Phytochemistry, 1980, Vol. 19, pp. 1361-1363. Pergamon Press Ltd. Printed in England.

METABOLISME DU CHLORO-2 (p-CHLOROPHENYL)-3 PROPIONATE
DE METHYLE ET PROBLEME DE SELECTIVITE

V.Pontet G. F. CoLLET

Station fédérale de recherches agronomiques de Changins, CH 1260 Nyon, Switzerland

(Regu le 7 septembre 1979)

Key Word Imdex—Triticum; Avena;
phenyl)propionic acid methyl ester.

Gramineae;

herbicide; metabolism; 2-chloro-3-(p-chloro-

Abstract—The product of hydrolysis of the active principle of the herbicide Bidisine® is degraded in at least two
difterent ways. One way gives p-chlorobenzoic acid. The other, more important one, gives a conjugate with
L-cysteine, which is further oxidized. The ability to oxidize the conjugate provided a means of distinguishing

between susceptible and resistant plant species.

INTRODUCTION

Nous avons montré dans une récente publication [1]
la formation de S-(carboxy-1p-chlorophényl-2
éthyl)cystéine (3) a partir de l'acide chloro-2 (p-
chlorophényl)-3 propionique (2) provenant de la
saponification de la latiere active de la Bidisine®, le
chloro-2 (p-chlorophényi)-3 propionate de méthyle
(1). Nous avons aussi pu mettre en évidence, dans les
phases éthérées, a coté d’acide trihydroxy-2,3,4 ben-
zoique (4), de faibles quantités d’acide p-
chlorobenzoique (6).

Nous voulons établir les voies de dégradation de 1
et déterminer la relation entre le métabolisme et la
résistance du blé ou la sensiblité de la folle avoine,
telle qu’elle a été démontrée précédemment [2-4).
Nous avons utilisé pour cette comparaison le test
coléoptile (TC) et des cultures hydroponiques de
jeunes plantes aprés traitement foliaire.

RESULTATS ET DISCUSSION

Les valeurs trouvées pour [Pinhibition en %,
occasionnées par 1 sur I'élongation des coléoptiles de
Triticum aestivum en fonction de la concentration du
milieu (Tableau 1), montrent une concentration criti-
que (1x107* M) au-dela de laquelle 'inhibition s’ac-
croit brusquement pour aboutir rapidement a la mort
des cellules (effet ‘catastrophe’) [1]. Celle-ci est la
conséquence de la rupture de la membrane plasmique
[51

L’évolution de la radioactivité des phases aqueuses
et éthérées en fonction de I'accroissement de I'inhibi-
tion [1] (Tableau 1) suggére la formation, aisée
jusqu’au seuil de la ‘catastrophe’, d’'un composé de la
phase aqueuse dont la transformation en catabolites
de la phase éthérée devient rapidement difficile avec
Paugmentation de Ilinhibition. C’est pourquoi nous
avons isolé le composé 3 soluble dans I'eau obtenu in

vivo et 'avons administré A un test coléoptile de blé a
4,5%107° M. Au terme des 24 hr de test, 55% de la
radioactivité sont solubles dans I'éther et portent es-
sentiellement sur les composés plus polaires que 2, de
R; 0-0,23 (solvant A) déja mentionnés précédemment
[1]. Dans tous nos essais, ce domaine de R; comporte
généralement trois pics 2 0; 0,10 et 0,23 approxima-
tivement.

