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Liste des abréviations

La liste ci-dessous contient les abréviations utilisées hors-articles. Les termes en

anglais sont en italique.

Acronyme Définition

ABC Cassette liant I'ATP (ATP-binding cassette)
ACP Protéine porteuse d’acyle (acyl carrier protein)
ADN Acide désoxyribonucléique
AG Acide gras
ALS Acétolactate synthase
ATP Adénine triphosphate
CaM Calmoduline
CESA CELLULOSE SYNTHASE A
CscC Complexe cellulose-synthase
DCM Dichlorométhane
DCMU 3-(3,4-dichlorophényl)-1,1-diméthylurée
DEAD Azodicarboxylate de diéthyle
DIBOA 2,4-Dihydroxy-1,4-benzoxazinone
DMF N,N-Diméthylformamide
DMSO Diméthylsulfoxyde
DXS 1-désoxy-p-xylulose 5-phosphate synthase
EDDA Acide éthylenediaminediacétique
EPSPS 5-Enolpyruvylshikimate-3-phosphate synthase
FAS Acide gras synthase (fatty acid synthase)
FAT Acide gras thioestérase (fatty acid thioesterase)
FLP Paire frustrée de Lewis (frustrated lewis pair)
GC Chromatographie phase gazeuse
GS Glutamine synthase
HPLC Chromatographie phase liquide haute pression
HPPD 4-hydroxyphénylpyruvate dioxygénase
HRAC Comité d'action sur la résistance aux herbicides (Herbicide resistance action committee)
HST homogentisate solanésyltransférase
Kow Coefficient octanol-eau
LC Chromatographie liquide
LED Diiode émettrice de lumiére (Light emitting diiode)
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LHC Antenne collectrice de lumiére (Light-harvesting complex)
MBOA 6-méthoxy-2-benzoxazolinone
MOM méthoxyméthyl
MS Spectrométrie de masse
NADH Nicotinamide adénine dinucléotide réduit
NADP Nicotinamide adénine dinucléotide phosphate
NADPH Nicotinamide adénine dinucléotide phosphate réduit
PCA Analyse en composante principal (principal component analysis)
PDS Phytoéne désaturase
PMM Plateforme Métabolique-Métabolome
PPO Protoporphyrinogéne oxydase
PSI Photosysteme |
PSlI Photosystéme |l
RMN Résonance magnétique nucléaire
ROS Espéce réactive de I'oxygeéne (reactive oxygen species)
RubisCo Ribulose-1,5-bisphosphate carboxylase/oxygénase
TBAF Fluorure de tétra-n-butylammonium
THC A9-tétrahydrocannabinol
THF Tétrahydrofurane
THP Tétrahydropyranyl
TMEDA Tétraméthyléthylenediamine
TOF Temps de vol (Time of flight)
TSCF Transpiration Stream Concentration Factor
uQ Ubiquinone
uv Ultra-violet
VLCFA Acide gras a trés longue chaine
XDH Xanthine déshydrogénase
X0 Xanthine oxygénase
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Correspondance des numérotations entre le
chapitre | et le chapitre Il
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Introduction générale

Introduction générale

| Molécules d’origine naturelle et phytotoxicité.

.1 Les métabolites spécialisés, des composés naturels aux roles multiples

Le métabolisme des plantes, et plus généralement de tout organisme vivant, assure
'ensemble des fonctions vitales a 'organisme. D’un c6té, le métabolisme dit primaire regroupe
les métabolites nécessaires a la constitution et au fonctionnement des cellules. Les sucres,
acides gras, bases nucléiques, et acides aminés font partie de ce métabolisme. lls participent
a la constitution des parois et membranes cellulaires, protéines et réserves d’énergie
essentielles. Le métabolisme primaire est conservé entre especes végétales, malgré quelques
spécificités apparues au cours de I'évolution (Maeda, 2019). D’autre part, le métabolisme dit
secondaire ou spécialisé fait référence au métabolisme de molécules ayant des fonctions
spécifiques, associées a la défense, a la reproduction ou a la communication (Pott et al., 2019).
Bien que I'abondance de ces métabolites spécialisés soit faible (souvent <1% de la masse en
carbone) (Bourgaud et al., 2001), ils jouent des réles biologiques essentiels en dépit du colt
énergétique lié a leur biosynthése. Le métabolisme spécialisé est caractérisé par une trés
grande diversité structurale, variable en fonction de I'espéce, de l'organe, ou du tissu étudié,

et pouvant fluctuer en fonction des conditions environnementales (Kroymann, 2011).

Au sein de ces métabolites spécialisés, Harborne définit trois classes chimiques
majeures : les terpenes, les composés phénoliques et les alcaloides (Harborne, 1999). Cette
classification, large et incompléte, cache une diversité structurale importante. En effet, il
conviendrait d'ajouter les polycétides a cette liste, et d’'affiner la définition d'un alcaloide,
centrée autour de la présence d'un azote (basique), et ne tenant pas compte de son origine
biosynthétique. Plusieurs dizaines de milliers de molécules issues d’espéces végétales ont
ainsi été répertoriées et ne représenteraient qu’une fraction des composés naturels existant
réellement (Kroymann, 2011; Wink, 2010). Outre leur diversité, certains composés spécialisés
sont également particulierement abondants. Par exemple, la lignine est la deuxiéme molécule
organique la plus abondante sur Terre, principal constituant du bois (Bajwa et al., 2019). La
lignine est un polymére de phénylpropanoides polyphénoliques (structure monomérique de
type Cs-Cs). Sa biosynthese est issue de la phénylalanine et de la tyrosine (Liu et al., 2018).
La lignine participe grandement au maintien de la structure et de la rigidité des plantes. D’'une
maniére intéressante, ce métabolite spécialisé intervient également dans la protection face a

des pathogénes invasifs tels que les nématodes (Ithal et al., 2007).
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L’'une des fonctions majeures des métabolites spécialisés est de contribuer a la
plasticité de la plante face aux stress biotiques (pathogénes, herbivores) ou abiotiques (stress
hydrique, thermique, carences en nutriments, rayonnements UV) (Marone et al., 2022). Les
plantes étant des organismes pour la grande majorité immobiles, leur adaptation aux
conditions environnementales repose sur la production d’une grande variété de molécules
permettant leur croissance, leur protection, leur communication et leur reproduction (Pott et
al., 2019). Ainsi, certaines espéces végeétales, en compétition pour l'utilisation des nutriments
dans le sol, peuvent produire des métabolites spécialisés dits allélopathiques leur permettant
d’influer sur leur environnement biotique. Une substance allélopathique peut étre constituée
d'un ou de plusieurs composés secrétés, ayant un effet bénéfigue ou délétere, direct ou
indirect, sur d’autres organismes (Rice, 1985). Dans la plupart des exemples, le terme
« allélopathie » fait référence a des effets délétéres (Inderjit and Duke, 2003). Dans la suite de
ce manuscrit, le terme « allélopathie » sera pris au sens de l'interaction chimique entre une
plante secrétant une molécule phytotoxique, et d’autres espéces végétales cibles (Duke,
2015). Le terme « phytotoxicité » associé a une molécule naturelle (phytotoxine) pourra quant
a lui traduire linhibition de la germination, de la croissance, ou tout effet défavorable au
développement de la plante cible, pouvant aller jusqu'a sa mort (Baumgarten and Spiegel,
2004).

1.2 Métabolites secondaires phytotoxiques et allélopathie

Les molécules phytotoxiqgues produites par une plante allélopathique peuvent
directement affecter les plantes cibles (Figure 1). Cette interaction moléculaire directe entre
deux organismes est a l'origine de la définition de I'allélopathie. Le noyer (genre Juglans) est
un exemple classique de plante allélopathique. Cet arbre produit en effet une naphtoquinone
phytotoxique, la juglone (Davis, 1928). Cette molécule est a la fois sécrétée au niveau des
racines et exsudée des résidus végétaux en décomposition (feuilles, écorces), sous forme
naphtalene-1,4-diol, glycosylé ou non (Figure 1) (Soderquist, 1973; Strugstad and
Despotovski, 2012). Au contact de 'oxygéne de l'air, les formes réduites sont oxydées en
juglone, phytotoxique (Medic et al., 2022).
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Figure 1 : Schéma synthétisant les différentes voies d’allélopathie directe via ’exemple de la
juglone

La libération de molécules allélopathiques vers une plante cible passe par des voies de diffusion telles que la
lixiviation par la pluie, la libération de composés phytotoxiques par la décomposition des résidus de la plante
allélopathique, la diffusion d'exsudats allélopathiques depuis les racines dans la rhizosphere, et la sécrétion de
molécules volatiles organiques. Par exemple, les précurseurs non-toxiques de la juglone sont présents in planta et

subissent une oxydation une fois a I'air libre générant la juglone phytotoxique. (Adapté de Zhang et al., 2021)

La juglone induit la génération d’espéces réactives de 'oxygéne (ROS) au niveau des
racines des autres plantes, conduisant a I'oxydation de leurs protéines et ADN et a leur mort
(Hejl and Koster, 2004; Bolton et al., 2000; Widhalm and Rhodes, 2016). Si la production de
juglone est constitutive, la réponse allélopathique peut aussi étre activée par la présence
d’espéces végétales concurrentes. Par exemple, la réponse allélopathique de Fagopyrum
esculentum est induite par la présence d’Amaranthus retroflexus et conduit a l'inhibition de la
croissance de cette espéece (Gfeller et al., 2018). Bien que des modifications de la composition
chimique des exsudats racinaires de F. esculentum en présence d’A. retroflexus aient été

détectées, la nature de la ou des molécule(s) bioactive(s) reste inconnue (Gfeller et al., 2018).

L’effet allélopathique peut également étre indirect. D’'une part, les molécules produites
peuvent modifier des paramétres physico-chimiques de I'environnement (pH, disponibilité en
nutriments) et induire ainsi un stress abiotique. Les monoterpénes et terpénoides ont par
exemple été mis en lumiére pour leur inhibition de la minéralisation de I'azote et de la
nitrification par certains micro-organismes, réduisant ainsi la disponibilité en azote pour les
végétaux (White, 1994, 1986). D’autre part, elles peuvent agir en modifiant le microbiote de la
rhizosphére (Inderjit and Duke, 2003; Inderjit and Weiner, 2001; Scavo et al., 2019). C’est le

cas de certains composés benzoxazinoides issus de Poacées telles que le mais, se dégradant
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en 6-methoxybenzoxazolin-2-one (MBOA) ou benzoxalin-2-one (BOA). Le MBOA est une
molécule aux propriétés phytotoxiques agissant de maniére directe sur I'activité de I'a-amylase
ainsi que sur l'intégrité des mitochondries et des chloroplastes (Kato-Noguchi and Macias,
2008, 2005). Cependant, le MBOA module également la composition du microbiote de la
rhizosphére, corrélée a une amélioration de leur défense, ce qui entraine une diminution de la
croissance notamment de la génération suivante chez le mais (augmentation de
phytohormones défensives, i.e. I'acide salicylique et I'acide jasmonique) (Hu et al., 2018;
Schandry and Becker, 2020). Les MBOA et BOA bien que plus stables que leurs précurseurs
benzoxazinoides, se dégradent également par I'action du microbiote de la rhizosphére en 2-
amino-7-methoxy-3H-phenoxazin-3-one (AMPO) et 2-amino-3H-phenoxazin-3-one (APO)
respectivement (Macias et al., 2006, 2009). Ces produits de dégradation, APO et AMPO, sont
également des molécules avec un fort potentiel phytotoxique, et retrouvés au sein de plantes
cibles d’une action allélopathique. La phytotoxicité de 'APO et AMPO a été corrélée avec leur
capacité a perturber lI'expression des génes par l'inhibition d’histone déacétylases et histone

acétyltransférases (Macias et al., 2014; Venturelli et al., 2015).

Il est important de noter que la phytotoxicité d’une molécule d’origine naturelle
n'implique pas nécessairement un rbéle dans un processus allélopathique (Duke, 2015). En
effet, de nombreux métabolites ont été caractérisés comme phytotoxiques sans qu’un réle
allélopathique ne leur soit associé. C’est en particulier le cas de substances phytotoxiques qui
ne sont pas excrétées par la plante. Si la fonction biologique in planta de ces molécules, et a
fortiori leur rble écologique potentiel, sont souvent inconnus, leur activité phytotoxique peut en
revanche s’avérer trés précieuse, tant d’'un point de vue fondamental qu’appliqué. En effet, le
décryptage des mécanismes responsables de la bioactivité de ces molécules, mais également
de molécules phytotoxiques de synthése, est susceptible d’apporter des éléments essentiels
a la compréhension des processus biologiques et biochimiques. D’autre part, ces molécules
d’origine naturelle présentent une immense diversité structurale et des propriétés chimiques
potentiellement originales (Beffa et al., 2019; Gandy et al., 2015; OrSoli¢ et al., 2021). Leur
potentiel de valorisation dans le domaine phytosanitaire, en vue du développement de

nouveaux herbicides, est de fait trés important (Cantrell et al., 2012; Dayan and Duke, 2014).

Il Facteurs modulant I’activité phytotoxique

Que ce soit dans un cadre écologique (allélopathie) ou lors d’une application artificielle
(herbicide), l'effet phytotoxique d’'une molécule est conditionné par différents facteurs,

susceptibles de moduler sa bioactivité. Ces facteurs incluent les caractéristiques et efficacité
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de son absorption, de sa translocation et de sa métabolisation éventuelle au sein de la plante
avant d’atteindre sa cible (Zimdahl, 2007). Ces paramétres sont également étroitement liés
aux caractéristiques de la plante cible elle-méme (génétique, état de développement, état
physiologique).

II.L1  Interactions au sein de la rhizosphere et de la phyllosphére

Une composante importante de la phytotoxicité est l'interaction de la molécule active
avec le milieu. Dans le cas de composés excrétés par le systéme racinaire, la matrice
complexe du sol, riche en molécules organiques, minérales et en microorganismes, peut
affecter sa stabilité ainsi que sa diffusion vers la plante cible. Une étude réalisée sur des
composés phénoliques allélopathiques exsudés par Centaurea maculosa Lam., dont la
catéchine, montre leur dégradation, aprés sorption et oxydation dans des sols sableux et
limoneux (Tharayil et al., 2008). Dans ces conditions les composés phénoliques polymérisent
en réaction avec les minéraux du sol et perdent leur phytotoxicité (Tharayil et al., 2006; Wang
et al.,, 1978). En outre, les molécules présentes dans le sol peuvent étre lixiviées en
profondeur, hors de la rhizosphére, en fonction des précipitations ou de I'arrosage. Un exemple
de I'impact de la lixiviation des composés phytotoxiques concerne la luzerne (ou alfafa), une
plante autotoxique dont les composés exsudés ont un effet allélopathique sur la descendance
(Jennings and Nelson, 1998). Cette autotoxicité intergénérationnelle differe en fonction de la
texture du sol, en relation avec la quantité de composé allélopathique lixivié. L’efficacité des
composés phytotoxiques est donc également fortement impactée par les pratiques de culture
comme le labour qui favorisent la lixiviation (Chauhan et al., 2006; Elliott et al., 2000). Par
ailleurs, le microbiote du sol module également la biodisponibilité et la rémanence des
composés dans le sol. Par exemple, la sorgoléone, une quinone phytotoxique présente dans
les exsudats de racines de Sorgho, peut étre détectée dans le sol plusieurs semaines apres
récolte (Weston and Czarnota, 2001). En revanche, sa présence est rapidement indétectable
dans des sols ou sont présents des micro-organismes utilisant ce composé comme source
d’énergie (Gimsing et al., 2009). Cet exemple illustre la capacité de certains microorganismes
du sol a métaboliser des composés phytotoxiques, réduisant ainsi leur disponibilité et leur

rémanence dans le sol, et leur bioactivité.

Au niveau de la phyllosphere, I'interaction avec la surface foliaire est déterminante pour
assurer la pénétration ultérieure de la molécule. Cette surface est constituée par la cuticule,
dont les composants (cutine, cires) sont trés hydrophobes. Les molécules phytotoxiques
naturelles pénétrant au niveau foliaire sont essentiellement volatiles et hydrophobes et

interagissent facilement avec la cuticule (Gil et al., 2022). En revanche, cette problématique
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est centrale pour les herbicides de synthése, souvent hydrosolubles, utilisés en application
foliaire. L’adhérence est alors modulée par la température et 'humidité qui influent sur la
viscosité de la cuticule et sur son hydratation (Zimdahl, 2007). Il est néanmoins souvent
nécessaire d’'ajouter a la formulation des herbicides commerciaux des adjuvants (mouillants,

tensio-actifs) qui augmentent 'adhérence aux surfaces foliaires.

.2 Caractéristiques de la plante cible

Les caractéristiques génétiques de la plante cible sont un facteur déterminant pour la
phytotoxicité, a la base de la sélectivité de nhombreux herbicides. Le lien entre sélectivité et
génétique a été particulierement bien décrit pour le tepraloxydim, un herbicide spécifique des
Monocotylédones, ciblant I'acétyl-coenzyme A carboxylase. En effet, si cette enzyme est
présente chez les Monocotylédones et les Dicotylédones, lisoforme retrouvée chez les
Monocotylédones est particulierement affine pour le tepraloxydim, rendant les plantes
sensibles a ce composé (Rendina and Felts, 1988). Au-dela des spécificités génétiques, la
sensibilité de la plante est dépendante de son état physiologique, en relation étroite avec son
stade de développement. (Shen et al., 2023). Ainsi, le tepraloxydim et d’autres herbicides
affectant sélectivement les Monocotylédones sont plus efficaces sur des plantes adultes
(Rendina and Felts, 1988; Riemens et al., 2009). En revanche, des herbicides non-sélectifs
comme le glyphosate ou le glufosinate sont particulierement actifs appliqués sur de jeunes
plantes (Marrs et al., 1991, 1989; Riemens et al., 2008; Ruiter et al., 2000). Ces différences
peuvent faire intervenir des caractéristiques structurales (cuticule, lignification) rendant la

pénétration plus ou moins facile.

.3 Pénétration au niveau racinaire et foliaire

Au niveau foliaire, en plus de former une surface limitant 'adhérence, la cuticule
recouvrant les cellules épidermiques est la premiere barriere a la pénétration de molécules
phytotoxiques (Kirkwood, 1999; Srivastava, 2002; Xu et al., 2011). Cette pénétration est
dépendante des propriétés physico-chimiques de la molécule, de la perméabilité de la cuticule
et des facteurs abiotiques de I'environnement. Comme mentionné, la cuticule est composée
en majorité de cutine, un polyester contenant des acides gras hydroxylés & 16 ou 18 carbones,
et de cires riches en acides gras a longues chaines (Jeffree, 2006). De plus, la paroi des
cellules épidermiques, composée de polysaccharides hydrophiles (cellulose, hémicelluloses,

pectines) forme également une barriére physique (Figure 2) (Khanal and Knoche, 2017). Pour
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traverser cette structure complexe, la lipophilie de la molécule phytotoxique (représentée par
le coefficient de partage octanol-eau, log P ou log Kow) et sa solubilité dans 'eau (log S) sont
des parameétres importants (Baker et al., 1992; Kerler and Schonherr, 1988). Ainsi, les
molécules les plus hydrophobes (log P élevé), sont susceptibles de traverser plus facilement
la cuticule. A l'inverse, lors d’une application foliaire, 'absorption des molécules hydrophiles
est plus variable, en particulier a cause de leur potentielle lixiviation a l'arrosage (Zimdahl,
2007). Néanmoins, d’autres facteurs comme la masse molaire ou le potentiel d’ionisation
modulent également le processus d'absorption (Baker et al., 1992; Kerler and Schoénherr,
1988).

Alinverse de ce qui est observé dans les organes aériens, les molécules phytotoxiques
hydrosolubles sont plus facilement absorbées au niveau racinaire. L’absorption s’effectue
conjointement a la nutrition hydro-minérale et dépend donc du flux transpiratoire (Shone et al.,
1974). Elle est donc modulée par 'ensemble des facteurs environnementaux qui impactent
l'intensité transpiratoire (lumiere, température hygrométrie) (Marschner, 2011). Le facteur
TSCF (pour Transpiration Stream Concentration Factor) définit la capacité d’'une molécule
organique a étre absorbée par les racines et transportée vers la tige et les feuilles en relation
avec l'intensité transpiratoire. Les molécules organiques possedent un TSCF moins élevé que
celui de 'eau (TSCF = 1), en raison de leur interaction avec les lipides membranaires. Le
TSCF est souvent associé au log P dans des études empiriques de I'absorption de composés
organiques par les racines. Néanmoins, cette mise en relation semble sous-estimer la capacité
d’absorption de molécules organiques polaires et hydrosolubles (Briggs et al., 1982; Burken
and Schnoor, 1998; Hsu et al., 1990). Ainsi, il ne semble pas exister de relation claire et
systématique entre le TSCF et le log P (Dettenmaier et al., 2009). De plus, si les
caractéristiques chimiques de la molécule sont importantes pour son absorption, de nombreux
paramétres intrinséques a la plante, comme le volume des racines, du xyléme, la transpiration
ou encore le pH de différents organelles, interviennent également dans la capacité
d’absorption et modulent la phytotoxicité (Trapp, 2000). Ainsi, la toxicité différentielle observée
pour l'acide 2,4-dichlorophénoxyacétique (2,4-D) vis-a-vis de la tomate (Solanacées) et du
pois (Fabaceées) serait directement associée a des cinétiques d'absorption différentes, rapide
chez I'espéce sensible (tomate) et lente chez I'espéce tolérante (pois) (Fang, 1958). Cet
exemple illustre le réle déterminant de I'absorption pour la phytotoxicité, et dans certains cas,
la sélectivité d’action (Zimdahl, 2007).

Quel que soit l'organe, la majeure partie des cibles moléculaires des composés
phytotoxiques étant intracellulaire, le composé doit pénétrer la cellule au travers de la

membrane plasmique. Ce franchissement peut se faire par diffusion simple ou par un transport
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facilitée, grace a des transporteurs de type ABC (ATP-Binding Cassette) (Sterling, 1994). La
membrane plasmique étant formée d’une bicouche lipidique, elle peut étre traversée par
diffusion simple par molécules lipophiles non-ioniques. Cependant, certains herbicides
lipophiles ionisés ou certains acides faibles peuvent aussi diffuser de maniére passive au
travers de la membrane. En revanche, la plupart des molécules ionisées ou peu lipophiles,
nécessitent la présence de transporteurs. Par exemple, la mutation du transporteur de la
membrane plasmique AtPDR11, qui participe au transport de paraquat, réduit fortement la
sensibilité d’Arabidopsis a ce composé (Xi et al., 2012). Au sein de la cellule, les propriétés
chimiques des composés influent également sur leur localisation subcellulaire finale. De fagon
générale, les bases faibles sont préférentiellement relocalisées vers les vacuoles (pH acide)
tandis que les acides faibles restent dans le cytoplasme, ou transitent vers le chloroplaste, a
la lumiere (Heldt et al., 1973; Sterling, 1994; Werdan et al., 1975).

cuticule {

pectine
paroi = 51 Z . hémicellulose
cellulaire 7/ L ‘l‘ W
=
: Y
membrane
plasmique

Figure 2 : Schéma de la paroi cellulaire végétale

.4  Translocation au sein de la plante

La possible mobilité d’'un composé phytotoxique au sein de la plante va largement
impacter ses effets sur la physiologie et le développement, leur intensité et leur globalité. On
distingue ainsi des composés peu mobiles, e.g. glufosinate, a action locale limitée a la zone
d’absorption (herbicides de contact), de composés mobiles, e.g. glyphosate, a action
systémique (herbicides systémiques). Ces derniers peuvent étre transportés par les tissus
conducteurs (xyleme et/ou phloéme) et leur effet systémique intégrera leur vitesse de
translocation (quelques heures a plusieurs jours) au sein de la plante (Figure 3) (Nandula and
Vencill, 2015). Comme évoqué précédemment, la vitesse de circulation étant dépendante de

l'intensité transpiratoire (xyleme) et de 'activité métabolique -photosynthétique en particulier-
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(phloéme), la propagation systémique de la phytotoxicité est largement modulée par les
facteurs environnementaux régulant ces parametres (lumiére, température, hygrométrie)
(Coetzer et al., 2001; Zhou et al., 2020)

Photosynthates (o) —~
et herbicide systémique (®) .___ ”

Transport et diffusion
des photosynthates

—— Transpiration

Phloéme — | «33* 43 | — Xyléme

Absorption et
—— translocation par
transpiration

Diffusion

Nutriments (#)

| o% k et herbicide systémique (®)

bio

rivore

Figure 3 : Schéma du transport d'herbicide systémique

I.5 Métabolisation, conjugaison et séquestration

BN

L’efficacité d’'une molécule phytotoxique peut étre modulée in planta suite & sa
métabolisation. La métabolisation conduit le plus souvent a une réduction de la dose active
présente dans les tissus, par la dégradation de la molécule ou par sa conversion en un dérivé
biologiguement inactif (conjugaison). Une molécule phytotoxique peut ainsi étre détoxifiée par
un processus d’activation, puis de conjugaison (Coleman et al., 1997). La phase d’activation
passe fréquemment par une oxydation catalysée par les cytochromes P450, bien que
certaines amidases ou estérases puissent également participer a ce processus. Si la molécule
possede déja une fonction chimique permettant une conjugaison avec un métabolite, la phase
d’activation n’est pas nécessaire. Certaines molécules phytotoxiques telles que I'atrazine ou
la patuline peuvent étre directement détoxifiées par O-méthylation (Lu et al., 2016; Wang et
al., 2019). A l'inverse, certaines molécules appliquées sous formes d’esters biologiquement

inactifs ("pro-herbicide") peuvent étre hydrolysées par des estérases in planta, générant ainsi
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un dérivé phytotoxique (Cummins and Edwards, 2004; Gershater et al., 2007; Haslam et al.,
2001). La clomazone serait également un pro-herbicide (Matsue et al., 2010) métabolisé in
planta en 5-cétoclomazone, un inhibiteur de la 1-désoxy-D-xylulose 5-phosphate synthase
(DXS). L'inhibition de cette enzyme de la voie de biosynthése des caroténoides par la 5-
cétoclomazone serait responsable de la phytotoxicité de la clomazone (Ferhatoglu and Barrett,
2006; Lichtenthaler et al., 2000; Mueller et al., 2000).

La conjugaison avec des sucres ou avec le glutathion consécutive aux réactions
d’activation permet la détoxication de hombreuses molécules (Coleman et al., 1997). Outre
une moindre toxicité de la forme conjuguée, cette étape conduit fréquemment a la
compartimentation de la molécule vers les vacuoles ou a son excrétion vers I'apoplasme. De
maniere générale, les composés phytotoxiques conjugués sont isolés a lintérieur des
vacuoles, évitant ainsi tout contact avec les cibles moléculaires responsables de leur
phytotoxicité (Macias et al., 2003). La conjugaison et/ou la compartimentation permettent aussi
aux plantes de stocker des composés allélopathiques en limitant leur autotoxicité. L'exemple
des benzoxazinones et benzoxazolinones, présentes chez de nombreuses Poaceae et chez
certaines Acanthaceae, Scrophulariaceae, ou Ranunculaceae (Niemeyer, 2009), illustre
'ensemble de ces mécanismes (Figure 4). Bien que leur mode d’action reste encore a clarifier,
leur biosynthése et leur détoxification ont été décryptés chez le mais (Frey et al., 2009; Meihls
etal., 2013). La biosynthése de ces composés est initi€ée dans le chloroplaste par la conversion
d’'une molécule d’indole-3-glycérophosphate en indole. Cette molécule est ensuite
métabolisée par quatre cytochromes P450 en 2,4-dihydroxy-7-methoxy-2H-1,4-benzoxazin-
3(4H)-one (DIBOA), puis conjuguée a une molécule de glucose. Cette étape de glycosylation
est considérée comme un mécanisme évitant toute autotoxicité et facilitant sa
fonctionnalisation en de nouveaux benzoxinoides, par des enzymes cytosololiques (Wouters
et al., 2016). Les benzoxinoides glycosylés sont ensuite stockés dans la vacuole ou aucune
glycosidase n’est présente. En effet, les B-glycosidases pouvant cliver la liaison glycosidiques
ne sont présentes que dans la paroi, les chloroplastes ou le cytosol (Nikus et al., 2001). Lors
d’'une blessure ou lorsque les composés sont exsudés par les racines, les B-glycosidases
entrainent liberent des aglycones de benzoxinoide, & activité allélopathique. Par ailleurs,
plusieurs espéces veégétales utilisent ce mécanisme de glycosylation via des

glycosyltransférases pour réduire la phytotoxicité de ces benzoxinoides (Schulz et al., 2005).
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Figure 4 : Biosynthése et métabolisation des benzoxinoides au sein d'une cellule végétale (adapté
de Wouters et al., 2016)

Il Principaux modes d’action des composés phytotoxiques

Le mode d’action d’'une molécule phytotoxique résulte soit de l'inhibition d’enzymes,
soit de dommages provoqués a des composants structuraux. Plusieurs classifications
dépendant du mode ou du site d’action des composés phytotoxiques ont été proposées
(Dayan, 2019; Dayan and Duke, 2014; Zimdahl, 2007). Bien que non-exhaustives, ces
classifications donnent une vue d’ensemble de la diversité des cibles moléculaires affectées
par ces composés. Ces cibles interviennent dans des processus essentiels pour la croissance
et le développement des plantes tels que la production d’énergie, le métabolisme, le maintien
des structures cellulaires ou la transcription et sa régulation au sein des cellules végétales. La
suite de ce paragraphe présentera différents exemples de processus biologiques affectés par

des molécules phytotoxiques et les mécanismes responsables de ces effets.
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lll.1  Effets sur la photosynthése

La photosynthése, avec la respiration mitochondriale, est le processus primordial pour
la production d’énergie au sein de la plante. C’est aussi le processus central du métabolisme
carboné des végétaux, fournissant les précurseurs nécessaires a I'élaboration de la structure
et au fonctionnement de la plante. De ce fait, la perturbation de I'activité photosynthétique a
des conséquences majeures et multiples sur la croissance et le développement, pouvant étre
létales. Ainsi, l'activité phytotoxique d’'une molécule, naturelle ou de synthése, est le plus
souvent associée, directement ou indirectement, a une réduction des capacités
photosynthétique de la plante, qui peut étre la cause ou la conséquence de cette phytotoxicité.
Ce paragraphe se focalisera sur la photosynthése en tant que cible directe de molécules

phytotoxiques naturelles ou de synthése.

L’ensemble du processus photosynthétique se déroule au sein du chloroplaste. Les
réactions associées a la conversion de I'énergie lumineuse en énergie chimique (ATP) et en
pouvoir réducteur (NADPH,H"), i.e. phase photochimique, se déroulent dans la membrane des
thylakoides et font intervenir les intermédiaires de la chaine de transfert des électrons
chloroplastique. Elles s’accompagnent de la libération de dioxygéne. Les réactions associées
a la fixation du CO., a la synthése de 3-phosphoglycérate et a la régénération de I'accepteur
primaire de CO. (ribulose 1,5-bis-phosphate), i.e. phase biochimique, font intervenir la
Ribulose 1,5-bis-phosphate CarboxyOxygénase (RubisCO) et les enzymes du cycle de Calvin-
Benson-Bassham et ont lieu, quant & elles, dans le stroma. Les intermédiaires de la chaine de
transfert des électrons chloroplastique, et en particulier les deux photosystemes PSI et PSI|
(Stirbet et al., 2020), sont les principales cibles des composés affectant la photosynthese,
(Figure 5).

PSI et PSIl présentent des structures analogues, composées de deux protéines
coordonnant un dimére de chlorophylle a formant le centre réactionnel, et, a leur périphérie,
d’'un ensemble de pigments (chlorophylles, caroténoides, xanthophylles) et de protéines
constituant I'antenne collectrice (Light-Harvesting Complex, LHC). Cette derniére permet la
collecte de I'énergie lumineuse et sa canalisation vers le centre réactionnel (Caffarri et al.,
2014; Fromme et al., 2006; Scheller et al., 2001).
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Figure 5 : Schéma de la chaine de transfert d’électron photosynthétique.

La fleche en pointillée correspond au trajet des électrons au sein de la chaine. PSII, photosysteme Il ;

PQ, plastoquinone ; Cyt bef, complexe cytochrome bgf ; PC, plastocyanine ; Fd, ferrédoxine.

Dans le cas du photosystéme Il (PSlI), les deux protéines, D1 et D2, trés homologues,
coordonnent un dimére de chlorophylle a (P680), présentant un maximum d’absorption a 680
nm. L’excitation du P680 par I'énergie lumineuse entraine le transfert d’'un électron vers une
molécule de phéophytine, située au sein de la protéine D1. Cet électron est ensuite transféré
a une plastoquinone, fixée dans la poche réactionnelle Qa de la protéine D2, puis a une
plastoquinone située dans le site Qg, sur la protéine D1. Dans le méme temps, le complexe
Mn4sCaOs du PSII entraine la photolyse de I'eau, libérant deux électrons permettant de réduire
P680*. Deux électrons sont nécessaires pour que la plastoquinone du site Qg soit réduite en
plastoquinol. L’affinité du plastoquinol pour le site Qg étant plus faible que celle de la
plastoquinone, le plastoquinol migre, au sein de la membrane thylakoidienne, du pool de
plastoquinones vers le complexe cytochrome bef (Hess, 2000). Cette structure est une pompe
a protons, qui permet 'accumulation de protons dans I'espace inter-thylakoidien lors du
transfert des électrons vers la plastocyanine. La plastocyanine est une métalloprotéine mobile

dans la membrane thylakoidienne et qui délivre les électrons au photosystéme | (PSI).

Le PSI est composé de 6 protéines PsaA-F, dont deux, PsaA et PsaB, constituent la
structure centrale du photosysteme (Hess, 2000; Jensen et al., 2003; Scheller et al., 2001).
PsaA et PsaB coordonnent le dimére de chlorophylle a (P700), dont le role est identique a
celui de P680 mais absorbant la lumiére a 700 nm. PsaC contient deux complexes Fe-S, Fa
et Fg, et se situe en aval d’une série de transporteurs d’électrons au sein du PSI. Les protéines

PsaD et PsaE permettent 'amarrage de la ferrédoxine, tandis que PsaF permet I'amarrage de
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la plastocyanine. Apres excitation, P700 transfére un électron a la ferrédoxine, via le complexe
Fg de PsaC. Ainsi, le P700 est alors oxydé en P700". Il retourne a sa forme réduite grace aux
électrons transférés par la plastocyanine, issus du PSIl. Grace a la NADP* réductase, les
électrons transférés a la ferrédoxine permettent de réduire, le NADP+, accepteur final

d’électrons, en NADPH,H*, réservoir principal de pouvoir réducteur chez les plantes.

Comme mentionné, le fonctionnement de la chaine de transfert d’électrons
chloroplastique entraine une accumulation de protons dans le lumen, grace a 'activation du
complexe cytochrome bsf et a la photolyse de I'eau par le complexe MnsCaOs. Le lumen
posséde un pH acide (pH = 5,8-6,5) en conditions normales d’illumination, tandis que le stroma
présente un pH basique (pH = 7.8-8.0) (Kramer et al., 1999). L'accumulation de protons dans
le lumen génére un gradient de protons, nécessaire au fonctionnement de I'ATP synthase de
la membrane thylakoidienne. L’ATP ainsi formé est essentiel aux réactions non-dépendantes

de la lumiere (Jagendorf and Uribe, 1966).

La majeure partie des composés phytotoxiques, naturels ou synthétiques, ciblant la
photosynthése interférent avec le fonctionnement des deux photosystemes, et en particulier
avec celui du photosystéme Il (Figure 5). Au niveau du PSII, le site de fixation de ces molécules
est le site Qg, présent au sein de la protéine D1. Ainsi, ces inhibiteurs bloquent le transfert des
électrons, par inhibition compétitive avec la plastoquinone. La conséquence de cette inhibition
est la formation de chlorophylle & I'état triplet au sein du photosysteme, entrainant la
génération d’espéces réactives de I'oxygéne (ROS). A terme, les ROS ainsi produits générent
des dommages au niveau du PSII, des chlorophylles et des membranes thylakoidiennes
(Fufezan et al., 2002; Rutherford and Krieger-Liszkay, 2001). En terme phénotypique, cet effet
se traduit le plus souvent par I'apparition d’'une chlorose, associée a la dégradation des
pigments chlorophylliens. De fagon étonnante, bien que se fixant dans une méme région de la
protéine D1, les nombreux inhibiteurs connus du PSII présentent des structures chimiques tres
variées, pouvant évoquer des modes de fixation différents (Figure 5). De fait, les herbicides
de synthese inhibiteurs du PSII ont été divisés en deux groupes, en fonction de leur mode de
liaison au site Qg (Beffa et al., 2019). Un premier groupe est formé par les inhibiteurs effectuant
une liaison hydrogene avec la Ser264 du site Qg et comprend des urées, amides, triazines,
triazinones, phénylcarbamates, pyridazinones et uraciles (Battaglino et al., 2021; Oettmeier,
1999). Parmi ces composés, ceux dont le mode d’action a été le plus étudié sont I'atrazine et
la 3-(3,4-dichlorophényl)-1,1-diméthylurée (DCMU ou diuron). Le second groupe est formé par
des inhibiteurs se fixant par une liaison hydrogéne a I'His215 du site Qg et inclut des
benzothiadiazinones, nitriles et phénylpyridazines. Le bromoxynil, qui appartient a la famille

des nitriles et dont la fonction phénolique permet la liaison hydrogéne a I'His215, est un bon
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exemple de ce groupe (Battaglino et al., 2021; Takahashi et al., 2010; Trebst, 1987). Au-dela
de ces exemples, I'étude du mode d’action de molécules phytotoxiques d’origine naturelle
illustre I'existence de mécanismes de fixation alternatifs. Par exemple, des études de docking
ont mis en évidence que la patuline, une mycotoxine produite par différentes espéces
d’Aspergillus et de Penicillium inhibe le PSII via sa liaison hydrogene avec I'His252 du site Qg
(Guo et al., 2021). Des composés allélopathiques comme la sorgoléone sont également
capable de se lier a ce site, mais les résidus impliqués n’ont, pour I'’heure, pas été identifiés
(Czarnota et al., 2001; Dayan et al., 2010; Einhellig et al., 1993).
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Figure 5 : Exemples de structures d’inhibiteurs du photosysteme Il

Le photosystéme | est également ciblé par différents composés phytotoxiques (Figure
6). Ceux-ci découplent la chaine de transfert des électrons, générant une fuite d’électrons au
niveau du P700. Par exemple, la phytotoxicité du diquat et le paraquat, deux composeés
bipyridinium, repose sur linterception des électrons au niveau de PsaC (Hess, 2000). Les
bipyridiniums sont alors réduits a la place de la ferrédoxine, formant un ion radicalaire trés
instable. Celui-ci est rapidement auto-oxydé, ce qui entraine la formation d'ions superoxyde
O rapidement dismutés en H,O; par la superoxide dismutase. L’auto-oxydation permet la
régénération rapide de la molécule bipyridinium, exacerbant la production d’'H;0O,. L’'H2O3 lui-
méme réagit avec I'anion superoxyde en présence d’ions Fe?"Fe® libres, formant des radicaux
hydroxyles (HO"). Ces derniers provoquent la peroxydation des lipides insaturés et la perte de
l'intégrité membranaire. Ce mode d’action a également été décrit pour d’autres inhibiteurs
présentant des structures chimiques différentes comme des composés hétéropentalénes
(Bowyer et al., 1984). Enfin, bien que peu de données soient disponibles, certains composés
naturels comme la pyridazocidine, produite par Streptomyces sp pourraient étre également
des inhibiteurs du PSI (Gerwick et al., 1997).
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Figure 6 : Exemples de structures d’inhibiteurs du photosystéme |

Comme présenté précédemment, I'interférence avec la fonction des plastoquinones
est centrale pour expliquer I'effet phytotoxique des inhibiteurs du PSIl. Cependant, comme
lillustre 'exemple de la sorgoléone, l'inhibition de la photosynthése par ces composés pourrait
étre également indirecte, le métabolisme des plastoquinones lui-méme pouvant étre ciblé par
certains de ces composés (Meazza et al., 2002). La biosynthése des plastiquinones implique
I'hydroxyphénylpyruvate dioxygénase (HPPD), qui catalyse la conversion du 4-
hydroxyphénylpyruvate en homogentisate, étape commune a la synthése des plastoquinones
et des tocophérols. L'HPPD est la cible de trés nombreux herbicides de type isoxazole,
isoxazolidinone, pyrazolone, et tricétone (Jhala et al., 2023). Il est a noter que cette derniere
classe de composés a été développée sur la base des effets phytotoxiques d’une tricétone
naturelle issue de Leptospermum scoparius, la leptospermone (Figure 7) (Dayan et al., 2007,
Owens et al.,, 2013). Outre 'HPPD, d'autres enzymes de la voie de biosynthése des
plastoquinones pourraient également étre ciblées par des composés phytotoxiques. C’est le
cas de ’'homogentisate solanésyltransferase (HST) dont 'inhibition par le cyclopyrimorate, un

herbicide de synthése dérivé des pyridazines, a été récemment démontrée (Shino et al., 2018).
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Figure 7 : Exemples de structures d’inhibiteurs de I'hydroxyphénylpyruvate dioxygénase (HPPD)

L’activité photosynthétique est également affectée par des molécules phytotoxiques
qui inhibent la biosynthése des pigments photosynthétiques (Figure 8). Cette action peut étre

indirecte, comme c’est le cas pour les inhibiteurs mentionnés au paragraphe précédent. En
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effet, les plastoquinones interviennent en tant que cofacteurs de l'activité de la phytoéne
désaturase (PDS) qui catalyse une étape-clé de la voie de biosynthése des caroténoides et la
déplétion du pool de plastoquinones s’accompagne d’une réduction de la teneur en
caroténoides (Lee et al., 1997; Norris et al., 1995). La PDS est également la cible directe
d‘herbicides de synthése comme la norflurazone, qui inhibe 'enzyme par compétition avec les
plastoquinones (Breitenbach et al., 2001). Enfin, la 5-cétoclomazone inhibe la 1-
deoxyxylulose-5-phosphate synthase, premiére enzyme de la voie de biosynthése des
caroténoides (Matsue et al., 2010). Outre la synthese des caroténoides, la synthese des
pigments chlorophylliens est également la cible de nombreux herbicides de synthése
apparentés aux thiadiazoles, oxadiazoles, triazolinones, pyrimidindiones, N-
phénylphtalamides, phénylpyrazoles et diphényléthers (Gitsopoulos and Froud-Williams,
2004; Hao et al., 2011; Hiraki et al., 2001; Koch et al., 2004; Lyga et al., 1991; Matringe et al.,
1989; Simmons et al., 1992; Theodoridis, 1997; Theodoridis et al., 2000). La cible de ces
composés est la protoporphyrigéne IX oxydase (PPO), dont l'inhibition entraine une oxydation
spontanée du protoporphyrinogéne IX en protoporphyrine IX, réaction normalement catalysée
par la PPO elle-méme (Hao et al.,, 2011). Cette production non-contrélée par I'enzyme
empécherait la protoporphyrine 1X de réagir avec les chélatases permettant la biosynthése de
I’'héme ou de la chlorophylle (Hao et al., 2011). A la lumiére, 'accumulation de protoporphyrine
IX, photosensible, conduit a la production intense d’'oxygéne singulet (ROS), endommageant

la plante, tout en empéchant la biosynthése de la chlorophylle et de I’'héme (Duke et al., 1991).
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Figure 8 : Schéma des voies de biosynthése de la plastoquinone, des caroténoides et des
tocophérols (adapté de He et al., 2022)

Les fleches pleines correspondent a une réaction enzymatique. Les fleches en pointillées correspondent a une
série de réactions impliquant plusieurs enzymes. Les ovales en rouge correspondent aux enzymes affectées par

des molécules phytotoxiques DXP, 1-désoxy-p-xylulose 5-phosphate; DXS, 1-désoxy-p-xylulose 5-phosphate

synthase ; HGA, homogentisate ; HPPA, hydrophénylpyruvate ; HPPD, Hydroxyphénylpyruvate dioxygénase ; HST,
homogentisate solanésyltransférase ; MSBQ, 2-méthyl-6-solanésyl-1,4-benzoquinol; PDS, Phytoéne désaturase;
PQ, plastoquinone ; PQHz2, plastoquinol.

