ETUDE'DES COMPOSES PHENOLIQUES DE NICOTIANA TABACUM VARIETE XANTHT,
AU COURS DE L'INFECTION A 20° C

PAR LE VIRUS DE LA MOSAIQUE DU TABAC, SOUCHE COMIIUNE.
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INTRODUCTION
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Le travail effectué au cours de l'année précédente et
qui est résumé dans le rapport de 1967 a permis : d!identifier
les phénols des feuilles de tabacsdes variétés Xanthi et Samsum,

d'établir la distribution de ces substances dans legs feuilles de
Nicotians Xanthi, sain, végétatif, cultivé & 20 et 30° C, et de

suivre les changements intervenant dans leur composition au mo=
ment de la floraison.

L'étude des composés phénoliques au cours de 1l'infec~
tion virale & 20 et 30° C, dans des Nicotiana Xanthi, & 1'état

végétatif, puis aprés floraison a été abordée. Les variations
subies par les phénols apres infection par le virus de la mo=-
safque du tabac dans une variété totalement sensible au virus,
ont é4té examindes, et exposdes dans le rapport de 1'an dernier.

Les résultats obtenus ont alors permis de tirer un
certain nombre de conclusions, en particulier que la formation
de 1lésions locales nécrotiques chez Nicotiana Xanthi se traduilt

par une production importante de deux composés phénoliqgues
(férulylglucose et scopoline), possédant chacun un groupement
méthoxyle (0 CH3),

L'utilisation de nouveaux solvants chromatographiques,
et 1'aide apportée par J.B. HARBORNE, permettent cette année de
montrer que l'infection & 20° C du Nicotiana Xanthi & 1'état

végétatif, par le virus de la mosaIque du tabac souche commune,
s'accompagne de la production de férulyl—-1 glucose de scopoline,

d'un certain nombre de substances présentant entre elles des

analogies de structure, elb, d'une importante accumulation d'acide
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Le travail est divisé en rois chapitres : Résultats,

Discussion, BExpérimentation.

Le chapitre concernant les résultats comprend trois
parties : la premiere GLtraite de 1l'identification des différentes
combinaisons de 1l'acide férulique dans le Xanthi virosé & 20° C,
la seconde donne les résultats des dosages des phénols totaux et
des principales substances, tandis que les caractéristiques des
composés apparaissant apres infection virale & 20° C du Nicotiana

Xanthi sont exposées dans le dernier paragraphe.

I'expérimentation ayant été décrite dans le rapport de
1967, seules les nouvelles techniques utilisées, et les modifi-

cations apportées & certaines manipulations sont données,
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RESULTLTS
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dans le Nicotiana Xenthi virosé a2 20° C, d'un
T e e T e e e e pur N Sruluai g PR et

e«

ester de 1'acide férulique et du glucose, et de dérivés de

l'acide guinigue,

’

I1 a2 é+4é montré 1l'an dernier que l'hypersensibilité du

Nicotiana Xanthi 2 1'égard du virus de la mosafque du tabac,

s'accompagnait en particulier d'une accumulation de férulylglucose.

Les études récentes indiguent l'existence d'esters des
acides cinnamiques et de sucres et de dérivés de 1l'acide quinique.
Les caractéristiques chromatographiques et spectroscopiques de
ces deux types de combinaisons sont voisines, ce qui explique
gqu'elles aient été confondues.

Le butanol acétique et l'acide acétique dilué ne sépa-—
rant pas de facon satisfaisante les différents esters d'un méme
acide cinnamique, le premier probléme i résoudre est de trouver
un ou plusieurs solvants capables de bien les séparer. Il devient
ensuite nécessaire d’isoleftde purifier chague produit, afin
d'étudier son spectre, sa résistance & 1'hydrolyse acide et al-~
caline, et d'identifier les wésidus phénoliques et non phénoliques
apparaissant dans les hydrolysats.

Les solvants utilisés en particulier le butanol ammo-
niaque et le butanol ethanol, sont ceux proposés par HARBORNE et
CORNER (13). Les dérivés des acides cinnamiques et du glucose
ont des Rf plus élevés que ceux des esters de l'acide guinique
dans le butanol ammoniaque et le butanol éthanol, tandis que
clest le contraire dans le butanol acétique. Ces différents compo-
sés possédant une double liaison peuvent exister sous deux formes
isomeres cis et trans, qui se transforment facilement 1'unedans
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1'autre, et sont séparées par chromatographie sur papier dans

l'acide acétique dilué.

