant 24 hr $ ?O- 

Concentration 

elTecteurLl: x IO- ‘) 

Rapport 
effecleur 
enzyme 

Concentration 

suhstratt;x 10 ‘) 

Pourcentaee 
d’ - 

inhibition 

1 I;10 55 
2 I; 10 : 57 
2 1’10 7.5 73 
4 I ‘5 7.5 :;I 

transft%es sur d&coction d’avoine gklosL’e et glucos& de 
farine d’avoine, supplCment&e en thiamine. peuvent 
cngcndrcr une colonie probablemcnt h partir de chlamy- 
dospores indemnes. La dose l&talc se situe entre 
I,5 x IO-’ et 2 x lo-’ suivant I’Pge dcs cultures dont 
proviennent les implants. 

Nous avons ktudik dans des conditions analogues le 
pouvoir fongistatique d’une autre phyto-alexine: le capsi- 
diol. sesquiterp&ne de formule C, sH240Z. Avec celui-ci. 
la riduction de croissance est plus importante pour la 
concentration de 5 x IOmh. la dose 16tale semble prochc 
dc IO-‘. 

Nous consid&rerons successivement I’incidence du (+)- 
0-mkthylsativan sur tme /Sglucosidase. des hydrolases et 
des transkliminases pectiques. L’activitC /?-glucosidasique 
est rkduite de 25 pour 100 avec une concentration en 
effecteur de IO-’ et tm rapport effecteur enzyme de l/3. 
Pour les hydrolases pectiques, les tests ont concern6 I’in- 
hibition des activit& endo-pectine et cndo-pectate hydro- 
lasiques. Le processus semblant le meme dans les dcux 
cas. nous indiquerons seulement les r&ultats concernant 
la premikre. Lc pourcentage d’inhibition dCpend d’une 
part du rapport des concentrations de I’enTyme et de 
I’cffecteur. d’autre part de la viscositk du substrat comme 
I’indique le Tableau 1. II ressort de ces rtsultats que I’in- 
hibition est de type non compktitif. 

Les endo-pectine et les endo-pectate transPliminases 
sont inhibies de faGon similaire. La riduction d’activitk 
dCpend. comme ci-dessus. du rapport entre effecteur et 
enzyme: elle passe de 60 B 100 pour 100 lorsque le rap- 
port croit de 1113 & l/5. A partir d’une concentration 
en substrat de 7.5 x 10e4. la viscositk du milieu rt‘action- 
nel diminue l’efficaciti: de l’effecteur. 

Dans toutes les combinaisons Ctudikes, avec une con- 
centration en substrat de 2.5 ;i 5,7 x IO-“. la valeur max- 
imale d’inhibition des transPliminases cst atteinte en 
moins d’une heure et demi et reste constante pendant 
24 hr. Avec un substrat i 7.5 x lOmA. I’inhibition 
diminue lentement apr$s 12 hr d’incubation; ce r&ultat 
laisse prksumer qu’elle n’est pas cumulative. L’inhibition 
n’est pas non plus compktitive comme I’indiquent les 
courbes de Lincweaver-Burk t-tablies avcc des con- 
centrations en effecteur de 3 x IO-’ et 6 x lo-” par 
rapport au tCmoin. 

A titre de comparaison, nous avons Cprouvk I’activitk 
du capsidiol, phytoalexine de structure chimique dif- 
fkrente. dans les conditions de I’exp&ience il s’avere 
moins actif contre les enzymes pectinolytiques. 

Le (&)-0-mkthylsativan n’influe pas sur l’activitk de 
plusieurs polyph&nol-oxydases extraites dc diffkrentcs 

variCtL:s de tomate. Mcmc apr&s un contact pendant 6 hr 
d 30 entre I’effecteur et I’enryme. I’activitC de celle-ci 
n’est pas perturb&. 