IIl.2  Phosphorylation oxydative

Plusieurs composés synthétiques comme le DCMU et le paraquat, ou d’origine
naturelle comme la sorgoléone inhibent a la fois le fonctionnement de la chaine de transfert
des électrons chloroplastique et mitochondriale (Dayan et al.,, 2010; Inoue et al., 1967,
Palmeira et al., 1995). Dans le cas de la mitochondrie, ils interagissent directement avec les
complexes | (paraquat) ou Il (DCMU, sorgoleone et paraquat) et induisent la génération de
ROS, créant des dommages oxydatifs au niveau de la mitochondrie et entrainant la mort
cellulaire (Jabs, 1999; Staszek et al., 2021). La capacité de certains inhibiteurs du PSIl a
bloquer la respiration mitochondriale pourrait s’expliquer par la similarité structurale entre la

plastoquinone et le transporteur d’électron mitochondriale, I'ubiquinone (UQ) (Figure 9).
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Ubiquinone

Figure 9 : Comparaison de la structure de la plastoquinone et de I'ubiquinone

D’une maniére intéressante, plusieurs molécules naturelles allélopathiques exercent
une inhibition directe sur le fonctionnement de la chaine de transfert des électrons
mitochondriale et sur la production d’ATP (Figure 10) (Ishii-lwamoto et al., 2006). Par exemple,
le mode d’action de la juglone mime celui de composés découplant le transport des électrons
et la synthése d’ATP et pourrait impliquer une stimulation de 'oxydase alternative (AOX) (Hejl
et al., 1993). La quercétine, un flavonoide largement répandu chez les plantes, fonctionne
également comme un découplant et inhibe la production d’ATP (Takahashi et al., 1998). Enfin,
I'a-pinéne, qui apparait comme un des composés allélopathiques les plus actifs, inhibe a la
fois le transfert d’électrons et la synthése d’ATP (Ishii-lwamoto et al., 2006). Cependant, la
nature des mécanismes d’action et les cibles moléculaires de ces composés restent mal

définies.
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Figure 10 : Exemples de sites d’action affectés par des molécules naturelles au sein de la
mitochondrie chez les plantes (adapté de Ishii-lwamoto et al., 2006)

AOX, oxydase alternative; Cyt c, cytochrome c; I, NADH déshydrogénase; Il, succinate déshydrogénase; lIl,

cytochrome c réductase; 1V, cytochrome c oxydase; UQ, ubiquinone.
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Ill.3 Biosynthése des acides aminés

L’assimilation de l'azote étant, comme la photosynthése, au coeur du métabolisme
autotrophe des plantes, de nombreux herbicides de synthése ont été développés pour inhiber
ce processus, et en particulier les différentes voies de synthése des acides aminés. Dans ce
contexte, la glutamine synthétase (GS) occupe une position centrale, puisqu’elle catalyse
'assimilation de 'ammonium au niveau du chloroplaste et du cytosol et la synthése de
glutamine, comme premier acide aminé (Takano and Dayan, 2020). L’activité GS est la cible
de plusieurs molécules herbicides, dont l'acide [(3,5-dichloroanilino)-
phosphonométhyllphosphonique (Giberti et al., 2017). Elle est également la cible du
glufosinate, un acide phosphinique synthétisé par Pseudomonas, et utilisé en champ comme
herbicide (Hoerlein, 1994; Zhou et al., 2020). Le mode d’action du glufosinate repose sur une
inhibition irréversible, compétitive vis-a-vis du glutamate, combinée a une inhibition non-
compétitive vis-a-vis de 'ammonium et de 'ATP (Forlani et al., 2006). Cependant, des travaux
récents indiquent un mode d’action plus complexe, impliquant également des dérégulations
de la photorespiration et de la photosynthése aboutissant a 'accumulation de ROS et a des
dommages oxydatifs (Takano et al., 2020; Takano and Dayan, 2020). Ceci pourrait expliquer
la similitude du phénotype observé sur des plantes traitées par le glufosinate et par des
inhibiteurs de la photosynthése.

Les voies de synthése spécifiques de différentes classes d’acides aminés sont
également ciblées (Figure 11). Le glyphosate, herbicide le plus utilisé au monde, est un
inhibiteur de la synthése des acides aminés aromatiques (phénylalanine, tryptophane et
tyrosine), qui interviennent dans la biosynthése des protéines, mais sont également des
précurseurs de nombreux métabolites secondaires. Le glyphosate inhibe I'activité de la 5-
énolpyruvylshikimate-3-phosphate synthase (EPSPS), qui catalyse la condensation du 3-
phosphoshikimate et du phosphoénol pyruvate en 5-énolpyruvylshikimate-3-phosphate
(Schénbrunn et al., 2001). L'inhibition de 'TEPSPS conduit a 'accumulation de shikimate et de
guinate, qui, en plus de I'ensemble des composés déplétés, participe a I'effet phytotoxique
(Zabalza et al., 2017). Bien que le mode d’action du glyphosate implique la dérégulation de
nombreuses cibles, son action directe par inhibition de 'EPSPS (Sikorski and Gruys, 1997)
est la base de son activité herbicide. En effet, I'apparition de résistances naturelles au
glyphosate est associée a des modifications (mutations, duplication) affectant le géne codant
FEPSPS (Sammons and Gaines, 2014). L’introduction d’'un géne codant une EPSPS
d’Agrobacterium sp. insensible au glyphosate a ainsi permis de créer des lignées de soja

résistante au glyphosate et ouvert la voie a I'utilisation massive de glyphosate couplée a la

Etude du mode d’action de la radulanine A, une molécule phytotoxique d’origine naturelle
Simon Thuillier

30



Introduction générale

culture d’espéces génétiquement transformées et résistantes (Duke, 2018; Padgette et al.,
1995).

Dans le cas de la biosynthése des acides aminés ramifiés (leucine, isoleucine, valine),
différentes classes chimiques d’herbicides (imidazolinones, pyrimidyl(thio)benzoates,
sulfonylaminocarbonyltriazolinones, sulfonylurées et triazolopyrimidines) ciblent I'activité
I'acétolactate synthase (ou acétohydroxyacide synthase, ALS). Cette enzyme catalyse ALS la
condensation de deux molécules de pyruvate générant 'acétolactate (le précurseur de la
leucine et de la valine) ou la condensation d’'une molécule de pyruvate and d’a-cétobutyrate
générant de l'acétohydroxybutyrate (précurseur de l'isoleucine). Son inhibition empéche la
synthése de ces acides aminés, tout en générant une accumulation de 2-oxobutyrate, de 2-
aminobutyrate et de ROS toxiques pour l'organisme. L’ensemble de ces perturbations
métaboliques intervient dans I'effet phytotoxique de ces différents herbicides (Zhou et al.,
2007).

Quelques exemples de molécules phytotoxiques d’origine naturelle ayant pour cibles
des enzymes participant aux voies de biosynthése des acides aminés ont été rapportées. Par
exemple, le 5-méthyltryptophane produit par le champignon Cantharellus cibarius est un
inhibiteur de la tryptophane synthase (Hsiao et al., 2007; Muszynska et al., 2013). La
cornexistine produite par Lemna pausicostata affecte le métabolisme de 'aspartate en inhibant
I'aspartate aminotransférase (Amagasa et al., 1994). D’autres composés affectent également
la biosynthése de I'arginine et de la proline (Giberti et al., 2017; Hall et al., 2020; Mitchell and
Bieleski, 1977; Nakajima et al., 1991; Winter et al., 2015).
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Figure 11 : Exemples de structures d’inhibiteurs de la biosynthése des acides aminés

.4 Biosynthése de la paroi cellulaire

L’élaboration de nouvelles parois cellulaires et leur expansion sont indispensables a la
croissance et au développement des plantes. A ce titre, la cellulose est le constituant
majoritaire de la paroi des cellules végétales (O’sullivan, 1997). L’inhibition de la synthése de
cellulose est donc un mode d’action important pour bloquer la croissance et entrainer la mort
de la plante. La biosynthése de cellulose se produit au niveau de la membrane plasmique
grace a des complexes cellulose-synthase (CSC) dont la protéine cellulose synthase A
(CESA) permet la conversion de 'UDP-glucose en cellulose (Carpita, 2011; Tateno et al.,
2016). Plusieurs molécules phytotoxiques ont comme mode d’action I'inhibition de la synthése
de cellulose, et illustrent différents mécanismes conduisant a la réduction de la synthése de la
paroi (Figure 12). D’un cété, I'isoxabéne, qui appartient a la famille des benzamides, induit un
défaut d’adressage et une déplétion des complexes CSC au niveau de la membrane
plasmique (Bischoff et al., 2010). Dans le méme temps, les complexes CSCs ne pouvant
s'intégrer dans la membrane, s’accumulent dans les vésicules cytosoliques. D’un autre cété,
le 2,6-dichlorobenzonitrile, employé comme herbicide, entraine une accumulation de CESA
dans la membrane plasmique, qui altere le déplacement des CSCs dans la membrane,

indispensable au dépét des fibrilles de cellulose (DeBolt et al., 2007). Enfin, I'indaziflam, un
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herbicide de pré-levée, perturbe I'interaction entre les complexes CSC et les microtubules et

provoque inhibition de croissance et gonflement des tissus (Brabham et al., 2014).
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Figure 12 : Exemples de structures d’inhibiteurs de la biosynthése de la cellulose

llL5 Biosynthése des lipides

Les lipides interviennent dans la structure (membranes, cuticule), le stockage de
carbohydrates et la signalisation intracellulaire. Les acides gras sont des composants
communs de la plupart des lipides (phosphoglycérolipides, glycolipides, sphingolipides,
triglycérides, cutine, cires, subérine) et les précurseurs de différentes molécules de
signalisation (oxylipines, jasmonate) (Kim, 2020; Papackova and Cahova, 2015; Wasternack,
2004). L’inhibition de la biosynthése des acides gras, et plus généralement des lipides
cellulaires, a donc des conséquences multiples et importantes sur la croissance, la
reproduction et la survie des plantes. La synthése des acides gras s’effectue dans les plastes
(Figure 13). Plusieurs enzymes participant a la biosynthése des acides gras sont cibles de
molécules phytotoxiques. La premiére enzyme intervenant dans la biosynthése des acides
gras est I'acétyl-CoA carboxylase (ACCase) qui catalyse la synthese de malonyl-CoA. Cette
réaction est inhibée par différentes cyclohexadiones ou aryloxyphénoxyproponiates,
particulierement chez les Dicotylédones disposant de la forme eukaryotique de cette enzyme,
qui présente une plus forte affinité pour ces composés (Devine and Shukla, 2000; Rendina
and Felts, 1988). Les acides gras sont synthétisés par un complexe enzymatique (FAS, Fatty
Acid Synthase) qui permet I'allongement progressif de la chaine aliphatique par condensation
successive de molécules de malonyl-CoA. La FAS de type Il présente une énoyl-ACP
réductase participant a cette réaction d’élongation (Dayan and Duke, 2014). Cette enzyme est
la cible du triclosane, un diphényléther perturbant l'intégrité des membranes plasmiques et
utilisé pour ses propriétés anti-bactériennes (McMurry et al., 1998; Villalain et al., 2001). La
cypérine, un diphényléther issu de champignons pathogénes comme Preussia fleischhakii, est
également un inhibiteur de I'’énoyl-ACP réductase (Dayan et al., 2008; Weber and Gloer,

1988). Une fois les chaines aliphatiques étendues a 16 ou 18 carbones, les acides gras sont
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libérés de leurs protéines-vectrices (ACP, Acyl-Carrier Protein) par des thioestérases (FAT,
Fatty Acyl Thioesterase). Les acides gras libres peuvent alors étre exportés des plastes sous
forme d’acyl-CoA. L'activité des FATSs est inhibée par la cinméthyline, un analogue benzyléther
du 1,4-cinéole, qui entraine une réduction de 'abondance des acides gras a 16 et 18 carbones
(Campe et al., 2018; Dayan, 2019). Certains acides gras libres peuvent subir un processus
d’élongation supplémentaire pour générer des acides gras a trés longue chaine, intervenant
dans la synthese de la cutine, des cires et de la subérine (Koch and Barthlott, 2006; Post-
Beittenmiller, 1996). Ces réactions ont lieu dans le réticulum endoplasmique et font intervenir
des élongases spécifiques (Very Long Chain Fatty Acid (VLCFA) élongases). Différents
herbicides de la famille des chloroactétanilides, tétrazolinone, thiocarbamates et
oxyacétamides inhibent I'activité des VLCFA élongases et déclenchent un arrét de la division

cellulaire et de la croissance de la plante (Trenkamp et al., 2004).
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Figure 13 : Vue d'ensemble de la biosynthése des acides gras. Les enzymes ciblées par des
molécules phytotoxigues sont représentées en orange. (Adapté de Campe et al., 2018)

Les acides gras a trés longues chaines sont également impliqués dans la biosynthése
des sphingolipides. Les sphingolipides sont des constituants des membranes cellulaires
(Abbas et al., 2002). Certains sphingolipides sont également impliqués dans la signalisation
et sont des médiateurs de I'induction de la mort cellulaire (Zeng et al., 2022). Les céramides
sont les précurseurs des sphingolipides membranaires complexes et sont formés d’'une base
sphingoide (sphingosine, phytosphingosine, ...) estérifiée par un acide gras a longue chaine
(Figure 15). Des toxines produites par Alternaria alternata et Fusarium spp. (fumonisines)

inhibent I'activité céramides synthase et induisent la mort cellulaire (Abbas et al., 1994). Ces
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molécules phytotoxiques sont des analogues structuraux du substrat naturel de 'enzyme, la
sphingosine. Bien qu’envisagée, la possible utilisation de ces toxines en tant qu’herbicide a
été abandonnée au regard de leur forte toxicité chez les animaux (Abbas et al., 2002; Voss
and Riley, 2013).
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Figure 14 : : Exemples de structures d’inhibiteurs de la biosynthése des lipides
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Figure 15 : Structure des céramides

.6  Perturbation des membranes plasmiques

L’effet des inhibiteurs présentés au paragraphe précédent s’accompagne d’une
altération importante des membranes, en lien avec les défauts de synthese des lipides entrant
dans leur structure. Cependant, certaines molécules phytotoxiques alterent de maniére directe
lintégrité membranaire des cellules (Figure 16). C’est le cas de la syringomycine, un
lipodepsinonapeptide amphiphile produit par Pseudomonas syringae, qui induit I'apparition de

pores dans la membrane, entrainant une fuite des électrolytes et une nécrose des tissus
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végétaux (Backman and DeVay, 1971). Le mécanisme d’action qui implique 'assemblage des
syringomycines en structure macromoléculaire (pore) est également observé dans le cas de
la béticoline, un composé fongique produit par Cercospora beticola (Ducrot et al., 1996;
Goudet et al., 2000; Malev et al., 2001). Comme évoqué a plusieurs reprises, de nombreuses
molécules phytotoxiques altérent l'intégrité des membranes via la peroxydation des lipides
membranaires. Ce phénomeéne est consécutif a la formation exacerbée et incontrélée de ROS
(stress oxydatif). Ce mode d’action est a la base de I'effet phytotoxique de la cercosporine,
une toxine quinonique produite par le champignon phytopathogéne Cercospora kikuchii
activée par exposition a la lumiére (Daub and Ehrenshaft, 2000). La sarmentine, une
pyrrolidine issue de Piper longum, posséde ce méme mode d’action, mais peut également
inhiber I'énoyl-ACP réductase et le PSII (Dayan et al., 2015; Huang et al., 2010). Enfin, I'acide
pélargonique (C9:0), un acide gras libre de structure atypique (9 carbones) et utilisé comme
désherbant, agit également sur des structures lipidiques et détruit la cuticule, induisant la

dessiccation des tissus foliaires (Coleman and Penner, 2006; Lederer et al., 2004).
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Figure 16 : Exemples de structures de molécules perturbatrices de la membrane plasmique

I11.7  Autres modes d’action

Les exemples présentés couvrent les modes d’action les plus fréquemment rapportés
pour les composés phytotoxiques, qu'il s’agisse d’herbicides de synthése ou de molécules
naturelles, incluant des composés allélopathiques. D’autres processus peuvent également
étre affectés, directement ou indirectement, incluant le métabolisme hormonal, la biosynthese
des acides nucléiques, ou I'assemblage et I'organisation des microtubules (Dayan, 2019;
Dayan and Duke, 2014). Le comité d’action sur les résistances aux herbicides (HRAC) a ainsi

défini 31 classes d’herbicides différenciés par leur mode d’action spécifique (Heap, 2023). Bien
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gue ce nombre puisse paraitre important, il est a relativiser. En effet, compte tenu de la
diversité des voies métaboliques et du nombre d’enzymes impliquées, la majeure partie des
herbicides connus et les plus utilisés ciblent un nombre restreint de processus. Ce constat est
a mettre au regard de I'’émergence importante de résistances qui restreignent I'utilisation de
certains herbicides ou nécessitent leur combinaison avec d’autres molécules (Beffa et al.,
2019; Dayan, 2019). La découverte de nouvelles molécules bioactives, et, idéalement, au
mode d’action original, est donc un objectif permanent. A ce titre, les molécules naturelles, de
par leur diversité structurale, apparaissent comme une source d’innovation importante. De
plus, dans un contexte sociétal et réglementaire ou les enjeux environnementaux vont peser
plus fortement dans les orientations phytosanitaires, ils représentent une opportunité de

développer des solutions de traitement plus respectueuses de I'environnement.

IV Les bryophytes en tant que source de molécules bioactives

IV.1  Plasticité des bryophytes

Les bryophytes sont les plus proches descendants vivants de I'ancétre commun des
plantes terrestres (Delwiche and Cooper, 2015). De ce fait, elles ont conservé une biologie de
plantes pionniéres, et des caractéristiques associées avec la colonisation du milieu terrestre.
On les retrouve en effet dans tous les types d'écosystemes (Tuba et al.,, 2011).
L’embranchement des bryophytes inclue les anthocérotes (Anthoceratophyta, 250 espéces),
les hépatiques (Marchantiophyta, 7 000 espéces) et les mousses (Bryophyta, 12 000 espéces)
(Martinez-Abaigar and Nufiez-Olivera, 2021). Ce sont des organismes de petite taille, non-
vascularisés, dépourvus de racines, feuilles ou tiges vraies. lls possédent en revanche des
rhizoides qui leur permettent de s'accrocher a des surfaces comme les roches ou I'écorce des
arbres. Leur structure (pas de cuticule, pas ou peu de stomates) les rend favorable aux milieux
humides bien que les bryophytes soient représentés dans différents types d'écosystémes, a
I'exception des milieux salins tels que les océans (Harris et al., 2020; Tuba et al., 2011). lIs
peuvent notamment tolérer des périodes de dessiccation, en suspendant leur activité

métabolique (Gignac, 2001).

Les bryophytes présentent en outre une remarquable diversité de métabolites
spécialisés (Asakawa and Ludwiczuk, 2018). Ce réservoir de molécules bioactives pourrait
participer a l'adaptation des bryophytes a leur environnement biotique (répulsion des
herbivores, défense contre les pathogénes) et abiotique (tolérance au stress hydrique,
température, ...). D’'un point de vue appliqué, bien que moins valorisé que celui des

Angiospermes, sans doute du fait des difficultés a récolter ou cultiver ces especes, les
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bryophytes apparaissent comme une source d'intérét pour la recherche de nouvelles

molécules bioactives (Asakawa and Ludwiczuk, 2018).

IV.2 Métabolites spécialisés bioactifs des bryophytes

Plus de 3 000 métabolites spécialisés isolés a partir de bryophytes ont été identifiés.
Parmi ceux-ci, plus des deux tiers (2200) sont des terpénoides (Martinez-Abaigar and Nufiez-
Olivera, 2021). Les classes de molécules les plus fréquemment retrouvées sont les
monoterpénes, diterpénoides, sesquiterpénoides, triterpénoides, les bibenzyles et bis-
bibenzyles, les composés aromatiques, les flavones et flavonones, les acétoginines, les
stéroides et les lipides (Asakawa et al., 2013a; Asakawa and Ludwiczuk, 2018; Ludwiczuk and
Asakawa, 2019; Martinez-Abaigar and Nufiez-Olivera, 2021; Romani et al., 2022). Si I'activité
biologique de ces molécules n’a le plus souvent jamais été étudiée, certains ont été
caractérisés pour leur activité antibactérienne et/ou fongique, leur cytotoxicité ou leurs
propriétés insecticides et molluscicides (Dziwak et al., 2022) (Tableau 1). Quelques molécules
sont également connues pour leurs effets sur les plantes, phytotoxique ou bio-stimulant,

améliorant la tolérance au froid ou a la sécheresse (Dziwak et al., 2022).

Tableau 1 : Effets biologiques de molécules issues des bryophytes en fonction de leur structure
chimique (adapté de Dziwak et al., 2022)
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Classes chimiques -
Benzénoides + +
Bibenzyles and bis(bibenzyles) + + + +
Dérivés d'acides gras + +
Flavonoides + + +
Phénylpropanoides + + +
Terpénes et terpénoides + + + +

L'utilisation par la médecine traditionnelle des bryophytes et de leurs dérivés a été
récemment compilée dans le cadre d’'une analyse ethnobotanique réalisée sur plus d’'une
centaine d’'espéces (Motti et al., 2023). Elle permet par exemple d’associer 'usage du genre

Sphagnum pour panser les plaies aux molécules bioactives produites par ces especes. Les
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mousses du genre Sphagnum possédent en effet des propriétés antimicrobiennes, associées
a différents composés phénoliques et a la sphagnane, un polysaccharide analogue de la
pectine (Painter, 2003). La sphagnane est une molécule non-cytotoxique, qui induit la mort
des cellules bactériennes en les privant de leur nutriments (Painter, 1998; Stalheim et al.,
2009). Cette action implique une réaction de glycation, dit de Maillard, entre la sphagnane et
les acides aminés libres de certaines protéines ou composés toxiques sécrétés par les
pathogénes (Painter, 2003).

Les bryophytes ont également fait I'objet d’études autour de leur potentiel de
valorisation en tant que sources de molécules phytotoxiques (Commisso et al.,, 2021;
Whitehead et al., 2018). Ces travaux ont été essentiellement développés dans le cadre
d’études des relations allélopathiques, entre bryophytes et autres espéces végétales, et de la
médiation chimique associées a ces phénomeénes. Les principales molécules caractérisées
comme phytotoxiques sont présentées dans le Tableau 2. En relation avec leur prédominance
parmi les métabolites spécialisés identifiés dans chez les bryophytes, on retrouve ainsi de

nombreux terpénoides, mais aussi des flavonoides ou des dérivés bibenzyliques.

Tableau 2 : Composés phytotoxiques issus de bryophytes (adapté de Whitehead et al., 2018)

Classe chimique Molécules phytotoxiques Références

Flavonoides vitéxine, apigénine, apigénine-7-0 -triglycoside, lutéoline-7-0- Basile et al. 2003

neohesperidoside, saponarine, lucénine-2, bartramiaflavone

Aromatiques

Huneck and Schreiber 1972, Zhang et al. 2019

Dérivés bibenzyliques

Acide lunularique, radulanine A

Composés phénoliques

Non-spécifiés

Soudzilovskaia et al. 2010

Terpénoides Diterpénes

gymnocoline, scapanine, 16a-kaurénol

Huneck and Schreiber 1972

perottetianal

Asakawa 1990

momilactone A and B

Nozaki et al. 2007

Sesquiterpénoides

driménol, longibornéol, longifoléene

Huneck and Schreiber 1972

Sesquiterpénoides, drimanes

polygodial

Asakawa 1982, 1990

Sesquiterpenoides

germacrane, isobicycliogernacrénal, Iépidozane, lépidozénal, (+)-
vitrénal

Ando and Matsuo 1984

Lactones sesquiterpéniques,
eudesmanolides

guaianolides, deoxyzaluzanin, diplophyllolide, 7a-
hydroxydiplophyllolide, 3-oxodiplophyllin, frullanolide

Asakawa and Takemoto 1979, Asakawa 1982,
1990

Lactones sesquiterpéniques,
germacranolides

zaluzanine C, zaluzanine D, 8a-acétoxyzaluzanine C, 8a-
acétoxyzaluzanine D

Asakawa 1982, 1990

Sesquiterpenes type
sécoaromadendrane

plagiochiline A, plagiochiline C, ovalifoliénal, ovalifoliénalone, 9a-
acétoxyovalifoliénal

Ando and Matsuo 1984

Trinorsesquiterpénoides

3-hydroxy-B-ionone

Kato-Noguchi and Seki 2010

Si elles sont présentes chez les bryophytes, certaines de ces molécules peuvent
également étre retrouvées dans d’autres classes de végétaux. C’est le cas des momilactones
A et B, découvertes initialement dans les exsudats de racines de riz (Oryza sativa) (Kato et
al.,, 1973; Takahashi et al., 1976). Ces diterpénes allélopathiques sont présents en grande
qguantité chez Hypnum plumaeforme (4-8 mg/kg) (Kato-Noguchi, 2009; Nozaki et al., 2007).
La momilactone B est un inhibiteur de croissance et de germination efficace chez différentes
espéces d’Angiospermes (Arabidopsis thaliana, Nicotiana tabacum), ainsi que chez la

bryophyte Physcomitrella subulata (Nozaki et al., 2007). En revanche, elle n’a pas d’effet sur
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la croissance d’Hypnum, suggérant un processus de détoxification propre a cette espece
(Nozaki et al., 2007). Plusieurs molécules issues d’hépatiques possédent également des
propriétés phytotoxiques, comme 'acide lunularique, un composé bibenzylique présentant des
groupements phénoliques. Ce composé est connu pour sa capacité a inhiber la germination
des graines (Huneck and Schreiber, 1972; Pryce, 1971). L’acide lunularique a été initialement
isolé de Lunularia cruciata, mais a également été retrouvé chez d’autres organismes (autres
hépatiques, algues, champignons). La similitude de structure, ainsi que ses propriétés
d’inhibition de la germination, ont amené a rapprocher l'acide lunularique de lacide
abscissique, une phytohormone présente chez les plantes supérieures (Yoshikawa et al.,
2002). L’acide lunularique est retrouvé chez toutes les hépatiques et intervient comme

précurseur de la synthése de composés bis-bibenzyliques.

Le répertoire de métabolites spécialisés des bryophytes, et en particulier les composés
a activité phytotoxique qu’elles produisent, joue un réle important dans I'activité allélopathique
de ces espéces (Michel et al., 2011a). En effet, différents travaux suggérent que les différences
de capacité allélopathiques observées entre bryophytes seraient la conséquence de
différences de composition chimique (quantitative et qualitative) entre ces espeéces, en
particulier du point de vue des composés phénoliques, flavonoides, terpénoides ou bibenzyles
synthétisés (Figure 17) (Inderjit, 1996; Michel et al., 2011a, 2011b). A ce titre, les hépatiques
sont considérées comme particulierement allélopathiques, comparées aux autres bryophytes
(Asakawa, 2007; Xie and Lou, 2009). Ces capacités particulieres sont a mettre en relation
avec le répertoire, particulierement varié et original, de molécules spécialises que produisent

ces espeéces (Asakawa, 2007).

OH
momilactone A momilactone B acide lunularique

Figure 17 : Structures de molécules allélopathiques identifiées chez les bryophytes

IV.3 Les hépatiques, des sources de métabolites spécialisés originaux.

Au sein des espéces bryophytes, les hépatiques sont celles présentant la plus grande
diversité chimique (Ludwiczuk and Asakawa, 2019). Cette diversité chimique est a mettre en
relation avec la présence d’organites spécialisés, les olécocorps présents chez la plupart des

hépatiques et spécifiques de ces bryophytes (Asakawa and Ludwiczuk, 2018). Les oléocorps
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sont les plus anciennes structures sécrétoires identifiées a ce jour (Labandeira et al., 2014).
Les différents clades d’hépatiques i.e. Haplomtriopsida, les Marchantiopsida et les
Jungermanniopsida (Figure 20) peuvent étre distingués par leur morphologie générale, ainsi
qgue par I'abondance et les spécificités de leurs oléocorps (Schuster, 1992; Schuster and
Hattori, 1954). Chez les Marchantiopsida, hépatiques a thalloides complexes, les oléocorps
sont présents au sein de cellules spécialisées, les idioblastes. Au contraire, chez les
Jungermanniopsida et les Haplomtriopsida, hépatiques a thalloide ou feuillues, en fonction de
'espéce, chaque cellule contient un ou plusieurs oléocorps (Romani et al. 2022). Si certaines
familles ne contiennent pas d’oléocorps, la présence de ces organites apparait comme un trait
hérité de I'ancétre commun de différents clades d’hépatiques (Romani et al., 2022; Yang,
1998). Plusieurs études illustrent I'importance de ces structures pour la défense des
hépatiques vis-a-vis des herbivores. Les travaux historiques de Stahl suggéraient la
préférence d’escargots pour des hépatiques dépourvues d’oléocorps (Stahl, 1888). lIs sont a
rapprocher d’observation réalisées sur des fossiles de Metzgeriothallus sharonae sur lesquels
les dommages liés aux arthropodes n’étaient observés que dans les parties de I'hépatique
dépourvues d’oléocorps (Labandeira et al.,, 2014). Des études récentes menées sur des
hépatiques mutantes ne possédant plus d’oléocorps ont montré une importante réduction des
activités antibactérienne et antifongique de ces lignées (Romani et al., 2020; Wu et al., 2018).
De fagon générale, le role biologique des oléocorps est a rapprocher de leur fonction
métabolique. En effet, ces organites sont non seulement un lieu de stockage, mais également
le lieu de biosynthése de nombreux métabolites spécialisés (Romani et al., 2020, 2022). C’est
le cas pour les terpénoides (majoritairement sesquiterpénoides et diterpénoides) qui
constituent plus de la moitié des métabolites spécialisés des hépatiques. C'est également le
lieu de synthése des bibenzyles et les bis-bibenzyles, composés aromatiques les plus
abondants chez les hépatiques. Les propriétés antibactériennes, antifongiques et
phytotoxiques des composés terpénoides, bibenzyliques et bis-bibenzyliques synthétisés et
accumulés dans des oléocorps seraient donc a la base des capacités allélopathiques des

hépatiques (Boonphong et al., 2007; Pryce, 1971; Romani et al., 2022).

Comme le montre la Figure 20 le répertoire de métabolites spécialisés varie
grandement en fonction de la famille étudiée (Romani et al., 2022). De fagon remarquable,
certains sont spécifiques et n'ont été identifiés que chez hépatiques. C’est le cas par exemple
des pinguisanes (naviculol et ptychanolide) aux propriétés inflammatoires (Figure 18)
(Asakawa, 1995, 1982; Asakawa et al., 2013b). C’est également le cas de nombreux bis-
bibenzyles (e.g. perrottetine E, marchantine A) dont les différentes espéces de Marchantia
sont une source importante (Nandy and Dey, 2020) (Figure 19).
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Figure 18 : Structures de métabolites spécialisés originaux identifiés chez les hépatiques
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Figure 19 : Exemples de bis-benzyles présents chez les hépatiques
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Figure 20 : Répartition et composition chimique des oléocorps dans les différents genres
d'hépatiques (adapté de Romani et al. 2022). Le genre Radula est encadré en rouge.
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IV.4 Les hépatiques du genre Radula

La famille des Radulae appartient au clade des Jungermanniopsida et se distingue par
la présence d’un seul oléocorps par cellule (Asakawa et al., 2020; He et al., 2013; Romani et
al., 2022). La phytochimie des Radulae a fait 'objet de nombreuses études, mettant en lumiére
leur composition riche en glycosides de flavones et en prénylbibenzyles (Asakawa et al., 2020;
Figueiredo et al., 2009). De plus, les Radulae possedent un répertoire de dérivés bibenzyliques
important, en comparaison avec les autres hépatiques (Asakawa et al., 2020) Des études
systématiques menées par Asakawa et ses collaborateurs sur différentes especes de Radulae
ont également permis la découverte de plus de 50 nouveaux motifs structuraux au sein de
composeés aromatiques, terpénoides et les polycétides (Asakawa, 1995, 1982; Asakawa et al.,
2020). Bien que la composition de plus d’une dizaine d’espéces ait été caractérisée, Radula
perrottetii est I'espéce dont la phytochimie a été la plus étudiée. L'intérét pour cette espéce
réside notamment dans la présence de cannabinoides : le perrottetinéne et l'acide
perrottetinénique (Toyota et al., 1994). Ces analogues du A9-tétrahydrocannabinol (THC) ne
sont produits que par R. perrottetii et R. marginata et représentent donc l'une des seules

occurrences d’analogues du THC biosynthétisés par une espéce autre que Cannabis.

Outre R. perrottetii, Radula complanata a également fait I'objet d’études
phytochimiques approfondies. En effet, il s’agit d'une espece ubiquitaire en terme de
répartition géographique et écologique (Krayesky et al., 2018; Stevens, 1910). Ce caractére
ubiquitaire a permis la comparaison d’échantillons collectés dans différents environnements
et mis en évidence d’importantes variations de son métabolome en fonction des facteurs
environnementaux abiotiques (Blatt-Janmaat et al., 2023). Cette étude met également en
évidence l'impact de facteurs biotiques (notamment de l'arbre sur lequel I'hépatique se
développe) sur le métabolome de lindividu (Blatt-Janmaat et al., 2023). Les variations
observées concernent majoritairement des glycosides, flavonoides ou benzénoides,
renforcant I'hypothése du réle de ces métabolites spécialisés pour la plasticité de R.
complanata. En outre, la teneur de molécules bibenzyliques peut étre modulée par application
exogéne de phytohormones (Blatt-Janmaat et al., 2022). Ainsi le traitement par des auxines
(acide l-naphtalénacétique) ou des cytokinines (6-benzylaminopurine), ainsi que par des
hormones de stress comme I'ABA ou l'acide salicylique, conduit a une réduction de la
production des bibenzyles étudiés (radulanines A, H et L, 4-prényldihydropinosylvine) (Blatt-
Janmaat et al., 2022). Chez M. polymorpha, une augmentation de la teneur en bis-bibenzyles
en réponse a 'ABA a également été observée (Kageyama et al., 2015). La biosynthése des
bibenzyles, e.g. perrottetinéne chez Radula sp., et des bis-bibenzyles, e.g. marchantine A

chez M. polymorpha, qui implique les mémes intermédiaires de synthése, pourrait ainsi étre
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régulée de facon similaire (Gulck and Mgller, 2020; Hussain et al., 2019, 2018; Takahashi and
Asakawa, 2017). Ces résultats suggérent I'existence de mécanismes de perception et de
réponse a ’ABA chez les hépatiques. Bien que les hépatiques ne produisent pas d’ABA, I'acide
lunularique, qui possede une activité de phytohormone, pourrait étre un régulateur endogéne
de la synthése des bis-bibenzyles (Pryce, 1971). En revanche, le méthyl-jasmonate n’a aucun
effet sur la production des différents bibenzyles (Blatt-Janmaat et al., 2022), en relation avec
'absence de jasmonate détecté chez les Radulae, et suggére que la voie de signalisation du

jasmonate n’est pas fonctionnelle chez les Radulae (Horn et al., 2021).
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V  Structures et propriétés des radulanines et de leurs analogues
structuraux

Parmi les structures bibenzyliques retrouvées chez les hépatiques, les radulanines
sont caracteéristiques du genre Radula (Asakawa, 2012; Wang et al., 2017). Ces quatorze
composés nommeés radulanines, dont la structure est présentée sur la Figure 21 sont des
bibenzyles au noyau 2,5-dihydro-1-benzoxépine (en rouge), 1-benzoxépane (en vert) ou 3,4-
cyclopropanochromane (en bleu) (Asakawa, 2012; Wang et al., 2017). Elles ne sont
retrouvées que chez différentes espéces du genre Radula. Elles peuvent a ce titre étre
considérées comme des espéces chimiques marqueurs du genre Radula, et parfois d’'une
espéece spécifique. Par exemple, les radulanines M et N n'ont été identifiées R. sumatrana,
tandis que la radulanine A, au centre de ce projet de thése, a été isolé chez 12 espéces
différentes de Radula (Tableau 3). Les radulanines sont particulierement abondantes chez R.
javanica, R. complanata, R. sumatrana et R. tokiensis.

R4=0OH, R,=H, R3=H ; Radulanine D
R4=H, R,=0H, R3=COOH ; Radulanine G
R4=H, Ro=H, R3=H ; Radulanine M
R4=R,=H ; Radulanine | R,=R,=R4=R,=Rs= H ; Radulanine A R4=H, R,=0H, R3=H ; Radulanine N
R4=H, Ry=Me ; Radulanine J R4=R,=R4=Rs= H, R;=Me ; Radulanine B O OH
R1=COOH, Ry=H ; Radulanine K R,=R,=R3=Rs= H, R,=OH ; Radulanine C
R4=R,=R3=R4= H, Rs=COOH ; Radulanine E
R4=R3=R4=Rs=H, R,=COOH ; Radulanine H
R4=R3=Rs= H, R,=COOH, R4= OH ; 4-Hydroxyradulanine H
R1=0OH, R,=R3=R4=Rs=H ; Radulanine L

Radulanine F

Figure 21 : Structure des différentes radulanines identifiées chez Radula sp.
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Tableau 3 : Répartition des radulanines au sein des Radulae

B T o o B B B B\ B A B A B By
0/9/;. %/;. 0//). Q/Q/;. %/;. %0’ 0{99. %/;. % %/,. 0{99. O/Q . /90/ %'7‘
P N % % N % g N N o'/}@ Do e % %
I \¢ NGNS AN NN NN
R. amoena
R. appressa o .
R. aquilegia
R. boryana
R. brunnea
R. buccinifera . . .
R. carringtoni L3
R. chinensis
R. campanigera .
R. complanata . . . . . .
R. constricta ° . . .
R. frondescens .
R. grandis . .
R. holti .
R. japonica . .
R. javanica . . . . . . . .
R. jonesii
R. kojana . . .
R. laxiramea . .
R. lindenbergiana
R. marginata ° .
R. nudicaulis
R. obtusiloba .
R. okamurana .
R. oyamensis
R. perrottetii
R. sainsburiana
R. sumatrana . . . . .
R. tokiensis . . . . .
R. uvifera
R. voluta
R. wichurae .