I1 est tres difficile de comparer directement un RT
expérimental aux valeurs signalées dans la littérature, étant
donné la difficulté d'obtenir des Rf reproductibles. I1 devient
indispensable d'opérer sur chague chromatogramme par comparaison
avec des produits de référence. Comme la majorité de ceux-ci ne
sont pas disponibles commercialement, il est nécessaire de les

isoler de plantes ou ils ont été signalés.

Les esters du glucose ont ¢té identifiés par HARBORNE
et CORNER (13), dans les feuilles de Raphanus sativus, les pé-

tales de Pétunia hybrida et d'Lntirrhinum majus. Les acides
fervlylquinique ont été mis en évidence dans les grains verts

de café par PICTET et BRLNDENBERGER (16), ¢t LENTNER et DELTHERLGE
(14). CORSE et al (4) ont déterminé la structure du depside le
plus important, c'est—a-dire l'acide férulyl-3 quinique., L'acide
caféyl-4 quinique fut détecté pour la premiére fois dans les
grains verts de café par SONDHEIMER (20), qui le désigna sous le
nom de bande "510", Sa structure fut élucidée par WAISS (26).
Ltacide p-coumaryl quinique a été trouvé dans les pommes et les
poires par CARTWRIGHT et al (%). WILLILMS (27) a montré qu'il
existait deux isomeres dont le plus important était de l'acide
p-coumaryl~3 quinique, et que ce phénol était abondant dans les
pommes vertes & cidre de la variété "Yarlington Hill".

Le p—-coumaryl-=1 glucose est alors isolé d'un extrait
de pétales d'lLntirrhinum majus, le férulyl-1 glucose et le
caféyl-1 glucose sont obtenus de Pétunia hybrida, tandis que
1'acide p—-coumaryl-3 quinique est exirait de pommes vertes &
cidre. Clest a4 partir de grains verts de café de la
variété Robusta que les acides ferulyl-3 et caféyl-4 quinique

sont isolés et purifiés.
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Le tableau I donne les caractéristiques chromatogra-—
phiques et spectroscopiques des dérivés des acides cinnamiques
détectés dans les tabace virosés & 20° C.
Le tableau II représente les aglycones et les résidus
non phénoligues détectés aprées élution et hydrolyse des prin-

cipauvx spots.

L'infection & 20° C d'un ilicotiana Xanthi par le virus
de la mosaZfque du tabac, fait apparaltre pour l'acide férulique
deux types d'esters : un ester du glucose (férulyl-1 glucose),

un ester de l'acide quinique (acide férulylguinigue). L'acide

férulylquinique est en réalité un mélange de trols isoméres
dont le plus important est 1'acide férulyl-3 guinigue (voir ta-
bleau I et II),
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La formation de lésions locales nécrotiques se traduit
donc par une production importante de férulyl-1 glucose. Ce
composé n'est jamais décelé dans des tabacs sains ou virosés &
30° Cs Le tabac inoculé par le virus de la mosaZque et qui
séjourne a 20° C accumule 1l'acide p-coumaryl-3 quinique mais sur-
tout les acides férulylquinique en particulier l'acide férulyl-3
quinique. Ces substances ne sont qu'a 1'état de traces dans les
tabacs sains et disparaissent au moment de la généralisation du
virus dans la plante clest-a~dire a 30° C,



-6 —

Le Nicotiana tabacum variété Samsum totalement sensible
au virus ne produit ni les acides férulylquinigue ni le
férulyl zlucose, quant & la 3copoline son accumulation est moindre

oz

que dans la variété Xanthi.

L'hypersensibilité s'accompagne également d'une aug—

mentation éeg acides chlorogénigue (acide caféyl-3 quinique,
acide caféyl-4 quinique et acide caféyl-5 quinique), de la rutine
(rhamnoglucogide-% quercétine), et de la nicotiflorine
(rhamnoglucoside-3 kaempférol).

T1 devient alors indispensable de procéder a une
estimation quentitative des composés phénoliques totaux, puls &

des dosages séparés des principales substances.

IT —~ Dosage global des composés phénoliques., Estimation guantitative

gggtpggnolbalesrsubscances apres séparation par chromatographie

sur papier.

Le cosage utilise la grande oxydabilité des substances
phénoliques. Le réactif employé est un mélange de phosphomolybdate
et de tungstate de sodium, qui est réduit lors de 1l'oxydation des
phénols en milieu alcalin, en un mélange de bleus de tungstene
et de molybdéne. La coloration produite (absorption maximum com-
prise entre 725 et 750 FQ est proportionnelle au taux de composés
phénoliques. La composition de ce réactif a été établie par FOLIN
et DENIS (8), puis modifiée par FOLIN et CIOCLLTEU (7).