L’inhibition de la croissance et les troubles mCtaboli- 
ques observks chez le Plt~~tophthotu ptusitica. pour des 
concentrations comprises cntre 5 x IO-” et IO- ‘. indi- 
qucnt la forte toxicitt- it? c?tro du (_+)-0-mC_thylsativan. 
Ces rtrsultats sont du mSmc ordre que ceux mention& 
par Bondc. Millar cr ol. [3] pour l’H~~ltttittt/to.spo~~~tttt tw- 
&utw: une inhibition de 50 pour 100 dc la croissance 
i-tant obtenuc sur milieu gilosc avcc rcspectivement des 
concentrations de 15 x 10.” ct dc 35 x IO-“ de (-) 
sativan et de (-) vcstitol. 

L’inhibition dcs hydrolases pectiques cst moindre que 
cellc des transCliminases pcctiques. DUE les deux cas 
elle pa&t meilleure qur celle provoquCe par le capsidiol. 
Nous avions pr&demment obscrvb des taux analogues 
d’inhibition par dcs composC;s phenoliqucs. en particulier 
des coumarincs &bort-cs par clifFrents Nicotiutzu en 
ri.action ii une infection cryptogamiqtic [ 171. 

L’ktude comparative ri-alis& avcc une autre phyto- 
alexine, le capsidiol. dtmontre que le produit dc synthise 
est prcsqu’aussi actif itI ritr-0 contre Ic Ph~mphthora par- 
usiticcz. Ces r&sultats tendcnt ;i confirmer lcs hypothkses 
formulkes antPrieurement: certaines dcs substances 
pht-noliques &labor& par les plantes apr&s &- invasion 
par un agent infectieux pcuvent posskder des propriSs 
fongistatiques importances [I]. Nous le vkrifions ;i partir 
de l’kther mithylique du sativan. Cc produit inhibe aussi 
l’activit& de la [Gglucosidasc. enzyme &lbor& par des 
micromydtes aussi &~ignCs taxonomiquemcnt que le 
~,V’CtlOC/l~l~~t~l ~!‘CU[JCSiC; [ 141. 1’Hc’/tffitttho.~(,~~~i~ttt~ tt?cl&T 
[I 51 ou le Col/ctc,tr.ic.hlttt7 /itlrlct?~rtt/ric~t~L/rll [ 161. 

Enfin, Ic (5 )-0-mCthylsativali nc scmble pas modifier 
I’activitk polyphCnol-oxydasiquc. C‘ellr-ci semble IiCe aux 
processus de r&action de nombrcuscs plantes contre la 
parasitisme. Fllc s’accroit notammcnt chew le concombrc 
[ 181. certains L!,c~o(,~~~.sic,ttttt [ 1 Y]. Ic Popfthts ttw~ft/f~id~~s 
[20]. I1 cst done important quc le (& )-0-mCthylsativan. 
inhibant par ailleurs plusieurs fonctions enzymatiques 
Ivsantcs, n’entravc pas I’un dcs proccssus de dkfensc de 
l’hbte contre les agents pathogincs. 

PARTIE EXPERIMENTALE 

S~tu/Gsr du ( f )-0-tttc;rh!,lsuticutt. I’nc quantiti: dc 1.64 g 
(0,005 M) d’hydroxy-4 (dimkthoxq-?.4’ pht-nyl)-3 mbthoxy-7 
coumarine [13] dissoute dans du tktrahydrofurannz anhkdre 
a CtC traithe vcrs 0 . sous a7otc. par 0.7? mol de diboranne 
cn solution dans le tt:trahydrofuranne anhydrc. Aprk rctour 
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g la temptrature ambiante, le melange rtactionnel a Ct& agit& 
durant 24 hr. Le tCtrahydrofuranne a &t& alors Cvaport: sous 
vide et le rksidu oxydi: durant trois hr ZI la temperature 
ambiante par une solution de 1,l g de Na, Cr, O,, 0.8 ml 
de H,S04 et 4,5ml d’eau aprts addition de 300ml d’tther. 
La phase Cth&e est s&par&e et le rCsidu aqueux extrait de nou- 
veau & l’kther. Les solutions &h&r&es rCunies sont lavees B 
l’aide d’une solution aqueuse de bicarbonate de sodium suivie 
d’eau distill&e. La solution ith&Ce est s&h&e et &aporie. 
Apr?s chromatographie sur colonne de silice, une fraction pure 
correspondant au (f )-0-mtthylsativan est obtenue; ses car- 
actkristiques sont: P.F.: 101” (MeOH); analvse: +calculCe 
% = C 72, H 6,66; + trouvke k = C 71.85, h 6,78. spectre 
UV EtOH i_..: 211. 227. 280. 284. 289 nm (&oaulement). . . .Lln 