D’un point de vue biologique, peu d’informations sur la fonction des radulanines sont
disponibles. Cependant, des études phytochimiques évaluant la bioactivité de certains
composés issus des Radulae apportent des éléments intéressants sur la bioactivité de
certaines radulanines. Les radulanines A et H ont ainsi été caractérisées comme des
inhibiteurs de la calmoduline (Asakawa et al., 1991). La radulanine H a aussi été décrite
comme inhibiteur de la 5-lipoxygénase, de la cyclooxygénase, et comme molécule aux
propriétés antioxydantes (Asakawa et al., 1991). Ces propriétés n'ont en revanche pas été
testées pour la radulanine A. Par ailleurs, l'activité antiparasitaire des bis-bibenzyles et des
bibenzyles provenant des hépatiques a été étudiée. La radulanine A et, dans une moindre
mesure, la radulanine H, possédent également une activité anti-parasitaire vis-a-vis de
Trypanosoma brucei avec une faible cytotoxicité (Otoguro et al., 2012). Il a aussi été décrit
qgue les radulanines A et L inhibent la production de monoxyde d’azote lorsqu’elles sont

appliquées sur des cellules animales RAW 264.7 traitées par des lipopolysaccharides qui
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induisent une réponse inflammatoire (Harinantenaina et al., 2006). Il est suggéré que cette
inhibition est directement due a I'activité antioxydante des molécules étudiées. Par ailleurs, la
radulanine A a été identifiée par nos équipes comme molécule phytotoxique pour Arabidopsis
thaliana (Figure 22), ainsi que la radulanine H (Nay et al., 2020; Zhang et al., 2019).

DMSO 1% 300 @000@0066
glyphosate ,u ¢ 3 @& Q
radulanine A ',\ » 9 ‘| @ ";: Q " Q

100 pg/mL 50 pg/mL 25 pg/mL 10 pg/mL

Figure 22 : Mise en évidence de la phytotoxicité de la radulanine A (adaptée de Zhang et al., 2019)

La radulanine A, dont I'étude fait 'objet de cette thése, est composée d’un squelette
bibenzylique, fusionné a un cycle 2,5-dihydrooxépine (Figure 21). Si sa structure globale est
unique, on retrouve en revanche le cycle 2,5-dihydrooxépine dans des métabolites spécialisés
produits par différentes espéces (Figure 23). Par exemple, le tournesol synthétise des
héliannuols, dont certains possédent aussi une structure 2,5-dihydro-1-benzoxépine, ou 1-
benzoxépane (héliannuols B, C, D, F, I, et J). Ces héliannuols ont la capacité d’inhiber la
croissance et la germination d’espéces mono- et dicotylédones (Macias et al., 1994). lls ont
aussi une capacité antioxydante, tout comme les ruscozépines A et B, molécules issues de
Rusci rhizoma et possédant une structure phényl-1-benzoxépine (Barbi¢ et al., 2012). Une
structure apparentée est également retrouvée chez les ptérulones, des composés isolés de
champignons des genres Pterula et Mycena. Ces composés présentent une parenté
structurale avec la ptérulone, I'acide ptérulinique et la ptérulone B, des molécules incluant une
structure 1-benzooxépine, parfois fusionnée a un hétérocycle (Engler et al., 1997; Gruijters et
al., 2002). L’acide ptérulinique ainsi que la ptérulone possédent des propriétés antibiotiques
et antifongiques, et leur mode d’action affecte la respiration mitochondriale en inhibant la
NADH:ubiquinone réductase (Engler et al., 1997). La structure 1-benzoxépine est retrouvée
au niveau de la pacharine et des bauhiniastatines, des molécules isolés de Bauhinia purpurea
et Bauhinia variegata (Pettit et al., 2006; Reddy et al., 2003). Ces composés inhibent la
croissance de cellules cancéreuses in vitro (Pettit et al., 2006). D’autres molécules bioactives
possédant un cycle 1-benzoxépine ont également été isolées de B. purpurea et ont montré
des activités antipaludique, antifongique, antiinflammatoire et cytotoxique (Boonphong et al.,
2007).
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Figure 23 : Exemples de structures benzoxépines ou benzoxépanes

Parmi les molécules isolées par Boonphong et al., plusieurs composés bibenzyliques
présentent une activité biologique similaire a celle des molécules pré-citées contenant une
structure 1-benzoxépine (Boonphong et al., 2007). De maniére intéressante, ces composés
bibenzyliques sont aussi présents dans les hépatiques du genre Radula (Asakawa et al.,
2020). En particulier, le gigantol ou la batasine Il (Figure 24), ont montré des propriétés
phytotoxiques sur Amaranthus hypochondriacus (Mata et al., 2007). Comme la radulanine A,
I'érianine affecte l'activité de la calmoduline dans des cellules pulmonaires cancéreuses (P.
Chen et al., 2020). Parmi les composés bibenzyliques incluant un hétérocycle, on retrouve le
perrottetinéne, déja mentionné (Figure 24). Ce composé est un cannabinoide issu de Radula
perrotteti, Radula marginata et Radula laxiramea de structure similaire au A®-
tétrahydrocannabinol (THC) (Cullmann and Becker, 1999; Toyota et al., 2002, 1994). C’est
une molécule psychoactive qui se lie aux récepteurs CB1 d’'une maniere similaire au THC
(Chicca et al., 2018; Reis et al., 2020). Elle est composée d'une structure chroméne,
correspondant a un phényle fusionné a un hétérocycle a 6 chainons, au lieu de 7 chainons
pour la 1-benzoxépine. Les chroménes sont présents dans de nombreux organismes et ont
une diversité structurale importante amenant de nombreux effets biologiques (Raj and Lee,
2020). Certains chromeénes tels que le quercinol ont montré des effets antiinflammatoires
(Gebhardt et al., 2007). Comme la radulanine H, ce composé, isolé du champignon pathogéne
Quercina daedalea, inhibe les cyclooxygénases. De plus, c’est un inhibiteur de la 3a-
hydroxystéroide déshydrogénase, de la xanthine oxydase, et d’une peroxydase présente chez
Armoracia rusticana (Pierce et al., 1995; Schlegel et al., 2003). Deux chroménes issus du
champignon Prionosciadium watsoni présentent une activité phytotoxique sur Lemna minor,
associée a une chlorose et une inhibition de la croissance (Valencia-Islas et al., 2002). D’'une
maniére intéressante, comme la radulanine A, ces composés sont aussi des inhibiteurs de la

calmoduline (Asakawa et al., 1991; Valencia-Islas et al., 2002).
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Figure 24 : Exemples de molécules bibenzylphénoliques et chroménes
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VI Objectifs du projet de these

Bien que de nouvelles politiques tendent a restreindre leur usage, I'utilisation des
herbicides reste centrale pour la conduite des cultures, I'entretien de espaces verts et des
réseaux de communications (voies ferrées, aéroports), ou encore la lutte contre des plantes
nuisibles (toxiques ou allergisantes). Elle est en particulier stratégique pour le maintien des
rendements des grandes cultures, dans un contexte de croissance démographique constante.
L’utilisation des molécules actives disponibles sur le marché, essentiellement synthétiques,
est néanmoins questionnée, d’'une part par I'émergence de résistances qui en limitent
I'efficacité et le périmeétre d’utilisation, d’autre part par un contexte sociétal en faveur de la
recherche de solutions alternatives de gestion des adventices, plus respectueuses de
'environnement. Dans ce contexte, la recherche de nouvelles molécules a activité herbicide
pouvant répondre a ces deux challenges est nécessaire (Dayan, 2019; Sparks and Bryant,
2021). A ce titre, les molécules phytotoxiques d’origine naturelle apparaissent comme une
source a haut potentiel (Beffa et al., 2019; Peters and Strek, 2018; Peterson et al., 2018).
D’une part, ces molécules couvrent une immense diversité chimique et peuvent utiliser des
modes d'action susceptibles d’échapper aux résistances acquises par les adventices (Dayan
and Duke, 2014). D’autre part, bien que I'origine naturelle de ces composés n’assure pas une
moindre (éco)toxicité, leur rémanence, en particulier dans les sols, peut s’avérer plus faible,

grace a leur dégradation plus facile au sein de la rhizosphére.

Dans ce contexte, la découverte de I'activité phytotoxique de la radulanine A par nos
équipes en 2019 a mis en lumiére le potentiel herbicide d’'une nouvelle classe de composés
naturel (Zhang et al., 2019). Sur la base de ces travaux, l'utilisation de la radulanine A et autres
2,5-dihydrobenzoxépines en tant qu’herbicides potentiels d’origine naturelle a été breveté (Nay
et al., 2020). Cependant, les travaux réalisés n’apportaient pas d’information sur le mode
d’action de cette molécule. L’objectif majeur de ce projet de thése a donc été d’apporter des
éléments de compréhension des mécanismes sous-tendant la phytotoxicité de la radulanine
A. Les observations initiales de la toxicité ayant été effectuées sur cette espéce, le projet a été

mené sur la plante modele Arabidopsis thaliana.

Un verrou majeur pour aborder cette étude était la faible quantité de radulanine A
disponible. En effet, si la méthode originale de synthése développée par Zhang et al. permettait
une synthése totale de la molécule au laboratoire, les rendements atteints n’étaient pas
suffisants pour générer les quantités de composé nécessaires (Zhang et al., 2019). Une partie
préliminaire du projet, présentée dans le premier chapitre des résultats de cette thése et mise
en ceuvre dans I'équipe de B. Nay, a donc eu pour but de développer une méthode de

synthése alternative, utilisant moins d’étapes et présentant un rendement plus éleve. Le
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développement de cette méthode a également permis de synthétiser une série de précurseurs
et d’analogues de la radulanine A, utilisés dans la suite du projet pour initier une étude

structure-fonction de l'activité de la radulanine A.

L’étude du mode d’action de la radulanine A a été abordée en premier lieu par une
analyse ciblée de son effet sur I'activité photosynthétique, et est présentée dans le second
chapitre des résultats. Comme illustré dans l'introduction, un nombre important de composés
de synthése ou d’origine naturelle exercent leur activité phytotoxique au travers de I'inhibition
de la photosynthése. La mise en évidence de l'effet inhibiteur de la radulanine A sur la
photosynthése a par ailleurs permis d’utiliser cet effet pour tester la bioactivité des précurseurs
et analogues de la radulanine A.

Enfin, cette étude a été complétée par une analyse sans a priori du métabolome des
plantes traitées, développé dans le troisieme chapitre de résultats. Sur la base des éléments
acquis au travers de I'étude structure-fonction, un choix a été fait de développer I'analyse
métabolomique en utilisant un composé chroméne bioactif et plus facilement disponible que
la radulanine A.

L’ensemble des données acquises apportent un éclairage important sur le mode
d’action de la radulanine A et de ses analogues chroméne en tant quinhibiteurs de la
photosynthése. Il confirme également l'intérét de substances dorigine naturelles issues
d’'espéces peu valorisées, ici les hépatiques, dans le développement de nouvelles solutions

herbicides.
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Chapitrel: Synthese totale de la
radulanine A et d’analogues structuraux

| Historique et mise en contexte

1.1 Historique des procédés de synthése totale

Le noyau 2,5-dihydrobenzoxépine présent au sein des radulanines est un systéme
bicyclique fusionné entre un groupement 2,5-dihydrooxépine et un groupement phényle. Il est
donc composé d’'un hétérocycle a 7 chainons incluant un oxygéne. Cette fonction assez
originale a pu étre retrouvée dans différents composés naturels tels que la radulanine A (1),
et a ainsi attisé l'intérét de plusieurs chimistes organiciens avant nos travaux pour le défi de
synthése qu’elle représente (Figure 25). La radulanine A (1) a été découverte pour la premiére
fois en 1978 au sein de Radula javanica (anciennement R. variabilis) (Asakawa et al., 1978b),
et R. complanata (Asakawa et al., 1978a). De nos jours, cette molécule a été répertoriée dans
12 espéces sur 36 étudiées du genre Radula (Asakawa et al., 2020). Avant les travaux
accomplis durant mon projet de thése, trois approches distinctes avaient déja été développées

afin de synthétiser la radulanine A. Ces méthodes de synthése sont présentées ci-dessous.

PR~

Radulanine A

A

Stefinovic et Snieckus,1998

Métathé se d'oléfine via
catalyseur Grubbs ||

Zhanget al., 2019
Réarrangement retro-Claisen

‘Yamaguchiet al., 2000

j\ Réaction de Mitsunobu oH
Et,N7 0
Xz
Phi O’Y MOM a 0
=
OTHP
Ph OMOM

Figure 25 : Techniques utilisées pour la synthése du cycle 2,5-dihydrobenzoxépines de la radulanine

A(1)

e Synthéses utilisant une cyclisation par métathése d'oléfines

L’'une des grandes réactions ayant révolutionné la chimie organique durant les
derniéres décennies est la métathése d’oléfines par des catalyseurs a base de ruthénium
(catalyseurs de Grubbs) ou de molybdéne (catalyseurs de Schrock) (Casey, 2006; Grubbs,

2004; Schrock and Hoveyda, 2003). Cette réaction permet un échange de structures entre
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deux groupements alcenes. La métathese peut étre ainsi utilisée pour cycliser un composé

comportant deux alcenes (Erreur ! Source du renvoi introuvable.).

Catalyseurs
R de Grubbs, de Schrock, ...
g = ' -R'
2 R
n R n
OH Métathése d'oléfines

OH

/\/@\/\( via un catalyseur Grubbs I
AN o N@(\‘ —
Ph o Ph o

Radulanine A

Cette avancée aura valu le prix Nobel & Robert Grubbs, Richard R. Schrock et Yves
Chauvin en 2005 (Grubbs, 2006). Depuis la commercialisation de ces catalyseurs dans les
années 90 et leurs utilisations pour le traitement d’oléfines, de nombreux travaux ont été
effectuées afin de valoriser cet outil au sein des laboratoires de recherche. La métathese
d’'oléfines utilisant des catalyseurs au ruthénium dispose d’une haute valeur ajoutée dans le
domaine de la synthése totale, ayant ouvert la voie a de nouvelles stratégies de construction.
En effet, cette réaction peut étre employée pour une fermeture de cycle ou pour I'ajout d’un
fragment moléculaire dans des conditions relativement douce, ce qui est idéal en fin de

synthése.

Vingt ans apres la découverte de la radulanine A (1) au sein des hépatiques, Stefinovic
et Snieckus se sont intéressés a l'utilisation des catalyseurs de Grubbs pour la synthése
d’hétérocycles benzannulés (Stefinovic and Snieckus, 1998). Bien que la réaction de
fermeture de cycle par métathése ait déja été étudiée pour divers types de structure cyclique,
la synthése d’hétérocycles fusionnés a des cycles aromatiques par cette réaction restait
encore a étre étudiée. Stefinovic et Snieckus ont ainsi développé cette méthodologie et I'ont
appliquée a la synthése totale de deux composés naturels : I'(x)-hélianane, issu de Haliclona

fascigera, et la radulanine A (1), issu de certaines espéces du genre Radula (Figure 26).

Ne@s
O—m Ph (0)

(+)-helianane Radulanine A

Figure 26 : Structures des composés naturels synthétisés par Stefanovic et Snieckus

La synthese totale de la radulanine A (1) selon Stefinovic et Snieckus débute a partir

du 3,5-diméthoxybenzaldéhyde 14 (Figure 27). Une réaction de Horner-Wadsworth-Emmons

Etude du mode d’action de la radulanine A, une molécule phytotoxique d’origine naturelle
Simon Thuillier

54



Synthése totale de la radulanine A et d’analogues structuraux

avec le benzylphosphonate de diéthyle et une hydrogénation catalytique permettent I'obtention
de I'éther diméthylique de la dihydropinosylvine. Le composé est ensuite déméthylé sur 'une
des deux fonctions éthers, afin de protéger le phénol résultant par une fonction
diéthylcarbamate. Une déprotonation en présence de s-BuLi sur Sni-l en para de la chaine
phényléthyle, suivie de la formation d'un réactif de Grignard permettent I'allylation en présence
de bromure d'allyle pour la synthése de Sni-Il. Ensuite, le composé est déméthylé par ajout de
BBrs; dans le chloroforme. Une alkylation en présence de chlorure d'isobutényle et de K.CO3
dans le DMF permet d’obtenir Sni-lll. Ce composé subit alors la fermeture de cycle par
métathése en présence du catalyseur de Grubbs de seconde génération, permettant
I'obtention de la radulanine A (1) protégée. La derniére étape de déprotection de la fonction
O-carbamate permet d’obtenir la radulanine A (1). Cette synthése, de 11 étapes au total, fut
la premiere synthése totale de la radulanine A (1), avec un rendement global de 14 %. Par
ailleurs, I'utilisation de la fermeture de cycle par métathése a aussi été appliquée a la synthése
totale des radulanines H et E par Yoshida et al. (Figure 28) (Yoshida et al., 2009).

0 ) O
_ JL 1. s-BULiTMEDA JJ\
o THF EtL,NT S0
5 étapes EtN 0 2
2. MgBr,, Et,0 /\/@f\&
—»
ﬁ ;
- | | >
I ° Ph o” - Ph o~
(6] 70 %
14 Sni- Sni-ll
X
1. BBry/DCM Et,NT ~O 1. Grubbs 11 20 mol% OH
2. K,CO3/DMF P> 0.002 M CH,Cl,
—_— >
cl 2. LIAIH, THF \
Ph o/\( : Ph o
50 %
58 % Sni-ll 1

(Radulanine A)

Figure 27 : Voie de synthése développée par Stefinovic et Snieckus, utilisant une métathése
d’oléfine par catalyseur Grubbs Il

Radulanine E Radulanine H

Figure 28 : Radulanines synthétisées par Yoshida et al.
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e Synthése utilisant une réaction de Mitsunobu

Deux années plus tard, Yamaguchi et al. publient une nouvelle synthése de la
radulanine A (1) et d'autres composés en utilisant une réaction de Mitsunobu. Pour mettre en
place leur stratégie de synthése, Yamaguchi et al. ont supposé que la voie de biosynthése
passerait par une cyclisation du méme type. Cette réaction consiste en la substitution
nucléophile d'un groupement hydroxyle (activé en présence d'azodicarboxylate de diéthyle ou
DEAD, et de triphénylphosphine) ici par un phénol pour former une liaison C-O (Figure 29).

0
EtOYN.NJLOEt . )
( H ©
7

O PPh H
H g 3 ( .R
g t e Ry Eto\n,N,,\UJl\OEt > 9 . EO N
R’ R O _FPPh +PPhs b
\\/ : o
+
OH
~ OH
| H J H
o XN OH EtO\n,N,N)\OEt Co.
. (0]
Réaction de
Mitsunobu Y
G,R’\_
- + O.
OH RO K +PPhs
z
Ph X I\ : Q
0 PPh,
Radulanine A

Figure 29 : Principe de la réaction de Mitsunobu

Cette stratégie de synthése débute par la dihydropinosylvine diméthylée Mit-1, molécule
retrouvée au cours de la synthése totale précédente, disponible en début de synthése cette
fois (Figure 31). Une formylation aprés déprotonation par s-BuLi en présence de DMF a été
employée, suivie d’'une substitution des groupements O-méthyles par deux groupements
MOM. L'aldéhyde Mit-lll a ensuite été réduit par LiAlH4 puis le groupement hydroxyle est
substitué par un brome issu de PBrs. Cette bromation a permis I'emploi d’'un couplage de Stille
avec un stannane pour obtenir Mit-1V. Aprés déprotection des trois groupements hydroxyles
en conditions acides, la réaction de Mistunobu a été utilisée pour obtenir la radulanine A (1).

Cette synthése inclut 9 étapes pour un rendement global de 15%.
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Figure 30 : Voie de synthése développée par Yamaguchi et al., utilisant une réaction de Mitsunobu

e Synthése utilisant un réarrangement de type retro-Claisen

En 2019, une méthodologie de synthése de cycles 2,5-dihydrooxepines grace a un
réarrangement de type rétro-Claisen a été décrite par notre équipe du Laboratoire de Synthése
Organique de I'Ecole Polytechnigue (Zhang et al., 2019). Ce réarrangement n'avait été que
trés peu utilisé dans une stratégie de synthése totale (Levin et al., 2011). En conséquence,
cette technique a été développée puis appliguée a la synthése totale de la radulanine A (1)
(Figure 31 et Figure 32).

Claisen
-0 —-——— _0
— o= {
retro-Claisen
0 Réarranggment 0
retro-Claisen
—_—
)r\
Ph O Ph (o}s
Intermédiaire Génération du cycle
vinylcyclopropane 2,5-dihydroxépine

Figure 31 : Réarrangement retro-Claisen

Cette synthése totale débute avec une extension du trans-cinnamaldéhyde Zha-I via
une aldolisation avec I'acétone en condition basique. Une addition de Michaél du malonate de
diméthyle suivie d’'une hydrolyse des esters méthyliques a permis la synthése du composé
cyclique Zha-lll par décarboxylation. Le composé Zha-IV a ensuite été obtenu grace a une

hydrogénation catalysée au Pd/C. Par réaction avec le (E)-1,4-dibromo-2-methylbut-2-éne
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préparé pour cette réaction, un cycle 2,5-dihydroxépine a été formé grace au réarrangement
rétro-Claisen d’un intermédiaire vinylcyclopropane (Figure 31). La dihydroxylation de I'alcéne,
et la mésylation du diol, ont ensuite été développées afin de permettre la formation du cycle
2,5-dihydrobenzoxépine. En effet, la derniére étape de synthése de la radulanine A (1)
s’effectue ici grace a une réaction d’élimination successive des meésylates, permettant
l'aromatisation. Sur les 6 étapes de ce processus, le rendement global de la synthése de la
radulanine A (1) est de 9 %.
H NaOH (3M, 1 eq) /\/\/L 1. 1eq dans MeONa oH
N >
PhMO acétone Ph O 2 KOH 1.7M dans H,0 /V@

75 % 2 étapes Ph
Zha-| Zha-Il 52 % Zha-llI

Y

1. \)\/\
Br S Br

OH CsCO; 0

10% Pd/C (0.2eq) DMSO, 20°C OH
o > OH
MeOH /\/@ 2.NMO mMe
100 % Ph 0 Ph (0}

KZOSZO4, 2H20

Zha-IV acétone/H,0 (3:1) Zha-V
2 étapes
40 %
OH
1. Ms,0, pyridine /\/C()_
—_—_— \
2. TBAF, DMSO
2 étapes Ph 0
57 % 1

Radulanine A

Figure 32 : Voie de synthése de Zhang et al., utilisant un réarrangement de rétro-Claisen

La découverte des propriétés herbicides de la radulanine A (1) au sein de notre équipe
de Biologie des Semences de Sorbonne Université fait suite a ces travaux de méthodologie
appliqués a la synthese totale de la radulanine A (1) (Zhang et al., 2019). Cette étude autour
du réarrangement rétro-Claisen n’avait pas pour objectif initial d’'optimiser la synthése de la
radulanine A (1), mais de montrer que cette réaction était applicable a la synthése d'une
molécule naturelle. L'intérét de la radulanine A (1) suscité par ses propriétés herbicides a

conduit a rechercher une nouvelle voie de synthese plus efficace pour sa production.

Ainsi, afin d’obtenir une quantité de matiére suffisante pour permettre I'étude du mode
d’action de la radulanine A (1), il était nécessaire de développer une nouvelle méthode de
synthese totale davantage adaptable a une montée en échelle. Les travaux contenus dans ce
chapitre présentent la mise au point d’'une voie de synthése originale faisant intervenir une

étape de d'extension de cycle par photochimie en flux. Cette derniére étape de synthése a été
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développée par le Dr. Lockett-Walters, post-doctorant au sein du Laboratoire de Synthése
Organique, et fait I'objet de l'article publié en 2022 dans Organic Letters présent dans ce
manuscrit (Lockett-Walters et al., 2022). Néanmoins, cette extension de cycle nécessitait la
synthése d’'un précurseur contenant un motif chroméne. Durant la thése, jai développé en
collaboration avec Dr. Lockett-Walters la synthése de ce précurseur (3). Nommé « Radula
chromeéne » dans ce manuscrit, cette molécule naturelle a aussi été extraite d’hépatiques du
genre Radula, a linstar de la radulanine A (1), et a également été étudiée pour son activité

phytotoxique (Asakawa et al., 2022).
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A total synthesis of phytotoxic radulanin A facilitated by the
photochemical ring expansion of a 2,2-dimethylchromene in

flow

Bruce Lockett-Walters,! Simon Thuillier,2 Emmanuel Baudouin? and Bastien Nay*1

1 Laboratoire de Synthése Organique, Ecole Polytechnique, CNRS, Institut Polytechnique de Paris, 91128

Palaiseau, France.

2 Sorbonne Université, CNRS, Institut de Biologie Paris-Seine (IBPS), Laboratoire de Biologie du
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Hg lamp
(pyrex filter OH
> 260 nm)
\
MeCN °
4 steps from radulanin A

3,5-(Me0),PhCHO

ABSTRACT: The radulanins are biologically active bibenzyl natural products featuring a synthetically challenging
2,5-dihydro-1-benzoxepine core. In contrast with previous reports exhibiting lengthy strategies, we demonstrate
the shortest synthesis of radulanin A to date, featuring a largely unexplored photochemical ring expansion
reaction of a 2,2-dimethylchromene precursor. This work was adapted to a continuous flow setup for larger scale
preparation, in view of biological investigations into the herbicidal properties of this natural product.

The radulanins are plant-derived natural products
extracted from the leafy Radula genus of liverworts -
a taxonomic subdivision of bryophytes.!?  They
constitute a large group of bibenzyl compounds (e.g.
1-3) involving fused oxacycles, which might be
biosynthetically formed from the oxidative
cyclization of o-prenylphenols like 4 (Figure 1a).
Recently, based on structural similarities, we
postulated that radulanin A (1) may exhibit similar
biological properties to lunularic acid,® a bibenzyl
phenolic bearing plant-growth inhibition and
allelopathic properties.®!® This theory was later
corroborated when an active dose of radulanin A (50
uM) was shown to cause wilting of Arabidopsis
thaliana seedlings (a plant commonly considered as a
weed in agriculture). As a number of current
agrochemical products face scrutiny,!'-13 we believe
radulanin A may constitute a promising
phytopharmaceutical alternative.

It is clear from all reported syntheses that the
greatest challenge associated with the synthesis of
the radulanins is the formation of the 3-methyl-2,5-
dihydro-1-benzoxepin ring (Figure 1b). In the first
reported synthesis of 1, Stefinovic and Snieckus!#
installed the heterocycle via a key ring closing olefin
metathesis step on diene 5. This approach was later
adopted by Yoshida and co-workers?> for the
synthesis of radulanin H. Yamaguchi and co-
workers!® were able to form the dihydrobenzoxepine
ring of radulanin A via an intramolecular Mitsunobu
reaction of a 2-prenylphenol intermediate (6). In

2019, we reported the synthesis of bicyclic 3,5-
dihydrooxepines via retro-Claisen rearrangements of
2-vinylcyclopropane-1-carbonyl intermediates (7),
and applied this methodology to the synthesis of 1.817
This rearrangement competed with a Cloke-Wilson
rearrangement, possibly furnishing benzofuran side-
products related to the structure of perrottetin D (2).
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(a) Liverwort prenylated bibenzyls
OH

g%

OH
perrottetin D (2)

W,
&

° ®

radulanin A (1)

ey

natural chromene 3 natural prenylbibenzyl 4

(putative biosynthetic precursor)

(b) Previous synthetic approaches to 1 and analogues
OH OH (o}
R 7
i \ f
R o : R on R
5 6 OH 7
Ring-closing metathesis Mitsunobu reaction Retro-Claisen

Snieckus (1998) ‘Yamaguchi (2000) rearrangement
Yoshida (2009) Our previous work (2019)

/>

o)

(c) This work
OH photochemical OH
ring expansion
\ — =
R (0} R O
e.g. 1 e.g.3

Figure 1. Structure of liverwort bibenzyl natural
products (a) and comparison of past synthetic strategies
for 2,5-hydrobenzoxepines (b) and this work (c).

Despite their merit, all these strategies suffer from
long reaction sequences, and involve sensitive steps
which are not easily adaptable to larger scale
synthesis. In 1988, Chakrabarti and Chakraborty
reported a photochemical ring-expansion of the
chromene moiety of a carbazole alkaloid
(girinimbine) and other derivatives to afford a 2,5-
dihydrobenzoxepine in moderate to good yields.!8
This reaction was however never exploited for
synthetic purpose. Inspired by this work, we
envisaged a deployment of this methodology as a late-
stage molecular edit to afford radulanin A (1) from
readily accessible 2,2-dimethylchromenes (3) and in
flow (Figure 1c), which has resulted in the shortest
and highest yielding total synthesis of 1 to date.l?
Since radulanin A and the analogous 2,2-
dimethylchromene are both natural products present
in the liverworts, we suspect that this rearrangement
may be of some Dbiosynthetic significance.>®
Furthermore, this work allowed a larger scale
preparation of 1 for extended biological assays.

To investigate the feasibility of the photochemical
ring expansion of 2,2-dimethylchromenes,
preliminary studies were carried out on the model
substrate 8, which revealed a major UV/Vis
absorption band at 278 nm, much similar to the
analogous chromene 9, our expected precursor to
radulanin A. The chromene substrates were
synthesized by the condensation of a 1,3-diphenol
with prenal, catalyzed by ethylenediamine diacetate
(EDDA) according to Lee et al.?° To perform the ring

expansion, several light sources, including sunlight,
with various emission spectra were tested, with and
without added photosensitizer, and in various
solvents (supporting information, Table S1). In
particular, we deemed a light source emitting in the
UV wavelength range near the absorption band of the
substrate. In their previous study, Chakrabarti and
Chakraborty described the chromene rearrangement
of carbazole-chromene alkaloids at 254 nm (16 W) or
at 365 nm (400 W) in benzene, with improved yields
at 365 nm.!8 Gratifyingly in our case, the irradiation of
8bya 150 W medium pressure Hg lamp (A =200-600
nm) in a pyrex immersion well apparatus afforded
2,5-benzoxepine 9 in 47% yield after 5 hours (Scheme
1). Attempts to better the yield (prolonged degassing,
increased irradiation time) were not possible due to
the irreproducibility of this method. Despite nearly
quantitative conversions, most of the reaction
mixture was seen to have decomposed.

Scheme 1. Batch photochemical ring expansion of
8 in an immersion well, characterized by poor
reproducibility.

hv (200 - 600 nm)

OH Hg lamp 150 W OH
X (immersion well) m
[ .
O dry benzene (0.002 M) 0
30°C,5h

8 9

0-47%
reproducibility issues

In order to improve this reaction and develop a
reliable preparative method for radulanin A,
foreseeing  extensive  biological testing, a
photochemical flow process was next investigated.?!-
23 Utilizing a flow chemistry system fitted with a 10
mL photochemical reactor equipped with a pyrex
filter (Vapourtec E-series UV-150, Filter #3), we first
sought to determine whether our preliminary batch
conditions could be translated to a flow setup by
retaining all possible reaction parameters: solvent,
concentration, temperature and lamp power (the
light source was also tested by coiling a PFA tubing
around the cooling system of our previous 150 W
medium pressure mercury lamp, but with no
improvement). Promisingly, at a flow rate of 1
mL-min! in benzene at a concentration of 0.002 M, a
small aliquot of collected reaction mixture at steady
state output revealed only 10% remaining starting
material by 1H NMR, and afforded
dihydrobenzoxepine 9 and its inseparable 5-
membered isomer 10 in 24% yield in a respective
88:12 ratio (Table 1, entry 1). Prior to further
optimization of this process, various wavelength
filters were screened (supporting information, Table
S2), which ultimately showed the pyrex filter
(Vapourtec #3 cuts at 260 nm) to render superior
selectivity for 9 at the highest conversion. Despite the
apparent cleanliness of crude 'H NMR spectrum
(supporting information, Figure S1), the final yield
suggested extensive decomposition must have
occurred.
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Table 1. Optimization of the photochemical ring expansion in flow

OH

X Hg lamp (>260 nm)
R O
8 (R = Me)
11 (R=H)

R

OH OH
QO - oA
O R (0}

A B

10 (R = Me)
13 (R=H)

Entry R Solvent ConcentrationLamp power Flowrate Conversion?Yield A Yield B Ratio
(mM) (%) (mL-min-1) (%)* (%)? A:B
1 Me PhH 2 50 1.0 90 21 3 88:12
2 Me PhH 10 100 1.0 67 11 0 100:0
3 Me PhH 100 2.0 98 28 7 80:20
4 Me PhH 50 2.0 94 18 2 90:10
5 Me PhMe 10 100 1.0 77 9 0 100:0
6 Me PhMe 1 100 4.0 90 17 2 89:11
7 Me EtOAc 1 100 1.0 100 21 12 64:36
8 Me MeCN 10 100 0.2 92 22 7 76:24
9 Me MeCN 5 100 0.5 96 18 4 82:18
10 Me MeCN 1 100 1.4 95 36 11 77:23
11 Me MeCN 1 100 1.2 100 21 11 66:34
12 H MeCN 1 100 1.4 100 55 5 92:8

aPower refers to electrical power output of lamp, 100% being 150 W. bConversion and yields determined by 1H NMR

with respect to 1,3,5-trimethoxybenzene as internal standard.

Further optimization of this process began by
examining a more practical reaction concentration of
10 mM (entry 2). Although the reaction had not
reached full conversion at this flow rate, several
unknown signals appeared in the aromatic region of
the crude NMR spectra alongside the product, likely
formed from intermolecular reactions between
reactive intermediates. Reducing the concentration to
1 mM proved favourable, rendering a combined yield
of 35% ata flow rate of 2 mL-min-! (entry 3). Reducing
the lamp power by 50% (entry 4) led to improved
selectivity but a lower yield of rearranged products.
In an effort to improve safety, other solvents were
screened. Toluene (entries 5-6) was shown to
facilitate a higher conversion rate, but with inferior
yields. Ethyl acetate was briefly trialed (entry 6), but
resulted in poor selectivity. We last examined
acetonitrile (entries 8-11), and observed a marked
decrease in rates of conversion compared to benzene.
However a slight improvement in yield (entry 10)
was observed by working at 1 mM at a higher flow
rate. It is noteworthy that when increasing residence
time in the reactor (lower flow rates) in order to
achieve full conversion, selectivity worsened and
simultaneously impacted yield (entry 11). To test the
influence of the methyl substituent on this difficult
rearrangement, we applied the best conditions (entry
10) to chromene 11 (entry 12). We were pleased to
observe that dihydrobenzoxepine 12 was obtained in
a 55% yield at 100% conversion, with only 5% of
isomer 13 (92:8 ratio). This result shows the crucial

influence of substituents in this photochemical
rearrangement. To complete this study, we explored
the scope of this rearrangement to more complex 2,2-
dimethylchromenes with various substitutions,
possibly applicable to the synthesis of other natural
products (see supporting information, Figure S$2).24
These attempts resulted in degradation (or no
reaction when an extended chromophores was
present), showing a limited scope for this reaction.
However, owing to the structural similarity between
radulanin chromene 3 and compound 8, we were
confident we could apply this method to a
preparation of radulanin A.

Chromene intermediate 3, a natural product first

isolated from another Radula moss?® was
synthesized in four steps from 3,5-
dimethoxybenzaldehyde 14. The Horner-

Wadsworth-Emmons reaction of 14 with diethyl
benzylphosphonate 15 first afforded pinosylvin
dimethyl ether 16 in 93% yield. Subsequent
hydrogenation of the olefin moiety and deprotection
of the phenols in presence of HBr gave
dihydropinosylvin 17 in 94% yield. This nucleophilic
diphenol was engaged in the formation of chromene
3 in the presence of prenal and the Brgnsted acid
catalyst EDDA (Scheme 2).2025 On a practical point of
view, adding EDDA in three portions of 5 mol% over
three hours furnished the best yields of 3 (82%),
which was accompanied by a small amount of
regioisomer 18 (3%). Compound 18 is also a natural
product found in Radula species.®
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Scheme 2. Optimized total synthesis of natural
chromene 3

OFEt
AN
P Pl
oM 15 O oM
¢ © 1) Pd/C, NH,HCO,
t-BuOK EtOAc, rt
—_— —_—
OHC OMe TCHF P OMe  2) HBr, AcOH, reflux
°Ctort
14 93% 16 84% (2 steps)
Ph
OH >_/CH° OH
N B
_— +
EDDA
Ph (3 x 5 mol%) © HO ©
17 toluene, reflux 3 (82%) 18 (3%)
Chromene 3 was submitted to the same

photochemical flow conditions as 8 (Table 1, entries
9 and 10). Gratifyingly, it was converted into
radulanin A (1) in a higher NMR yield of 41% (Table
2, entry 1), accompanied by 15% of five-membered
isomer 19 (73:27 ratio). Despite the good conversion
of 92% and after exhaustive efforts, compound 1 was
found to be inseparable from the chromene substrate
3. As a result, we were compelled to reduce the flow
rate to achieve full consumption of the chromene,
which inevitably impacted selectivity and yield (entry

2). These new conditions allowed to isolate 1 in 26%
yield (with 17% yield of benzofuran 19, also a natural
product). With a productivity of 127 mg/24 h, we
were able to afford more than 300 mg of 1 for
biological investigations.

Despite the simplicity of this transformation, no
obvious rearrangement mechanism can be drawn at
first sight. A key intermediate could be quinone
methide isomer 20 (Scheme 3, see also Scheme S1 in
the supporting information). Under UV excitation, we
supposed that it could generate a reactive oxy radical
species (21), substrate of a 1,7-hydrogen atom
transfer (1,7-HAT) leading to intermediate 22. From
this symmetrical diphenol, the benzylic radical would
be reduced through 1,5-HAT leading to 23, which
could evolve through several routes. First, the new
1,3-diradical could recombine into 2-
vinylcyclopropanecarbonyl intermediate 24 (route
a), a good substrate for spontaneous but reversible
retro-Claisen rearrangement according to our
previous study,® leading to kinetically favoured 2,5-
dihydrobenzoxepine 1. Second, resonance and radical
recombination could also directly lead to 1 (route b).
Finally, resonance form 25 could be an intermediate
toward benzofuran product 19 (route c), which tends
to be the thermodynamic end-product when
increasing irradiation times.

Table 2. Photochemical rearrangement of chromene 3 into radulanin A (1)

OH Hg lamp (150W, filter >260 nm) OH OH
. - +
Ph o ) Ph o) Ph o
3 1 19

Entry Flow rate Conversion 1 (%) 19 (%) Ratio 1:19

(mL min-1) (%)
1 1.4 92 41a 152 73:27

1.2 100 26b 17b 60:40

a Conversions and yields determined by *H NMR with respect to trimethoxybenzene as internal standard. ? Isolated

yield.
Scheme 3. Proposed mechanism for 2,2- lead to highly reactive radical species, involving a key

dimethylchromene reorganization.

S

In conclusion, the photochemical ring extension of
2,2-dimethylchromene substrates has been studied,
showing the advantage of using a flow process to
improve the reproducibility and scale up the reaction.
It was applied to the total synthesis of radulanin A,
obtained in 19% yield over five steps from aldehyde
14. As far as we know it is the shortest preparation
reported to date. Although it would need additional
improvements to scale up the process, the method
allowed us to prepare substantial amounts (320 mg)
of radulanin A for extended biological studies as a
weedkiller. Finally, to explain this rearrangement, we
supposed that a quinone methide intermediate would

1,7-hydrogen atom transfer and a possible retro-
Claisen rearrangement. Considering that both the
chromene substrate (3) and radulanin A (1) are
natural products present in the same liverwort
genus,26 it is questionable whether this
rearrangement could occur in Nature.
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Supplementary tables and figures

Table S1. Screening of light sources to facilitate photochemical ring expansion of 8 to 9. All

reactions performed in quartz cuvette, apart from entry 12.

OH OH

hv
solvent
0 rt O
8 9
Light Conc. Time .
E Iv. P
ntry source A (nm) Solv S (M) (h) Observation
1 Blue LEDY  400-450 - - Neat 20 No reaction
2 Blue LED 400-450 PhH - 0.01 20 No reaction
3 Blue LED 400-450 DMSO - 0.01 20 No reaction
4 Blue LED 400-450 CHCl, - 0.01 20 No reaction
5 White LED® 390-700 CH.Cl, meth(yllgz/'e) blue 901 g0  Noreaction
0

6 White LED  390-700 CHxCl,  eosinY (10%) 0.01 20 No reaction

7 White LED 390-700 CH.Cl; TPP (10%) 0.01 20 No reaction

8 Black light¢ 365 - - Neat 20 No reaction
9 Black light 365 PhH - 0.01 20 No reaction
10 Black light 365 CHJCl, - 0.01 20 No reaction
11 Black light 365 DMSO - 0.01 20 No reaction

1:1 mixture of 8 and
o i
150WHe 500600  PhH - 0002 5 XA7%isolated
lamp yield of 9 (not
reproducible)

12

9% W output; 12 W output; °15 W output; “150W Hg lamp equipped with cooling jacket in an immersion well
setup.
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Table S2. Screening of filters for the photochemical ring expansion in flow.