La méme méthode est appliquée aux composés séparés et
purifiés par chromatographie sur papicr. Dans tous les cas, on
compare & tne gamme étalon préparée dans les mémes conditions
Tourle dosage global des substances phénoliques, la courbe étalon
est établie avec de l'acide chlorogénique (acide caféyl-3 quinique)
les résultats sont alors exprimés en mg d'acide chlorogénique.
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Les phénols dosés géparément sont les suivants
- acides chlorogénique (caféyl-3 gquinique
caféyl-4 quinique
caféyl-5 quinique).
- acides férulylouinicue (3 isomdres).
- aclde p-coumarylguinique.
- férulyl-1 glucose.
- scopoline (glucoside-7 scopolétine).
—~ rutine et nicotiflorine (rhamnoglucoside-3
quercétine), (rhamnoglucose-3 kaempférol).

La scopoline (glucoside~7 scopolétine) ne possédant
aucun hydroxyle libre, ne réagit pas avec l¢ réactif de FOLIN
CIOC.LT5U. I1 est alors nécessaire de rompre par hydrolyse
acide la liaison hétérosidique, afin de libérer la scopolétine
et de la doser.

19) Bhénols totaux.

L'hypersensibilité du Xanthi & 1'égard du virus de la
mosafque du tabac se tradult par une augmentation des composés
phénoliques totaux (tableaux ¢ III, IV, V, VI, VII ; figures :
1, 2)« L'accroissement est tres important lors des séjours
compris entre 60 et 120 heures. Ce phénomene diminue progres—
sivement, et a partir d'un temps de 204 heures & 20° C, les
quantités en phénols totaux sont plus importantes dans les
plantes saines témoins que dans les tabacs infectés correspon-
dants. Une chute en phénols totaux cst émalement constatée
apres une péricde de 24 heures d 209 C apres inoculation de la

plante par le virus.
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2°) Lcides chlorogénique — Rutine et Nicotiflorine.

a) Acides chlorogénique.

Les tabacs virosés séjournant & 20° C entre des
périodes comprises entre 60 et 144 heures ont des teneurs en
acide chlorogénique beaucoup plus élevées que les tabacs sains
correspondants (tableaux : VIII, IX ; figures : 3,4)s. & partir
d'un temps de 168 heures & 20° C, l'augmentation est moins
importante, et les mesures établies sur des tabacs de la variété
Xenthi récoltés en Février 1968 ont montré que ces acides subis-
saient une certaine diminution par rapport aux m8mes substances
contenues dans les plantes saines témoins. Une baisse est aussi

notée dans des Nicotiana Xanthi séjournant 24 heures a 20° C

aprés inoculation.

b) Rutine et Nicotiflorine.

Comme le montre les résultats (tableaux s X, XI ; fi-
gures : 5,6), les courbes enregistrées avec la rutine et la
nicotiflorine sont similaires & celles établies pour les acides
chlorogénigue. L'accumulation apparalt maximale dans des tabacs
nécrosés de la variété Xanthi ayant séjourné & 20° C entre les
périodes comprises entre 60 heures et 120 heures.

30) Les acides p—coumaryl et férulylguinique.

Le Nicotiana Xanthi inoculé avec le virus de la mosaique

du tabac réagit & 20° C en accumulant de 1l'acide p-coumarylguinique
et surtout de l'acide férulylquinique (tableaux : XII, XIII,

XIv, XV ; figures : 7, 8, 9, 10). La production en acide
férulylquinique apparatt 8%tre maximale au cours d'un séjour

de 108 heures & 20° C, elle décroft ensuite tout en restant rela-
tivement élevée. Le p—-coumarylquinique semble surtout staccu—
muler dans des tabacs virosés a 20° C entre 60 heures et 108

-

heures,
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4°) Férulylglucose - Scopoline.

Le férulylglucose et la scopoline ne sont jamais
détectér dans les extraits (3> feuilles d'un Nicotiana Xanth:

sain. Le férulylglucose commence & apparaltre coume le montre
les résultats (tableaux : XVI, XVII ; figure : 11, 12) dans des
tabacs virosés ayant passé 72 heures & 20° C aprés inoculation.
La scopoline (tabieau : XVIII ; figure : 13) est synthétisée

un peu avant puisqulelle se détecte 3 partir d'une période de

48 heures a 20° C, La teneur en férulylglucose augmente régulie -
rement et est maximale pour des séjours & 20° C compris entre
120 et 156 heures. Quant & la scopoline son maximum semble

8tre atteint dans un Nicotiana Xanthi séjournant 108 heures &

20° C apreés inoculation. La teneur en cette substance décrolt
régulierement mais reste cependant importante pour un tabac
infecté ayant séjourné 216 heures & 20° C.