Dans le but de mieux caractériser ces composés,
nous avons soumis 3 une hydrolyse par la B-
glusosidase 'importante phase aqueuse (62%) prove-
nant du test coléoptile de bié a 10™° M: 9% de la
radioactivité de cette phase passent dans I'éther et
correspondent aux composés de R; 0-0,23 (solvant
A). Ces composés, parmi lesquels on retrouve le pro-
duit 4 (R, avec les solvants A: 0,10; B": 0,24, C: 0,70),
correspondent ainsi 4 des dérivés hydroxylés prove-
nant de 'oxydation de 3. En ce qui concerne I'acide
p-chlorobenzoique (6) trés peu abondant (1-3% de la
radioactivité totale), mis en évidence précédemment
[1], il se forme par scission oxydative de la double
liaison de I'acide p-chlorocinnamique trans (8§) prove-
nant de 2. Un test coléoptile de blé réalisé avec de
I'acide p-chlorocinnamique trans(3-'*C] a2 3x107* M
donne en effet de l'acide p-chlorobenzoique mais
aucun autre composé principal formé a partir de 1
(solvants A, A’ et B). On retrouve la moitié de la
radioactivité sous forme de produit de départ et seule-
ment 10% sous forme de produit 6 2 partir du test
effectué avec 5. En revanche, on ne retrouve pas de
dérivé 8 au terme des tests réalisés avec la matiére
active de la Bidisine. La situation est donc probable-
ment différente entre un test coléoptile utilisant le
composé 5 qui doit franchir la membrane plasmique et
un test réalisé a la méme concentration a partir de 1
qui se transformerait pour 1-3% seulement en § (puis
en 6) dans de cytoplasme. Koecher et al. [6] ont mis en
évidence la méme transformation sous I’action de mic-
roorganismes du sol. Nous pouvons donc écrire le
Schéma 1 qui suit.
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Tableau 1. Inhibition en% (+3%) de la croissance (test coléoptile TC) pour diverses concent-
rations de 1 et répartition des phases aqueuse et éthérée ainsi que de 2 non transformé en%
(£ 1%) de la quantité de 1 pénétrée

Concentration de 1 Inhibition Phase aqueuse Phase éthérée Produit
M) (%) (%) (%} 2 (%)
1x1073 13 48 42 4
3x 1073 17 49 41 3
1x107* 38 62 29 11
3x1074 89* — — —
8x107* 88* 7 81 79

*Coléoptiles morts.

On peut penser que la formation des glucosides est
réversible ainsi que nous I’avons montré A propos du
catabolite principal d’un autre herbicide, le MBT [7,
8] ou de composés naturels (phénols) {9]. Quant au
dérivé 3, autre produit de condensation, méme s’il ne
peut pas redonner le produit de départ, il représente
de méme un composé de détoxication temporaire,
capable aussi de former a nouveau des catabolites
solubles dans I’éther (liposolubles). Nous avons vu que
la formation de 3 n’est guére inhibée pourvu que la
cellule soit toujours vivante. En revanche, I'oxydation
de 3 est rapidement empéchée méme pour des inhibi-
tions modestes. On peut donc envisager une action de
2 sur le site responsable des oxydations. Ducruet et
Gauvrit (communication-personnelle) ont en effet mis
en évidence une désorganisation, sous ’action de 1, de
la membrane mitochondriale occasionnant en par-
ticulier un ralentissement des transferts électroniques.

Nous avons ensuite comparé ’action de 1 (dl) sur
deux graminées. Les résultats de tests réalisés sur des

Cl 1

Cl

Q/}(COOMe

coléoptiles ou des plantes entieres d’ Avena fatua et de
Triticum aestivum confirment la sensibilité de la folle
avoine observée en champ. Le Tableau 2 montre que
les coléoptiles d’ Avena sont environ 10 fois plus sensi-
bles que ceux de Triticum.

Au terme des tests coléoptiles, le composé 1 n’est plus
présent dans le milieu que sous forme saponifiée 2 [5].
Seule la radioactivité du milieu final du test coléoptile
d’Avena 3 10™* M provoquant rapidement la mort du
matériel n’est pas totalement extractible & I'éther
diéthylique; on retrouve dans ce milieu 3,5 fois plus de
composés radioactifs solubles dans I’eau que dans
I’extrait coléoptilaire correspondant. Ce fait confirme
I’éclatement de la membrane plasmique démontrée
précédemment [5] et la libération dans le milieu des
composés hydrophiles formés dans la cellule.