OH hv (50%) OH OH
filter
Benzene O o
8 (0.002 M) 9 10
1 mL min’
30 °C, 3 bars
Filter® A (nm) Integral ratio by 'H NMR
8 9 10
2 225-425 0 46 54
3 260-600 10 79 11
4 290-410 100 0 0
5 260-490 85 15 0
6 310-600 100 0 0
7 255-600 47 53 0
8 280-600 29 72 7
9 320-600 100 0 0

2 Vapourtec filter number?

! More information can be found at the following address (available on 26 April 2022):
https://www.vapourtec.com/products/flow-reactors/photochemistry-uv-150-photochemical-
wavelength-filters/
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hv
150 W Hg lamp
(50% output, pyrex filter)

OH
1 mL min~’*
> @(} @3%
(0]
8

benzene
0.002 M

24 % (88:12)
(estimated 0.023 mmol/h or 103 mg/24 h)

OH

AT

OH

A B e T

crude 'H NMR
pre-column

Figure S1. Comparison of 'H NMR spectra of 8, 9 and the crude mixture of the reaction. Green:
'H NMR of starting material 8 (CDCls, 400 MHz); Red: *H NMR of isolated product 9 (CDCls, 400

MHz); Blue: *H NMR of crude mixture (CDCls, 400 MHz), showing 8 and 9.
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hv
150 W Hg lamp
(100% output, pyrex filter)
1.4 mL min™

=z AN =z \
RT | @ > R— |
NS o NS
MeCN 0
0.001 M
OH O
Y OO0 0
(@] (@] O (6]
S1 S2 S3 S4
decomposition no reaction decomposition decomposition
O OH O OH
0L 0 S0
~
0 0 0 0 0 O o
S6 S7 S8
no reaction no reaction decomposition decomposition

Figure S2. Attempts to perform the chromene ring expansion on other substrates. Notes: S1
was synthesised according to general procedure A (see section 1.7) using 4-bromoresorcinol
(8% vyield); S2 was synthesised according to a literature procedure® (83% vyield); S3 was
synthesised according to a literature procedure? (11% yield); S4 was synthesised according to
a literature procedure?® (20% vyield); S5 and S6 were synthesised according to general
procedure A (see section 1.7) from the corresponding chromone (10% and 3% respective
yields); S7 was synthesised according to a literature procedure* (53% vyield); S8 was

synthesised according to a literature procedure? (40% yield).
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Experimental section

General

Reagents and solvents were bought from Sigma Aldrich, Alfa Aesar and Fluorochem. Toluene,
acetonitrile and benzene were distilled over CaH; prior to use, and where mentioned,

degassed by bubbling through nitrogen gas.

Nuclear magnetic resonance spectra (*H NMR and '3C NMR) were recorded at ambient
temperature with a Bruker Avance 400 (400 MHz, 'H at 400 MHz, 3C NMR at 100 MHz)
instrument using CDCls as solvent referenced relative to residual CHCl3 (6u = 7.26 ppm, 6¢ =
77.1 ppm). Chemical shifts are reported in ppm and coupling constants (J) in Hertz. Data for
'H NMR spectra are reported as follows: chemical shift ppm, referenced to protium (br s =
broad singlet, s = singlet, d = doublet, t = triplet, g = quartet, dd = double doublet, td = triplet

of doublets, ddd = double double doublet, m = multiplet, coupling constants, integration.

Infared spectra were recorded on a PerkinElmer FTIR equiped with ATR. Absorption maxima

(Vmax) are reported in wavenumbers (cm™2).

High resolution mass spectra (HRMS) were obtained on a Bruker tims-TOF mass spectrometer

(ESI+) and reported as m/z. The quoted masses are accurate to +/- 5ppm.

Analytical thin layer chromatography (TLC) was carried out using precoated silica gel plates
(silica gel 60, F254, Merck) and visualised by exposure to ultraviolet light and/or exposure to
a basic solution of potassium permanganate or p-anisaldehyde stain followed by heating. Flash

column chromatography was carried out on Kieselgel 60 (40-63 um).

Batch photochemical experiments were performed in a 500 mL immersion well apparatus or

10 mL pyrex England sealed tubes using a Heraeus 150 W medium pressure Hg lamp.

Flow photochemical experiments were performed on a Vapourtec E series system with an
attached UV-150 photoreactor equipped with a medium pressure Hg lamp (75 — 150 W) used

in combination with a pyrex filter (Vapourtec filter n°3).
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Experimental procedures and data

(E)-3,5-Dimethoxystilbene (16)

OMe
O X I OMe

To a flame dried 500 mL round-bottomed flask equipped with a magnetic stirring bar under
an inert atmosphere was added t-BuOK (10.8 g, 96.3 mmol) followed by dry THF (120 mL). The
mixture was cooled on ice then diethyl benzylphosphonate (20.6 mL, 90.3 mmol) was added
drop-wise over 30 minutes, followed by portion-wise addition of 3,5-dimethoxybenzaldehyde
(10.0 g, 60.2 mmol). The mixture was allowed to reach ambient temperature then stirred for
2 h. The majority of the THF was removed in vacuo then a mixture of H,0:MeOH (2:1, approx.
60 mL) was added until precipitation of the product occurred. Subsequent filtration and

vacuum drying afforded 16 as a white solid (13.5 g, 56.0 mmol, 93%).
Spectral data for this compound were consistent with those found in the literature.?

1H NMR (400 MHz, CDCls): & = 7.53 — 7.49 (m, 2H), 7.39 — 7.33 (m, 2H), 7.29 — 7.23 (m, 1H),
7.09 (d, J = 16.3 Hz, 1H), 7.04 (d, J = 16.3 Hz, 1H), 6.69 — 6.66 (m, 2H), 6.40 (t, J = 2.3 Hz, 1H),
3.83 (s, 6H).

13C NMR (101 MHz, CDCl3): 6 = 161.1, 139.5, 137.3, 129.3, 128.8 (2), 127.8, 126.7, 104.7,
100.12, 55.5.

1,3-Dimethoxy-5-phenethylbenzene (S9)

OMe

L

To a flame dried 500 mL round bottomed flask was added stilbene 16 (14.0 g, 58.2 mmol) and
10% Pd/C (1.40 g, 10% wt.) followed by ethyl acetate (243 mL, 0.245 M). Ammonium formate
(18.4 g, 291 mmol) was then charged and the mixture allowed to stir over night at room
temperature. The reaction mixture was then filtered over a pad of celite and reduced in vacuo.

CHCl; was added to precipitate remaining ammonium formate and the mixture filtered again
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then reduced in vacuo to afford the title compound S9 as a clear yellow oil (12.7 g, 52.4 mmol,

90%).
Spectral data for this compound were consistent with those found in the literature.®

1H NMR (400 MHz, CDCl3): & = 7.32 — 7.25 (m, 2H), 7.23 — 7.17 (m, 3H), 6.36 — 6.30 (m, 3H),
3.76 (s, 6H), 2.95 — 2.82 (m, 4H).

13CNMR (101 MHz, CDCl3): 6 =160.9, 144.3,141.8,128.6, 128.5, 126.1, 106.6, 98.1, 55.4, 38.4,
37.8.

Dihydropinosylvin (17)

L

To a 250 mL round-bottomed flask equipped with a magnetic stirring bar was added S9 (2.03
g, 8.38 mmol) followed by HBr (24.6 mL, 48% wt in water) and glacial acetic acid (24.6 mL,
HBr:AcOH 1:1 v/v, final concentration of 0.15 M). The reaction mixture was then refluxed for
4 h and allowed to cool to room temperature. The reaction mixture was then diluted with
water (50 mL) and extracted with Et,O (3 x 50 mL). The organic layer was treated with
activated charcoal, filtered and reduced in vacuo to afford 17 as an off white solid (1.68 g, 7.86

mmol, 94%).
Spectral data for this compound were consistent with those found in the literature.®

'H NMR (400 MHz, CDCl3): 6 = 7.33 — 7.25 (m, 2H), 7.24 — 7.15 (m, 3H), 6.31 — 6.18 (m, 3H),
4.71 (brs, 2H), 2.93 - 2.75 (m, 4H).

13C NMR (101 MHz, CDCl3): 6 = 156.7, 145.1, 141.7, 128.6, 128.5, 126.1, 108.3, 100.6, 37.8,
37.5.

General procedure A for the synthesis of chromenes

EDDA (15 mol%)
X
toluene 115 °C
R (©)
sealed tube
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To aflame dried sealed tube equipped with a magnetic stirring bar under an intert atmosphere
was added the relevant substituted resorcinol (1 equiv.) followed by dry toluene (0.1 M) and
prenal (1.5 equiv.). Ethylenediammonium diacetate (EDDA, 5 mol%) was then added, the
vessel stoppered and heated to 115 °C for 1 h. The mixture was allowed to cool to ambient
temperature, then EDDA was charged (5 mol%), the vessel stoppered and heated to 115 °C
for another hour. This procedure was repeated once more (totalling a 15 mol% addition of
EDDA), the mixture allowed to cool to ambient temperature, a small portion of silica was
charged and the solvent removed in vacuo. The crude material was purified by flash column
chromatography (dry loading), eluting in hexanes/EtOAc to afford the relevant substituted

chromene.
2,2-Dimethyl-7-phenethyl-2H-chromen-5-ol (3)

OH
946
C °

Synthesised according to general procedure A using dihydropinosylvin 17 (4.00 g, 18.7 mmol)
to afford 3 as a viscous brown liquid (4.28 g, 15.3 mmol, 82%).

Spectral data for this compound were consistent with those found in the literature (Table

$3).7:8

1H NMR (400 MHz, CDCls): & = 7.31 — 7.24 (m, 2H), 7.22 — 7.15 (m, 3H), 6.58 (d, J = 10.0, 1H),
6.32 —6.29 (m, 1H), 6.14 — 6.10 (m, 1H), 5.55 (d, J = 10.0, 1H), 4.59 (br s, 1H), 2.92 — 2.83 (m,
2H), 2.80 — 2.73 (m, 2H), 1.42 (s, 6H).

13C NMR (101 MHz, CDCl3): 6§ =154.0, 151.2,143.7,141.8,128.6 (2), 128.5, 126.1, 116.4, 109.4,
108.0, 107.6, 76.1, 38.0, 37.5, 27.9.

2,2-Dimethyl-5-phenethyl-2H-chromen-7-ol 18
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The natural product 18 was isolated as a regiomeric side-product (brown oil, 81 mg, 0.289
mmol, 3%) in the synthesis of chromene 3, according to general procedure A starting from

dihydropinosylvin 17 (2.00 g, 9.35 mmol).
Spectral data for this compound were consistent with those found in the literature (Table S4).°

1H NMR (400 MHz, CDCls): & = 7.32 — 7.26 (m, 2H), 7.25 — 7.15 (m, 3H), 6.44 (d, J = 10.1, 1H),
6.22 —6.18 (m, 2H), 5.50 (d, J = 10.1, 1H), 2.86 — 2.81 (m, 4H), 1.40 (s, 6H).

13CNMR (101 MHz, CDCl3): 6 = 156.2, 154.7, 141.7,139.2, 128.5(2), 128.1, 126.1, 118.8, 113.0,
108.9, 102.2, 75.8, 37.5, 34.5, 27.8 (2).

2,2,7-Trimethyl-2H-chromen-5-ol (8)
OH
Joat
0
Prepared according to general procedure A using orcinol (5.00 g, 40.3 mmol) to afford 8 as a
light-yellow solid (4.29 g, 22.6 mmol, 56%).

Spectral data for this compound were consistent with those found in the literature.*?

1H NMR (400 MHz, CDCls): & = 6.57 (d, J = 10.0, 1H), 6.26 — 6.24 (m, 1H), 6.14 — 6.11 (m, 1H),
5.53 (d, J = 10.0 Hz, 1H), 4.60 (br s, 1H), 2.22 — 2.20 (m, 3H), 1.41 (s, 6H).

13C NMR (101 MHz, CDCl3): & = 153.9, 151.2, 139.7, 128.4, 116.4, 110.1, 108.7, 107.1, 76.0,
27.9, 21.6.

Photochemical ring expansion of 8 to 3,8-dimethyl-2,5-dihydrobenzoxepin-6-ol 9 in batch

oH OH OH
hv
(o) benzene o 0 (0]
rt
8 9 10

5h
0-47%

process

To a 500 mL immersion well apparatus equipped with a 150 W hG lamp, water cooling jacket
and magnetic stirring bar under an inert atmosphere was added chromene 8 (75.0 mg, 0.394

mmol) and dry benzene (250 mL, 0.00158 M). The reaction mixture was then stirred and
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irradiated for 30 minutes, the lamp turned off, and the solution allowed to return to room
temperature. This procedure was repeated until the mixture had been irradiated for a total of
5 hours. The reaction mixture was then transferred to a round-bottomed flask, reduced in
vacuo and the crude material was purified by flash column chromatography eluting in
hexane:CH,Cl; 1:1 to afford a mixture of 9 and 10 (95:5) as a yellow oil (35 mg, 0.185 mmol,
47%).

Rf = 0.19 (hexane/CH,Cl; 1:1)

IH NMR (400 MHz, CDCls): & = 6.50 — 6.52 (m, 1H), 6.39 — 6.36 (m, 1H), 5.65 — 5.57 (m, 1H),
4.80 (brs, 1H), 4.44 — 4.37 (m, 2H), 3.43 — 3.36 (m, 2H), 2.25 — 2.23 (m, 3H), 1.56 — 1.51 (m,
3H).

13C NMR (101 MHz, CDCl3): & = 159.7, 152.0, 137.4, 134.0, 120.7, 120.1, 114.5, 112.2, 74.3,
21.6, 21.0, 20.1.

IR (ATR): ¥ = 3350, 2931, 1715, 1619, 1583, 1450, 1378, 1311, 1207, 1068, 986, 836, 753.
HRMS (ESI+): Calcd. for C12H1502* [MH*]: 191.1067; Found: 191.1064.

Photochemical ring expansion of 8 to 3,8-dimethyl-2,5-dihydrobenzoxepin-6-ol 9 in flow

OH hv OH OH
MeCN
AN
m S5 0 A
o)
© flow 0
8 9 9

To a flame-dried round-bottomed flask under a nitrogen atmosphere was added chromene 8
and dry nitrogen-degassed benzene (0.00158 M). The flow system was first flushed with dry
degassed acetonitrile then the reagent solution was injected into the photochemical reactor
fitted with a pyrex filter at a lamp power of 50% (75 W), a flow rate of 1.0 mL min™ (8.44 min
residence time), a system pressure of 3 bars and a reactor temperature of 30 °C. At steady
state output, 266 mL (0.420 mmol) was reaction mixture was collected, reduced in vacuo, and
the crude material purified by flash column chromatography eluting in hexane:CH,Cl; 1:1 to

afford an inseparable mixture of 9 and 10 (88:12) as a yellow oil (19 mg, 0.1 mmol, 24%).
Photochemical ring expansion of chromene 3 to afford 1 and 19 in flow
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OH hv

OH
O N MeCN
® A @
3 19

To a flame-dried round-bottomed flask under a nitrogen atmosphere was added chromene 3

followed by dry, nitrogen-degassed acetonitrile (0.001 M). The flow system was first flushed
with dry degassed acetonitrile then the reagent solution was injected into the photochemical
reactor fitted with a pyrex filter at a lamp power of 100% (150 W), a flow rate of 1.2 mL min!
(8.44 min residence time), a system pressure of 3 bars and a reactor temperature of 30 °C. At
steady state output, 713 mL (0.713 mmol) of reaction mixture was collected, reduced in vacuo,
then purified by flash column chromatography eluting in 2 — 10% EtOAc:hexanes to afford
radulanin A 1 as a brown oil (52 mg, 0.186 mmol, 26%) and natural product 19 as a brown oil

(34 mg, 0.12 mmol, 17%).
Radulanin A (1)

Spectral data for this compound were consistent with those found in the literature (Table

55).911

1H NMR (400 MHz, CDCls): § = 7.32 = 7.24 and 7.22 = 7.14 (m, 5H), 6.53 (d, J = 1.5 Hz, 1H), 6.37
(d,J = 1.5 Hz, 1H), 5.64 — 5.57 (m, 1H), 4.84 (br s, 1H), 4.44 — 4.37 (m, 2H), 3.44 — 3.34 (m, 2H),
2.91-2.83 and 2.83 — 2.75 (m, 4H), 1.57 — 1.50 (m, 3H).

13C NMR (101 MHz, CDCl3): 6 = 159.9, 152.2, 141.8, 141.5, 134.2, 128.6, 128.5, 126.1, 120.8
(2),113.9,111.7,74.4,37.7,37.6, 21.8, 20.2.

2,3-Dihydro-4-hydroxy-2-isopropenyl-6-(2-phenethyl)benzofuran (19)
Spectral data for this compound were consistent with those found in the literature (Table S6).°

1H NMR (400 MHz, CDCls): & = 7.33 — 7.24 and 7.24 — 7.15 (m, 5H), 6.33 —6.29 (m, 1H), 6.17 —
6.14 (m, 1H), 5.20 (app t, 1H), 5.12 — 5.07 (m, 1H), 4.94 — 4.90 (m, 1H), 4.80 (br s, 1H), 3.27
(dd, J = 15.0, 9.7 Hz, 1H), 2.95 (dd, J = 15.0, 8.0 Hz, 1H), 2.92 — 2.85 and 2.85 — 2.77 (m, 4H),
1.80 - 1.77 (m, 3H).
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13CNMR (101 MHz, CDCl3): 6 = 161.8,152.1, 144.1,144.0, 141.9,128.5(2). 126.1, 112.1, 109.9,
108.0, 102.5, 86.5, 38.0, 37.9, 31.7, 17.3.

2,2-Dimethyl-2H-chromen-5-ol (11)

0O O
| mlcrowave
* | 120 °c 1 /A-dioxane
OH 20 min sealed tube

$10 (83%) 110 °C (51%)
48 h

S10 was prepared according to a literature procedure.*?

A flame-dried 2 mL sealed microwave vessel was charged with 1,3-cyclohexandione (200 mg,
1.78 mmol) and prenal (205 uL, 2.14 mmol), stoppered, then irradiated at 300 W up to 120 °C
for 20 minutes. The crude residue was then purified by flash column chromatography eluting

in 10% EtOAc:hexanes to afford S10 as a yellow oil (264 mg, 1.48 mmol, 83%).
Spectral data for this compound were consistent with those found in the literature.*?

1H NMR (400 MHz, CDCl3): & = 6.39 (d, J = 10.0 Hz, 1H), 5.22 (d, J = 10 Hz, 1H), 2.42 — 2.32 (m,
4H), 2.00 — 1.89 (m, 2H), 1.38 (s, 6H).

13C NMR (101 MHz, CDCl3): 6 = 195.0, 171.6, 123.0, 116.0, 110.7, 79.8, 36.6, 28.8, 28.5, 20.8.
11 was prepared from $10 according to a literature procedure.!?

To a flame-dried 10 mL sealed tube equipped with a magnetic stirring bar was added DDQ
(151 mg, 0.667 mmol) followed by 1,4-dioxane (4.3 mL) and S10 (54.0 mg, 0.303 mmol). The
vessel was then stoppered and heated to 110 °C for 48 h. The reaction mixture was allowed
to cool to room temperature, filtered over a pad of celite, reduced in vacuo and purified by
flash column chromatography eluting in 10% EtOAc:hexanes to afford 11 as an off white solid

(27 mg, 0.15 mmol, 51%).
Spectral data for this compound were consistent with those found in the literature.'?

1H NMR (400 MHz, CDCl3): & = 6.94 (t, J = 8.1, 1H), 6.62 (dd, J = 10.0, 1.0, 1H), 6.41 (dt, J = 8.1,
1.0, 1H), 6.29 (dd, J = 8.1, 1.0, 1H), 5.60 (d, J = 10.0, 1H), 4.64 (br's, 1H), 1.43 (s, 6H).
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13C NMR (101 MHz, CDCl3): & = 154.1, 151.4, 129.4, 129.1, 116.5 109.7, 109.5, 107.9, 76.1,
27.9.

Photochemical ring expansion of chromene 11 to afford 12 and 13 in flow

OH OH OH
h
@ - QO
0 flow 0 0
11 12 13

To a flame-dried round-bottomed flask under a nitrogen atmosphere was added chromene 11
and dry, nitrogen-degassed acetonitrile (0.001 M). The flow system was first flushed with dry
degassed acetonitrile then the reagent solution was injected into the photochemical reactor
fitted with a pyrex filter at a lamp power of 100% (150 W), a flow rate of 1.2 mL min'!(8.44
min residence time), a system pressure of 3 Bar and a reactor temperature of 30 °C. At steady
state output, 567 mL (0.567 mmol) reaction mixture was collected, reduced in vacuo, then
purified by flash column chromatography eluting in 2 — 10% EtOAc:hexanes to afford 12 as a
yellow oil (55 mg, 0.31 mmol, 55%) and 13 as a yellow oil (5 mg, 0.028 mmol, 5%).

2,5-Dihydro-6-hydroxy-3-methylbenzoxepine (12)
Re=0.23 (hexane/EtOAc 9:1)

1H NMR (400 MHz, CDCl3): & = 7.00 (t, J = 8.1, 1H), 6.69 (dd, J = 8.1, 1.0, 1H), 6.55 (dd, J = 8.1,
1.0, 1H), 5.65 — 5.58 (m, 1H), 5.12 (br s, 1H), 4.47 — 4.41 (m, 2H), 3.51 — 3.40 (m, 2H), 1.57 —
1.51 (m, 3H).

13C NMR (101 MHz, CDCl3): 6 = 159.9, 152.4, 134.1, 127.2, 123.5, 120.5, 113.7, 111.6, 74.3,
21.7, 20.0.

IR (ATR): ¥ = 3354, 2924, 1589, 1465, 1283, 1202, 1046.
HRMS (ESI+): Calcd. for C11H1302* [MH*]: 177.0910; Found: 177.0905.
2,3-Dihydro-4-hydroxy-2-isopropenylbenzofuran (13)

Spectral data for this compound were consistent with those found in the literature.®3
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1H NMR (400 MHz, CDCls): 6 = 6.99 (t, J = 8.0, 1H), 6.43 (app d, J = 8.1, 1H), 6.31 (app d, J = 8.0,
1H), 5.21 (app t, J = 8.8, 1H), 5.12 — 5.08 (m, 1H), 4.93 — 4.90 (m, 1H), 4.79 (br s, 1H), 3.31 (dd,
J=15.3,9.7, 1H) 2.98 (dd, J = 15.3, 7.9, 1H), 1.80 — 1.76 (m, 3H).

13C NMR (101 MHz, CDCls): 6 = 161.7, 152.5, 144.0, 129.3, 112.3 (2), 107.7, 102.4, 86.3, 31.8,
17.3.
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Table S3: Comparison of NMR data of synthetic chromene 3 with the literature (CDCl3).?2

H Reference Synthetic compound 3
(3 ppm, 400 MHz)8 (8 ppm, 400 MHz)
3 5.55 d (10.0) 555 (d, J = 10.0, 1H)
4 6.59 d (10.0) 6.58 (d, J = 10.0, 1H)
6 6.11s 6.14 — 6.10 (m, 1H)
8 6.30s 6.32 - 6.29 (M, 1H)
(2-CHs), 1425 1.42 (s, 6H)
a 277m 2.80 - 2.73 (m, 2H)
B 2.86m 2.92 - 2.83 (m, 2H)
2°6° 7.17m
7.22-7.15 (m, 3H)
4 7.18m
35 7.28m 7.31-7.24 (m, 2H)
OH 4.82brs 4.59 (brs, 1H)
B’C Reference chromene Synthetic compound 3
(8 ppm, 100 MHz)® (8 ppm, 101 MHz)
75.9 76.1
128.5 128.6
116.3 116.4
4a 107.4 107.6
151.1 151.2
107.9 107.6
143.5 143.7
8 109.3 109.4
8a 153.9 154.0
(2-CH3), 2738 27.9
o 374 375
B 37.9 38.0
I 141.7 141.8
2°6° 128.3 128.5
35 128.4 128.6
4 125.9 126.1

21H and 3C NMR calibration performed on solvent peaks at 7.26 and 77.16 ppm respectively.
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Table S4: Comparison of NMR data of synthetic chromene 18 with the literature (CDCl3).2

H Reference Synthetic compound 18
(3 ppm, 400 MHz)8 (8 ppm, 400 MHz)

3 550 d (10.0) 550 (d, J = 10.1, 1H)

4 6.44 d (10.0) 6.44 (d, J =10.1, 1H)

6 6.18's 6.22 — 6.18 (M, 2H)

8 6.19s 6.22 —6.18 (m, 2H)

(2-CHa), 140 1.40 (s, 6H)

a 2.80brs 2.86 — 2.81 (m, 4H)

B 2.80brs 2.86 - 2.81 (m, 4H)

2°6° 717m 7.25-7.15 (m, 3H)

3’5 7.28m 7.32-7.26 (M, 2H)

4 7.18m

OH 4.83brs Not observed (exchangeable)

5c Reference chromene Synthetic compound 18

(8 ppm, 100 MHz)®

(6 ppm, 101 MHz)

2 75.6 75.8
3 127.9 128.1
4 118.7 118.8
5 139.1 139.2
6 108.7 108.9
7 155.9 154.7
8 102.0 102.2
9 154.6 154.7
10 112.9 113.0
(2-CHy), 27.7 27.8

a 34.4 345

B 374 375

ik 1416 1417
26’ 128.4 1285
35 128.4 1285
@ 126.0 126.1

21H and 3C NMR calibration performed on solvent peaks at 7.26 and 77.16 ppm respectively.
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Table S5: Comparison of NMR data of synthetic Radulanin A 1 with the literature (CDCl3).?

H Reference Synthetic compound 1
(3 ppm, 400 MHz)* (3 ppm, 400 MHz)

2 4.42-4.40 (m) 4.44 —4.37 (m, 2H)

4 5.63-5.59 (m) 5.64 —5.57 (m, 1H)

5 3.43-3.39 (m) 3.44 - 3.34 (m, 2H)

7 6.54 (d, J = 1.7 Hz), 6.53 (d, J = 1.5 Hz, 1H)

9 6.38 (d, J= 1.6 Hz) 6.37 (d, J = 1.5 Hz, 1H)

10 1.54 (brs) 1.57 — 1.50 (m, 3H)

11 2.83-2.78 (m) 2.83-2.75 (m)

12 2.90-2.86 (m) 2.83-2.75 (m)

Ph-H 7.22-7.16 (m) 7.22-7.14 (m)
7.31-7.26 (m) 7.22-7.14 (m)

OH 4.78 (brs) 4.84 (brs)

’C Reference Synthetic compound 1
(3 ppm, 400 MHz)* (8 ppm, 101 MHz)

2 74.4 74.4

3 134.2 134.2

4 120.7 120.8

5 21.7 21.8

5a 120.7 120.8

6 152.1 152.2

7 111.6 111.7

8 141.5 or 141.7 1418 or 1415

9 113.9 113.9

9a 159.9 159.9

10 20.3 20.2

11 and 12 37.6and 37.7 37.6and 37.7

I 1415 or 141.7 141.8 or 1415

2’3’5’6’ 128.5 and 128.6 128.5 and 128.6

4’ 126.1 126.1

214 and '3C NMR calibration performed on solvent peaks at 7.26 and 77.16 ppm respectively.
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Table S6: Comparison of NMR data of synthetic 19 with the literature (CDCls).?

H Reference Synthetic compound 19
(3 ppm, 400 MHz)° (8 ppm, 400 MHz)
5.19dd (9.5, 7.8) 5.20 (app t, 1H)

3 2.93dd (15.1, 7.8) 2.95 (dd, J = 15.0, 8.0 Hz, 1H)
3.25 dd (15.1, 9.5) 3.27 (dd, J = 15.0, 9.7 Hz, 1H)

5 6.13s 6.17 — 6.14 (M, 1H)

7 6.30's 6.33 — 6.29 (m, 1H)

2 490 4.94 — 4.90 (m, 1H)
5.08's 5.12 - 5.07 (m, 1H)

3 1.76s 1.80 - 1.77 (m, 3H)

o 2.79m 2.85 - 2.77 (m, 4H)

B 2.85m 2.92-285

27 7.15m 7.24 —7.15 (m, 3H)

37 7.29m 7.33-7.24 (m, 2H)

47 7.16 m

5” 7.29m

6” 7.16 m

OH 5.16 brs 4.80 (brs, 1H)

13C Reference Synthetic compound 19
(3 ppm, 400 MHz)° (3 ppm, 101 MHz)
86.4 86.5

3 31.6 317

3a 109.8 109.9

4 152.0 152.1

5 107.9 108.0

6 143.9 144.0

7 102.3 102.5

Ta 161.6 161.8

I 143.9 144.0

2’ 1121 1121

3 17.2 17.3

o 37.7 37.9

B 37.9 38.0

1” 141.7 141.9

2” 128.3 128.5

3” 128.4 128.5

4” 125.9 126.1

5” 128.4 128.5

6” 128.3 128.5

214 and 3C NMR calibration performed on solvent peaks at 7.26 and 77.16 ppm respectively.
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IV Résultats & discussion complémentaires

L’article se concentrant sur I'extension de I'hétérocycle du chroméne, la mise au point
de la voie de synthése du précurseur chroméne n’y a pas été développée. La réaction de
condensation d’'un aldéhyde a,B-insaturé avec la dihydropinosylvine 17 utilisée pour la
synthese du Radula chroméne a été étendue a la synthése de différents analogues chromenes
(Figure 33). La condensation d’un 1,3-diphénol et d’'un aldéhyde a,B-insaturé pour la synthese
de chroménes avait déja été étudiée avant nos travaux (Lee et al., 2005). Lee et al. ont étudié
cette réaction avec I'orcinol et ont employé différents catalyseurs (InCls, Yb(OTf)s,pyridine et
Ca(OH),) sans succes. lls ont ensuite essayé le diacétate d’éthylenediammonium (EDDA) en
tant que catalyseur, et ont pu synthétiser le chromene 29 a partir du résorcinol et du 3-méthyl-
2-buténal. En effet, cet acide de Brgnsted permet la réaction d’'un groupement hydroxyle de la
dihydropinosylvine 17 nucléophile avec linsaturation du 3-méthyl-2-buténal en activant le
groupement aldéhyde par protonation. L’efficacité de 'EDDA pour la synthése du chroméne
29 a été étudiée dans 4 solvants différents. Le meilleur rendement a été obtenu lors d’'une

réaction dans le toluéne.

OH OR, OH
S
R4 R,
Ph 0 o) Ph o
27 R,=Bn,R,=Me, R3=H - 3 28

R1=Bn,R,=Me, R;=Me - 26
R1=H, R2=Me, R3=H -29
R4=H, Ry,=Et, R3=H - 30

R1=H, Ry=tert-ButMe, R3=H - 31

R1=Bn, R2= A/\)\- 32

Figure 33 : Composés supplémentaires synthétisés

Au cours de cette thése, certains analogues, non-mentionnés dans l'article, ont été
synthétisés et utilisés pour I'étude des relations structure-activité de la radulanine A (1) (Figure
34). Jai synthétisé le chroméne 32 & partir du citral et de la dihydropinosylvine 17 avec un
rendement de 64 %. Dr. Lockett-Walters a synthétisé les chromenes 29, 30 et 31 avec un
rendement de 56 %, 39 % et 19 %, respectivement (Figure 34). De plus, jai généré deux
autres analogues, le Radula chromene O-méthylé 26 (n= 96 %) et 'analogue chromane 27
(n= 97 %) par des réactions classiques de méthylation et d’hydrogénation catalytique (Figure

35). L’hydrogénation catalytique de la radulanine A effectué par Dr. Lockett-Walters a permis
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la synthése de 'analogue 1-benzoxépane 28 (n= 29 %). La phytotoxicité de 'ensemble de ces
COmposeEs a été étudiée et est développée dans le chapitre Il. La partie expérimentale de ces
composeés supplémentaires (26 & 32) se trouve donc en Supporting Information de l'article

inclus dans ce deuxiéme chapitre.

Dans notre article, la réaction de condensation du résorcinol avec le 3-méthyl-2-buténal
a permis la syntheése du chromene 29. Pour la synthése du Radula chroméne, le rendement a
été plus important (82 %) que pour le chromeéne 29. La longueur de chaine aliphatique en meta
des fonctions hydroxyles entre donc en corrélation avec une amélioration du rendement de la
condensation. Cette observation est appuyée par les différences de réactivité entre le
résorcinol et l'orcinol au cours des études de Lee et al, et suit les régles d’électrophilie
aromatique (Lee et al., 2005). De plus, la gamme d’analogues chroménes synthétisés permet
d’observer que la longueur de la chaine aliphatique en gamma de I'aldéhyde a,B-insaturé
influence de maniere négative le rendement de la réaction de condensation. L’encombrement
stérique plus important autour de l'alcéne entre donc en corrélation avec une baisse de
réactivité. Un autre paramétre pouvant expliquer la diminution de rendement en fonction de
l'allongement de la chaine aliphatique est 'augmentation de I'effet inductif donneur sur l'alcéne

en o,B de l'aldéhyde.

R>
o=/
HZN/\/NHZ
OH ¢2AcOH OH
(3 x 5 mol%)
L RN
toluene
R R R
! OH reflux ! O 2
R4=Bn - dihydropir_msylvin 17 R4=Bn,R,=Me - 3 (82%)
R4=H - orcinol R1=H, Ro=Me - 29 (56%)

R;=H, R,=Et - 30 (39%)
R;=H, R,=tert-ButMe - 31 (19%)

R,=Bn, RZ:W\- 32 (54%)

Figure 34 : Synthése des chroménes supplémentaires issus de la réaction de condensation
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OH OH
Pd/C, NH,CO,
SN o
EtOAc, rt, 24h

T
3

Q

T

>

Qo :

3 27 (97%)

K,CO3 Mel, acetone

8

>
60°C Ph
26 (96%)
OH OH
Pd/C, H,
\ >
MeOH, rt, 24h
Ph O Ph O
1 28 (29%)

(Radulanine A)

Figure 35 : Synthése d'analogues structuraux supplémentaires pour I'étude de phytotoxicité

En comparaison avec les procédés de synthese précédant nos travaux, notre stratégie
de synthése se place comme la plus efficace en termes de rendement si 'on prend en compte
la totalité des étapes de syntheése, tout en augmentant la quantité de radulanine A produite
(Tableau 4). Depuis la publication de notre travail de synthése totale, une nouvelle voie
employant une métathese via le catalyseur de Schrock-Hoveyda A a permis d’obtenir la
radulanine A (1) avec un rendement trois fois supérieur a nos travaux (Nguyen et al., 2022).
Leur stratégie débute a partir de la dihydropinosylvine 17, et propose une synthése en 3
étapes : une allylation catalysée par un carboxylate de magnésium, une réaction de Williamson
sur un des deux groupes hydroxyles, puis la fermeture de cycle par métathése précédemment
évoquée (Figure 36). L’ensemble de ces 3 étapes offre un rendement de 51%, la ou notre
stratégie de synthése présente un rendement total de 19 %. Leur stratégie débute en revanche
par la dihydropinosylvine (17). En incluant I'obtention de la dihydropinosylvine (17) a partir du
2,5-diméthoxybenzaldéhyde (14) dans leur stratégie de synthése (telle qu’effectuée dans notre

stratégie), alors le rendement total de leur synthése revient a 40 %.
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Tableau 4 : Récapitulatif des synthéses totales publiées de la radulanine A

Année de Auteurs Méthode de synthése du cycle Nb Echelle de
publication 2,5-dihydro-1-benzoxépine étapes Meotal synthése
Stefinovic & Métathese d'oléfine via
1998 . 11 14% -
Snieckus catalyseur Grubbs Il ’
Yamaguchi L .
2000 ot o Réaction de Mitsunobu 9 15% -
Réarrangement rétro-Claisen
2019 | Zhang et al. rang e 6 9% 24 mg
suivi d'une aromatisation
Lockett- Extension de I’hétérocycle d’'un

2022 Walters et | chroméne par photochimie en 5 19% 127 mg/24h

al. flux
Nguyen et Métathese d'oléfine via

2022 gy 6* 40 %* 798 mg

al. catalyseur Schrock-Hoveyda A
*Etapes et rendement incluant la synthése de la dihydropinosylvine (17) a partir du 2,5-
diméthoxybenzaldéhyde (14) de Lockett-Walters et al., pour comparaison.
)%/\Br
OH succinate de magnésium /\/&\)\ )j\,Br /\/&\)\
’ —_—
. J: 1 1,4-di ,80°C K,CO
Ph OH RN Ph OH DME Borc PR o’\(
17 1% Ngu-I 4h Ngu-II
75 %
cat. Schrock-Hoveyda A OH
5%mol
g m
DCM
reflux, 8 h Ph @)
95 % 1

(Radulanine A)

Figure 36 : Stratégie de synthése de Nguyen et al.

Notre stratégie utilise du palladium sur charbon dans le cadre de I'hydrogénation
catalytique permettant I'obtention de la dihydropinosylvine 17. Le palladium est un métal dont
le recyclage est un enjeu majeur face a la demande et la diversité d’utilisation (Paiva, 2017).
De nouveaux outils d’hydrogénation catalytique sans métaux tels que les paires frustrées de
Lewis (FLPs) sont en développement et pourrait étre étudiées pour rendre cette étape plus
optimale (Hounjet and Stephan, 2014). Cependant, 'hydrogénation des oléfines par ces FLPs
emploient actuellement des solvants éthérés a maitriser avec précaution dans le cadre d’'une

mise en échelle (Hounjet et al., 2013). La stratégie efficace de Nguyen et al. utilise en fin de
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synthése le 1,4-dioxane en tant que solvant pour la métathése d’oléfine qui présente les
mémes risques. Par ailleurs, le catalyseur de Schrock-Hoveyda A utilisé contient du
molybdéne, un métal dont I'emploi doit étre réduit afin d’éviter une pénurie potentielle d’ici le
prochain siécle (Henckens et al., 2018). Notre stratégie n’utilise pas de métaux rares en fin de
synthése, tel que le ruthénium ou le molybdéne utilisés pour une métathése d’oléfine (Nguyen
et al., 2022; Stefinovic and Snieckus, 1998), ou 'osmium utilisé dans la voie du réarrangement
rétro-Claisen (Zhang et al., 2019). Par ailleurs, notre voie de synthése présente un intérét
économique si I'on compare le colt de ces catalyseurs composés de métaux rares
(molybdene, ruthénium) face aux réactifs utilisés tels que 'lEDDA. Face a ces enjeux de co(t,
de risques et de chimie durable dans I'éventualité d’'une production a plus haute échelle,
I'extension de cycle par photochimie en flux conserve donc un intérét certain, bien qu’'une
optimisation soit capitale afin d’améliorer le rendement de cette réaction encore limitante pour

la synthése de la radulanine A (1).

Une meilleure connaissance des facteurs expérimentaux critiques, i.e. la ou les
longueurs d’onde a utiliser pour générer I'extension de cycle et le flux de photons a l'intérieur
du réacteur, représenterait un point essentiel pour poursuivre I'optimisation de la réaction
d’extension de cycle par photochimie en flux. Premierement, plusieurs états excités Sps1
peuvent étre induits pour une méme molécule, dépendamment de la longueur d’onde utilisée.
Ce point est également a prendre en compte pour la température, pouvant générer différents
états vibrationnels Tn»1. Cette multiplicité d’états peut expliquer la formation de différents
produits en photochimie (Protti et al., 2019). Les molécules n’absorbant la lumiére qu’a des
longueurs d’onde spécifiques, Tuten et al. ont étudié le taux de conversion de sulfides de
pyrénacyle en thioaldéhydes en fonction de la longueur d’'onde utilisée (Tuten et al., 2017). De
fagon intéressante, ils ont constaté que le taux de conversion était directement lié au spectre
d'absorption des sulfides de pyréneacyle. Cette recherche constitue un exemple de la
dépendance de certaines réactions vis-a-vis de la longueur d'onde utilisée. Un meilleur
contrble sur la ou les longueurs d’onde utilisées pourrait participer & une meilleure sélectivité
et une meilleure efficacité de la conversion du Radula chromene (3) en radulanine A (1), tout
en évitant d’éventuelles dégradations (Bonfield et al., 2020). Les filtres utilisés dans notre
étude ont été un premier outil de contréle du spectre de longueurs d’'onde auquel le Radula
chroméne (3) est exposé durant la réaction. Dans un objectif de contrdle de la longueur d’'onde
employée, les LEDs représentent une source d’intérét car elles permettent une meilleure
spécificité des longueurs d’onde engagées. Elle nécessite également moins d’énergie,
notamment pour le systéme de refroidissement a considérer dans I'optique d’'une montée en

échelle (Bonfield et al., 2020). Ainsi I'utilisation de LEDs en flux, adaptées au spectre
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d’absorption du Radula chroméne (3), pourrait représenter une premiére voie d’optimisation.
Quelle que soit la source utilisée pour la réaction photochimique, définir le flux de photons
(exprimé généralement en umol photons.s™?) au sein du systéme sera un atout important pour
permettre une optimisation plus compléte de la réaction. En effet, d’aprés de la loi d’Einstein-
Stark, un photon active une molécule. Ainsi, les photons doivent étre considérés comme un
réactif a employer, souvent de maniére stoechiométrique, et devraient donc étre quantifiés. A
'heure actuelle, peu d’études menées sur des réactions photochimiques décrivent cette
quantification (Vandekerckhove et al., 2022). Cette derniére est généralement effectuée par
actinomeétrie, i.e. par l'utilisation d’'une réaction au rendement quantique connu permettant de
calculer le nombre de photons absorbés (Bonfield et al., 2020; Vandekerckhove et al., 2022).
Le ferrioxalate, dont le spectre d’utilisation inclut la longueur d’'onde d’absorption du Radula
chroméne (3), pourrait étre utilisé en tant qu'actinométre. Son utilisation pour la photochimie
en flux en revanche est sujet a certaines limitations notamment issues de la formation de bulles
de CO- ou de solides au sein du tube (Vandekerckhove et al., 2022; Wriedt and Ziegenbalg,
2021). Vandekerckhove et al. ont proposé certaines approches pour palier a ces limitations
qui pourront étre considérés pour une mesure du flux de photons dans le cadre d'une

optimisation de la synthése de la radulanine A (1) (Vandekerckhove et al., 2022).