IIT - Etude des substances apparaissant dans le Nicotiana Xanthi
infecté & 20° C par le virus de la mosafque du tabac souche

commune ,

La formation de lésions locales nécrotiques chez
Nicotiana tabacum var. Xanthi, se traduit par une importante

production de composés possédant un certain nombre de caracté-
ristiques communes. Ils sont invisibles sans réactifs en lumiere
ultra-violette, mais donnent en présence d'une solution concen-
trée d'ammoniaque une fluorescence bleue. Cette réaction est
égalenent obtenue aprés pulvérisation au carbonate de sodium.

Ces différentes substances sont toujours accompagnées de deux
autres composés également invisibles dans 1'ultra-violet sans
réactifs, mais devenant violets soit au contact de vapeurs d'ammo.

niaque, soit en présence d'un réactif alcalin,
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Le tableau XIX donne les Rf de ces substances dans
un grand nombre de solvantse

Ces divers composés sont transférés dans un solvant
non miscible & 1l'eau comme 1'éther éthylique, puis repris par
une solution alcaline de bicarbonate de sodium. Aprées réacidi-—
fication, la solution aqueuse est extraite a nouveau par de
1'éther éthylique. Les opérations sont effectuées de la fagon
suivante

extrait initial aqueux

+
éther éthylique

/

phase aqueuse débarassée d'un couche éthérée
grand nombre de substances

+
bicarbonate de sodium en solution aqueuse 3 %

A(’////// fcouche éthérée I |

couche bicarbonatée

est rendue acide avec Hel 6N (ph = 1)

..|_
éther éthylique

/

phase aqueuse [ couche éthérée II}
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La solution alcaline faible doit neutraliser les cons-—
tituants les plus acides, en les transformant en sels solubles
dans 1'eau ; les composés les moins acides doivent donc se trou-
ver dans la couche éthérée I, tandis que les plus acides doivent
&tre dans la couche éthérée II,

Seules les substances donnant une fluorescenge violette
en présence de vapeurs d'ammoniague passent en totalité dans
la phase éthérée II,

Les principaux composés appelés (I, J, K, L, M, et N)
sont séparés par la chromatographie sur papier et élués avec de
1'éthanol contenant 30 % d'eau. la premiére séparation se fait
par une chromatographie linéaire dans le butanol éthanol, tandis
que la derniere purification est accomplie par une chromatographie
bidimensionnelle (butbtanol éthanol en premiere direction ~ acide

acétique 2 % en seconde direction).

Chague éluat donnant une réaction fortement posiltive
avec le réactif de FOLIN CIOCALTEU, les subsbances sont donc
réductrices.

I1 n'est pas possible d'isoler en une seule opération
dans le butanol éthanol les composés I et J. La chromatographie
& deux dimensions réalisée en utilisant le butanol éthanol, et

un solvant aqueux montre qu'il y a en réalité 3 substances (I,
J et 8).

La figure 14 montre la position de ces constituants
sur un chromatogramme, tandis que le tableau XX, donne les Rf
de ces composés dans les solvants précédents,

J, est toujours accompagné d'un composé H, donnant une
fluorescence jaune vert, en présence de vapeurs d'amnoniaque,
ou apreés pulvérisation au carbonate de sodium.
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La distribution de ces nombreuses substances apparais.
sant dans un Xanthi virosé & 20° C est donnée par le schéma de

chromatogramme (figure 15).

Chaque éluat est soumis & une hydrolyse acide. L'ex-
trait aqueu® est repris par de 1'éther éthylique. Cette couche
éthérée est alors mise & sec et rendue alcoolique. La couche
aqueuse est débarassée de son acidité, et les deux phases sont
chromatographiées.

Dans tous les cas, il apparaft dans la couche étha-
nolique les substances déja décelées dans les extraits directs
non hydrolysés, & savoir les composés invisibles sans réactifs
en lumiére ultra-violette, mais développant une fluorescence
violette apres exposition aux vapeurs d'ammoniaque, ou apres
pulvérisation avec un réactif alcalin,

Les composés S, K, L, donnent naissance par hydrolyse
acide aux substances M et N, D'autre part, M et N dans des
conditions acides se transforment partiellement en L.