spectre IR: bandes i i615 et 15sO cm-‘; spectre kMN: void 
texte (rCsultats). 

Tests d’inhibition de croissance en microculture. La souche 
de Phytophthoru parasitica Dastur, employCe pour les tests 
d’inhibition, a Ctk isolke au Liban sur Lycopersicum esculen- 
turn. Les implants de 0,5 mm proviennent de thalles produits 
sur d&coction d’avoine gblos&e et glucosCe supplkmentke en 
thiamine. L’Ctude de l’inhibition est rtaliste dans un milieu 
synthetique liquide prkalablement dtcrit [21] auquel est incor- 
porCe une soln kthanolique de l’effecteur. L’incubation. a 30”, 
se dtroule pendant 96 hr dans des lames g concavite (Thomas) 
recouvertes d’une lamelle lut&e d la Vaseline. Puis les micro- 
cultures sont examinkes au microscope et transfirees sur le 
milieu ri base d’avoine indiquk ci-dessus. L’&entuelle reprise 
de croissance est apprtcike apr& une semaine d’incubation 
g 30”. 

Appriciation de l’inhihition des actiuitis enzymutiques. Toutes 
les ttudes sont rkalisCes $ 30”. j-glucosidase: Les essais sont 
rCalists suivant la mtthode de Reese er al. [22] avec le p- 
nitrophknyl-/I-D-glycopyranoside ;I 4 p. 100 dans un tampon 
citrate & 5 x 10e2 M de pH 5,5. L’activitk de l’enzyme est 
suivie en spectrophotom&rie d 410 nm. Hydrolases pectiques: 
Les Ctudes sont effect&es avec la “pectinase” (Fluka) dans 
un milieu k pH 5. tamponnt? par du citrate $ 5 x IO-’ M 
et en prL:sence de NaCl a 5 x IO-’ M. Le substrat est soit 
une pectine trbs mtthylke (ruban brun, Unipectine S.A.) soit 
du polypectate de sodium ou de l’acide polygalacturonique 
(Sigma). La quantitC de produits de d&gradation obtenus est 
mesurte. apres r&action avec l’acide thiobarbiturique, par spec- 
trophotomCtrie entre 490 et 520 nm [23]. Transeliminases pec- 
tiques: les m&mes substrats que ci-dessus sont d&grad& soit 
par une enzyme commerciale (Fluka) soit par des extraits de 
cultures de P. parasitica L’incubation se diroule dans le pre- 
mier cas B pH 6, dans le second a pH 7,5 en prtsence de 
CaCl, a 10m3 M. Ces r.&ultats sont contrBlis par I’apprCcia- 
tion de la quantiti: de groupes rkducteurs B l’acide thiobarbi- 
turique par spectrophotometrie entre 540 et 550 nm, et en 
UV par la mesure de l’accroissement de densite optique con- 
skcutif B la formation de doubles liaisons. entre 230 et 236 
nm [23]. PolyphCnol-oxydases: celles-ci sont extraites de 5 
varietts de tomate posskdant diffkrents genomes de rCsistance. 
Lcur activite est mesurte selon la mCthode de Fuchs [18] 

en suivant leur action. par spectrophotometrie ;I 400 nm. sur 
du pyrocat&hol B 0.50 p. 100 dans un tampon Mac Ilvaine. 
lO~‘M,~pH6. 
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