Dans l'optique d’'une amélioration de la synthése totale de la radulanine A (1),
notamment pour une montée en échelle, il est également envisageable d’utiliser des moyens
biotechnologiques comme outil de synthése totale (Zhang et al., 2022). Le paclitaxel (Taxol®)
est un composé extrait des aiguilles et de I'écorce de Taxus sp., et correspond a l'un des
produits anti-cancéreux les plus utilisés mondialement (Gallego-Jara et al., 2020). Sa synthése
repose majoritairement sur la 10-désacétylbaccatine lll, un précurseur naturel plus abondant
(Baloglu and Kingston, 1999). Malgré tout, cette hémisynthése nécessite une quantité
considérable de matériel végétal pour la production de Taxol® (Li et al., 2017). Ainsi, plusieurs
études ont été menées afin de trouver une alternative de biologie synthétique utilisant des
endophytes, ou des micro-organismes modifiés (Sabzehzari et al., 2020). Ces études ont pour
objectif la synthése d’'un intermédiaire du paclitaxel, le taxadiéne, avec un maximum de 1000
mg/L obtenu via une culture d’Escherichia. coli (Ajikumar et al., 2010). Un autre exemple
d’hémisynthése assisté par un micro-organisme est la production d’artésunate par
Saccharomyces cerevisiae, permettant ensuite la synthése de I'artémisinine aux propriétés
antipaludiques (Paddon and Keasling, 2014; Ro et al., 2006). Ce processus est utilisé a
I'échelle industrielle et représentait un tiers de la production mondiale d’artémisinine en 2014
(PATH, 2014). Néanmoins, certains processus de synthése totale complets ont été mis au

point au sein d’'un micro-organisme, tel que la synthése totale d’opioides a partir de la (S)-
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réticuline avec Saccharomyces cerevisiae (Galanie et al., 2015). Par ces exemples, I'utilisation
de micro-organismes pour la synthése de composés naturels représente un sujet d’étude en
pleine expansion, s’incluant de plus en plus dans les chaines de production des industries
chimiques (R. Chen et al., 2020; Galanie et al., 2015). Il est donc intéressant de noter que
chacun des intermédiaires synthétiques dans notre stratégie de synthése est une molécule
d’origine naturelle, retrouvée aussi dans les hépatiques du genre Radula (Asakawa et al.,
2020). La voie de synthése développée durant la thése ouvre ainsi la possibilité de s’aider d’'un
microorganisme congu pour couvrir certaines étapes du processus de synthése totale. La
biosynthése de dérivés de la dihydropinosylvine 17 a notamment été étudiée avec les
phytocannabinoides (Blatt-Janmaat and Qu, 2021; Giilck and Mgller, 2020). Un brevet a par
exemple été déposé sur une méthode de production de phytocannabinoides faisant intervenir
I'olivétol, un analogue structural de la dihydropinosylvine 17 dont la chaine phényléthyle est
remplacée par une chaine pentyle contenue dans le A°-tétrahydrocannabinol (Figure 37)
(Mookerjee et al., 2021).

OH OH

el D

17 olivétol
(dihydropinosylvine)

Figure 37 : Comparaison de la dihydropinosylvine a un précurseur biosynthétique de
phytocannabinoides, I'olivétol

De plus, certains génes ont été identifiés au sein de Radula marginata dont le réle
serait putativement impliqgués dans la biosynthése de phytocannabinoides issus des
hépatiques du genre Radula telle que la perrottetinéne (Hussain et al., 2018). En somme, ces
récentes découvertes et notre travail de synthése totale représentent donc une entrée vers
une approche de synthese bio-assistée de la radulanine A (1). De plus, notre voie de synthése
totale a permis le développement d’'une production plus importante de la radulanine A (1), a
I'échelle de la centaine de milligrammes, et a ainsi ouvert la voie aux études biologiques
présentées dans les chapitres suivants.
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Chapitrell: Etude de [I'impact de Ia
radulanine A et de certains de ses analogues
structuraux sur la photosynthese

| Contexte et objectifs de I’étude

Parmi les modes d’action phytotoxiques recensés, un grand nombre de molécules,
naturelles ou synthétiques, ont été décrites pour leur effet délétere sur la photosynthese (cf
Introduction Générale — IIl.1). Quelques données suggerent que certains analogues
structuraux de la radulanine A, tels que I'acide lunularique ou encore la pinosylvine, inhibent
la photosynthése, bien que leur mode d’action sur ce processus soit pour I'heure inconnu
(Gorham and Coughlan, 1980). Durant ma thése, le travail effectué sur I'étude de la
phytotoxicité de la radulanine A et de ses analogues structuraux a montré que la cinétique
d’apparition de la chlorose, phénotype marqueur de 'effet phytotoxique de la radulanine A, est

modulée par I'exposition a la lumiére.

Compte tenu de cette observation, une collaboration a été établie avec B. Bailleul a
I'Institut de Biologie Physico-Chimique (UMR7141 « Biologie du Chloroplaste et Perception de
la Lumiére chez les Microalgues) afin rechercher I'impact éventuel de la radulanine A et de
ses analogues sur la photosynthése. Cette collaboration avait pour objectif d’étudier I'effet des
molécules obtenues au chapitre | sur la fonctionnalité de la chaine de transfert d’électrons
photosynthétique, principalement par analyse de la fluorescence des chlorophylles. Afin
d’affiner cette analyse, jai effectué une mission a l'lmperial College de Londres, en
collaboration avec S. Viola. Cette collaboration m’aura permis d’étudier plus directement I'effet
de radulanine A et du Radula chroméne sur les sous-structures du PSII, par une approche de
thermoluminescence. L’ensemble des résultats obtenus a permis de mettre en évidence le
mode d’action de la Radulanine A en tant qu’inhibiteur du PSII. lls ont également permis de
mettre en lumiére l'impact de la structure de la radulanine A sur sa phytotoxicité (tel que
représenté dans I'Annexe 1). Ces travaux ont fait 'objet d’une publication dans Pest
Management Science, qui représente le corps de ce chapitre. Une aide a la compréhension

des techniques utilisées dans cet article est présentée dans 'Annexe 2.
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Abstract

BACKGROUND

Radulanin A is a natural 2,5-dihydrobenzoxepin synthesized by several liverworts of the
Radula genus. Breakthroughs in the total synthesis of radulanin A paved the way to the
discovery of its phytotoxic activity. Nevertheless, its mode of action remained so far unknown
and was investigated in Arabidopsis thaliana.

RESULTS

Radulanin A phytotoxicity was associated with cell death and partially depended on light exposure.
Photosynthesis measurements based on chlorophyll a fluorescence evidenced that radulanin A and a
Radula chromene inhibited photosynthetic electron transport with ICso of 95 uM and 100 uM,
respectively. We established a strong correlation between inhibition of photosynthesis and
phytotoxicity for a range of radulanin A analogs. Based on these data, we also determined that
radulanin A phytotoxicity was abolished when the hydroxyl group was modified and was modulated
by the presence of the heterocycle and its aliphatic chain. Thermoluminescence studies highlighted
that radulanin A targeted the Qg site of the Photosystem Il with a similar mode of action as 3-(3,4-

dichloropheny)-1,1-dimethylurea (DCMU).

CONCLUSION

We establish that radulanin A targets Photosystem Il, expanding Qg sites inhibitors to bibenzyl
compounds. The identification of an easy-to-synthesize analog of radulanin A with similar MoA
and efficiency might be useful for future herbicide development.

Keywords : Radulanin A ; dihydrooxepines ; photosynthesis ; Arabidopsis thaliana ; Photosystem Il ; Qg

site
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1 INTRODUCTION

Weed management is a major issue for agriculture and essentially relies on the use of synthetic
herbicides that represent more than half of the pesticide quantities sold annually.! Among synthetic
herbicides, glyphosate holds a highly dominant position because of its broad-spectrum efficacy,
relatively low cost, and the introduction of glyphosate-resistant crops in the 1990s. Herbicides cause
severe damages to plant organs, possibly leading to the death of the entire plant. They differ in their
phytotoxic dose range and host spectra, which can reflect a variety of modes of penetration and modes
of action (MoA).2 Nevertheless, the synthetic herbicides currently used target a limited array of
metabolic pathways including photosynthesis, protein and lipid synthesis or cell wall formation,
thereby favoring the selection of resistant weeds and jeopardizing weed management (> and
references therein). The emergence of extensive herbicide resistance, together with the strengthening
of environmental and health policies that restrict the use of synthetic herbicides, have raised new
challenges and renewed interest in the search for new and environmentally-safer molecules.? In this
context, natural products represent a wide source of bioactive molecules still under-utilized as
herbicides. Interestingly, natural compounds structures generally lack halogen atoms or ‘unnatural’
rings, which could reduce their environmental impact by limiting their effective duration in the field

compared to synthetic herbicides.*

The bryophyte lineage, that includes liverworts, hornworts and mosses, gathers the
closest living relatives of the ancestral land plant species.> It rapidly diverged from the
tracheophyte lineage and may therefore have retained ancestral traits present in land plant
ancestors and lost in tracheophytes. Interestingly, bryophytes exhibit a remarkable and
specific chemical diversity that has been poorly studied.® Nevertheless, more than 2,000

secondary metabolites have been characterized in bryophytes, including a variety of
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terpenoids, flavonoids and lipids.” Among bryophytes, liverworts present the largest
repertoire of natural products. In particular, they synthesize a huge diversity of bibenzyl-
related compounds that has been recently reviewed in Marchantiophyta and in Radula
genera.®® Although their bioactivity is generally unknown, several bibenzyl-related
compounds such as marchantins and perrottetins, exhibit antifungal, antimicrobial, anti-
trypanosomal, and/or anti-viral activities and affect a large range of physiological and
biochemical processes.’ Beside these rare reports, no information is available on their possible

phytotoxicity and potential as herbicide.

Radulanin A, 3-methyl-8-(2-phenylethyl)-2,5-dihydro-1-benzoxepin-6-ol, belongs to
the 2,5-dihydrobenzoxepin group of bibenzyl compounds and has been isolated from
liverworts of the Radula genus.® Scarce information on the bioactivity of radulanin A and its
relatives, e.g. radulanin H and L, include the inhibition of calmodulin and lipoxygenase
activities and the inhibition of nitric oxide production in lipopolysaccharide-treated
macrophages.l®Recently, together with the development of a new and simpler total
synthesis of radulanin A, its phytotoxicity to the model plant Arabidopsis thaliana was

described.1213

In the present study, radulanin A phytotoxicity and MoA were further investigated using
radulanin A analogs and synthetic intermediates. We report that radulanin A and a Radula chromene
10 which is also a synthetic precursor of radulanin A, impair Arabidopsis photosynthetic activity and
thereby trigger plant death. Both compounds target photosystem Il (PSIl) at the Qg site and therefore
expend the structural diversity of herbicidal Qg site inhibitors. We also report the requirement of the

phenol group for chromene bioactivity.
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2 MATERIALS AND METHODS

2.1 Culture and treatment of Arabidopsis thaliana seedlings

Seeds of Arabidopsis thaliana ecotype Columbia-0 (Col-0) were surface-sterilized as previously
described.!* Fifteen seeds were sown per well in sterile 96-well plates in the presence of 150 pL of
sterile distilled water and stratified for 3 days at 4 °C. Plates were then transferred in a growth chamber
at 21°C, under continuous light (40 umol photons m2 s!). After 9-13 days, water was removed and
replaced by 200 pL of sterile distilled water supplemented with the proper concentrations of tested
chemicals, that we prepared through known procedure 2 by the condensation of dihydropinosylvin
and appropriate aldehydes (for full description, refer to Supplementary Material). Stock solutions (40
mM in DMSO) were stored at -20 °C and diluted extemporaneously in water (35-400 uM final) for
plantlet treatment. For all conditions, the final concentration of DMSO represented <1 % of the total
volume used for treatment. Bromoxynil and 3-(3,4-dichloropheny)-1,1-dimethylurea (DCMU) were
purchased from Sigma-Aldrich (Lyon, France). Stocks solutions (100 mM for bromoxynil and 10 mM for
DCMU in ethanol) were diluted extemporaneously before treatment in water (100 uM and 10 uM final,

respectively). In all experiments, plantlets treated with 1% DMSO were used as controls.

2.2 Chlorophyll fluorescence measurements

Chlorophyll fluorescence measurements were performed on seedlings (10-15 per well) in a 96-well
plate at room temperature using a fluorescence imaging setup (Speedzen, JBeamBio, France). Samples
were dark adapted for 10 min prior to analysis. Green LEDs provided actinic light at 120 umol photons
m2stand saturating pulses at 2600 umol photons m?2 s, Measurement pulses were provided by blue
LEDs. Maximal quantum efficiency of PSIl was calculated as Fy/Fn = (Fm — Fo)/Fm, where F, and F, are
the fluorescence emission measured before and at the end of a 200 ms saturating pulse, respectively,

in dark adapted leaves. ®ps; was calculated as (Fn’-F)/Fw’, with F being the steady-state fluorescence
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reached in presence of illumination with actinic light and F.' being the fluorescence emission
measured at the end of a 200 ms saturating pulse, in the light-adapted leaves. Non photochemical
quenching (NPQ) was calculated as (Fm-Fm’)/Fw’.> Data were obtained from two independent

experiments gathering 6 biological samples (60-90 plantlets).

2.3 P700 redox state measurements

P700 redox state was measured at room temperature through transient absorption changes by a
Joliot-type spectrophotometer (JTS-10, Biologic, Grenoble, France). The absorption changes were
measured at 705 + 6 nm. The actinic light was provided by a crown of red LEDs (A = 619 nm) at 26 pumol
photons m2 s%, that also provided the 20 ms saturating light pulses at 5000 pmol photons m2 s™,
Seedlings from 4 wells treated separately were pooled to cover the light path for each replicate. Data

from each condition represent the mean £ S.D from 3 independent biological replicates.

2.4 Thermoluminescence

Thermoluminescence curves were measured with a laboratory-built apparatus, described
in De Causmaecker et al. (https://spiral.imperial.ac.uk/handle/10044/68272). Samples were
cooled to -20 °C and excited with a single turnover saturating laser flash (Continuum Minilite
I, frequency doubled to 532 nm, 5 ns FWHM). The samples were then incubated in the dark
at -20 °C for 30 s, before heating from -20 °C to 80 °C at 1 °C s'*. When used, Arabidopsis
seedlings immersed in water were incubated in the dark at room temperature in presence of
400 pM radulanin A, 10 uM DCMU or 100 uM bromoxynil for the indicated amount of time
before the measurements. PSll-enriched membrane fragments from spinach, prepared

according to Berthold et al.'® were diluted to a final chlorophyll concentration of 10 pg mL? in
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ice-cold resuspension buffer (50 mM MES-NaOH pH 6.5, 5 mM CaCl;, 10 mM MgCl,, 1.2 M
betaine, 20 % w/v glycerol). The samples were pre-illuminated with room light for 10 s and
then kept in the dark on ice for at least 1 hour before measurement. When tested, 400 uM
radulanin A, 10 uM DCMU or 100 uM bromoxynil were added to the dark-adapted samples
either right before measurement or for a specific incubation time. As controls,
thermoluminescence curves were measured using plantlets or membrane fragments treated

with 1% DMSO.

2.5 Statistical analysis

Results are represented as mean * standard deviation (SD). Differences between control condition
and other treatments were analyzed with GraphPad Prism 6.0 software (GraphPad Software Inc., San

Diego USA) using One-Way ANOVA followed by post-hoc Dunn’s test.

3 RESULTS

3.1 Radulanin A and its precursors and structural analogs present different level of phytotoxicity on

Arabidopsis.

As previously reported, radulanin A exhibited a phytotoxic effect on Arabidopsis thaliana (Arabidopsis
in the following) seedlings.® To obtain insights into the structures required for radulanin A biological
activity, we compared its toxicity to that of its synthetic precursors and several structural analogs that
we synthesized according to the procedure described in Supplementary material and in Lockett-
Walters et al.’? Thus, the phytotoxicity of these 11 structural analogs of radulanin A was compared
using chlorosis as a proxy for plantlet death (Fig. 1). As reported previously 3, chlorosis was observed

upon radulanin A (4) treatment. Chlorosis was obvious after 7 days of treatment and for doses above
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100 uM (Fig. 1). Radulanin A cyclic analogs and their saturated versions (compounds 3, 5, 7, and 8)
had a similar efficiency. In contrast, dihydropinosylvin (2) was slightly less active, with a minimum
concentration of 150 uM required to induce chlorosis. This lower activity was more obvious with
chromene 9 and chromene 10, for which only the higher dose tested induced bleaching. Finally, O-
methylated dihydropinosylvin (1), O-substituted chromene 6, chromene 11 and chromene 12 were not
phytotoxic. The same effects were observed when the death of seedlings was directly analyzed using
Trypan blue staining, indicating that the effect of radulanin A and its bioactive analogs led to cell death
(Fig. S1). As a whole, these data indicate that the bioactivity of radulanin A requires the presence of its

hydroxyl group and is modulated by the presence of the heterocycle and its aliphatic chain.

3.2 Radulanin A and several analogs impair photosynthesis.

When radulanin A treatments were carried out in darkness, no chlorotic phenotype was
observed, indicating that light was required for phytotoxicity (Fig. S2). We therefore postulated that
photosynthesis was likely targeted by radulanin A and its analogs. To assess their impact on
photosynthesis, we first treated plants for 12 h and then used chlorophyll a fluorescence to probe PSII
activity (Fig. 2). We measured the maximal quantum yield of PSIl and its quantum yield under
illumination (F./Fm and Qps; respectively, see Material and Methods). F,/Fn is measured in dark-
adapted plants, and represents the maximum capacity of PSII for photochemistry. The F,/Fn, of control
seedlings was 0.79 * 0.01, a typical value for healthy plants (Fig. 2A), and was not statistically altered
in the presence of 1% DMSO (Fig. S3). It indicates that approximately 79 % of the photons absorbed by
the PSIlI end up being converted into a photochemical event when the PSIl is not constrained by
downstream reactions. Treatments with radulanin A or Radula chromene 3 resulted in a dose-
dependent decrease in F,/Fn in a concentration range of 35-400 pM, indicating that the

integrity/photochemical capacity of PSIl is impaired (ICso are 95 pM and 100 uM for radulanin A and
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Radula chromene 3, respectively; Table 1). The quantum yield of PSIl was also measured under a 10
min green illumination (120 umol photons m™? s, see Material and Methods). Once steady state
photosynthesis is achieved, ®rs; does not only depend on the intrinsic photochemical capacity of PSlI
but also on the rate-limiting step of the photosynthetic electron transfer chain (ETC) downstream of
it, because of the serial work of photosynthetic complexes. Similarly to F./Fm, @psi was inhibited by
both molecules in the same concentration range and with a comparable calculated 1Cso (89 UM and

101 uM for radulanin A and Radula chromene 3, respectively) (Fig. 2B and Table 1).

The effect of the different analogs on ®@esy was compared after 12h of treatment at 400 uM
(Fig. 2C). Compared to DMSO treatment, radulanin A and all compounds inducing seedling chlorosis
(Fig. 1) inhibited Mpsi. The Opg;i inhibition was less pronounced for chromene 9 and 10, in agreement
with their lower phytotoxicity and was absent for compounds that did not induce chlorosis, such as O-
methylated compounds (1 and 6) and chromene 12. At a lower dose (100 uM), only radulanin A, Radula
chromene (3), tylimanthin B (5) and chromane (7) statistically inhibited ®ps (Fig. 2D). Together, these
data indicate a strong correlation between ETC inhibition and chlorosis-based phytotoxicity

assessment, suggesting that the primary target of the herbicide radulanin A is photosynthetic ETC.

To clarify the primary target of radulanin A in photosynthetic ETC, we followed the kinetics of F,/Fn,
and Qe as a function of treatment duration (Fig. 3A and 3B). The magnitude and kinetics of the F,/Fn,
decrease depended on the concentration of radulanin A. The final F,/Fn, values after 12 h of treatment
were 0.49 +0.14, 0.20 £ 0.10 and 0.12 + 0.09 for 100, 150 and 400 uM of radulanin A, respectively. In
water without any addition or in the presence of 1% DMSO (Fig. S3A), the F,/F, remained constant
throughout the experiment (0.80 + 0.01). The rate of decline in F,/F over time was also correlated
with radulanin A concentration: Fv/Fm values reached steady state after approximately 8 h with 400
UM but still decreased after 12 h with 100 uM radulanin A (Fig. 3A). @psi decreased over time for all
radulanin A concentrations and reached a plateau after 5 to 10 h (Fig. 3B). No effect was observed in

the presence of 1 % DMSO compared to water conditions, with values of 0.59-0.6 throughout the
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experiment (Fig. S3B). After 12 h of treatment, ®psywas 0.28 £ 0.13, 0.13 + 0.08 and 0.07 + 0.08 at 100
UM, 150 uM and 400 uM radulanin A, respectively. The inhibition of the photosynthetic electron
transfer also resulted in a decrease of Non-Photochemical Quenching (NPQ) (Fig. 3C). The fast
fluorescence rise at the dark-to-light transition (which is similar to the OJ part of the OJIP curves, see
(Stirbet and Govindjee, 2011)) displays a higher magnitude after 15 minutes of 400 uM radulanin A
treatment, compared to the control (Fig. 3D).

Similar magnitudes and kinetics of F,/Frn and Ops; inhibition were measured for Radula chromene (3)
and similar effects were also observed on NPQ or fluorescence increase at the light onset (Fig. S4).
Interestingly, after 15 min of treatment, ®ps; was reduced under radulanin A or Radula chromene
treatment when F,/Fn, remained unchanged (Fig. 3A and 3B, Fig. S4A and S4B). The fact that the
decrease of Qps preceded that of F,/F, indicates that the initial target of radulanin A is not the
photochemistry of PSIl per se but another step of the ETC and that the degradation of the
integrity/photochemical capacity of PSIl comes later or is an indirect consequence of inhibition of this

step of ETC.

3.3 The site of action of radulanin A is located in the inter-system chain.

Since radulanin A and its structural analogs inhibit photosynthetic ETC, we wanted to localize
more precisely the site of inhibition and wondered whether the inhibition was downstream or
upstream of Photosystem | (PSI). For this, we investigated the redox state of P700, the chlorophyll PSI,
during continuous illumination under treatments of different durations with radulanin A or analogs
(Fig. 4). Under control conditions, Arabidopsis seedlings have 47 = 3 % of P700 oxidized (compared to
the maximum of photo-oxidizable P700) under illumination conditions (see Material and Methods). A
similar value (46 * 2 %) was obtained after treatment with the hitherto ineffective O-methylated
chromene 6 at 400 uM (Fig 4A and 4B). As expected, 3-(3,4-dichlorophenyl)-1,1-dimethylurea (DCMU),

a well-known and effective PSll inhibitor (used at 10 uM), led to an accumulation of 97 + 1 % of P700".
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Radulanin A and chromene 3 (both used at a concentration of 400 uM) induced the accumulation of
69 £+ 4 % and 72 + 5 % of P700%, respectively. The higher oxidation of P700 after treatment with
radulanin A and chromene 3 implies that the site of inhibition is located upstream of PSI
photochemistry in the ETC. Together with the higher amplitude of the OJ phase at the light onset in
the presence of radulanin A and its analogs, this pinpoints the site of inhibition between PSIl and PSI
photochemical events, i.e. in the inter-system chain. Such phenotypes are characteristic of PSIl Qg site
inhibitors such as DCMU and prompted us to test the hypothesis that radulanin A and its analogs target

the Qg site of PSIl with thermoluminescence (TL) 7.

3.4 Radulanin A and chromene 3 are Qg site inhibitors.

PSll-enriched membrane fragments from spinach were employed to study the effect of
radulanin A and two structural analogs, Radula chromene 3 and its O-methylated analog 6, as well as
two control Qg site inhibitors, bromoxynil and DCMU 8 on thermoluminescence curves (Fig. 5A and
5B). All compounds were applied at 400 uM, except bromoxynil and DCMU which were used at 100
uM and 10 uM respectively, as previously described 1%2°, In DMSO-treated control samples, maximum
thermoluminescence was observed at 44°C (Fig. 5). Such temperature which corresponds to Tmax is
typical for the S;Qg  recombination 7. Treatments with DCMU and bromoxynil led to a shift of Tpax
towards 16 °C and 4°C, respectively (Fig. 5A). Such change in Tmax values reflects a recombination of
the S,Qa state, where the electron is blocked at the Qa site 8, In the presence of radulanin A,
maximum thermoluminescence was reached for a Tmax of 14 °C, similar to that of DCMU (Fig. 5A). The
thermoluminescence curve measured in the presence of Radula chromene 3 overlapped that of
radulanin A, with a similar Tmax of 15 °C (Fig. 5B). In contrast, application of O-methylated chromene 6
did not modify the Tmax (41°C) measured under control conditions. As observed in Fig. 5C, the effect of
radulanin A on Tmax shift depended on the concentration applied. Indeed, Tmax decreased to 33°C, 19°C

and 15°C when 50 uM, 200 pM and 400 uM of radulanin A were applied, respectively. Finally, to
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examine the kinetics of radulanin effect on Tmay, thermoluminescence curves were acquired after
different duration of treatment (Fig 5D). The effect of radulanin A addition on the Tmax shift was
immediate, and no further changes in the TL peak were observed during further 6 h of treatment. As

a whole, these results indicated that radulanin A and Radula chromene 3 function as Qg inhibitors.

To further address the effect of radulanin A in planta, thermoluminescence measurements were also
performed on Arabidopsis seedlings (Fig. 6). In DMSO-treated plantlets thermoluminescence arising
from S,Qg" recombination was observed, having a Tmax 0of 40-50 °C. As observed in PSll-enriched
membrane fragments, a shift of the Tmax (to 0.5°C, in seedlings) was observed 6h after radulanin A
treatment (Fig. 6A and 6B). Interestingly, this shift occurred progressively (Fig. S5), in contrast to
experiments performed on PSll-enriched membrane fragments where changes were immediate (Fig.
5D). Compared to radulanin A, DCMU and bromoxynil treatments led to similar changes in Tmax (Fig.
6A). As observed in Fig. 5B, application of chromene 3 to plantlets mimicked the effect of radulanin A,
when its O-methylated analog did not modify Tmax significantly (Fig. 6B). Radulanin A and Radula

chromene 3 therefore appear as potent Qg site inhibitors in planta.

4 DISCUSSION

Radulanin Ais a 2,5-dihydrobenzoxepin found in numerous liverworts of the Radula genus that
exhibits phytotoxicity towards Arabidopsis thaliana 3. In the present study, we evidenced that the
herbicide activity of radulanin A involves the inhibition of photosynthetic electron transport and
requires specific structural features shared by some of its bioactive precursors and analogs. Through
our investigation, chlorosis and permanent damage were correlated with the inhibition of
photosynthesis. Chlorophyll a fluorescence brought a first insight in the alteration of the

photosynthetic ETC after treatment. Since short treatment times induced a decrease of ¢ps) but not of
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Fv/Fm, it was concluded that the studied phytotoxic compounds did not inhibit the capacity of PSIl to

perform photochemistry.

Most of the herbicides, but also structurally-unrelated natural products, affecting the
photosynthetic ETC specifically target the Qg site of PSIl, mainly formed by its D1 protein subunit 2272,
Others, such as diquat or paraquat, divert photosynthetic electrons downstream PSI 2728, The higher
oxidation of P700 during illumination induced by radulanin A indicated that the site of inhibition is
located upstream of PSI. As we evidenced by thermoluminescence studies performed on PSll-enriched
membrane fragments, radulanin A and chromene 3 function as photosynthesis inhibitors by binding
to the Qg site. Indeed, treatments with either compound led to TL curves and Tmax similar to those
observed after treatment with the Qg site inhibitor DCMU, but higher than those observed in presence
of the herbicide bromoxynil, another well-known Qg site inhibitor. Such differences in
thermoluminescence curves have been previously reported for bromoxynil and DCMU and serve for
herbicide classification 8. Interestingly, contrarily to PSll-enriched membrane fragments, TL ratio
between 0.5 °C and 50 °C was modified in radulanin A-treated seedling in a time-dependent manner.
This variation illustrates a progressive increase of Qa” and decrease of Qs ¥ which was not observed in
PSll-enriched membrane fragments where only S;Qa” recombination TL peak is present right after the
addition of the inhibitor. While the binding of the inhibitor to the Qg site is instantaneous as observed
for PSll-enriched membrane fragments, such delay in intact seedlings reflects the time-dependent
diffusion towards the site of action. Moreover, DCMU-treated seedlings displayed a low TL at 50 °C
while TL at 0 °C was very intense, in contrast to radulanin A treatment. This difference implies that
more Qg sites are occupied by DCMU than by radulanin A after 5 h of treatment and suggests that
radulanin A binds to the Qg site less efficiently than DCMU. Because comparable TL curves and Taxare
observed for radulanin A and DCMU treatments, it is likely that radulanin A (and Radula chromene 3)
binds to Qg site in a similar way to DCMU, possibly via a hydrogen bond to D1-Ser264 as reported for

DCMU %. In contrast, radulanin A binding to Qg site differs from bromoxynil binding, although both
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molecules share a phenol group that is absent in DCMU and is important for bromoxynil binding %.
Docking studies evidenced that bromoxynil binding within Qg site depends on the protonation of the
phenol group. Indeed, protonated bromoxynil docks in the Qs site by interacting with D1-
Phe265/Ser264 whereas its deprotonated form binds to D1-His215 2. In vivo, bromoxynil scarcely
binds to D1-Phe265/Ser264 because the low pKa (4.2) of its phenol group 3° compared to stromal pH
(7-8) 3! makes the phenol group mostly deprotonated. This behavior can be extrapolated to our
experimental setup in which pH was maintained to 6.5. In these conditions, based on its chemical
environment, the phenol group of radulanin A is expected to be essentially protonated within the Qg
site due to a pKa (~9.5) higher than external pH, which could account for the differences observed
between radulanin A and bromoxynil. Docking studies are now required to further investigate these
hypotheses and to determine if radulanin A docking only involves a hydrogen bond with D1-Ser264 or
involves additional bonds, as reported for a range of natural herbicides. Compared to other natural Qg
site inhibitors e.g. stigmatellin®?, sorgoleone??, fischerellin®® or patulin?? and with the exception of
gliotoxin3* and tenuazonic acid®®, radulanin A presents a high lsofor ¢es, suggesting it is a rather weak
inhibitor of PSIl. Therfore, beside its action at Qg site, it cannot be ruled out that radulanin A also
impacts the function of additional targets, as has been observed for other natural inhibitors of the Qg
site. For instance, stigmatellin from the myxobacterium Stigmatella aurantiaca not only targets the Qg

site but also inhibits the cytochrome bgf complex 32,

The identification of radulanin A as a potent photosynthesis inhibitor made it possible to
investigate the structural requirements for radulanin A bioactivity. To address this issue, we
synthesized radulanin A precursors and analogs 2 and tested their inhibitory effect on ETC.
Interestingly, seven of the compounds (1, 2, 3, 4, 5, 6 and 12) tested in these experiments are also
naturally found in Radula species & and in a variety of other plant species in the case of 1 and 2 352,
On the one hand, the absence or substitution of the phenol group abolished ETC inhibition. To a lesser

extent, the absence of the phenylethyl chain and the elongation of the lipophilic chain of the
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heterocycle, also reduced inhibition, that was only observed for the highest doses tested. The cyclic
analogs and their hydrogenated versions, instead, showed a similar inhibition efficiency as radulanin
A. Strikingly, the efficiency of radulanin A analogs to inhibit photosynthetic ETC fully correlated with
their ability to trigger plant death, indicating that the inhibition of photosynthetic ETC activity is an
essential aspect of their phytotoxicity. Moreover, the comparison of the modes of action of radulanin
A and Radula chromene 3 highlighted that both molecules impair ETC through the inhibition of Qg site.
In the same experiments, O-methylated chromene did not inhibit ETC and did not bind Qg site. It is
therefore likely that the biologically-active radulanin A analogs, i.e. based on a phenolic bibenzyl
backbone, share the same MoA. Beside those tested, numerous radulanin A analogs have been
identified in Radula species & that could be screened for ETC inhibition to further investigate the
structural bases of radulanin A bioactivity. Furthermore, several natural products from the orchid
Epidendrum rigidum reported as phytotoxic also share a phenolic bibenzyl backbone, suggesting that
the relationship between structure and function highlighted in our study could be extended to other
natural analogs **. Noteworthy, two of these bibenzyl compounds, batatasin Il and gigantol, also share
anti-calmodulin activity with radulanin A, which strengthens the hypothesis of common structurally-

based functionalities *+*°.

5 Conclusions

Radulanin A has been the first compound from liverworts reported for its herbicide activity 3.
In this study, we further unraveled the MoA of this compound that makes it the only 2,5-
dihydrobenzoxepin, and more generally bibenzyl, characterized so far as a potent Qg site inhibitor.
Because of the conservation of Qg site structure and function among plants, radulanin A could be
phytotoxic towards a large range of weeds. Its chemical structure and liverwort origin makes it also an

original compound for the development of new herbicides. Although radulanin A appears as a rather
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weak PSll inhibitor, its herbicidal efficiency can be greatly improved by the structure-based design of
new analogs as performed with other natural herbicides “°. Beside the herbicidal efficiency, the
availability of large amounts of active principle is crucial for herbicide development. Even though we
improved the simplicity and yield of production by recently establishing a new synthesis *?, the total
synthesis of radulanin A remains challenging and a bottleneck for future developments. In this respect,

t 1% and a synthetic precursor

our study suggests that Radula chromene 3, that is also a natural produc
of radulanin A, is a valuable alternative, as it presents similar Ispand MoA and can be synthesized more

easily than radulanin A 12,
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OPSII FV/FM
ICso (UM) 95% Cl R? ICso (uM) 95% Cl R?
Radula 101 85-109 0.90 100 85-106 0.92
chromene (3)
Radulanin A (4) 89 80-102 0.92 95 84-105 0.93

Table 1 : IC50 of radulanin A and its chromene precursor regarding @, and Fv/Fm

parameters. IC50 was calculated upon data shown Figure 2A and 2B. 95% confidence interval
(95% Cl) is presented. R? was determined by non-linear fit regression.
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Figure legends

Figure 1: Effect of radulanin A and its structural analogs on Arabidopsis seedling viability.
Pictures were taken 1 week after treatment and are representative of 3 experiments. Control
refers to 1% DMSO treatment. Dark squares indicate the minimal bioactive concentration for
each molecule. Compounds are identified by their numbers in the text, together with current
names for 2 (dihydropinosylvin), 3 (Radula chromene), 4 (radulanin A), 5 (tylimanthin B), 6 (O-
methylated chromene) and 7 (chromane). The main compounds used in this study (3, 4 and 6)

are color-labeled and the color code is maintained across the different figures.

Figure 2: Effect of radulanin A and its analogs on PSIl maximal efficiency (Fv/Fm) and PSII
quantum yield activity (®psu). Fv/Fm (A) and Ops)i (B) were measured on Arabidopsis seedlings
after 12 h of treatment with different concentrations of radulanin A (orange circles) or Radula
chromene 3 (green triangles). C, ®ps; was measured after 12 h of treatment with 400 uM of
radulanin A or with its analogs. D, ®psi was measured after 12 h of treatment with 100 uM of
the molecules identified as bioactive in panel C. Control corresponds to treatment with 1%
DMSO. Results are given as mean * S.E (n=3-6). Asterisks indicate statistical differences
between control and treatments as determined by One-Way ANOVA followed by post-hoc

Dunn’s test (** P<0.01, **** P<10).

Figure 3: Evolution of PSIl parameters after radulanin A treatment. Chlorophyll fluorescence
measurements were performed on Arabidopsis seedlings treated with 1% DMSO (control) or
different concentrations of radulanin A. A. PSIl maximal efficiency (Fv/Fm), B. PSIl quantum
yield activity (®psi), C. Non-photochemical quenching (NPQ), D. Measured relative

fluorescence. Represented data are the means + SD of 6 independent biological replicates.

Figure 4: Effect of radulanin A on P700 redox activity. Transient absorption changes were

measured at 705 nm for Arabidopsis seedlings treated with 1% DMSO (control), 10 uM DCMU

or radulanin A and different structural analogs at 400 uM. The seedlings were harvested after

15 min of treatment and measurements were performed after 2 min under actinic light (26
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umol photons.m2.s1). A. The Al/I was measured during actinic illumination (negative time
values) and during and after a saturating light pulse given at time point zero. The decay was
followed for 1565 ms in the dark after the pulse offset, before actinic light was switched on
again. All the recorded traces were normalised on the difference between the Al/I recorded
during actinic illumination and the one recorded at the end of the dark decay. B. Percentage
of reduced P700 after 15 min of treatment. Represented data are the means £ SD of 3
independent biological replicates. Asterisks indicate statistical differences between control
and treatments as determined by One-Way ANOVA followed by post-hoc Dunn’s test (***
P<0.001, **** p<10%).

Figure 5: Thermoluminescence of treated PSll-enriched membrane fragments. Control refers
to 1% DMSO treatment. Except in panel D, measurements were performed immediately after
treatment. A. Effect of radulanin A (400 uM), and Qg site inhibitors (DCMU 10 uM, bromoxynil
100 uM). B. Effect of radulanin A, Radula chromene 3 and its O-methylated analog (400 uM)
on thermoluminescence., C. Dose-response study over radulanin A treatment, D. Effect of

radulanin A (400 uM) treatment duration.

Figure 6: Thermoluminescence of Arabidopsis treated seedlings. Control refers to 1% DMSO
treatment. Measurements were performed 6 h after treatment. A. Effect of radulanin A (400
uM), and Qg site inhibitors (DCMU 10 uM, bromoxynil 100 uM). B. Effect of radulanin A, Radula

chromene 3 and its O-methylated analog (400 uM) on thermoluminescence.
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Figure 2
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Il Supplementary Figures

Compound 50 uM

Figure S1: Effect of radulanin A and its structural analogs on cell death.
Arabidopsis seedlings were stained with Trypan Blue after 72 h of treatment under constant
light exposure (40 pmol photon.m-2.s-1). Each picture is representative of 5-10 observed
seedlings among 30 treated seedlings. Compounds tested are as in Figure 1.
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Figure S2: Effect of light exposure on radulanin A bioactivity. Seven-day-old
seedlings were treated with 1% DMSO (A, B) or 150 uM radulanin A (C, D) and incubated in
darkness (B, D) or under constant light (40 umol photons m? s%; A, C). Pictures were taken

after 84 h treatment and are representative of 3 independent experiments.
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Figure S3: Evolution of PSIl parameters under control conditions. Chlorophyll
fluorescence measurements were performed on Arabidopsis seedlings treated with distilled
water, pure or supplemented with 1% DMSO (control). A. PSIl maximal efficiency (Fv/Fm), B.
PSIl quantum vyield activity (®psu), C. Non-photochemical quenching (NPQ), D. Measured
relative fluorescence. Represented data are the means £ SD of 6 independent biological
replicates.
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Figure S4: Evolution of PSIl parameters after treatment with Radula chromene

3. Chlorophyll fluorescence measurements were performed on Arabidopsis seedlings treated
with 1% DMSO (control) or different concentrations of Radula chromene 3. A. PSIl maximal
efficiency (Fv/Fm), B. PSIl quantum vyield activity (®psi), C. Non-photochemical quenching
(NPQ), D. Measured relative fluorescence. Represented data are the means = SD of 6
independent biological replicates.
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Figure S5: Thermoluminescence kinetics after radulanin A treatment. Control
refers to 1% DMSO treatment. Concentration used for radulanin A treatment was 400 uM.
Thermoluminescence measurements were performed on Arabidopsis seedlings.
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IV Supplementary Material

Experimental procedure for Trypan Blue Staining

After 3 days of treatment, cell death was evaluated by seedling staining with Trypan Blue
(Sigma-Aldrich). Seedlings were incubated with 200 pL of staining solution (2.5 mg.mL* Trypan Blue in
distilled water) for 30 min at room temperature. Stained samples were washed with distilled water
and analyzed with a Nikon Eclipse E800 microscope equipped with a Gryphax Kapella camera. For each
condition, 5 seedlings from two treatment replicates were observed.