Dans l1l'hydrolysat acide de J, on détecte un composé
(Q), apparaissant bleu en ultra—violet sans réactifs, et deve-
nant jaune vert lumineux apres pulvérisation au carbonate de
sodium, ou en présence de vapeursd'ammoniague. Cette substarce
proviendrait de 1l'hydrolyse acide de H. Elle a des Rf dans les
solvants utilisés tres proches de ceux des acides o-~coumarique
et gentisique. Les fluorescences et les colorations développées
sans ou avec les réactifs spéoifiques de ces trois composés
(o~coumarique - gentisique - Q) sont identiques. Ce produit pour-
rait 8tre hydroxylé en ortho.

Un chromatogramme & deux dimensions de ce m8me hydro-
lysat de J, révéle une isomérisation partielle de J en I. En

effet la substance J non hydrolysée s'isomérise partiellement en
I dans le solvant aqueux. Les composés I et J seraient alors deux
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formes isomeéres (trans et cis).

Les chromatogrammes réalisés sur toutes les phases
aqueuses et révélés au phtalate d'aniline hydrogéné mettent en
évidence deux sucres : le glucose et ll'arabinose.

Les figures 16 ... 24 et les tableaux correspondants
(XXI ... XXVI) permettent de mieux comprendre les similitudes

existant entre ces nombreuses substances.

Dans un travail ultérieur, il sera réalisé les hydro-
lyses basiques, ainsi que les mesures spectroscopiques de ces

divers composés.
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DISCUSSION

Des perturbations importantes doivent intervenir dans
la chafne de biosyntheése des phénols au cours de 1'infection
virale et de la floraisone.

I1 apparaft important de réunir les données relatives
& la formation des composés phénoliques dans le tabac.

Cl'est 1l'emploi des molécules marquées par 140 qui

a fait faire les plus grands progres dans 1'étude de la bio-
synthése des composés phénoliques. Les substances sont irtro-
duites sous forme de solution liguide, par absorption pnar une
surface coupée, généralement dans un organe détaché de la plante.
Cela peut apporter des modifications importantes et non inter—
prétables du métabolisme, mais quelles que soient les réserves
que 1l'on puilsse faire et les précautions qu'elles imposent, 1l
n'en reste pas moins vrai que c'est 1l'emploi des traceurs radio—

actifs qui a conduit aux résultats les plus importants.

Dans cette partie, nous envisageons les mécanismes de
formation dans les feuilles de tabac d'un certain nombre de
composés phénoliques comme l'acide chlorogénique, l'acide
p~coumarylquinique, la lignine et la scopoline.

L'utilisation de molécules marguees par 140 a permis
4 RUNECKLES (17) de montrer que 1l'acide p-coumarique et le
p-~coumaryl-{ glucose sont les précurseurs de l'acide chlorogénique
(L'acide caféyl-3 quinique), dans les feuilles de tabac de la
variété Delcrest, tandis que l'acide cinnamique et le cinnamyl-1
glucose sont les intermédiaires dans la biosynthése de ll'acide
p-coumarylquinique. Les esters du glucose (cinnamyl-1 glucose et
p-coumaryl-1 glucose) sont plus facilement incorporés dans les
dérivés de l'acide quinique, que les acides libres correspondantse.
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Une autre observation importante, est gue 1l'acide caféique n'est
pas métabolisé en acide chlorogénique.

Les différentes réactions sont résumées par les
schémas suivants :
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Les résultats scnt similaires & ceux obtenus par
UNDERHILL et al (25) sur la biosynthése de la quercétine dans
le sarragin (Fagopyrum tart~ricum). Le noyau B de la quercitine

(ce noyau ayant une hydroxylation identique & celui de l'acide
caféylquinique), et les carbones 2, 3 et 4 sont formés & par-
tir des acides cinnamigue et p-coumarique.

Cesz données scnt un peu différentes de celles rappor-

e

tées par LTV. et ZUCKER (75), dans les tubercules de pomme de
terre (Solanum tubeiusum’ ("Kennebec"), puisque ces derniers

ont trouve gue les acides cinnamyl-3 et p—coumaryl-3 quinique
interviennent dans la biosynthése de l'acide chlorogénique. Ils
n'ont pu détecter une stimulation de synthese de l'acide caféyl-3

quinique par l'acide p-coumarique.

HATSON et ZUCKER (11) ont montré qu'une préparation de
polyphénoloxydase extraite de tubercules de poume de terre, est
capable d'oxyder liacide ~=-coumaryl-3 quinique en acide caféyl-Z
quinique, et également de transformer 1l'acide p—coumarylshikimique

en acide caféylshikimigue.,

D'aprés RUNECKLES (98), l'acide férulique est activement
métabolisé dans les tissus de feuilles de Nicotiana tabacun var.