Les résultats obtenus 2 partir du traitement foliaire
de blé et de folle avoine 2 5x 10™* M de 1 confirment
ceux obtenus 3 partir des tests coléoptiles malgré la
disparité des valeurs due 2 I’hétérogénéité du matériel
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Schéma 1. Principales voies métaboliques de dégradation de la substance active de la Bidisine.



Métabolisme du chloro-2 (p-chlorophényl)-3 propionate de méthyle

Tableau 2. Inhibition en % (+3%) de I’élongation des coléoptiles (TC) de Triticum (T)
résistant et Avena (A) sensible pour 1x 1075 et 1x 107* M de 1, pénétration et répartition en
nmol/coléoptile (+2%) entre les principaux produits du métabolisme
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Phase
Conc. de 1 Inhibition Produit aqueuse
M) (%) Pénétration 2 dont 3 R, 0-0,23
1%10-5 T 13 220 0,08 1,06 0,85
A 70 0,82 0,10 0,53 0,13
1% 10-* T 38 11,58 1,26 7,13 0,40
A 100* 1,78 1,40 0,21 0,02

*Coléptiles morts,

et 2 la difficulté d’obtenir des pénétrations reproducti-
bles. On constate néanmoins toujours chez Avena un
ralentissement du métabolisme affectant surtout la
transformation de 3. Etant donné la difficuité de cal-
culer des erreurs statistiques, nous ne donnerons, 2
titre d’exemple, que quelques valeurs rapportées au
poids sec relatives aux teneurs des principaux produits
du métabolisme. Ainsi, 24 hr aprés le traitement
foliaire, on retrouve, chez le blé, 0,28 pmol/g de 3 et
0,40 pumol/g de composés de R; 0-0,23; I'extrait de
folle avoine correspondant donne respectivement 0,83
et 0,02 pmol/g. La proportion de la radioactivité qui
intéresse le composé 3 retrouvé et ses produits d’oxy-
dation est toujours supérieure 3 50% (jusqu’a 89%);
ce fait indique que la formation de 3 n’est pas
dépendante de la stéréochimie. Il faut de plus dissocier
le site d’action catastrophe situé dans la membrane [5]
et le site de détoxication; ce dernier, qui fait intervenir
un composé hydrophile (cystéine ou glutathion [10]),
est probablement situé dans le cytoplasme.

On constate donc, en ce qui concerne le
métabolisme de 1, que la différence entre plante sensi-
ble et résistante n’est pas d’ordre qualitatif (Tableau
2). Elle se traduit avant tout, chez la plante sensible,
par une transformation plus difficile du composé 3. La
formation de ce produit de condensation demeure
toujours facile pourvu que les tissus soient vivants. Sur
le plan du métabolisme, la différence entre les deux
types de plantes est donc peu marquée; elle traduit
certainement la difficulté d’utilisation pratique de la
Bidisine®.

PARTIE EXPERIMENTALE

La firme Bayer a Leverkusen nous a fourni le chloro-2 (p-
chlorophényl)-3 propionate de méthyle[3-'*C] (1), substance
active de la Bidisine®. Le dérivé saponifié [3-1*C] (2) a été
obtenu par hydrolyse de 1. Le test coléoptile (TC) et les

extractions qui suivent ont été décrits ailleurs [1]. Les traite-
ments foliaires (stade 3 feuilles) ont été réalisés en im-
mergeant le matériel dans la solution de 1 additionée de
mouillant (Tween 80). Au terme des essais, le matériel
lyophilisé a été extrait avec le mélange MeOH-H,0 50%.
On sépare les produits solubles dans I'H,O des produits
solubles dans I'éther diéthylique. Les analyses chromatog-
raphiques ont été réalisées sur couche mince de gel de silice
HF254 de Merck. Nous avons utilisé les solvants: CHCIl,~
MeOH-HOAc-H,0, A=85:20:1:3; A’=85:40:4:10;
CHC1,-MeOH-H,0, B=64:36:8; B'=50:47:14; CHCl;~
MeOH-NH, 17%, C = 20:20: 10. La détection des composés,
radioactifs ou non, a déja été décrite [1].
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