Experimental procedures for the synthesis of compounds
General remarks

Toluene, methanol and dichloromethane were distilled over CaH, prior to use. THF was purified on a
MB-SPS 800 solvent purification system (MBraun). Thin layer analytical chromatography (TLC) was
performed on silica gel plates on aluminum (silica gel 60, F254, Merck) and visualized by exposure to
ultraviolet light and / or exposure to a basic solution of potassium permanganate or a p-anisaldehyde
staining solution followed by heating. Flash column chromatography was performed on silica 60 (40-
63 um). Nuclear magnetic resonance spectra (*H NMR and 3C NMR) were recorded at 25°C with a
Bruker DPX spectrometer (400 MHz, *H to 400 MHz, *3C NMR to 100 MHz) using CDCls as the referenced
solvent with respect to the residual CHCls (64 = 7.26 ppm, 6¢c = 77.1 ppm). Chemical shifts (8) are given
in ppm and coupling constants (J) in Hertz. Data for *H NMR spectra are reported as follows: & ppm (br
s = wide singlet, s = singlet, d = doublet, t = triplet, g = quadruplet, dd = doublet of doublets, td = triplet
of doublets, ddd = doublet of doublets, m = multiplet, coupling constants, integration). The infrared
spectra were recorded on a PerkinElmer FTIR spectrometer using the ATR technique. Absorption
maxima (Vmax) are reported in wavenumbers (cm™). High-resolution mass spectrometry (HRMS)
experiments were performed on a Tims-TOF mass spectrometer (Bruker, France).

Compounds 1-5 were prepared on the occasion of previous studies.! Other compounds were prepared
as follow:

General procedures for the synthesis of substituted aldehyde

(0] 9 0
o R~oEt )\/Rz _DIBALH Mno2
OEt ; THF CHzCIz CH,Cl,
R 0°Ctort reflux

20 h R! 16 h

Procedure A

To a flame-dried round-bottomed flask equipped with a magnetic bar under an argon atmosphere,
NaH (dispersion in mineral oil at 60%, 1.4 equiv) and anhydrous THF (final concentration: 0.26 M) were
added. The suspension obtained was cooled to 0 °C, and triethyl phosphonoacetate (1.5 equiv) was
added dropwise during 30 minutes, followed by the substituted ketone (1 equiv). The mixture was
allowed to warm up to room temperature and stirred overnight, then the reaction was stopped with
a saturated aqueous solution of NH4Cl. The aqueous phase was extracted three times with Et,O and
the combined organic phases are dried on MgS0., evaporated under vacuum and purified by column
chromatography, eluting with CH,Cl,.

Procedure B
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To a flame-dried round-bottomed flask equipped with a magnetic bar under an argon atmosphere, the
ester previously obtained (1 equiv) was added followed by dry CH.Cl, (final concentration: 1.12 M).
The solution was cooled to 0 °C, then DIBALH (1M in CH.Cl,, 2.1 equiv) was added through a syringe
and the mixture was stirred for 2 h. The reaction was stopped by adding MeOH (2.5 equiv) at 0 °C and
allowed to rise to room temperature. A saturated NaCl solution was then added, followed by Et,0, and
the mixture is filtered over celite. The phases are separated, and the organic phases dried on MgS0,
and concentrated under vacuum. The crude mixture was purified by flash column chromatography
eluted with a mixture Et,0:CH,Cl,.

Procedure C

To a flame-dried round-bottomed flask equipped with a magnetic rod under under argon atmosphere,
MnO; (5 equiv) and anhydrous CH,Cl; (0.49 M) were added, followed by the allyl alcohol previously
obtained (1 equiv). A condenser was connected and the mixture was heated to reflux overnight. The
mixture was then allowed to cool to room temperature and filtered over a pad of celite. The solvent
was removed under vacuum and the crude mixture purified by flash column chromatography, eluting
with a CH,Cl,:pentane mixture.

General procedure D for the synthesis of chromenes

OH

EDDA (15 mol%)
117 N ~
R toluene 115 °c R I | R3
OH
sealed tube

In a flame-dried tube equipped with a magnetic bar under an argon atmosphere was introduced the
substituted resorcinol (1 equiv) followed by anhydrous toluene (0.1 M) and the a,B-unsaturated (1.5
equiv). Ethylenediammonium diacetate (EDDA, 5 mol%) was then added. The tube was sealed and
heated to 115 °C for 1 h. This procedure (addition of EDDA and heating) was repeated 3 times (total
addition of 15 mol% EDDA). Then after returning to room temperature, a small amount of silica was
added and the solvent removed under vacuum. The crude mixture was purified by flash silica column
chromatography (dry loading), with hexane/EtOAc elution to give the corresponding substituted
chromene.

3-Methylpent-2-enoate ethyl ester

(0]

L
Prepared according to procedure A using butanone (1.25 mL, 13.9 mmol) to give the ester as a viscous

yellow liquid (E/Z = 78:22, 1.94 g, 13.6 mmol, yield 98%). Spectral data are consistent with the
literature.?

Major E-Isomer: *H NMR (400 MHz, CDCl3): § =5.67 — 5.65 (m, 1H), 4.15 (g, J = 7.2 Hz, 2H), 2.21-2.12
(m, 5H, H-4), 1.28 (t, / = 7.2 Hz, 3H), 1.07 (t, / = 7.5 Hz, 3H).

3-Methylpent-2-en-1-ol
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OH

Jﬁ
Prepared according to procedure B using the previous ester (3,88 g, 27.3 mmol). A purification by flash

chromatography on silica (5% Et,0 in CH,Cl,) gave the allyl alcohol as a colorless liquid (E/Z = 78:22,
1.39 g, 13.9 mmol, yield 51%). Spectral data were consistent with the literature.?

Major E-Isomer: *H NMR (400 MHz, CDCls): 6 = 5.44 —5.35 (m, 1H), 4.20 - 4.10 (m, 2H), 2.14 — 2.00 (m,
2H), 1.76 — 1.66 (m, 3H), 1.05 —0.98 (m, 3H).

3-Methylpent-2-enal

L.
Jﬁ
Prepared according to procedure C using the previous allyl alcohol (930 mg, 9.29 mmol). Purification

by flash chromatography on silica (1:1 CH,Cl,:pentane) gave the aldehyde as a colorless liquid (E/Z =
78:22, 400 mg, 13.9 mmol, yield 44%). Spectral data were consistent with the literature.*

Major E-lsomer: *H NMR (400 MHz, CDCl3): 6 =9.97 (d, J = 8.2, 1H, H-1), 5.86 — 5.81 (m, 1H, H-2), 2.60
(9,4=7.5,2H, H-3),1.98 (d, /= 1.3, 3H, H-4), 1.17 (t, J = 7.6, 3H, H-5).

(E)-3,5,5-Trimethylhex-2-enal

(0]
|

Prepared according to procedures A-C from 4,4-dimethylpentan-2-one (2 g, 17.5 mmol), giving
aldehyde as a yellow liquid (300 mg, 2.14 mmol, 12% over 3 steps). The spectral data are consistent
with the literature.®

IH NMR (400 MHz, CDCls): & = 10.00 (d, J = 8.1, 1H), 5.85 — 5.80 (m, 1H), 2.24 — 2.21 (m, 3H), 2.15 —
2.11 (m, 2H), 0.97 (s, 9H).

5-Methoxy-2,2-dimethyl-7-phenethyl-2H-chromene (6)
o
‘ A
O 0

To a 20 mL flame-dried tube equipped with a magnetic rod was added chromene 11 (106 mg, 0.378
mmol), commercial anhydrous acetone (3.57 mL), K,COs (105 mg, 0.756 mmol) and Mel (33.0 L, 0.529
mmol). The tube was sealed and heated to 60 °C for 16 hours. The reaction mixture was cooled to
room temperature, then Mel (24.0 pL, 0.378 mmol) and K;CO; (53.0 mg, 0.378 mmol) were added
again and the mixture was heated to 60 °C for 3 h and then cooled to room temperature. The solvent
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was removed under vacuum and water (10 mL) was added. The product was extracted with EtOAc (3
x 5 mL). The organic phase was washed in brine (1 x 5 mL), dried over MgSO. and concentrated under
vacuum to give 6 as a brown oil (107 mg, 0.363 mmol, 96%). Spectral data were consistent with the
literature.®

IH NMR (400 MHz, CDCls) & = 7.33 — 7.24 (m, 2H), 7.22 — 7.13 (m, 3H), 6.63 (d, J = 9.9 Hz, 1H), 6.35 —
6.31 (s, 1H), 6.20 — 6.16 (s, 1H), 5.52 (d, J = 9.9 Hz, 1H), 3.76 (s, 3H), 2.97 — 2.73 (m, 4H), 1.42 (s, 6H).

5-Hydroxy-2,2-dimethyl-7-phenethylchromane (7)

OH
C °

Radula chromene 3 (100 mg, 0.35 mmol) was dissolved in ethyl acetate (3.5 mL). Ammonium formate
(111 mg, 1.77 mmol, 5 equiv) and Pd/C (10 mg, 10% w/w) were added. The reaction was stirred
vigorously during 24 hours until completion. The reaction was filtered over celite, washing with CH,Cl,
and evaporated to furnish chromane 7 in 97% yield (98 mg).

IH NMR (400 MHz, CDCl3) & = 7.32 — 7.24 (m, 2H), 7.22 — 7.14 (m, 3H), 6.33 (d, J = 1.6 Hz, 1H), 6.19 (d,
J=1.6 Hz, 1H), 4.61 (s, 1H), 2.92 — 2.70 (m, 4H), 2.63 (t, J = 6.7 Hz, 2H), 1.81 (t, ) = 6.7 Hz, 2H), 1.33 (s,
6H).

(£)-3-Methyl-8-phenethyl-2,3,4,5-tétrahydrobenzo[b]oxepin-6-ol (8)

OH

o

To a 10 mL flask equipped with a magnetic rod was added radulanin A (4, 69 mg, 0.246 mmol) and 10%
w/w of Pd/C (2.6 mg, 0.0246 mmol). The balloon was then purged under vacuum and filled again with
hydrogen, disconnected and equipped with a rubber septum and a hydrogen-filled balloon. Anhydrous
methanol was then added (2.5 mL, 0.1 M) and the reaction mixture was left to stir overnight at room

temperature. The mixture was then filtered on celite, the filtrate was evaporated under vacuum and
purified by column chromatography to give 8 in the form of a yellow oil (20 mg, 0.708 mmol, 29%).

R¢ = 0.29 (hexane/EtOAc 9:1)

IH NMR (400 MHz, CDCls): & = 7.32 = 7.25 (m, 2H), 7.23 — 7.16 (m, 3H), 6.50 — 6.47 (m, 1H), 6.35 — 6.32
(m, 1H), 4.81 (br's, 1H), 4.19 (ddd, J = 12.0, 3.8, 1.2 Hz, 1H), 3.40 (dd, J = 12.0, 9.3 Hz, 1H), 3.04 (ddd, J
=14.8,7.6, 1.5 Hz, 1H), 2.93 — 2.83 (m, 2H), 2.83 — 2.74 (m, 2H), 2.57 (ddd J = 14.8, 11.5, 1.5 Hz, 1H),
2.21-2.06 (m, 1H), 2.01 —1.92 (m, 1H), 1.34 — 1.15 (m, 1H), 0.92 (d, J = 6.9 Hz, 3H).

13C NMR (101 MHz, CDCl3): 6 = 161.8, 153.3, 141.8, 140.9, 128.4 (2), 125.9, 119.3, 113.5, 110.6, 78.6,
37.5,37.4,36.5,33.5,22.2,17 4.

IR (ATR): ¥= 3365, 2973, 1620, 1583, 1496, 1454, 1427, 1304, 1227, 1182, 1046.

HRMS (ESI+): Calc. for CigH230," [MH*]: 283.1693; found: 283.1692.
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2,2,7-Trimethyl-2H-chromen-5-ol (9)

OH

jeol

Synthesized according to general procedure D using orcinol (5.00 g, 40.3 mmol) to give 9 as a light
yellow solid (4.29 g, 22.6 mmol, 56%). Spectral data were consistent with the literature.®

'H NMR (400 MHz, CDCl3): & = 6.57 (d, J = 10.0, 1H), 6.26 — 6.24 (m, 1H), 6.14 - 6.11 (m, 1H), 5.53 (d, J
=10.0 Hz, 1H), 4.60 (br s, 1H), 2.22 - 2.20 (m, 3H), 1.41 (s, 6H).

(£)-2-Ethyl-2-methyl-7-phenethyl-2H-chromen-5-ol (10)
OH
9%
@ °
Synthesized according to general procedure D from dihydropinosylvin 2 (50 mg, 0.233 mmol), giving
chromene 10 as a yellow viscous liquid (27 mg, 0.0017 mmol, 39%).

R¢ = 0.28 (hexane/EtOAc 95:5).

IH NMR (400 MHz, CDCls): & = 7.30 — 7.24 (m, 2H), 7.22 — 7.14 (m, 3H), 6.26 (d, J = 10.1, 1H), 6.30 —
6.27 (m, 1H), 6.11 — 6.08 (m, 1H), 5.49 (d, J = 10.1, 1H), 4.85 — 4.68 (br s, 1H), 2.90 — 2.81 (m, 2H), 2.80
—2.71(m, 2H), 1.79 — 1.62 (m, 2H), 1.36 (s, 3H), 0.95 (t, J = 7.5, 3H).

13C NMR (101 MHz, CDCls): § = 154.2, 151.1, 143.5, 141.7, 128.4, 128.3, 127.4, 125.9, 116.9, 109.1,
107.7,107.3,78.6,37.9, 37.4, 33.7, 25.8, 8.2.

IR (ATR): ¥ = 3404, 2972, 2929, 2869, 1623, 1576, 1496, 1434, 1136, 1062, 829.
HRMS (ESI+): Calc. for Cy0H230,* [MH*]: 295.1693; Found: 295.1686.

(£)-2-Methyl-2-neopentyl-7-phenethyl-2H-chromen-5-ol (11)
OH
o6
C °
Synthesized according to general procedure D from dihydropinosylvin 2 (285 mg, 1.33 mmol), giving
chromene 11 as a brown viscous liquid (84 mg, 0.25 mmol, 19%).

Rs = 0.29 (hexane/EtOAc 9:1)

IH NMR (400 MHz, CDCl3): & = 7.32 = 7.24 (m, 2H), 7.22 = 7.15 (m, 2H), 6.52 (d, J = 10.0 Hz, 1H), 6.24 —
6.21 (m, 1H), 6.11 — 6.09 (m, 1H), 5.57 (d, J = 10.0 Hz, 1H), 4.59 (br s, 1H), 2.91 — 2.83 (m, 2H), 2.78 —
2.71 (m, 2H), 1.77 (d, J = 14.6 Hz, 1H), 1.62 (d, J = 14.6 Hz, 1H), 1.39 — 1.37 (m, 3H), 1.02 (s, 9H).
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13C NMR (101 MHz, CDCl3): & = 153.7, 151.0, 143.3, 141.8, 128.9, 128.4, 128.3, 125.9, 115.0, 109.1,
107.5, 106.7, 79.3, 53.1, 37.9, 37.4, 31.5, 31.4, 29.2.

IR (ATR): ¥ = 3399, 3026, 2945, 1622, 1574, 1431, 1364, 1245, 1148, 1073, 1052.

(£)-2-Methyl-2-(4-methylpent-3-en-1-yl)-7-phenethyl-2H-chromen-5-ol (12)

Synthesized according to the general procedure D from dihydropinosylvin 2 (300 mg, 1.40 mmol) and
citral (358 pL, 2.10 mmol), to give 12 as a brown oil (312 mg, 0.896 mmol, 64%) after chromatography
on silica, elution with light petroleum/EtOAc 96:4. Spectral data are consistent with the literature.’

IH NMR (400 MHz, CDCl3): & = 7.32 — 7.26 (m, 2H), 7.22 — 7.16 (m, 3H), 6.62 (d, J = 10.0 Hz, 1H), 6.31 —
6.28 (m, 1H), 6.12 — 6.10 (m, 1H), 5.51 (d, J = 10.0 Hz, 1H), 5.14 — 5.05 (m, 1H), 4.50 (br s, 1H), 2.93 —
2.70 (m, 4H), 2.19 = 2.06 (m, 2H), 1.78 — 1.68 (m, 2H), 1.67 (s, 3H), 1.58 (s, 3H), 1.38 (s, 3H).
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Chapitre lll : Etude de lI'impact du Radula
chromene sur le métabolome d’Arabidopsis

| Introduction

Comme décrit dans le chapitre I, nous avons pu identifier un premier mode d’action de la
radulanine A, expliquant, au moins en partie, son activité phytotoxique. Celui-ci repose sur la
capacité de la radulanine A, mais également de certains de ses analogues structuraux, a
inhiber l'activité photosynthétique, en interférant avec le site Qg du photosystéme Il (PSII) et
en bloquant ainsi la fonctionnalité de la chaine de transfert des électrons chloroplastiques. Il
nous est cependant apparu important de compléter cette étude ciblée sur la photosynthése
par une analyse plus globale et sans a priori. Cette nouvelle approche avait pour objectif
principal de mettre en lumiére les modifications métaboliques induites par l'application de
radulanine A ou de ses analogues bioactifs et d’identifier les voies métaboliques affectées par
ces composés. Au-dela de I'étude des conséquences directes ou indirectes de l'inhibition de
la photosynthése, I'analyse mise en ceuvre avait également pour ambition d’identifier de
possibles cibles additionnelles de la radulanine A et de ses analogues dont linhibition ou
I'activation pouvait participer a la phytotoxicité de cette classe de molécules. En effet, les
molécules d’origine naturelle possédent fréquemment plusieurs sites d’action, dont l'effet
additionné conduit aux propriétés phytotoxiques observés (Gressel, 2020). Cette multiplicité
de sites d’action a en particulier été rapportée pour la sorgoléone, une molécule présente dans
les exsudats racinaire de Sorghum sp., qui, comme la radulanine A, est un inhibiteur du PSI|
d’origine naturelle, mais inhibe également la p-hydroxyphénylpyruvate dioxygénase (HPPD),
impliquée dans la synthese des quinones et des a-tocophérols, et la pompe a proton de la
membrane plasmique (Einhellig et al., 1993; Gonzalez et al., 1997; Hejl and Koster, 2004b;
Meazza et al., 2002).

Parmi les différentes approches possibles, nous avons fait le choix d‘une analyse de type
métabolomique. Les modifications du métabolome apportent en effet 'image la plus directe
des effets induits par le traitement appligué sur le métabolisme cellulaire et leurs
conséquences sur le phénotype observé (Wishart, 2019). Pour cette raison, c’est une
approche qui a été employée dans de nombreuses études visant a identifier les modes d’action
de molécules bioactives, et en particulier de composés a activité herbicide. Des études
récentes ont ainsi identifié¢ avec succés les voies métaboliques affectées par l'acide
rosmarinique (Araniti et al., 2018), le thymol (Araniti et al., 2020), le farnéséne et le citral

(Lopez-Gonzélez et al., 2023). De plus, il est possible sur la base de ces analyses, d’'établir
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des signatures métaboliques, c’est-a-dire un ensemble de métabolites dont 'abondance varie
en réponse a l'application de I'herbicide, dépendant de la nature et du mode d’action de la
molécule phytotoxique. Ces signatures sont utilisables comme marqueurs de I'effet herbicide
lors d’études ultérieures d’activité structure/fonction ou lors du développement de formulations
commerciales (Aliferis and Jabaji, 2011; Dayan and Duke, 2020; Grossmann et al., 2012;
Trenkamp et al., 2009).

Lors de la mise en ceuvre de cette analyse, nous avons choisi d’étudier I'impact du Radula
chromeéne, plutét que celui de la radulanine A, sur le métabolome des plantules d’Arabidopsis.
Comme présenté dans le chapitre I, la synthése du Radula chroméne est plus simple et plus
courte que celle de la radulanine A, et en particulier ne fait pas appel a I'étape d’extension du
cycle qui est limitante pour la montée en échelle de la production de radulanine A. De ce fait,
nous pouvions disposer de quantités plus importantes et non limitantes de Radula chroméne,
dans I'optique de la mise au point des traitements et de I'obtention des échantillons a analyser.
De plus, les données présentées dans le chapitre Il indiquaient que Radula chroméne et
radulanine A possédaient une efficacité herbicide et des modes d’action comparables, en tant
gu’inhibiteurs du PSII. En revanche, la méthodologie de culture et de traitement des plantules
en microplaques employée dans cette étude, pertinente pour cribler la bioactivité des différents
analogues synthétisés, était incompatible avec la quantité importante de matériel biologique
requise pour les analyses métabolomiques. Dans la suite de ce chapitre, je présenterai
brievement I'établissement et la validation de la méthodologie de culture et traitement des
plantules par le Radula chroméne, avant de détailler les résultats issus de I'analyse

métabolomique.

1 Etablissement et validation des conditions de culture et de traitement
des plantules

Comme mentionné précédemment, I'obtention des échantillons traités par le Radula
chromeéne destinés a I'analyse métabolomique a nécessité une adaptation des conditions de
culture et de traitement des plantules pour générer des quantités de biomasse supérieures,
de l'ordre de plusieurs centaines de mg. Sur la base des cutures réalisées en microplaques,
par semis direct en milieu liquide, des essais de changement d’échelle ont été réalisés, qui
n‘ont pas permis une croissance des plantules suffisante. En effet, aprés germination, le
développement des plantules ne dépassait pas le stade cotylédons. J'ai donc initié des
cultures sur milieu nutritif gélosé, qui ont permis d’obtenir un développement plus rapide et

important des plantules et une biomasse suffisante pour les expériences envisagées.
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Sur la base de ce mode de culture, I'application du Radula chroméne la plus simple
était la pulvérisation. Malheureusement, les différentes tentatives (doses variables, addition
de surfactant) pour reproduire l'effet phytotoxique du Radula chromene par ce mode
d’application se sont avérés infructueux. J’'ai donc adapté la méthode de culture des plantules
pour permettre leur transfert ultérieur en milieu liquide lors de I'application du traitement. Pour
ce faire, les graines sont mises a germer sur des grilles métalliques stériles qui peuvent étre
manipulées facilement lors du traitement, au contact du milieu nutritif. Comme observé lors de
traitements de plantules en microplaques, I'immersion des plantules dans une solution de
Radula chroméne (400 uM) conduit a une chlorose, partielle aprés 48 h et totale aprés 72 h.
La cinétique d’apparition des effets phytotoxiques du Radula chroméne dans ces conditions
était équivalente a celle observée précédemment en microplagues (Zhang et al., 2019). Un
effet similaire est également observé pour la radulanine A, utilisée a la méme concentration et
avec une cinétique comparable (Figure 39).

Radulanine A incuiin

Temps (h) DMSO 1% chroméne

Figure 38 : Validation de I’effet phytotoxique du Radula chroméne et de la radulanine A.

Le phénotype des plantules est observé apres 48h et 72 de traitement par le Radula chromene (400 uM) et la

radulanine A (400 uM), par référence a un traitement contréle (1% DMSO).

Sur la base de ces observations, nous avons donc retenu ce mode opératoire pour
générer I'ensemble des échantillons biologiques destinés a I'étude métabolomique. Les
différentes conditions analysées sont présentées sur la Figure 40. Deux conditions de
traitement ont été retenues : un traitement par 400 uM de Radula chromeéne, qui correspond
a la dose utilisée en routine dans le cadre de la thése, et un traitement par 100 uM de Radula
chroméne, qui correspond a la plus faible dose bioactive, aussi bien en termes de mortalité

des plantules que d’inhibition de la photosynthése (voir chapitre IlI). Pour chacun de ces
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traitements, trois temps de cinétique ont été analysés. Des échantillons ont ainsi été prélevés
apres 12 h et 24 h, temps auxquels l'effet phytotoxique n’est pas observé, et 48 h, temps
auxquels la chlorose est apparue. A titre de contrble, les plantules ont été traitées par une
solution de DMSO (1%) qui correspond au solvant de préparation des solutions-mére de
Radula chroméne. Pour 'ensemble de ces conditions, trois séries de traitements (réplicats),

indépendantes (culture et traitement), ont été réalisées.

3 réplicats par conditions

Lyophilisation

Extraction des métabolites
polaires

‘I‘I.

Analyse des métabolites par
GC-Ms

Déconvolution et calibrage des
chromatogrammes

9

Identification et quantification

des métabolites

ey

Traitement des données

Figure 39 : Présentation synthétigue de I’analyse métabolomique réalisée.

L’analyse métabolomique a été réalisée en collaboration avec la plateforme
Métabolisme-Métabolome (PMM) de lInstitut des Sciences des Plantes de Paris-Saclay
(IPS2), selon la procédure résumée dans la Figure 40. En I'absence de données orientant vers
une classe de molécules particuliere et sur la base des effets observés sur I'activité
photosynthétique, le choix a été fait d’'une approche permettant I'extraction et la quantification
d’une variété de molécules, essentiellement associées au métabolisme primaire (Fiehn, 2016,

2006). Cette approche inclue l'extraction des métabolites dans un systéme de solvant
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isopropanol/acétonitrile/eau (3:3:2) qui permet a la fois la solubilisation de métabolites polaires
et de métabolites moyennement apolaires, suivie de leur séparation par chromatographie en

phase gazeuse (GC) couplée a une détection/quantification par spectrométrie de masse (EI).

Il Analyse globale des métabolites identifiés dans les plantules
d’Arabidopsis.

Suite a 'analyse GC-MS mise en ceuvre, les métabolites détectés ont été identifiés sur
la base de leur temps de rétention et de leur spectre de masse. La base de données utilisée
regroupe plus de 800 métabolites retrouvés chez Arabidopsis thaliana. Comme le montre le
Tableau 5, 98 métabolites ont ainsi pu étre identifiés et quantifiés a partir des échantillons
contrbles et traités par le Radula chroméne. Ces métabolites sont présents dans I'ensemble
des échantillons et constituent donc le métabolome des plantules d’Arabidopsis dont les
modifications ont pu étre analysées dans la suite de I'étude. En revanche aucun métabolite
spécifique n’a été détecté, que ce soit dans les échantillons témoins ou dans les échantillons
traités par le Radula chroméne. Un premier regroupement des composés a été effectué pour
obtenir une vue d’ensemble des classes chimiques/biochimiques représentées (Tableau 5).
Comme attendu, compte tenu du type d’analyse GS-MS et de la base de données qui ont été
utilisés, les composés détectés correspondent essentiellement a des métabolites primaires
(Tableau 5). On retrouve ainsi 21 sucres et dérivés conjugués, 25 acides aminés et dérivés,
10 acides gras libres et un ensemble de 42 composés parmi lesquels, entre autres, des acides
organiques et dérivés et des purines. Les processus métaboligues dans lesquels les
composés identifiés interviennent ont été recherchés sont présentés dans le Tableau 6. Parmi
les voies métaboliques représentées, certaines participent au métabolisme carboné comme la
photosynthése (3-phosphoglycérate, saccharose) ou la photorespiration (glycérate, glycolate).
De nombreuses voies participent également au métabolisme azoté (métabolisme des acides
aminés, des purines). On retrouve également des métabolites associés au métabolisme
énergétiqgue au travers de la glycolyse (glucose, glucose-6-P, fructose-6-P) et du cycle de
Krebs (malate, succinate, citrate, fumarate). Enfin, de nombreux métabolites sont associés au
métabolisme lipidique (acides gras, phytosphingosine). Bien que le nombre de métabolites

identifiés (98) soit restreint, il couvre donc une partie significative du métabolisme primaire.
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Tableau 5 : Liste des 98 métabolites détectés par I’analyse métabolomique

Classe chimique Métabolites Métabolites
Alcools et polyols Dérivés carboxylés
myo -Inositol Acétohydroxamate
Shikimate Dicarboxylates et dérivés
Alpha-hydroxyscide et dérivés 2-Isopropylmalate
Glycolate 3.Hydroxyméthylglutarate
L-Lactate Fumarate
Alpha-cétoacides et dérivés Maléate
Pyruvate Succinate
Amines Acidos gras et dérivés
Ethanolamine Acide arachidonique
Phytosphingosine Acide laurique
Putrescine Acide eicosa-11,14-diéncique
Triethanolamine Acide elaidique
Acide aminés, peptides, et analogues Acide linoléique
25 -amino-pentanoate Acide myristique
4-Hydroxyproline Acide oléique
Citrulline Acide palmitique
GABA Acide palmitoléique
Glycine Stéarate
L-Alanine Gamma-butyralactones
L Asparagine Erythrano-1,4-lactone
L-Aspartate L-Déhyelroascorbate
L-Glutamate Glycérophosphates
L-Glutamine Glycérol 3-phosphate
L Histidine Hydropyridines
L-Homoserine 2-Hydroxypyridine
Lisoleucine Hydroxycinnamates et dérivés
L-Leucine Sinapate
L-Lysine Imidazoles
L-Méthionine Allantoine
L-Phénylalanine Indoles
L-Sérine 3-Indoleacétonitile
L-Thréonine 4 ides & chair ¥ deri
L-Tryptophane Galactonate
L-Tyrosine Phosphates non-métalliques
LValine Phosphate
N-Acétylomithine Nucléosides
N-méthylalanine Adénosine
O-Acétylserine Uridine
Ornithine Phénethylamines
Benzoates et derives Tyramine
4-Hydroxybenzoate Estors de phosphate
Benzoate O -Phosphoéthanclamine
Beta-hydroxyacides et dérivés Purines et dérivés de purine
D-Malate Adénine
Sucres et dérivés Urate
Alpha-Lactase Xanthine
Arbutin Pyridinecarboxylates et dérives
Beta-Cortol Nicotinate
D-Galactosamine: Picolinate:
D-Galacturonate Stigmastanes et dérivés
D-Glucose Beta-Sitostérol
D-Glycérate 3-phosphate Stigmastérol
D-Mattose Tricarboxylates et dérivés
D-Mannose Citrate
D-Ribose Triterpencides
D-Xylose Squaléne
Fructose 6-phosphate Urées
Fructose-1.phosphate Urée
Galactarate
Glucose 6-phosphate
Glycérate
Glycérol
L-Arabinose
Levoglucosane
Sucrose
Thréonate

Etude du mode d’action de la radulanine A, une molécule phytotoxique d’origine naturelle
Simon Thuillier
141



Etude de I'impact du Radula chroméne sur le métabolome d’Arabidopsis

Tableau 6 : Principaux processus métaboliques intégrant les métabolites identifiés.

La recherche de voies métaboliques a été effectuée par référence a la base KEGG pour A. thaliana (ath). Le nombre de
métabolites total de la voie ainsi que le nombre identifié dans I'étude sont indiqués. Seuls les processus intégrant au moins

trois métabolites sont indiqués.

Numéro ATH Nom de voie métabolique Nombre
ath02010 Transporteurs ABC 31
ath01230 Biosynthése des acides aminés 27
ath01200 Métabolisme du carbone 16
ath01210 Métabolisme des acides 2-oxocarboxyliques 15
ath00630 Métaboli du glyoxylate et des dicarboxyl. 11

ath00250 Métabolisme de I'alanine, de I'aspartate et du glutamate

-
o

ath00260 Métabolisme de la glycine, de la sérine et de la thréonine

P ol
ath00460 Métaboli: des acides cy
ath00270 Métabolisme de la cystéine et de la méthionine
h00230 Métabolisme des puri

ath00220 Biosynthése de l'arginine
ath00760 Métaboli du nicoti et de la nicoti id
ath00330 Métabolisme de I'arginine et de la proline

6 Bi h des gl inol

Y 9

ath00053 Métaboli de l'acide bique et de |'ald

ath00999 Biosyntt de divers métabolites daires végé
ath00061 Biosynthése des acides gras

ath00650 Métabolisme du butanoate

ath00290 Biosynthése de la valine, de la leucine et de I'isoleucine
ath00710 Fixation du carb chez les organi h hétiq

P Y

ath01040 Biosynthése des acides gras insaturés

ath00350 Métabolisme de la tyrosine

20 Métaboli du py

ath00960 Biosynthése des alcaloides de tropane, de pipéridine et de pyridine
ath00480 Métabolisme du glutathion
ath00020 Cycle de I'acide citrique (cycle de Krebs)
ath00564 Métaboli des gly phospholipid
H 10 Glycolyse / Gl é
ath01232 Métaboli des nucléotid

t 30 Voie desp phosph.

} ions des p et des gl

h00400 Biosynthése de la phénylalanine, de la tyrosine et du tr ph
ath00360 Métaboli de la phénylalani

ath01250 Biosynthése des nucléosides
ath00920 Métabolisme du soufre
ath00561 Métabolisme des glycérolipid
t boli: de I'amidon et du h
ath00770 Biosynthése de lap h etdela A
ath00340 Métabolisme de I'histidine

Métaboli des sphi (TN

ath00051 Métabolisme du fructose et du mannose
ath00380 Métabolisme du tryptoph

]

ath00310 Dégradation de la lysine
10 el e I baka atant

ath00190 Phosphorylation oxydative
ath00240 Métaboli des pyr

ath00940 Biosynthése des phénylp
ath00860 Métabolisme des porphyrines
ath00730 Métaboli de la thi

ath00280 Dégradation de la valine, de la leucine et de I'isoleucine
ath00300 Biosynthése de la lysine
ath00100 Biosynthése des stéroides

W W W w| W | w | w | w | w| w| w|w w| w w s a abdluon o o o o al ajvnjlo|ln| || 6| |N|IN | N|IN|N|®w| w|w|w|O|wO
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IV Modifications du métabolome induites par le Radula chromeéne

Un premier objectif de notre étude étant de définir I'effet d’'un traitement par le Radula
chroméne sur le métabolome d’Arabidopsis, une comparaison de 'abondance des différents
métabolites identifiés dans les différentes conditions de traitement a été mise en ceuvre. Pour
ce faire, les données acquises par GC-MS ont été transformées via MeV, permettant ainsi
I'étude de I'abondance d’un métabolite a la fois entre les conditions, et par rapport aux autres
métabolites d’'un échantillon spécifique (normalisation standard, voir Matériel et Méthodes —
VIIL.4).

L’analyse en composantes principales (PCA) de I'ensemble des données ainsi
normalisées a été utilisée pour évaluer I'impact de l'application du Radula chroméne, en
fonction de la dose employée et de la durée du traitement sur le métabolome des plantules
(Figure 40). Comme le montre la Figure 41, les différents réplicats d’'un méme traitement sont
peu discriminés par I'analyse, indiquant que les métabolomes des différents lots de plantules
different peu et que leur réponse présente une bonne reproductibilité. La Composante
Principale PC1, qui représente 42,81 % de la variance, ségrége fortement la condition Cago
(plantules traitées par 400 uM de Radula chromene) des autres conditions (Figure 41A). La
Composante Principale PC2 qui représente 12,34 % de la variance discrimine la condition
contréle Cpmso du traitement par le Radula chroméne a faible dose (Ci00). Cette analyse met
donc en évidence un effet du Radula chromene sur le métabolome des plantules traitées. Cet
effet est trés marqué pour la plus forte dose de Radula chroméne employée, qui provoque la
mort rapide des plantules, et apparait moins important a la dose bioactive la plus faible. De
plus, la Composante Principale PC3, qui représente 9,59 % de la variance, permet en partie
de discriminer les traitements en fonction de leur durée. (Figure 41B). L’analyse discrimine
essentiellement les traitements de plus courte durée (avant apparition des premiers
symptomes de chlorose) des traitements prolongés et la différence est observée dans le cas
d’applications de faibles doses de Radula chroméne (Figure 41B). Il est & noter que, dans les
conditions de controle Cpwmso, Une variation du métabolome liée a la durée de traitement est
également observée, malgré une absence totale de symptdmes observable et une poursuite

de la croissance des plantules (Figure 41).
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Figure 40 : Analyse en Composantes Principales (PCA) de I’abondance des métabolites en réponse
au traitement par le Radula chromeéne.

Pour chaque traitement, les points identiques correspondent aux différents réplicats.

L'effet des différents traitements a également été analysé a I'échelle de chaque
métabolite identifié, en comparant son abondance dans la condition contrdle Cpmso et dans
chacune des deux conditions de traitement (Ci00 et Cago), pour les trois durées de traitement.

L’ensemble des variations d’abondance des 98 métabolites est présenté dans le tableau 7.
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Tableau 7 : Effet du Radula chromeéne sur I’'abondance des métabolites identifiés.

Les variations (log2) par rapport a la condition contrdle pour chaque condition de traitement sont indiquées, et les
valeurs significatives (t test, P<0,05) sont surlignées en jaune (accumulation) et bleu (déplétion).

2-Hydroxypyridine

2-Isopropylmalate

2S-amino-pentanoate

3-Hydroxyméthylglutarate

3-Indoleacétonitrile

4-Hydroxybenzoate

4-Hydroxyproline

Acétohydroxamate

Acide arachidique

Acide eicosa-11,14-diénoique

Acide élaidique

Acide laurique

Acide linoléique

Acide myristique

Acide oléique

Acide palmitique

Acide palmitoléique

Adénine

Adénosine

Allantoine

Alpha-Lactose
Arbutine

Benzoate

Beta-Cortol

Beta-Sitostérol

Citrate

Citrulline

D-Galactosamine

D-Galacturonate

D-Glucose

D-Glycerate 3-phosphate
D-Malate
D-Maltose

D-Mannose
D-Ribose

D-Xylose
Erythrono-1,4-lactone

Ethanolamine

Fructose 6-phosphate

Fructose-1-phosphate

Fumarate
GABA

Galactarate

Galactonate

Glucose 6-phosphate

Glycérate
Glycérol
Glycérol 3-phosphate

Glycine

Glycolate

L-Alanine

L-Arabinose

L-Asparagine
L-Aspartate
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L-Déhydroascorbate

Lévoglucosane
L-Glutamate

L-Glutamine
L-Histidine

L-Homoserine

L-Isoleucine

L-Lactate

L-Leucine

L-Lysine
L-Méthionine
L-Phénylalanine
L-Sérine
L-Thréonine

L-Tryptophane

L-Tyrosine
L-Valine
Maléate

myo-Inositol
N-Acétylornithine
Nicotinate

N-méthylalanine
0-Acétylserine
0-Phosphoethanolamine

Ornithine

Phosphate

Phytosphingosine

Picolinate

Putrescine

Pyruvate
Shikimate

Sinapate

Squaléne

Stéarate

Stigmastérol

Succinate

Sucrose

Thréonate

Triéthanolamine

Tyramine

Urate
Urée

Uridine

Xanthine

Dans la suite de 'analyse, seuls les métabolites présentant une variation significative
seront considérés. On notera cependant que I'abondance du saccharose et de deux acides
gras a courte chaine, I'acide myristique et I'acide laurique, n'est pas affecté par le Radula
chroméne. La figure 42 résume cette analyse et montre le nombre de métabolites dont

'abondance est significativement augmentée ou diminuée dans les conditions Cigo et Cago.
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A C100_24h B C100_24h
(20) (12)

C100_12h
(18)

C100_48h C100_12h
(23) (7)

C100_48h
(6)

C400_12h
(13)

€400 48h C400_12h
(12) (46)

C400_24h C400_24h
(12) (56)

€400 _48h
(59)

Figure 41 : Vue d’ensemble de I'effet du Radula chroméne sur ’abondance des métabolites
identifiés.

Le nombre de métabolites significativement accumulés (A) ou déplétés (B) en réponse aux différents traitements
est indiqué entre parenthéses. Le nombre de métabolites variant de fagcon commune dans différentes conditions

est indiqué sur les diagrammes de Venn.

Les données font apparaitre de fortes différences entre les traitements a faible (Cioo)
et forte concentration (Cano). Pour les différentes durées Cioo, 'abondance de la majorité (67,3-
74,5 %) des métabolites n’est pas affectée, et ce quelle que soit la durée de traitement. Dans
le cas des 25-32 % de composés dont 'abondance est modifi€ée en réponse au traitement,
celle-ci est majoritairement augmentée. Les différences les plus importantes sont observées
aprées 24 h de traitement, ou 20,5 % et 12,2 % des métabolites sont accumulés et déplétés
suite a l'application de Radula chroméne, respectivement. En revanche, lors de I'application
de fortes doses de Radula chroméne (Cao), 'abondance d’une proportion importante (61,2-
72,4 %) de métabolites est significativement modifiée. On observe une déplétion massive de
la plupart de ces composés, en particulier pour les durées de traitement les plus longues (60
% de I'ensemble des métabolites identifiés apres 48h). Ces données suggerent donc un
effondrement massif du métabolisme lorsque les plantules sont traitées par de fortes doses
de Radula chroméne, tandis que des modifications plus ciblées interviendraient a plus faible
dose. La durée du traitement ne modifie que de facon marginale le métabolome des plantules

traitées par le Radula chroméne, en termes de nombre de métabolites affectés.
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Tableau 8 : Liste des métabolites dont I’abondance est modifiée de maniére significative en
réponse au Radula chroméne.