Delcrest en acide glucosidoféruligue, en férulyl-1 glucose en
scopoline et & un degré moindre en acide férulyl-3 quinique. Les
résultats obtenus permetitent de dire que 1l'acide férulique
n'intervient pas dans la formation de l'acide chlorogénique
(acide caféyl-?* ~uinique). Au cours des expériences réalisées 3
la lumiere, il s'accumulc surtout de 1l'acide glucosidoférulique,



- 17 =

de la scopoline, puis un peuw de férulyl-1 glucose et de 1l'acide
férulyl~3 quinique, A 1'obscurité le métabolite prédominant de
synthétisé est le férulyl-1 glucose.

L'incorporation de l'acide férulique et de l'acide
p—coumarique dans les esters du glucose et dans les glucosides
correspondants, avec cependant une plus grande incorporation
dans les derniers a été constatée par RUNECKLES et WOOLRICH
(19) dans les feuilles de tabac de la variété Delcrest.

e m8me phénoméne a été observé par HARBORNE et CORNER
(13). Ces derniecrs ont montré que lorsque les acides cinnamiques
sont fournies & des pétioles de feuilles détachées d'un grand
nombre de plantes (Solagpm species - Raphanus sativus - Datura

knightii), il se forme surtout les esters de ces acides et des
sucres.

Pour DEWEY et STEPKA (5) la scopoline serait métabo-
lisée dans le tabac dlapres le schéma suivant

ho\/\\;‘/%/COOH
" O/\/
va -
— ]
O/{\)\ (lvcose, o¢ O \\0 'c‘,ucosc.- Né@
4»%denw \ achoiine | A 40ﬁuibu&

Glucosldodron, wethulolion
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I1 v aurait méthylation durant la conversicn de la

nicotine en nornicotine.

HARBCORNE (12) not. la présence daas des exbtraits Je
fleurs de nombreuses Solanées : d'esculine de cichoriine et de
scopoline, Il en counclue gue le précurseur commun & la scopolinc
et & la cichoriine serai’t de l'esculine.

Clest l'utilisation de molécules marquées d'acide féxru-
lique qui a permis & RUNECKLES (18) de montrer que cetl acide
est métabolisé dans les feuilles de Nicotiane tabacum variéte

Delcrest en scopoline,

I1 est alors iuportant de connaftre les intermédiaires

conduisant de l'acide férulique & la scopoline.

Les travaux véalisés paxr STECK (21) sur les feuilles
de tabacs de la variété Hiclis mettent en évidence le r8le de 1l'a-
cide glucosidoférulique dans la biosyntheése de la scopoline.
Ce composé est treées instable et se Transforme en un sel basique.

Les résultats obtenus par STECK (21) permettent éga-
lement de penser que le férulyl-? glucose n'intervient pas dans
le processus précédent mais a un rbéle inmportant puisqu'il semble

&tre & l'originc de la lignine dans le tabac.

Parmi les précurseurs les plus probables de l'acide
glucosidoférulique, se trouvent 1l'acide férulique et 1l'acide

caféyl-4 glucose.

Les expériences faites par STECK (22) sur les feuilles
de tabacs de la variété Hicks montrent que c'est 1l'acide féru-
lique et non l'acide caféyl-4 glucose qui est incorporé dans
l'acide glucosidoférulique. De la méme facon l'acide caféique
est rapidement métabolisé en acide glucosidoférulique. Cela signi-
fie donc que, seuls lcs aglycones sont invoqués dans la bio-
genése de la scopoline, ¢t que la méthylation précede la glucosi~-

dation.
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La transformation de l'acide glucosidoférulique en
scopoline peut théoriquement s!effectuer &4 partir de 1l'isomere
cis, ou de 1l'isomére trans ou des deux.

STECK (22) a montré & 1l'aide des traceurs radioactifs
que, seul 1l'acide trans glucosidoférulique est hydroxylé en acide
trans hydroxy-2, glucose~4, méthoxy-5 cinnamique, et que cette
dernisre substance est convertie en scopoline par une trans—cis
isomérisation. Il ne semble pas que cette dernidre réaction

soit photosensible.

Les différentes réactionsconduisant & la formation de
scopoline & partir de 1l'acide carféique dans les feuilles de
tabac sont donndes par la figure suivante :

METHYLATICN. GLUCQSIDATION
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,~~/\ «/ o Mﬂv.ng { /; O /\\/
L ’ \) S rﬂucosc -G
GHLL XU \p R Saad acde . omww
v
A o~
R CCOR
O\(/\‘/Q/ v nvdeony Gk
& § fa)
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Le processus de formation de la scopolétine dans les
tissus de tabac cultivés in vitro, et proposé par FRITIG (9) est
différent du précédent .