100 pM 400 uM
12h —
o (18/7) (20/12) (23/6) (13/46) (12/56) (12/59)
acétyl-L-sérine 4 2 2. 4 2-isopropylmalate
acide acétyl-L-sérine 3. 4 adénine 4-hydroxybenzoate
arbutine adénine acétyl-L-sérine adénine arabinose adénine
benzoate adide arbutine a acide eicosa-11,14 acide arachi
acide eicosa-11,14-diénoique | arbutine benzoate acide arachidique L-tyrosine acide eicosa-11,14-diénoique
vy | glycérol benzoate fumarate adide eicosa-11,14-diénoique | acide linoléique L-tyrosine
9 [giycérol1 acide eicosa-11,14 Lleucine mattose N
3 i galacturonate acide linoléiq acide oléique acide oléique
g acide ique L-alanine GABA acide acide adde
8 o olamine L-sérine glycérate acide ribose acide
(0 | acide oléique lactose glycérol ribose stéarate ribose
v) |acide acide glycolate stéarate 13- i 13- ¢
..gn acide mucate L-sérine acide trans-13-octadécénoit
3 phytosphingosine N-acétyl-omithine L-thréonine
£ | pyruvate adde oléique lactate
2 squaléne acide palmitique maltose
o succinate acide palmitoléique mucate
= acice
pyruvate pyruvate
succinate shikimate
squaléne
succinate
thréonate

3-phosphoglycérate 3-phosphoglycérate beta-sitostérol 1,6-anhydro-glucose 3-hydroxy-3-méthylglutarate 1,6-anhydro-glucose
aspartate aspartate citrulline 3-hydroxy-3-méthylglutarate  3-indoleacétonitrile 3-hydroxy-3-méthylglutarate
beta-sitostérol citrate déhydroascorbate 3-phosphoglycérate 3-phosphoglycérate 3-indoleacétonitrile
malate D-malate L-ornithine 3,5-diméthoxy-4-hydroxycinnamate 3,5-diméthoxy-4-hydroxycinnamate 3-phosphoglycérate
acide fumarique D-mannose O-phosphocolamine 4-hydroxypyridine allantoine 3,5-diméthoxy-4-hydroxycinnamate
N-méthylalanine déhydroascorbate urate acétyl-L-sérine arbutine adénosine
urate fumarate aspartate aspartate allantoine
L-glutamate citrate benzoate aspartate
0-phosphocolamine citrulline citrate citrate
acide phosphorique D-glucose citrulline citrulline
urate D-glucose-6-phosphate D-glucose D-glucose
xanthine D-malate D-glucose-6-phosphate D-glucose-6-phosphate
déhydroascorbate D-malate D-malate
erythrono-1,4-lactone D-mannose déhydroascorbate
éthanolamine déhydroascorbate éthanolamine
fructose DL-isoleucine fructose 6-phosphate
fructose 6-phosphate erythrono-1,4-lactone fumarate
galactinol éthanolamine galactinol
galactosamine fructose galactonate
glycérate fructose 6-phosphate galactosamine
glycérol fumarate GABA
glycérol 1-phosphate galactinol glycérate
glycine galactonate glycérol
glycolate galactosamine glycérol 1-phosphate
L-asparagine GABA glycine
L-glutamate glycérate glycolate
L-glutamine glycérol L-glutamate
L-homoserine glycérol 1-phosphate L-glutamine
L-omithine glycine L-histidine
L-sérine glycolate L-homoserine
L-thréonine L-asparagine Lisoleucine
maléate L-glutamate L-lysine
mucate L-glutamine L-méthionine

myo-inositol Llysine L-omithine

wv
8]
-
=
o
]
°
w
[}
=
[}
2
©
S
s

N-acétyl-ornithine L-ornithine L-sérine
nicotinate L-sérine L-thréonine
0-phosphocolamine L-thréonine L-tryptophane
phénylalanine L-tryptophane L-valine
acide phosphorique L-valine lactose
shikimate lactose maléate
thréonate mucate myo-inositol
trans-4-hydroxy-L-proline1  myo-inositol N-acétyl-ornithine
tyramine nicotinate nicotinate
urate 0-phosphocolamine norvaline
xanthine phénylalanine O-phosphocolamine
xylose acide phosphorique phénylalanine
phytosphingosine adde phosphorique
pyruvate phytosphingosine
shikimate picolinate
succinate pyruvate
thréonate shikimate
trans4-hydroxy-L-proline1  succinate
tyramine thréonate
urée trans-4-hydroxy-L-proline
urate tyramine
xanthine urée
urate
xanthine

xylose

Etude du mode d’action de la radulanine A, une molécule phytotoxique d’origine naturelle
Simon Thuillier
148



Etude de I'impact du Radula chroméne sur le métabolome d’Arabidopsis

En revanche, le nombre de métabolites communs a I'ensemble des conditions reste
trés faible (Tableau 8). En effet, seul 'acide urique est déplétée dans toutes les conditions et
temps de traitement. De facon intéressante, on peut également remarquer que 26 composes
s’accumulent uniquement lors d’un traitement a faible dose de Radula chroméne (Tableau 8).
Parmi ceux-ci, 5 sont communs aux trois temps de traitement (acétyl-L-serine, acide
benzoique, acide succinique, acide pyruvique et arbutine). Comme souligné, les traitements a
forte dose induisent les plus fortes variations d’abondance (déplétion). Ainsi, 23 composés

sont affectés de la méme facon a tous les temps de traitement Caoo (Tableau 8).

Pour aller plus loin dans l'identification de profils de variation similaires pouvant étre
reliés a une régulation coordonnée, un regroupement hiérarchique des 98 métabolites a été
effectué, sur la base d’'une analyse ANOVA a deux facteurs (dose et durée du traitement par
le Radula chroméne). En premier lieu, cette analyse fait apparaitre 82 métabolites dont
'abondance varie différentiellement en fonction de la nature du traitement. Lorsqu'un
regroupement hiérarchique est effectué sur ces composés, représenté sous forme de carte de
chaleur (Figure 43), 3 clusters principaux sont mis en évidence. Le cluster K1 regroupe 7
métabolites (adénine, 4-hydroxybenzoate, ribose, arabinose, méthylalanine, tyrosine, leucine)
dont le profil montre une accumulation forte en réponse aux traitements Caoo par rapport aux
traitements Cpuso et Cigo. Le cluster K2 est constitué des 7 acides gras C16 a C20 identifiés
dans le métabolome (acides palmitique (C16:0), palmitoléique (C16:1), oléique (C18:1),
elaidique (C18:1), linoléique (C18:2), arachidique (C20:0), et eicosadiénoique (C20:2)). Tous
présentent une abondance supérieure en réponse au traitement Radula chroméne, quelle que
soit la dose appliquée. Enfin, le cluster K3 regroupe la majorité des métabolites (66), qui sont
caractérisés par une forte déplétion lors de traitements par le Radula chroméne a forte dose
(Ca00). Ce cluster regroupe des composés associés a des voies métaboliques variées, comme
mentionné précédemment (Tableau 8). On retrouve en particulier des métabolites associés a
la photosynthése (3-P-glycérate), a la glycolyse (glucose-6-P, fructose-6-P, pyruvate) et les
guatre intermédiaires du cycle de Krebs (succinate, fumarate, malate, citrate). En marge de
ces trois clusters, un composé, I'arbutine, présente un profil unique, avec une accumulation

spécifiqgue en réponse a des traitements par le Radula chroméne a faible dose.
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Palmitic acid
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N-Acetylornithing PR
2-Hydroxypyridine
erythrono-1,4-lactone
L-Dehydroascorbic acid
O-Acetylserine
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Glycerol
myo-Inositol
Picolinic acid
Allantoin
D-Galactosamine
L-Lysine
L-Tryptophan
Gamma-Aminobutyric acid
L-Phenylalanine
L-Isoleucine
L-Valine
Phytosphingosine
Benzoate
Galactaric acid
2S-amino-pentanoic acid
L-Serine
Pyruvic acid
Succinic acid
Galactonic acid
Glyceric acid
Fumaric acid
Nicotinic acid
Glycolate
Threonic acid
D-Xylose

Fructose-1P

Levoglucosan K 3
Alpha-Lactose

L-Asparagine

Fructose 6-phosphate
4-Hydroxyproline
L-Glutamine

Beta-Cortol

Citric acid

Glycerol 3-phosphate
Maleic acid
3-Indoleacetonitrile
Glucose 6-phosphate
L-Threonine

Shikimic acid

D-Glucose

Phosphate

Ethanolamine

Sinapic acid

D-Glycerate 3-phosphate
Tyramine
3-Hydroxymethylglutaric acid
L-Homoserine

Glycine

Urea

Citrulline

Ornithine

D-Mannose
O-Phosphoethanolamine
D-Malic acid

L-Aspartic acid
L-Glutamic acid

Uric acid

Xanthine —

Figure 42: Regroupement hiérarchique des métabolites en fonction de la hature du traitement.

Les métabolites dont 'abondance varie significativement (ANOVA, p<0.05) en fonction de la nature du traitement
(DMSO, 100 uM ou 400 uM Radula chroméne) sont représentés. Les métabolites sont hiérarchisés selon leur profil
de variation et regroupés en clusters (Liaison moyenne, corrélation de Pearson). Chague colonne représente un

réplicat.
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Comme suggéré par I'analyse globale du métabolome, la durée du traitement affecte
peu les profils d’abondance. En effet, 'analyse ANOVA utilisant la combinaison durée x type
de traitement identifie seulement 25 métabolites (Figure 44). A I'exception du cluster KA pour
lequel les trois composés (ribose, leucine et méthionine) présentent une accumulation
transitoire a 12 h de traitement Caoo, les autres clusters distinguent des métabolites sur la base
de leur profil d’'accumulation suite au traitement Ci00. Parallélement, ces mémes métabolites
sont rapidement déplétés suite aux traitements Caoo. On observe ainsi une accumulation
transitoire a 12 h (KB et KD ; e.g. déhydroascorbate), 24 h (KC ; e.g. pyruvate) ou 48 h (KE ;

e.g. fumarate) des différents métabolites.

DMSO 1% 100 pM 200 pM
24h

D-Ribose h
L-Leucine ‘ K A
IZ_-N;éhionine dine =

-Hydro! ine -
el hrunﬂﬂ-lactone K B
L-Dehydroascorbic acid
O-Acetylserine |
Glycerol T

m:eﬂid KC

Succinic acid B
L-Isoleucine —
L-Valine

L-Aspartic acid

Maleic acid
O-Phosphoethanolamine KD
Fructose 6-phosphate
Glyceric acid
Phosphate
Shikimic acid o
Arbutin —
ga:actan'c aci%
alactonic aci
Fumaric acid K E
Nicotinic acid
Glycolate

Figure 43 : Regroupement hiérarchique des métabolites en fonction de la durée et de la nature du
traitement.

Les métabolites dont I'abondance varie significativement (ANOVA, p<0.05) en fonction de nature du traitement
(DMSO, 100 uM ou 400 pM Radula chromene) sont représentés. Les métabolites sont hiérarchisés selon leur profil
de variation et regroupés en clusters (Liaison moyenne, corrélation de Pearson). Chaque colonne représente un

réplicat.

Les profils de variation observés ont été intégrés a une analyse ontologique, afin de
rechercher les processus métaboliques affectés par le Radula chromeéne et les effets
différentiels possibles de traitements a faible et forte doses. La durée de traitement ayant un
effet mineur sur les réponses observées, nous avons choisi de représenter les variations pour
le temps de traitement le plus court (12h). Comme le montre la Figure 45, parmi les différents
processus pour lesquels des métabolites ont été détectés et quantifiés, le Radula chromene
affecte de fagon globale les métabolismes carboné (photosynthese, carbohydrates, lipides) et
azoté (acides aminés, purines) de la plante, et probablement le métabolisme énergétique, au

travers de son effet sur le cycle de Krebs. Cette analyse met également en lumiére un effet
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tres contrasté des traitements a faible et forte doses. En effet, outre le fait que le traitement a
faible dose de Radula chroméne modifie de fagon discréte I'abondance des métabolites,
guelques variations apparaissent opposées en fonction de la dose de Radula chroméne
utilisée (Tableau 8). C’est le cas du glycérol et du glycérol-3-P, ainsi que de la thréonine. On
peut cependant noter des points de convergence intéressants. En premier lieu, au niveau du
processus photosynthétique, la quantité de 3-phosphoglycérate diminue rapidement, quelle
gue soit la dose appliquée, cette diminution étant plus accentuée pour le traitement Cao. Ce
méme profil est également observé pour I'acide urique (métabolisme des purines) ou I'acide
malique (cycle de Krebs) et 'acide aspartique (métabolisme des acides aminés). Enfin, un
effet similaire des deux doses de traitement est observé sur le métabolisme des acides gras.
En effet, 'abondance de la majeure partie des acides gras a chaine moyenne (C16 a C20)
identifiés est augmentée suite au traitement. Dans le méme temps, d’autre lipides sont affectés
uniguement en réponse aux faibles doses de Radula chroméne (stigmastérol, sitostérol,
phytosphingosine). L'ensemble de ces données fait donc apparaitre des effets différentiés des
traitements a faible et forte dose de Radula chroméne. Il suggére également que des voies
métaboliques particulieres comme le métabolisme des acides gras, le cycle de Krebs ou le
métabolisme des purines pourraient constituer des cibles directes ou indirectes de I'action du
Radula chromene.

Log2(Fold Change)

Métabolisme
des lipides

Métabelisme
des purines

Cycle de
Krebs (TCA)

Métabolisme
des acides aminés

Métabolisme
des sucres

Fixation du carbone chez les
organismes photosynthétiques

Figure 44 : Principaux processus métaboliques affectés par le Radula chroméne.

Différents métabolismes sont présentés, au sein desquels chaque carré correspond a un métabolite détecté et
représenté dans tel métabolisme. L’échelle de couleur indique la variation (logz) d’abondance aprés 12 h de
traitement par 100 ou 400 uM de Radula chromene par rapport au témoin DMSO.
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Figure 45: Effet du Radula chromeéne sur I’'abondance des acides gras.

Les différents acides gras identifiés dans cette étude et leur filiation sont représentés. Pour chaque composé,
'abondance relative dans les différentes conditions de traitement est représentée. Les valeurs représentent la

moyenne +/- SD des trois réplicats.
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IV.1 Effet du Radula chroméne sur I'intégrité membranaire

L’analyse métabolomique a mis en évidence une augmentation significative de
'abondance des acides gras (C16 a C20) en réponse a l'application de Radula chroméne.
Comme le montre la Figure 46, ces modifications apparaissent coordonnées et pourraient étre
la conséquence d’'un mécanisme affectant de fagon commune I'ensemble de ces composés.
Les acides gras entrent dans la composition de macromolécules comme les triglycérides de
réserve ou les lipides constitutifs des membranes biologiques (phosphoglycérolipides,
glycolipides). Compte tenu de I'activité phytotoxique du Radula chroméne, I'accumulation de
ces composés lipidiques pourrait étre le signe de perturbations dans le métabolisme des
lipides complexes membranaires, affectant les propriétés membranaires. En effet, de
nombreux exemples indiquent que les effets induits par les herbicides incluent une perte
d’intégrité des membranes, membrane plasmique en particulier, et conduisent a la mort
cellulaire. Nos données préliminaires suggéraient que la mort cellulaire induite par le Radula
chromene était associée a la perte de fonctionnalité des membranes (voir chapitre II). Nous
avons donc recherché si le traitement par le Radula chroméne était associé a ce phénomene.
La fuite d’électrolytes consécutive a I'application de Radula chroméne a donc été mesurée par
conductimétrie. Les mesures ont été effectuées dans les conditions initiales de mise en
évidence de I'activité phytotoxique de la molécule. Comme le montre la Figure 47, le traitement
par 100uM Radula chroméne augmente significativement la fuite d’électrolytes mesurée (51,8
% des électrolytes totaux) par comparaison au traitement DMSO (38 = 6 %). En revanche,
'augmentation de la dose de Radula chroméne ne conduit pas & une amplification des fuites
d’électrolytes mesurés. De fagon intéressante, la fuite d’électrolytes mesurée est comparable
que les mesure aient été effectuées a I'obscurité ou a la lumiére (Figure 47). Ce résultat
suggére que linduction de la fuite d’électrolyte n’est pas une conséquence directe du
mécanisme d’inhibition de la photosynthése par le Radula chroméne décrit au chapitre Il. Ceci
est corroboré par I'observation que le DCMU qui inhibe également la photosynthése, par un
mécanisme similaire a celui du Radula chroméne (voir chapitre IlI) n’induit pas de fuite
d’électrolyte. L’ensemble de ces données établit donc une corrélation entre la perturbation du
métabolisme des acides gras et laltération de lintégrité membranaire en réponse au

traitement par le Radula chroméne.
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Figure 46 : Effet du Radula chromeéne sur I'intégrité membranaire

La fuite d’électrolytes a été mesurée, aprés 8 h de traitement a I'obscurité ou a la lumiére, par le Radula chromene
(100 pM et 400 puM) ou le DCMU (50 puM). Les données représentent les moyennes + SD de 3 réplicats biologiques
indépendants. Les astérisques indiquent des différences significatives entre le contrdle et les traitements (One-way
ANOVA et test post-hoc de Dunn ; * p<0,05; ** p<0,01; **** p<104).

IV.2  Effet du Radula chroméne sur I'activité de la xanthine oxydase, impliquée dans le

métabolisme des purines.

Comme souligné précédemment, I'acide urique (urate) est le seul composé dont
I'abondance est diminuée quelle que soit la nature et la durée de traitement appliquée. Comme
le montre la Figure 48, les variations de la teneur en urate sont corrélées a des modifications
de la teneur de plusieurs autres métabolites intervenant dans le métabolisme (catabolisme)
des purines (adénosine, adénine, xanthine, allantoine, urée). En particulier, on observe une
accumulation d’adénine et une déplétion de 'ensemble des métabolites intervenant en aval
dans cette voie métabolique. La biosynthése de la xanthine a partir de I'hypoxanthine, puis de
l'urate a partir de la xanthine, implique une étape d’oxygénation catalysée par la xanthine
déshydrogénase. De fagon intéressante, I'eupatoriochroméne présent dans I'huile essentielle
de tournesol et qui partage une structure de type 2,2-diméthylchroméne (Figure 49) avec le
Radula chroméne, joue un réle significatif dans l'inhibition de la xanthine oxydase (XO), une

enzyme structurellement proche de la xanthine déshydrogénase (Liu et al., 2021).
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Figure 47: Effet du Radula chroméne sur I’'abondance des métabolites de la voie de catabolisme des
purines.

Pour chague composé, I'abondance relative dans les différentes conditions de traitement est représentée. Les
valeurs représentent la moyenne +/- SD des trois réplicats. Les intermédiaires métaboliques indiqués en noir n’ont

pas été détectés dans notre analyse.
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Figure 48 : Structure de I’eupatoriochromeéne et le Radula chroméne.

Le 2,2-diméthylchromeéene, conservé chez les deux molécules est indiqué en rouge.

L’effet direct du Radula chroméne sur 'activité XO a donc été mesurée in vitro a partir
de XO commerciale. Dans les conditions expérimentales retenues et en Il'absence
d’inhibiteurs, I'activit¢ XO mesurée est 0,046 + 0,008 ymol d’'urate.min? (Figure 50). Cette
activité est efficacement réduite (-67%) par la présence de 37,5 uM d’allopurinol, un inhibiteur
connu de I'activité XO. L'activité XO est également fortement réduite (-95%) en présence de
300 uM Radula chroméne. En revanche, aucune inhibition n’est observée quand le Radula
chromene est utilisé a 150 pM. Ces résultats indiquent donc que le Radula chroméne est un
inhibiteur efficace de 'activité XO. L’inhibition directe de I'étape d’oxygénation de la xanthine
catalysée par la xanthine déshydrogénase pourrait donc étre responsable des modifications

observées au niveau des métabolites impliqués dans la voie de catabolisme des purines.
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Figure 49 : Effet du Radula chroméne sur 'activité Xanthine Oxydase mesurée in vitro.

L’activité de la XO est déterminée par mesure de la formation d’urate, en présence de 1% DMSO (contrdle), 37,5
MM d’allopurinol, 150 uM ou 300 M de Radula chromeéne. Les données présentées sont les moyennes + écart type
de 3 mesures indépendantes. Les astérisques indiquent les différences statistiques entre le controle et les
traitements (One-way ANOVA et test post-hoc de Dunn ; ** p<0,01; **** p<104).
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Vv Discussion

L’analyse réalisée avait pour objectif principal didentifier les modifications du
métabolome de plantules induites par le Radula chroméne et de rechercher les voies

métaboliques pouvant étre affectées par ce composé.

La méthodologie employée, qui s’appuie sur les travaux de Fiehn et al (2006) nous a
ainsi permis d’identifier et de quantifier 98 métabolites, qui constituent le métabolome dont les
variations ont été analysées. Bien que le nombre de métabolites étudiés soit réduit comparé a
’ensemble du métabolome cellulaire, il est cohérent avec les données obtenues dans d’autres
études menées sur A. thaliana et utilisant cette méthode. En effet, dans le contexte d’études
du mode d’action de molécules d’origine naturelle (huile essentielle d’Origanum vulgare,
thymol), les variations d’abondance de 59 et 89 métabolites ont ainsi pu étre étudiées,
respectivement (Araniti et al., 2020, 2018). De plus, comme montré par Trenkamp et al. (2009),
cette diversité de métabolites est suffisante pour identifier et discriminer les différents modes
d’action de différents herbicides. En terme qualitatif, le systéme de solvants d’extraction utilisé
(isopropanol:acétonitrile:eau 3 :3 :2 ; Fiehn et al., 2006), bien adapté a une analyse ultérieure
par GC-MS, permet I'extraction d’'une large gamme de métabolites primaires, et nous avons
ainsi pu quantifier de nombreux sucres, acides organiques ou acides aminés. Il sera
intéressant de compléter notre analyse en appliquant des protocoles d’extraction et/ou
d’analyse (LC-MS/MS, RMN) plus spécifiques de classes de molécules exclues de notre
étude, mais pouvant étre d’intérét dans le cadre de la recherche de modes d’action de la
radulanine A et du Radula chroméne (molécules fortement apolaires, e.g. lipides complexes ;

molécules pro- et antioxydantes ; hormones).

Comme I'a mis en évidence I'analyse décrite au chapitre Il, le Radula chroméne est un
inhibiteur de la phase photochimique de la photosynthése et bloque le transfert d’électrons en
se fixant sur le site Qs du photosysteme Il. Parmi les métabolites rapidement affectés par
l'application de Radula chroméne, on retrouve le glycérate-3-P, produit direct de la
carboxylation du ribulose-1,5-bis-P par la RubisCO. L’abondance du glycérate-3-P est
rapidement diminuée, et 'amplitude de la déplétion observée d’autant plus marquée que la
dose de Radula chroméne appliquée est importante, en cohérence avec la diminution de
l'inhibition de I'activité de la chaine de transfert d’électrons chloroplastique. Compte tenu du
réle central de la photosynthése dans le métabolisme primaire des végétaux, I'effondrement
de la synthése de glycérate-3-P pourrait étre, au moins en partie, a l'origine de la diminution
drastique de 'abondance de nombreux métabolites observée suite au traitement par le Radula
chroméne a forte dose. On remarque en particulier une forte corrélation avec la déplétion des

produits de la glycolyse (glucose-6-P, fructose-6P, pyruvate) et de plusieurs intermédiaires du
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cycle de Krebs (citrate, succinate, fumarate, malate). Le métabolisme des acides aminés est
également fortement impacté, une majorité subissant une forte déplétion a la suite du
traitement par de fortes doses de Radula chroméne. C’est le cas en particulier de la glutamine
et du glutamate, premiers produits de I'assimilation du nitrate et dont la synthése utilise le 2-
oxoglutarate, issu du cycle de Krebs. En revanche, on peut noter que si le niveau de valine
diminue en réponse au traitement, celui de leucine, ainsi que de son précurseur, le 2-
isopropylmalate, augmentent transitoirement apres traitement. De fagon intéressante, leucine
et valine sont issues d’'une méme voie ayant pour origine le pyruvate, et divergeant au niveau
du 3-méthyl-2-oxobutanoate (Binder, 2010). De ce fait, les différences observées pourraient
étre dues a [l'utilisation préférentielle du 3-méthyl-2-oxobutanoate pour la synthese de la
leucine au détriment de la valine. En particulier, l'activité de I'isopropylmalate synthase,
premiére enzyme spécifique de la voie de synthése de la leucine, a été montré comme
importante pour la régulation des teneurs en leucine et valine (Galili et al.,, 2016). La
signification possible de ces différences en relation avec le mode d’action du Radula chroméne
est pour I'heure inconnue. Outre la photosynthése, d’autres voies métaboliques localisées
dans le chloroplaste sont également impactées par le traitement. En particulier, la synthése
de shikimate est fortement altérée, en corrélation avec la synthése de plusieurs acides aminés
ayant le shikimate pour précurseur (phénylalanine, tryptophane) (Galili et al., 2016). Cet effet
pourrait étre lié a la diminution de la photosynthese, le niveau de glucose, précurseur de la
synthése du shikimate, étant fortement altéré suite au traitement Radula chroméne a forte
dose. Il pourrait également passer par une inhibition directe de cette voie par le Radula
chroméne. En effet, plusieurs herbicides d’origine naturelle comme le gallate
d’épigallocatéchine des inhibiteurs de la shikimate déshydrogénase (Peek et al., 2014). Enfin,
le Radula chroméne pourrait impacter de facon plus global la fonctionnalité des chloroplastes.
En effet, la perturbation du transfert d’électrons chloroplastique conduit a la production
d’espéces réactives de l'oxygéne (ROS) qui altérent la structure et les fonctions du
chloroplaste (Foyer and Handke, 2022). De nombreuses études rapportent la production
massive de ROS en réponse a l'application d’herbicides de synthése ou de molécules
naturelles phytotoxiques. L’accumulation des ROS peut conduire a la peroxydation des lipides,
comme observé suite au traitement par le nérolidol, un sesquiterpénoide d’origine végétale
(Landi et al., 2020). Dans le cas de I'acide rosmarinique, la production de ROS est directement
associée a l'induction de la mort cellulaire (Araniti et al., 2018). Nos résultats préliminaires
suggerent que le traitement de plantules par la radulanine A pourrait également provoquer une
augmentation du niveau de peroxyde d’hydrogéne. Si 'accumulation de ROS est confirmée,
son rble dans la phytotoxicité du Radula chromeéne devra étre étudié plus directement.

L’application de Radula chroméne conduit donc a une réduction importante du métabolisme
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primaire. En revanche, peu de différences ont été observées aux différents temps de
traitement analysés. Ceci pourrait s’expliquer par la rapide inhibition du fonctionnement du
photosysteme Il, maximale aprés 6 h (voir chapitre II). Aprés 12 h de traitement, les
modifications du métabolome enregistrées seraient donc essentiellement des conséquences,
directes ou indirectes, de l'inhibition de la photosynthése. Il sera donc important de compléter

'analyse en intégrant des temps de traitement plus courts (1-3 h).

Le traitement des plantes avec la plus faible dose de Radula chromene bioactive
apporte en revanche de nouveaux éléments quant aux modes d’action possibles de ce
composé. En effet, a cette dose, le Radula chromene induit des modifications plus discrétes,
qui peuvent étre distinguées d’'un effet généralisé sur le métabolisme primaire des plantules.
Au niveau des produits de la glycolyse et des intermédiaires du cycle de Krebs, seuls le
fumarate et le malate sont affectés négativement par le traitement tandis que pyruvate et
succinate s’accumulent. La plagiochine E, un bibenzyle isolé de Marchantia polymorpha,
inhibe les activités déshydrogénases du cycle de Krebs chez Candida albicans (Wu et al.,
2009). De plus, la succinate déshydrogénase est une cible directe du glyphosate in vitro
(Ugarte, 2014). L’activité de la succinate déshydrogénase, qui synthétise le fumarate a partir

du succinate, pourrait donc étre une cible directe ou indirecte du Radula chroméne.

Une réponse au Radula chroméne particulierement remarquable est 'accumulation de
plusieurs acides gras (AG) libres aprés traitement, a faible ou forte dose. De fagon
intéressante, seuls les AG a chaine aliphatique supérieure a 16 carbones sont affectés par le
traitement, tandis que le I'acide laurique (C12:0) et myristique (C14:0) ne sont pas affectés.
De nombreux herbicides ont pour cible le métabolisme lipidiqgue (Beffa et al., 2019).
Cependant, a l'inverse du Radula chromeéne, ces composés conduisent le plus souvent a une
réduction des teneurs en AG, via l'inhibition de différentes enzymes impliquées dans la voie
de biosynthése (acétyl-CoA carboxylase, thioestérases, élongases) (Yang et al.,, 2010).
L’accumulation d’AG pourrait constituer un mécanisme induisant la mort cellulaire, comme
observé pour 'acide pélargonique, un AG a courte chaine (C9), mais également dans des
mutants accumulant des AG constitutifs des lipides membranaires (Fukuda et al., 2004; Kunz
et al., 2009). En outre, I'application d’AG (C6 a C12) entraine une diminution de la teneur des
lipides complexes composant les membranes plasmiques et chloroplastiques, ainsi que leur
peroxydation (Lederer et al., 2004). Nous avons observé une modification des propriétés
membranaires, i.e. fuite d’électrolytes indicatrice d’'une perte d’intégrité, aprés traitement par
le Radula chroméne. De fagon intéressante, ce mécanisme était indépendant de I'exposition
a la lumiére. A contrario, le DCMU, ainsi que plusieurs autres herbicides inhibiteurs du

photosysteme Il, n’induisent pas de fuites d’électrolyte, que ce soit a I'obscurité ou a la lumiére
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(Dayan and Watson, 2011). Nos données suggérent donc que laltération de lintégrité
membranaire induite par le Radula chroméne est une réponse indépendante de I'inhibition de
l'activité photosynthétique et pourrait représenter un autre mode d’action du Radula chroméne.
L’origine de 'augmentation de la teneur en AG en réponse au Radula chroméne est pour
'heure inconnue. D’une part, elle pourrait provenir de linhibition de la synthése de lipides
complexes (triglycérides, phosphoglycérolipides, glycolipides). Bien qu’aucun bibenzyle ne
soit connu comme inhibiteur de la synthése des lipides complexes, plusieurs herbicides de la
famille des pyridazinones et des thiocarbamates ont été montrés comme inhibiteurs de sn-
glycerol-3-phosphate acyltransférases (Rajasekharan and Sastry, 1990, 1987). D’autre part,
'accumulation d’AG pourrait avoir pour origine une dégradation exacerbée des lipides
complexes (phospholipides en particulier), via la stimulation d’activités lipases. Pour I'heure,
aucun herbicide ou molécule d’origine naturelle n’a été identifi€ comme agissant directement
sur ces enzymes ou augmentant de fagon indirecte ces activités. A ce stade, une analyse
lipidomique détaillée des différentes classes de lipides complexes et de leur composition
apparait donc nécessaire pour comprendre les mécanismes a l'origine de 'augmentation de

la teneur en AG induite par le Radula chromene.

La voie de catabolisme des purines apparait également comme une cible possible du
Radula chroméne. En effet, le traitement par le Radula chroméne conduit a une accumulation
d’adénine, accompagnée d’'une déplétion de xanthine et d'urate, deux produits issus du
catabolisme des purines. L’accumulation d’adénine conduit a une forte réduction de la
croissance des plantes et a été identifié comme le facteur causal de la toxicité de phytotoxine
(coformycine) et d’herbicides de synthése de structure apparentée (déaminoformycine)
(Sabina et al., 2007). La dérégulation de cette voie pourrait donc participer a I'effet
phytotoxique du Radula chromene. Cependant, la coformycine et ses analogues ciblent ’AMP
désaminase et n’affectent pas le pool de xanthine ou d’'uréides (Sabina et al., 2007). La
conversion de I'adénine en acide urique fait intervenir la xanthine déshydrogénase (XDH) qui
catalyse I'oxygénation de la xanthine en hypoxanthine, puis en acide urique (Wang et al.,
2016). Cette enzyme peut étre, chez les animaux, rapidement convertie dans sa forme oxydée
(xanthine oxydase, XO) (Enroth et al., 2000). Les XO sont connues pour étre les cibles de trés
nombreux composés d'origine naturelle (Mehmood et al, 2019). Par exemple,
I'eupatoriochroméne, qui présente une structure analogue a celle du Radula chromeéne, a été
montré comme un inhibiteur probable de la XO et pourrait se fixer sur cette enzyme comme le
suggeére la simulation de docking (Liu et al., 2021). Sur la base de ces données, nous avons
montré que le Radula chroméne est également un inhibiteur de l'activité XO in vitro. Si

I'existence de XO bona fide chez les plantes reste matiére a débat, la forte conservation

Etude du mode d’action de la radulanine A, une molécule phytotoxique d’origine naturelle
Simon Thuillier
161



Etude de I'impact du Radula chroméne sur le métabolome d’Arabidopsis

structurale entre XDH et XO chez les animaux et XDH chez les animaux et les végétaux, ainsi
que la polyvalence des inhibiteurs de XDH et XO (Mehmood et al., 2019), suggérent que le
Radula chroméne pourrait inhiber les XDHs végétales. Outre leurs fonctions dans le
catabolisme des purines, les XDH/XO sont des sources majeures de ROS (Zarepour et al.,
2010). Plusieurs inhibiteurs de XDH/XO, e.g. gallate ou resvératrol, sont de fait connus pour
leurs propriétés anti-oxydantes (Mehmood et al., 2019). De facon intéressante, la radulanine
K posséde également des propriétés anti-oxydantes (Schwartner et al., 1995). Une étude
approfondie de I'état rédox cellulaire lors de traitements a faible et forte dose de Radula

chromene permettra d’élucider le réle pro- ou anti-oxydant potentiel de cette molécule in vivo.

Notre étude a enfin permis d’identifier plusieurs métabolites marqueurs de la réponse
au Radula chroméne, comme I'acide urique dont 'abondance est diminuée dans tous les
échantillons analysés. Parmi les marqueurs identifiés, le profil de I'arbutine, un dérivé O-B-b-
glucoside de I'hydroquinone (Hefner et al., 2002), est particuliérement intéressant. En effet, ce
composé n’'est pas détecté en I'absence de traitement et s’accumule progressivement aprés
application du Radula chroméne. Des procédures de dosage simples, aprés séparation par
HPLC en phase inverse, ont été décrites et pourront étre mises en ceuvre (Luo et al., 2015).
Le dosage de différents marqueurs permettra en particulier de rechercher si et dans quelle
mesure I'effet du Radula chroméne et de la radulanine A sur le métabolome sont identiques.
En utilisant des analogues biologiquement actifs ou inactifs, nous pourrons également valider
les marqueurs métaboliques dont les variations sont les plus corrélées a I'effet herbicide. Enfin,
dans l'optique du développement d’analogues d’intérét, ces marqueurs pourront servir de

proxys pour établir et comparer I'efficacité herbicide de ces nouvelles molécules.
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Conclusion et perspectives

Les contraintes associées au développement de nouveaux herbicides (résistances,
impact écologique, durcissement de la réglementation) ont suscité un regain d’intérét pour la
valorisation de molécules d’origine naturelle a activité phytotoxique. En effet, la diversité
structurale de ces molécules suggére des cibles et modes d’action divers et possiblement
originaux. En outre, leur origine biosourcée, si elle ne prédétermine en rien de leur innocuite,
pourrait leur assurer une meilleure métabolisation dans I'environnement et une moindre
rémanence. L’évaluation du potentiel de valorisation de ces molécules passe donc par

I’élucidation de leur mode d’action.

L’étude menée au cours de cette thése s’inscrit dans ce contexte. En effet, lorsque
mon projet de thése a été initié, une synthése totale de la radulanine A, molécule naturellement
produite par plusieurs espéces d’hépatiques du genre Radula, avait été récemment
développée et la phytotoxicité de cette molécule avait été démontrée au laboratoire, sur des
plantules d’Arabidopsis thaliana (Nay et al., 2020; Zhang et al., 2019). En revanche, aucune
information quant a son mode d’action n’était disponible. Les travaux réalisés au cours de cette
thése ont permis de confirmer le potentiel phytotoxique de la Radulanine A, mais également
de plusieurs de ses analogues et précurseurs, et apportent des éléments importants quant

aux mécanismes impliqués dans son mode d’action.

Une partie importante de ce projet a été le développement d’'une méthode alternative
de synthese totale de la radulanine A dans laquelle le rendement de produit final était amélioré.
Ce travail, développé avec B. Lockett-Walters, a abouti a I'établissement d’'une voie de
synthése totale plus courte en 5 étapes (Figure 50) et inclut une étape finale d’extension de

cycle par photochimie en flux (Lockett-Walters et al., 2022).
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Figure 50 : Récapitulatif des travaux de synthése totale du Radula chroméne et de la radulanine A

Outre le fait que cette méthode fasse intervenir moins d’étapes et présente de bons
rendements, les différents intermédiaires de synthése obtenus sont d'intérét, puisqu’il s’agit
de molécules naturellement présentes chez les hépatiques du genre Radula (Asakawa et al.,
2020). Leur bioactivité et mode d’action ont donc pu étre comparés a ceux de la radulanine A
et apporter des éléments importants pour comprendre les bases structurales de sa
phytotoxicité. L’originalité de la méthode de synthése de la radulanine A que nous avons
développée consiste en l'utilisation de la photochimie en flux pour réaliser I'étape finale
d’extension de cycle. Cette technique est de plus utilisée tant en recherche fondamentale que
pour des développements industriels (Rehm, 2020; Sambiagio and Noél, 2020). De fagon
intéressante, les réactions en flux permettent d’adapter relativement facilement le protocole
dans l'optique d’un changement d’échelle de la production. En effet, si une optimisation des
conditions de réaction peut s’avérer nécessaire, 'augmentation de la longueur du réacteur et
du débit peut étre suffisante pour monter en échelle la synthése (Rehm, 2020). La synthése
d’un dérivé d’aglaine via cycloaddition [3+2] a par exemple été conduite par photochimie en
flux, et montée en échelle jusqu’a une production de 1,16 g.h* (Yueh et al., 2017). Dans notre
stratégie de synthése de la radulanine A, la réaction d’extension de cycle représente
cependant I'étape limitante en termes de rendement. Une optimisation des conditions de
réaction pourra étre conduite, notamment aprés mesure du flux de photons au sein du
réacteur, pour améliorer le rendement de synthése avant une montée en échelle. Cette
optimisation pourrait passer par I'utilisation de LEDs afin de sélectionner plus finement les

longueurs d’onde utilisées.

La stratégie de synthése totale mise en ceuvre a également permis la génération d’'un

répertoire d’analogues structuraux dont la phytotoxicité a pu étre comparée a celle de la
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radulanine A. De fagon intéressante, le Radula chroméne, le précurseur utilisé pour synthétiser
la radulanine A par extension de cycle, possede un potentiel phytotoxique équivalent a celui
de la radulanine A (Thuillier et al., 2023). La tylimanthine B, produit secondaire de I'extension
de cycle, inhibe aussi de fagon similaire la photosynthése. Dans I'ensemble, 8 des 10
bibenzyles phénoliques inclus dans notre étude présentent une activité phytotoxique, en
corrélation avec leur capacité d’inhibition de la photosynthése. De fagon intéressante, les
hétérocycles présents dans la structure de la tylimanthine B, du Radula chromene et de la
radulanine A augmentent la phytotoxicité de ces molécules par rapport a la dihydropinosylvine
de structure bibenzyle-phénolique plus classique. L’ensemble de I'étude suggére donc un lien
direct entre la structure bibenzyle phénolique, la capacité d’inhibition de la photosynthése
observée et la phytotoxicité des molécules étudiées. Plusieurs études confirment cette
hypothése. Par exemple, I'acide lunularique, un bibenzyle phénolique également présent chez
les hépatiques du genre Radula, a été montré comme phytotoxique (Nakayama et al., 1996;
Pryce, 1971). Deux autres bibenzyles phénoliques naturels produits par I'orchidée Epidendrum
rigidum, la batasine Il et le gigantol, sont également phytotoxiques (Hernandez-Romero et al.,
2005). De plus, des données suggérent que l'acide lunularique pourrait inhiber la
photosynthése (Gorham and Coughlan, 1980). L’effet potentiel de la batasine Il ou du gigantol
sur ce processus est pour l'heure inconnu. En revanche, la pinosylvine et le 4-
hydroxybibenzyle ont également une capacité inhibitrice forte vis-a-vis de la photosynthése
(Gorham and Coughlan, 1980). L’ensemble de ces données offre donc les bases pour une
étude plus approfondie et systématique de la relation entre structure des bibenzyles
phénoliques et phytotoxicité, en utilisant d’autres analogues, naturels ou artificiels, de la
radulanine A. Des résultats préliminaires semblent valider cette approche, certaines
radulanines testées présentant une activité exacerbée ou diminuée. Notre étude questionne
également la convergence des modes d’action de ces différentes molécules. L’étude paralléle
des mécanismes d’inhibition de la photosynthése par la radulanine A et son précurseur, le
Radula chroméne, suggere qu’ils pourraient partager un méme mode d’action, i.e. I'inhibition
du photosysteme Il par fixation sur le site Qg. Des études complémentaires devront étre
conduites pour rechercher si ce site est également ciblé par les autres bibenzyles phénoliques
identifiés, et en particulier ceux dépourvus d’hétérocycle. Enfin, comme mentionné
précédemment, les différents inhibiteurs de site Qg connus présentent des caractéristiques de
fixation qui les distingue (Battaglino et al., 2021). Les résidus impliqués dans la fixation de la
radulanine A au sein du site Qg n’ont pas été déterminés et leur identification par de approches
de docking est la prochaine étape a mettre en ceuvre, et pourra étre étendue aux autres

inhibiteurs identifiés dans notre étude.