I1 est résumé de la manisdre suivante :

n
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Pour l1l'auteur, la synthése préalable et rapide de la
seopolétine exclut 1l'intervention ddun intermédiaire comme
1'acide glucosidoféruliques La scopoline proviendrait de la
glucosidation de la scopolétine libre, D'autre part, la méthy-
lation précede la cyclisation, et doit se faire lorsque les
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substituants sur le noyau aromatique sont en place.

Dans ce méme travail, FRITIG met également en évidence
la grande vitesse de renouvellement du chlorogénique.

STECK (22) n'a jamais pu obtenir une incorporation
significative de¢ caféyl .a dc férulylglucose en scopolétine, il
a cependant trouvé unc certaine conversion de scopolétine exogene
en scopolinc dans laes feuilles de tabac. Cette transformation
est extrémement rapide. Cependant, aprés 72 heures de métabolisme,
la scopolétine n'est pas un aussi bon précurseur de la scopoline

que l'acide trans glucosidoférulique.

I1 est trés possible que des feuilles intactes et des
tissus de tabac cultivés in vitro peuvent avoir des voies de
synthese différentes pour la scopolinec.

Sachant que la phénylalaninc ou un de ses dérivés en
Cp - 03 (10), est & 1l'origine de l'acide caféique dans le tabac,
si on résume la chafne de biosyntiése des phénols dans les feuil-

les de Nicotiana tabacum s'établirait suivant le schéma donné

par la figure 25,

Les composés soulignés sont ceux qui s'accumulent
dans le Nicotiana Xanthi, lors d'uneinfection a 20° C par le

virus d¢ la mosaZque du tabec,.

Cette chafne de biosynthése pose un certain nombre de
problémes, en particulier ceux relatifs & 1'hydroxylation, a
la méthylation et & 1'estérification.

On peut penser que la formation d'ortho-diphénols a

partir de monophénols peut-&tre réalisée dans la plante par la

phénolase, systéme enzymatique complexe.

LEVY et ZUCKER (15) ont montré qu'une préparation de
phénolase extraite de la pomme de terre transforme 1'acide
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p~coumarylquinique (1 OH) en acide chlorogénique (2 OH)., Les
phénolases possédant deux types d'activité, d'une part, elles sont
susceptibles de transformer les monophénols en diphénols (acti-—
vité crésolace), d'autre part, elles oxydent les diphénols en
quinones (activité catécholase). Dans la plante il faut donc
almettre gue les diphénols formés sont protégés contre la

deuxieme activité.

La métvhylation des groupements OH doit pouvoir se faire
par 1'intermédiaire cde la méthionine, agissant comme donneur du
groupement méthyle (CH3) (voir rapport 1967). Des systimes
enzymatiques susceptibles d'effectuer cette réaction (par exemple
la transformation de l'acide caféique en acide férulique) ont
été mis en évidence chez les végétaux supérieurs par FINKLE et
NELSON (6) et chez les microorganismes par CATROUX (2),

SWAIN (23) pense qu'il est également possible que les
groupenments méthoxyles se fassent pazr une méthoxylation directe
du cycle benzénique, sans passer par le stade phénol. Les fonc-
tions phénols apparaitraient par démethoxylation et, il y aurait
ainsi protection des ortho-diphénols vis & vis de l'activité caté-
cholase des phénolases,

En ce qui concerne les acides phénols, plus particulie—
rement les acides cinnamiques, les esters constituent leur forme
de combinaison la plus courante., Des préparations enzymatiques,
susceptibles de provoquer la formation de ces esters ont été
isolées chez les microorganismes par TOWERS (24), et chez les
végétaux supérieurs par CORNER et SWAIN (3). Mais ces mécanismes
sont & l'heure actuelle peu connus,
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EXPERIMNENTATIONDN

. — e g e o

Isolement de prodults purs.

L'obtention & 1'état pur d'un seul composé phénolique,
& partir d'un mélange complexe est réalisée par 1l'utilisation de
la chromatographie sur papier, éventuellement & 1'échelle pré-
parative, C'est la seule méthode susceptible de résoudre tous
les problemes de fractionnement méme lorsqu'un extrait végétal
contient un grand nombre de substances phénoliques. Dans quel-
ques cas de grandes feuilles chromatographique épais (WHATMAN
n° 3) sont employées. La solution & analyser est déposée sur toute
la longueur des feuilles. Les papiers épais ne donnent pas
toujours des séparations satisfaisantes, et il est préférable
d'effectuer ces fractionnements sur du papier courant ( WHATMAN
n° 1), Aprés séparation dans un solvant convenable, les bandes
sont découpées puis éludes avec de l'alcool éthylique contenant
30 % d'eau. Dans de nombreux cas, il n'est pas possible d'isoler
un produit en une seule opération, car la bande renfermant la
substance contient plusieurs pigments. I1 faut apres avoir fait
la prenizre séparation, purifier & nouveau dans un autre sol-
vant. I1 peut &tre nécessaire de recomuencer 1l'opération plusieurs

foise.