Etude du mode d’action de la radulanine A, une molécule phytotoxique d’origine naturelle
Simon Thuillier
165



Bien que linhibition de lactivité photosynthétique par la radulanine A et le Radula
chroméne soit probablement le mode d’action majeur susceptible d’expliquer la phytotoxicité
de ces molécules, il nous est apparu important de rechercher d’autres cibles de ces molécules.
En effet, de nombreux herbicides et molécules naturelles phytotoxiques ont des modes
d’action multiples. C’est par exemple le cas de la sorgoléone dont I'effet inhibiteur de 'HPPD
agit en synergie avec l'inhibition du PSII, en induisant une baisse des teneurs en plastoquinone
(Dayan et al., 2010; Meazza et al., 2002). L’étude métabolomique réalisée montre I'impact
important d’'un traitement par le Radula chroméne sur le métabolome des plantules. Elle
suggere également une origine multiple des changements de teneur des métabolites détectés.
Si 'effondrement, rapide et global, de I'activité métabolique en réponse aux plus fortes doses
de Radula chroméne semble en grande partie étre la conséquence de I'inhibition de I'activité
photosynthétique, certains effets observés a plus faible concentration pourraient étre induits
indépendamment de l'effet sur la photosynthése. En particulier, 'accumulation d’acides gras
libres observée suggére une dérégulation de la synthése/dégradation de ces composants,
induite par le Radula chroméne. L’origine de cette accumulation d’acides gras est pour 'heure
inconnue, et apparait surprenante au vu des effets des inhibiteurs de la biosynthése des
lipides, induisant un profil de variation des acides gras bien différents (Campe et al., 2018).
L’accumulation observée pourrait refléter une dégradation des lipides membranaires, en
accord avec la perte d'intégrité membranaire observée en réponse au traitement. Des
analyses complémentaires sont nécessaires pour approfondir cette hypothése. En particulier,
une analyse lipidomique des différentes classes de lipides, réalisée sur des temps précoces
et plus tardifs de traitement, permettra de définir I'origine des acides gras libres accumulés. A
la différence de I'étude réalisée sur la photosynthése, seul I'effet du Radula chroméne sur le
métabolome a été analysé. L'identification de métabolites marqueurs comme larbutine
permettra de rechercher si la conservation du mode d’action de ces deux molécules peut étre
étendue au-dela de leur effet sur la photosynthése. En effet, comme le montre I'exemple du
1,4-cinéole et du 1,8-cinéole, le mode d’action de deux analogues cycliques d’origine naturelle,

bien que globalement semblable, peut présenter des différences (Romagni et al., 2000).

Au-dela du mode d’action mis en évidence dans le cadre de cette these, d’autres
mécanismes peuvent étre envisagés. En effet, la radulanine A, ainsi que les radulanines H et
L, ont été décrits comme des inhibiteurs de la calmoduline (CaM) (Asakawa et al., 1991). C’est
également le cas d’autres bibenzyles phénoliques extraits d’Epidendrum rigidum et différentes
espéces de Radula (Asakawa et al., 2020; Hernandez-Romero et al., 2005, 2004). Bien que
ces expériences aient été réalisées sur une CaM animale, la forte conservation de cette

protéine chez les plantes suggére que ce mode d’action pourrait étre fonctionnel également

Etude du mode d’action de la radulanine A, une molécule phytotoxique d’origine naturelle
Simon Thuillier
166



chez les végétaux (Ranty et al., 2006; Toutenhoofd and Strehler, 2000). Les CaMs, et plus
globalement la signalisation calcique, sont impliquées dans I'induction de la mort cellulaire,
gu’elle soit induite par des pathogénes ou par des effecteurs (Ren et al.,, 2021). De facon
intéressante, I'erianine, un bibenzyle produit par Dendrobium chrysotoxum a récemment été
montrée comme induisant la mort de cellules cancéreuses via son interaction avec la voie
CaM/Ca?* (P. Chen et al., 2020).

L’identification d’'un mode d’action de la radulanine A est une étape essentielle dans
I'optique de la valorisation de ce composé. Ce projet fait néanmoins apparaitre une premiere
limitation potentielle de son utilisation en tant que principe actif d’'un nouvel herbicide. En effet,
parmi les inhibiteurs naturels connus du PSII, la radulanine A, mais également le Radula
chromene, apparaissent comme des inhibiteurs modérément efficaces. Un objectif important
de la suite de ce travail sera donc de rechercher ou de concevoir des analogues structuraux
présentant une activité accrue. En ce sens, certaines caractéristiques structurales importantes
pour la bioactivité de la radulanine A ont d’ores et déja été identifiées et serviront de base a la
poursuite de ce travail. Par ailleurs, une approche de scaffold hopping, consistant a modifier
le noyau structural d’'un composé afin d’en moduler sa bioactivité ou sa toxicité, est une
stratégie a considérer dans I'objectif d’obtenir un analogue structural a la phytotoxicité plus
importante (Sun et al., 2012). Cette approche a été récemment mise en ceuvre pour l'acide
ténuazonique et a permis d’améliorer considérablement l'efficacité herbicide des nouveaux
analogues obtenus (Wang et al., 2022). Dans ce contexte, la modification de la structure du
Radula chromeéne, dont la synthése est plus simple et conduit a des rendements de production
plus importants sera privilégiée, et sera complétée par I'étude biologique du composé
phytotoxique développé. Une seconde question importante est celle du spectre d’action de
ces molécules, en vue de leur application sur champ. Des travaux préliminaires réalisés dans
le cadre d’'un partenariat avec un partenaire industriel suggéerent que le Radula chroméne
affecterait la croissance a la fois de Mono- et de Dicotylédones modeles. Ces résultats
apparaissent cohérents avec le mode d’action principal de cette molécule, qui affecte un
mécanisme et une cible fortement conservés chez les plantes. En revanche, le stade de
croissance et le mode d’application de la molécule semblent importants pour son efficacité.
Ces données confirment des expériences réalisées au laboratoire au cours desquelles la
radulanine A était sans effet sur la germination des graines ou lorsqu’appliquée sur des plantes
adultes. Une étude plus systématique du spectre d’action en utilisant des adventices
représentatives de différentes familles botaniques est envisagée et permettra d’obtenir une
vue plus globale du potentiel d’utilisation de ces molécules. Enfin, il sera crucial de déterminer

si I'(éco)toxicité potentielle de la radulanine A et du Radula chroméne répondent aux normes
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en vigueur et permettent d’envisager leur utilisation en champ. Cet aspect n’a pas été abordé
au cours du projet de thése et peu de données sont disponibles, a I'exception d’'une étude
réalisée sur cellules pulmonaires MRC-5 et dans laquelle la radulanine A présentait une 1Csg
de 150 uM (Otoguro et al., 2012). Une étude (éco)toxicologique va étre initiée a court terme,
dont les données seront déterminantes pour la valorisation éventuelle de ces molécules

comme herbicide.

Outre leur co(t, la prédominance d'utilisation au niveau mondial de certains herbicides
comme le glyphosate est associée au développement parallele de variétés génétiguement
modifiées résistantes a ces composés (Green, 2018, 2012). Si le développement de variétés
résistantes a la radulanine A n’est pas une perspective a court ou moyen terme, certaines
données suggerent qu’il pourrait étre envisagé. En effet, nous avons observé qu'une O-
méthylation permet d’annuler la phytotoxicité du Radula chroméne, méme lorsque le site Qg
est facilement accessible e.g. dans des fragments de membranes thylakoidales enrichis en
PSIl. De facon intéressante, une O-méthylation a récemment été montrée comme un
mécanisme efficace pour réduire la phytotoxicité d’'une autre molécule naturelle, la patuline
(Wang et al., 2019). Une O-méthylation du Radula chroméne, mais aussi de la radulanine A,
est une réaction qui intervient trés probablement in planta, le chroméene O-méthylée et la
radulanine A O-méthylée, i.e. radulanine B, ayant été identifiés chez différentes espéces de
Radula (Asakawa et al., 2020). Bien que des O-méthylestérases aient été récemment
caractérisées dans plusieurs espéces d’hépatiques (Liu et al., 2019), celles impliquées dans
I'O-méthylation de la radulanine A et le Radula chroméne in vivo n’ont pas été identifiées a ce
jour. L'obtention de la séquence compléte de plusieurs génomes d’hépatiques pourrait étre
utile dans la recherche de ces enzymes (Bowman et al., 2017; Zhang et al.,, 2020) .
L’identification de ces enzymes et leur expression dans des plantes d’intérét agronomique
pourrait ainsi s’avérer une stratégie efficace pour entrainer une O-méthylation de la radulanine
A et du Radula chroméne et leur détoxication in planta, conférant ainsi une résistance a ces

COMpOoSEs.

Au-dela de la valorisation de l'effet phytotoxique de la radulanine A et du Radula
chroméne, la fonction biologique de ces molécules, et leur éventuel réle écologique, chez
Radula sont a l'heure actuelle inconnus. En particulier, en relation avec leur activité
phytotoxique, la question de leur implication dans des processus allélopathiques reste ouverte.
Dans cette éventualité, ces composés, devraient étre sécrétés dans I'environnement et lixiviés,
ou libérés de thalles sénescents, pour atteindre les espéces cibles. La sécrétion de composés
produits et accumulés dans les oléocorps n’a pas été rapportée a ce jour, ce qui suggere que

le r6le allélopathique de ces molécules serait limité. De plus, certains composés des oléocorps
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sont autotoxiques et nécessitent donc d’étre accumulés dans des structures isolées
(Kanazawa et al., 2020). C’est peut-étre le cas également du Radula chromene dont nous
avons observé la toxicité vis-a-vis de Marchantia polymorpha (Annexe 3). A I'image d’autres
bibenzyles, la radulanine A et le Radula chroméne pourraient également participer a la défense
des hépatiques vis-a-vis d’agresseurs ou de pathogénes (Chong et al., 2009). En effet, les
oléocorps ont été démontrés comme indispensables a la défense contre les herbivores, et la
radulanine A, ainsi que d’autres métabolites spécialisés produits dans ces structures, pourrait
participer a cet effet (Kanazawa et al., 2020; Romani et al., 2020). De méme, il a été montré
que la manipulation génétique de la production de composés bibenzyliques modifie I'activité
anti-fongique chez Plagiochasma appendiculatum (Wu et al., 2018). Le développement des
recherches utilisant les hépatiques comme modéle permettra certainement d’éclairer
prochainement les fonctions associées aux composés produits par les oléocorps, en particulier

dans le cadre de la réponse aux facteurs de I'environnement.
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Matériel et Méthodes

| Syntheése totale de la radulanine A et synthése d’analogues structuraux

Les protocoles dédiés a la synthése totale de la radulanine A et ses analogues peuvent
étre retrouvés en Supporting Information des deux articles publiés comme suit (numérotation

du Chapitre Il utilisée) :

e Synthese des composés 1 a 5 et du composé 9: Chapitre | — Supplementary
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e Synthése des composés 6 a 8 et des composés 10 a 12 : Chapitre Il —

Supplementary Material p. 136

OH

LD
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Il Matériel végétal

L’ensemble des expériences a été réalisé sur Arabidopsis thaliana écotype Columbia
0 (Col-0). Les graines utilisées proviennent de plantes cultivées en chambre de culture (21°C ;
photopériode 16h lumiere/8h obscurité ; intensité lumineuse 150 pmol m2 s!) sur terreau. Les
siliques sont récoltées a maturité et séchées a température ambiante, puis les graines sont

collectées et stockées a -20°C.
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Il Stérilisation des graines

Environ 200 pL de graines d’Arabidopsis thaliana sont stérilisées dans 1 mL de solution
éthanol:Javel (4:1). La solution de stérilisation est obtenue par dissolution d’une pastille de
Javel dans 40 mL d’eau distillé. Aprés incubation des graines sous agitation constante pendant
15 min, la solution est renouvelée et lincubation poursuivie pour 15 min d’agitation
supplémentaire. Les graines sont ensuite rincées 5 fois a I'éthanol pur et laissées sécher sous

hotte stérile pendant la nuit, avant d’étre stockées a 4°C.

IV Culture et traitement de plantules

Pour I'évaluation de la phytotoxicité et la mesure des paramétres photosynthétiques,
les cultures ont été effectuées en microplaque 96-puits blanches (Zhang et al., 2019). Les
graines stérilisées (10-15 par puits) sont semées en présence de 150 uL d’eau distillée stérile.
Les graines sont ensuite stratifiées 3 jours, a 4 °C et a 'obscurité, pour lever la dormance
primaire. Les microplaques sont placées en enceinte de culture, a 21 °C, sous lumiére continue
(40 ymol m2 s?). Aprés 9 a 13 jours de culture et développement des feuilles cotylédonaires,
le milieu est retiré et remplacé par 200 uL d'eau distillée stérile supplémentée des substances

a tester.

Les différentes molécules utilisées sont dissoutes dans le DMSO (solution mére a 40
mM) et diluées extemporanément afin que la concentration de DMSO dans le milieu de
traitement n’excéde pas 1% du volume final. Pour chaque série d’expériences, un traitement

par supplémentation du milieu avec 1% DMSO est utilisé comme témoin.

Pour la génération de matériel destiné a I'analyse métabolomique et a la mesure de
fuite d’électrolytes, les plantules ont été cultivées sur des grilles métalliques (5 par boite)
stériles, disposées a la surface de boites de Pétri (d 14 cm) contenant un milieu Murashige et
Skoog (dilué 2 fois) gélosé. Trente mg de graines d'Arabidopsis thaliana stérile en suspension
dans 600 pL d'agar 0,1 % sont déposées sur chaque grille. Les semis sont stratifiés a 4 °C et
a I'obscurité pendant 3 jours pour éliminer la dormance primaire des graines. Les boites sont
ensuite dans une chambre de culture (22 °C ; photopériode 16h lumiére/8h obscurité ; intensité
lumineuse 150 umol m2s?). Aprés 3 jours de culture, les plantules sont traitées par immersion
en présence des différents composés testés. Les grilles sont transférées dans des boites de
Pétri (3 5,5 cm) contenant 12 mL d'eau distillée supplémentée du composé testé (DMSO 1%
ou Radula chroméne a 100 ou 400uM). Les plantules sont alors placées dans une enceinte
de culture, a 21 °C, sous lumiére continue (40 umol m2 s). Pour toutes les conditions, la
concentration finale de DMSO représente <1% du volume total du milieu. Apres 12, 24 ou 48h

de traitement, les plantules de chaque grille sont collectées, rapidement séchées, congelées
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a l'azote liquide et stockées a -80°C. Pour chaque condition, trois réplicats ont été générés,

correspondant a trois cycles de culture et de traitement indépendants.

V  Mesure de la fluorescence des chlorophylles.

La fluorescence des chlorophylles des plantules est directement mesurée dans la
microplaque 96-puits a l'aide d’un systéme d’'imagerie de fluorescence (Speedzen, JBeamBio,
France). Aprés traitement, les plantules sont placées dans le détecteur et adaptées a
I'obscurité pendant 10 min avant chaque mesure. L'intensité de la lumiére infrarouge (Left Far
Red (I.R.)) est réglée a 25 pE.m2.s pour le paramétre « Actinic | ». Cette lumiére infrarouge
est utilisée pour la mise au point de 'objectif du systéme d’'imagerie. Pour la mesure de la
fluorescence des chlorophylles, des impulsions de lumiére sont produites par des LEDs
bleues. Une lumiére actinique a 120 pE.m2.s et des impulsions saturantes a 2600 HE.m2.s?
sont générées par des LEDs vertes La séquence d’activation de ces différents éclairements

et des mesures suit la séquence :

ImsH1ms5s05msE250msFH300us ’3msH18ms150ms4(500ms[0)4s)8s03(15s0)1.2msG3ms/H10
0pS0.6msG/6msZ8ms{10ms,20,2s,7}10(500msZ)5msE250msFH300uS 3ms10msZ10(15s715s715s715sH1
00pSH5msE250msFH300us 3msH10msZ)1msH

Chaque temps correspond a I'attente entre deux commandes. G-H active ou désactive
la lumiére actinique a 120 umol photons m?2.s?, respectivement. E-F active ou désactive la
lumiere actinique forte (2600 umol photons m2.s).  active une impulsion de lumiére bleue
permettant la détection de la fluorescence. Z représente la séquence entre /
(« /H100uS00.6msG/ »). Les nombres en gras indiquent le nombre de répétitions de la séquence
incluse dans les parenthéses. La séquence entre accolades correspond a une horloge
exponentielle, qui permet de réguler les intervalles de temps entre différentes séquences Z.
Elle permet de créer une séquence répétitive de commandes avec des intervalles de temps

de plus en plus espacés.

Le rendement quantique maximal du PSII est calculé comme Fv/Fmn = (Fm - Fo)/Fm, OU
Fo. et Fm sont les émissions de fluorescence mesurées avant et a la fin d'une impulsion
saturante de 200 ms, respectivement. L’efficience du transport d’électrons ®pgs) a été calculée
comme (Fn'-F)/Fn', F étant la fluorescence a I'état d'équilibre a la lumiére et Fy,' I'émission de
fluorescence mesurée a la fin d'une impulsion saturante de 200 ms, pour des plantules
adaptées a la lumiere. L'extinction non-photochimique (NPQ) a été calculée comme (Fm-
Fm')/Fm' (Maxwell and Johnson, 2000). Chaque valeur correspond a la moyenne de six réplicats

+ écart-type.
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VI Mesure de I’état rédox du photosysteme | (P700).

L’état rédox de P700 est déterminé sur des plantules récoltées aprés 15 min de
traitement par changements d'absorption transitoires, a l'aide d'un spectrophotométre de type
Joliot (JTS-10, Biologic, Grenoble, France). Pour chaque réplicat, les plantules issues de 4
puits (cf Matériel et méthodes — IV) ont été utilisées et réparties sur une lamelle de verre
circulaire (@ 0,5 cm). L’'excédent de milieu éventuel est retiré de la lamelle a l'aide d'une
pipette. L’échantillon est recouvert d’'une deuxiéme lamelle de verre circulaire, puis inséré dans
le spectrophotométre, sur la trajectoire de la lumiére, pour effectuer la mesure. L’appareil
emploie une lumiére actinique générée par une couronne de LEDs rouge (A = 619 nm ; 26
HE.m2.s1) et une lumiére de détection blanche filtrée. Dans le programme associé a I'appareil,

il est nécessaire de sélectionner certains parametres :

e Sélectionner 26 HE.m?2.s-1 pour l'intensité de la couronne de LEDs (notée

« Red Ring » sur le logiciel).

e Pour la lumiére de détection (notée « Detection (D) » sur le logiciel),

sélectionner la source 4 et une illumination de 5,4.

o La séquence d’'activation de ces lumiéres et des mesures a été développée

comme suit :

1msG15(100msH200usD50usG)1msHE3msF350usD50usE4(3msF350usD50usE)3msF350usD3(1msD
)3(2msD)3(3msD)5msD10msD12msD20msD15(100msD)1msG10(100msH200usD50usG)

Chaque temps correspond a l'attente entre deux commandes. G-H active ou désactive
la lumiére actiniqgue a 26 umol photons m=2.s?, respectivement. E-F active ou désactive la
lumiére actinique forte (5000 pmol photons m=.s). D active une impulsion de lumiéere blanche
permettant la détection d’un signal & 705 £ 6 nm. Les nombres en gras indiquent le nombre

de répétitions de la séquence incluse dans les parenthéses.

Aprés insertion de I'échantillon sur la trajectoire de la lumiére actinique, le JTS-10 est
recouvert d’'un drap noir et I'échantillon est laissé exposé a la lumiére actinique pendant 1
minute, avant le lancement de la séquence. Les données sont normalisées par rapport a la
premiere valeur mesurée. Ensuite, le pourcentage en P700 non-oxydé est calculé comme
Imax/(Imax-Imin), OU Imax €t Imin correspondent a lintensité maximale et minimale mesurée,

respectivement. Chaque expérience correspond a la moyenne de trois réplicats + écart-type.
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VIl Mesure de la thermoluminescence

Les courbes de thermoluminescence ont été mesurées avec un appareil construit en
laboratoire, décrit dans De Causmaecker et al. (De Causmaecker, 2017). Les échantillons
biologiques utilisés ont été refroidis a -20 °C et excités avec un flash laser saturant a rotation
unique (Continuum Minilite I, fréquence doublée a 532 nm, 5 ns FWHM). Les échantillons
sont ensuite incubés dans I'appareil a I'obscurité a -20 °C pendant 30 s, avant d'étre chauffés
de -20°C a 80 °C a1 °C.s™. Lorsqu'elles ont été utilisées, les plantules d'Arabidopsis ont été
incubées aprés traitement dans l'obscurité (cf Matériels et méthodes - IV) a température
ambiante pendant le temps souhaité avant les mesures. Des fragments de membrane
d'épinard enrichis en PSII, préparés selon Berthold et al. ont été dilués a une concentration
finale de chlorophylle de 10 pg.mL?* dans un tampon de resuspension glacé (50 mM MES-
NaOH pH 6,5, 5 mM CaCl;, 10 mM MgCl,, 1,2 M bétaine, 20 % wi/v glycérol) (Berthold et al.,
1981). Les fragments de membrane d'épinards enrichis en PSII ont été pré-éclairés pendant
10 s, puis conservés dans l'obscurité sur de la glace pendant au moins une heure avant la
mesure. Les échantillons ont été adaptés a l'obscurité puis traités soit juste avant la mesure,

soit pendant une durée de traitement spécifié.

VIII Analyse des métabolites primaires par GC-MS

VIII.1 Extraction des métabolites primaires

L’extraction est réalisée sur les échantillons traités sur grilles (cf Matériel et méthodes
- IV), aprés lyophilisation, selon le protocole développé par la plate-forme de métabolomique
de I'Institut des Science des Plantes-Paris Saclay (IPS2). 4 a 5 mg de lyophilisat sont remis
en suspension dans 1 mL de solvant eau:acétonitrile:isopropanol (2:3:3) refroidi a -20 °C et
contenant 4 pg/mL de ribitol. Le ribitol est utilisé comme standard interne pour la quantification
des différents métabolites. En parallele des échantillons sans matériel biologique sont
générés, qui constitueront les témoins « blancs » de 'analyse. Les métabolites sont extraits
par agitation (10 min, 1500 rpm, 4°C), a l'aide de billes de métal dans un Thermomixer
(Eppendorf). Les échantillons sont centrifugés (13500 rpm, 10 min, 4°C) et 100 pL de
surnageant sont prélevés et séchés au Speed-Vac pendant 4 h, a 35 °C. Les extraits secs

sont stockés a -80°C avant dérivation.
VIIl.2 Dérivation des échantillons et analyse GC-MS

La méthode de dérivation et d’analyse utilisée suit les méthodes décrites par Fiehn et
al. dans le guide dutilisation pour « Agilent G1676AA Fiehn GC/MS Metabolomics RTL
Library » (Fiehn, 2006; Fiehn et al., 2008). Avant dérivation, les échantillons stockés a -80°C
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sont ramenés a température ambiante pendant 15 min, puis séchés au Speed-Vac pendant
1h30 a 35 °C. Les échantillons sont remis en solution dans 10 pL de methoxyamine (20mg/mL
dans la pyridine) et agités pendant 1h30 a 30 °C dans un thermomixer (Eppendorf). A I'issue
de l'incubation, 90 uL de N-méthyl-N-triméthylsilyl-trifluoroacétamide (MSTFA) (1-270590-200,
REGIS TECHNOLOGIES ) sont ajoutés et les échantillons sont incubés a 37 °C pendant 30

min. Apres refroidissement, 80 uL d’échantillon sont transférés en fiole d’injection (Agilent).

Les métabolites sont séparés par chromatographie en phase gazeuse et analysés par
spectrométrie de masse sur un chromatographe Agilent 7890B couplé a un spectrométre de
masse a impact électronique (modeéle Agilent 5977A). La colonne utilisée est un modéle Rxi-
5SiIMS de Restek (30 m avec 10 m de colonne de garde intégrée — référence : 13623-127).
Une injection en split (ratio 1:30) a été systématiquement menée afin de quantifier les
composés saturant en splitless. Quatre heures aprés dérivation, 1 pL de chaque échantillon
est injecté en splitless. Le gradient de température du four au cours de I'analyse débute a 60
°C pendant 1 min puis augmente de 10 °C/min jusqu’a 325 °C pendant 10 min. Le flux d’hélium
est constant (1,1 mL/min) et les températures des composants sont les suivantes : injecteur,
250 °C ; ligne de transfert : 290 °C ; source : 230 °C ; quadrip6le : 150 °C. Le quadripble est
activé avec un temps de délai du solvant de 5,9 min, scannant les composés de 50 a 600 u.
Un mélange d’acides gras (C8, C9, C10, C12, C14, C16, C18, C20, C22, C24, C26, C28, C30)
est injecté entre les analyses des échantillons pour calibrer de maniére externe le temps de

rétention.
VIII.3 Traitement des données et quantification

Les données brutes acquises sous format Agilent sont traitées avec le logiciel AMDIS

(http://chemdata.nist.gov/mass-spc/amdis/). L'identification des métabolites est effectué par

référence a la base de données « Agilent Fiehn GC/MS Metabolomics RTL Library » (version
Juin 2008). Cette base de données est adossée a la méthode d’analyse utilisée et regroupe
les spectres de masse (El) et les temps de rétention d’environ 700 métabolites. Associée aux
macros de la méthode, elle a été utilisée pour l'identification des composés associés aux pics
du chromatogramme et leur quantification grace au logiciel MassHunter Quantitative Analysis

(Agilent, https://www.agilent.com/en/products/software-informatics/masshunter-

suite/masshunter-quantitative-analysis). L’intégration des pics a également été vérifiée

manuellement pour chaque composé. Les limites de détection et de quantification de l'aire
d’un pic sont de 2 000 et 6 000, respectivement. De plus, un composé est considéré comme
contaminant et exclu si son aire dans I'échantillon « blanc » est supérieure a la moitié de celle

détectée dans I'échantillon ou elle est la plus élevée. Ces données ont servi a créer les
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tableaux présentés en Annexe 4. La teneur de chague métabolite y est présentée, normalisée
par rapport a la teneur en ribitol et & la masse de I'échantillon biologique lyophilisé. Les teneurs

obtenues sont exprimées en unités arbitraires (détermination semi-quantitative).
VIIl.4 Analyses de données

Les métabolites détectés ont été rentrés sur KEGG Mapper afin de déterminer les voies
métaboliques incluant les métabolites de notre analyse (voir Tableau 6)

(https://lwww.genome.jp /kega/mapper/search.html ; « search mode » : ath, pour A. thaliana).

Les métabolites ont été classés selon leur structure chimigue dans le Tableau 5 a partir

d’'une classification effectuée via le logiciel ClassyFire (http://classyfire.wishartlab.com). Les

codes SMILES correspondants aux métabolites détectés ont été utilisés.

Afin de comparer 'abondance d’'un métabolite au sein pour une condition de traitement
(durée et concentration) avec celle d’'une condition contréle pour une méme durée de

traitement, la variation d’abondance d’un métabolite a été exprimée selon la formule :

ytraitement
—1 tableau

Xvariation = ng( Xcontréle )
tableau

AVEC Xvariaion |2 variation en Log, entre X{1atement |3 moyenne des échantillons traités
a une concentration et un temps spécifiques, et XZontrole |a moyenne des échantillons contréle

correspondants.

Afin de comparer la variation des métabolites entre les différentes conditions, les
concentrations dans le tableau Excel généré par les macros (cf Matériel et méthodes — VI11.3)
sont centrés sur la moyenne des différentes conditions pour un métabolite en utilisant MeV
4.9.0 (https://webmev.tm4.org/about).

VIILL5 Analyses statistiques

Afin d’évaluer la pertinence de I'analyse, nous avons observé I'impact du traitement en
fonction de sa durée et de la concentration en Radula chromene grace a une analyse en
composante principale (PCA). Cette analyse a été effectuée via le logiciel GraphPad Prism
6.0 (GraphPad Software Inc., San Diego USA) par une méthode standardisée basée sur une
analyse parallele pour la sélection des composantes principales (nombre de simulations :
1000, niveau : 95%).
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Un traitement statistiqgue ANOVA a deux facteurs (p<0,05 ; basé sur permutation ;
nombre de permutation : 1000 ; corrélation de Pearson) a été employé pour projeter sur des
cartes de chaleur les métabolites variant significativement en fonction du temps et de la
concentration du traitement. Les métabolites sont regroupés par cluster en fonction de leur
profil de variation (liaison moyenne). Pour ces cartes de chaleur, les données ont été

transformées selon une normalisation standard :

X _ Xtableau — X
transformé o
Avec Xuansforme I'expression de 'abondance pour les heatmaps, Xabieau 'abondance d’'un
métabolite normalisé par le ribitol et la masse de I'échantillon biologiques tel que présenté
Annexe 4, X lamoyenne et o I'écart-type des abondances mesurées dans toutes les conditions

pour un métabolite.

Un test de t-Student (p<0,05 ; basé sur permutation ; nombre de permutation : 100) a
été effectué pour définir les métabolites variant de maniére significative en fonction de la
concentration de Radula chroméne par rapport aux conditions de contréle (1% DMSO) pour

une durée de traitement spécifique.

IX Mesures de fuite d’électrolytes

Les plantules sont obtenues comme décrit plus haut (cf Matériel et méthodes - V).
Aprés 3 jours de culture, 'ensemble des plantules d’une grille sont rincées et est placées dans
un tube Falcon de 15 mL contenant 5 mL d'eau Ultrapure. La conductivité du milieu est
mesurée grace a un conductimétre Jenway 4010 (Dunmow, UK). Pour chague mesure, la
sonde est plongée dans la solution jusqu’a stabilisation de la mesure. A l'issue de I'expérience,
le milieu contenant les plantules est chauffé a 90°C au bain-marie pendant 30 min pour extraire
I'ensemble des électrolytes. Aprés refroidissement, la conductivité est mesurée et 'ensemble
des valeurs est exprimé en pourcentage de cette valeur (conductivité maximale). Chaque
valeur présentée correspond a la moyenne de six réplicats + écart-type. Les différences
significatives entre le contrble et les conditions de traitements ont été déterminées avec le
logiciel GraphPad Prism 6.0 (GraphPad Software Inc., San Diego USA) en utilisant une

ANOVA a un facteur suivie du test post-hoc de Dunn.
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X  Mesure de I'activité xanthine oxydase

L’activité xanthine oxydase (XO) est déterminée selon la méthode décrite par Marcocci
et al. (1994), par mesure de la formation d’acide urique. Briévement, la réaction est mesurée
a température ambiante, dans un volume final de 1 mL de milieu réactionnel (50 mM KH2PO4
pH 7,5, 120 uM xanthine, 0,04 unités XO microbienne (Sigma-Aldrich, X2252)). La solution
meére de xanthine (1 mM) est obtenue par dissolution de la xanthine dans un minimum de
volume de 1N NaOH, complété par de I'eau Ultrapure. La réaction est initiée par I'ajout de
xanthine. L’absorbance de I'acide urique (g2000m=12400 L.moltcm) formé est mesurée durant
1 min par spectrophotométrie a 290 nm. Lorsqu’ils sont utilisés, les inhibiteurs (37,5 uM
allopurinol, 150-300 uM Radula chroméne) sont mis en présence de la XO pendant 1 min
avant ajout du substrat. Les résultats correspondent a la moyenne de trois réplicats + écart-
type. Les différences significatives entre le contrdle et les conditions de traitements ont été
déterminées avec le logiciel GraphPad Prism 6.0 (GraphPad Software Inc., San Diego USA)
en utilisant une ANOVA a un facteur suivie du test post-hoc de Dunn.
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Annexes

Annexe 1. Relation entre la structure de la radulanine A et sa phytotoxicité
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Annexe 2. Information sur les techniques utilisées pour I’étude de I'impact
des molécules phytotoxiques sur la photosynthése du chapitre Il

e Etude de la chaine de transfert d’électron photosynthétique par mesure de la

fluorescence des chlorophylles

Les photosystémes sont des structures contenant des diméres de chlorophylles a
photoactivables (voir Introduction Générale — 1ll.1). L’énergie lumineuse absorbée par ces
photosystemes est convertie sous 3 formes. Premieérement, une partie de cette énergie est
convertie en photochimie, correspondant aux électrons générés et transférés au travers de la
chaine de transfert d’électron photosynthétique. Une faible partie de I'énergie lumineuse est
également dissipée sous forme de chaleur par changement de conformation des antennes
collectrices de lumiéeres (LHCs). La grande majorité de I'énergie lumineuse absorbée est quant
a elle converti en fluorescence par les chlorophylles. En mesurant cette fluoresence des
chlorophylles selon une séquence de pulses saturant en lumiére sur des plantules exposés ou
non a la lumiére telle que décrite dans la section Matériel et Méthodes, il est possible d’obtenir
des informations sur les autres formes de conversion de I'énergie lumineuse, i.e. sur la

photochimie.

®(PSll) = (F,’-F)/F,

Sequence de pulses
salurants en [lumiéere

Relative Fluorescence
(=]
(4 ]

pr—— . pr—— avec ou sans exposition
0 5 10 a la lumiere.
Time (min)

Ainsi, via cette mesure, deux parametres ont été calculés et utilisés pour étudier la
photochimie des plantules traitées : F./Fn correspondant au rendement quantique du P680 (au

ratio de I'énergie lumineuse absorbée étant convertie en électron par P680 par rapport au total
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de I'énergie lumineuse absorbée), et ®(PSII) correspondant a I'efficacité générale de la chaine

de transfert d’électron de la photosynthése.

e Etude de I’état red/ox du P700 du photosystéme | par mesure d’absorption

Le dimére de chlorophylle a photoactivable présent au sein du photosysteme | est
nommé P700. Selon I'état d’oxydation de ce dernier, son absorption pour une longueur d’onde
de 705 nm varie. Ainsi, par mesure de I'absorption a cette longueur d’onde sur des échantillons
traités ou non, il est possible de déterminer I'impact du traitement sur I'état red/ox du pool de
P700, i.e. sur 'apport en électron jusqu’au photosystéme | par les structures en amont de la
chaine de transfert d’électron. Dans le cas d’une utilisation d’un inhibiteur du site Qg tel que le
DCMU, I'apport en électron est bloqué en amont du P700. Ainsi, le pourcentage de P700 réduit
(%P700) diminue.

AA,,.= 705 nm 1007
80
* ok ok K
S 604 I
N~
o
X 404
Plastocyaninee*/I ¢ K
(e issu de P680) (Ferredoxine) 20
0 —

» O
OO\SO 0CJ®

e Etude de l'impact des molécules phytotoxiques sur le site Qs du

photosystéme Il par thermoluminescence

Afin de déterminer si le photosysteme Il (PSII) est inhibé au niveau du site Qg par les
molécules a I'étude, une analyse de la thermoluminescence (TL) a été mise en place. Cette
TL est mesurée apreés un pulse lumineux sur un échantillon exposé a un gradient de
température (-20 °C a 80 °C, voir Matériel et Méthodes). Au sein d’'un PSII isolé, la TL
correspond a I'’émission d’énergie lumineuse suite a la recombinaison d’un électron entre deux
sous-structures du PSIl, par exemple entre la plastoquinone réduite Qg™ et le complexe
Mn4CaOs oxydé (So/Si1/S2/S3).
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inescence

Adapté de Shevelaetal., 2012

Fragments de membrane thylakoidale enrichis en PSI|
(PSllsisolés)

Cette mesure de la TL permet d’obtenir le paramétre Tmax correspondant a la
température pour laquelle on obtient une TL maximale. La valeur de Tmax varie en fonction de
la localisation de I'électron au sein du PSIl lorsque celui-ci recombine avec le complexe
MnsCaOs oxydé. Dans le cadre de ['utilisation d’un inhibteur du site Qg tel que le DCMU,
I'électron reste bloqué au niveau de la plastoquinone du site Qa. En conséquence, on observe

une diminution de la valeur de Tmax.
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Annexe 3. Phytotoxicité du Radula chromeéne sur Marchantia polymorpha

B ,: c
Y

Les gemmae de Marchantia polymorpha ont été collectés sur un individu adulte puis

déposés dans une boite de Pétri remplie de 75 mL de milieu solide Murashige et Skoog dilué
deux fois (0,8 % d'agar). Les gemmae ont été placés en culture a 21 °C sous lumiére constante
(40 umol photons.m2.s?) pendant 8 jours. Les jeunes hépatiques ont ensuite été placés
chacune dans un puit de microplague 96-puits afin d’étre traitées par 1 % de DMSO (A) ou
400 uM de Radula chromene (B) ou plongées sans traitement dans de |'eau distillée (C) selon
la méthode décrite dans Matériels et Méthodes - IV. Les photos ont été prises aprées 4 jours

de traitement. Chaque jeune hépatique a été traitée indépendamment.
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naturelle

Les radulanines sont des composés bibenzyliques présents dans les hépatiques du genre Radula. En
2019, des expériences menées dans nos laboratoires ont révélé l'activité phytotoxique de la radulanine A sur
Arabidopsis thaliana. Les travaux présentés dans ce manuscrit mettent en lumiére les processus biologiques
affectés par la radulanine A au sein des plantules traitées. Afin de permettre ces études biologiques, une nouvelle
méthode de synthése de la radulanine A a d’abord été développée, employant une réaction finale de photochimie
en flux. Divers analogues structuraux ont été obtenus via cette nouvelle voie, et ont permis de mieux comprendre
la relation entre structure et phytotoxicité de la radulanine A. Limpact du traitement phytotoxique sur la
photosynthése a été étudié en profondeur par des études de fluorescence des chlorophylles et de
thermoluminescence. Ces études ont permis de caractériser la radulanine A comme un inhibiteur du site Qs de la
protéine D1 constituant le photosysteme Il. De facon intéressante, le précurseur de syntheése de la radulanine A,
un analogue a la fonction chromene également présent chez les Radulae, a montré une efficacité et un mode
d’action identique a la radulanine A. Ce chroméne étant davantage disponible, son impact sur le métabolisme des
plantules d’Arabidopsis a été étudié via une approche métabolomique par GC-MS. Son application induit une
réduction de la quantité de la plupart des métabolites détectés, suggérant un impact sur la globalité du métabolisme
primaire des plantules. Des expériences préliminaires ont été réalisées pour établir un lien fonctionnel entre I'effet

du précurseur chroméne sur le métabolisme et sa phytotoxicité.

Mots-clés : herbicide, synthése totale, photosynthése, métabolomique

Investigating the mode of action of radulanine A, a phytotoxic natural product

Radulanins are bibenzyl compounds found in liverworts of the Radula genus. In 2019, experiments
conducted in our laboratories revealed the phytotoxic activity of radulanine A on Arabidopsis thaliana. The work of
this thesis highlights the biological processes affected by radulanine A within treated seedlings. To enable these
biological studies, a new approach to radulanine A synthesis was first developed, employing a final flow
photochemistry reaction. Various structural analogues were obtained via this new route, leading to a better
understanding of the relationship between structure and phytotoxicity of radulanine A. The impact of the phytotoxic
treatment on photosynthesis was studied in depth using chlorophyll fluorescence and thermoluminescence studies.
These studies characterized radulanine A as an inhibitor of the Qg site of the D1 protein of photosystem II.
Interestingly, the synthetic precursor of radulanine A, a chromene analog also present in Radulae, showed identical
activity and mode of action. As this chromene is more readily available, its impact on the metabolism of Arabidopsis
seedlings was studied using a GC-MS metabolomics approach. Its application induced a reduction in the quantity
of most of the metabolites detected, suggesting an impact on the overall primary metabolism of seedlings.
Preliminary experiments were carried out to establish a functional link between the effect of the chromene precursor

on metabolism and its phytotoxicity.

Keywords: herbicide, total synthesis, photosynthesis, metabolomics