Par approches successives, on peut isoler a 1'état
pur chague composé phénoligue. Il est toujours important en
effectuant ce travail de se référer continuellement au chroma-
togramme a deux dimensions, qui rermet de situer & chaque instant
1'état d'avancement des fractionnements.

by

Parfois la chromatographie & une seule dimension, ne
permet pas quelque soit le solvant utilisé, de Dbonnes séparations,
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On doit alors effectuer des chromatogrammes & deux dimensions
sur papier WHATMAN n°1,

Les produits chromatographiguement purs sont mis

directement en solution dans la ligueur d'élutione

Le tableau XXVII donne les différents solvants utilisés
pour la purification des substances phénoliques.

IT - Identification des produits isolés.

e

I1 faut d'abord compasrer les Rf dans plusieurs solvants,
avec ceux des prodults de référence, puls utiliser la spectro-

scopie en milieu neutre et alcalin.

I1 devient ensuite nécessaire d'efrectuer sur ces
produits purs, une hydrolyse acide ou alcaline, et éventuellement
les deux. Le phénol simple (aglycone) est détecté & 1l'aide dec
la chromatographie et de la gpectroscopie. Toujours en faisant
avpel & ces mémes méthodes, les glucides et les autres produits
intervenant dans lz structure du composé naturel, sont identifiés,

Les détails de ces opérations sont exposés dans le
rapport de travail (1967), ¢t dans le rapport de stage (Liverpool
1967).

Cependant, quelques modifications sont apportées. Ainsi
l'hydrolyse acide réalisée sur des extraits totaux de feuilles

virosées a 20° C de Nicotiana Xanthi pour obtenir la scopolétine,

est effectuée avec de 1l'acide chlorhydrique 2N, La soluticn
étant rendue normale, les opérations sont faites au bain-marie

bouilllant pendant 45 minutes.

L'hydrolyse alcaline des esters des acides cinnamjques

et des sucres, et des dérivés de l'acide quinique est effectude
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par de la soude, en rendant la solution 2N, Elle est réalisée

& la température du laboratoire durant 35 minutes.

La réalisation du spectre d'une substance apres son
élution est une opération assez délicate. Le probléme le plus
important est d'éliminer 1'interférence des impuretés que le
solvant extrait du papler. Le lavage préalable du papier n'est
pas satisfaisant, car 2 chague fois gu'un solvant circule sur
le papler, il extrait de nouvelles impuretés. Une précaution
utile consiste & traiter le papier de la méme maniere gue la
chromatographie proprement dite, mais sans déposer la solution
& analyser. On obtient alors apres élution, une solution conte—
nant uniquement, les impuretés du papier et clest par rapport
4 cette liqueur que le spectre de la substance est tracée. La
méme chose est réalisée lors des dosages de substances, apres

séparation par chromatographie sur pepier puils élution.

I1 est préférable dlavoir un éluat aussi concentré
que possible de fagon 2 le diluer avec du solvant pur. Ainsi
les impuretés gui se trouvent en sros proportionnelles au
volume du solvant ayant traversé une certaine surface de papier,

ge trouvent réduites & un taux minimume

I1 est nécessaire de définir la nature du solvant
utilisé, et de comparer les spectres des corps & étudier a des
spectres de produits de référence préparés dans les mémes condi-

tionse.

Dosage des composés phénoligues.

1) Les réactifs.
a) Réactif de FOLTI CICCALTEU.
Un mélange contenant 100 g de tungstate de sodium

(Na2W04.2H20), 25 g de molybdate de sodium (Na2M004. 2H20),




- 26 ~

700 ml d'eau, 50 ml d'acide phosphorique & 85 % et 100 ml d'acide
chlorhydrique concentré, est mis a bouillir sous réfrigérant 2
reflux 9endaent 10 heures. Arres ce temps, 150 g de sulfate le
lithium, 50 m1 d'eau et quelques gouttes de brome sont ajoutése
Le mélange est alors chauffé & 100° C, de facon a pouvoir éli-
niner 1'exces de brome. La ligueur est ensuite mise a refroidir,
diluée & un litre, puis filtrée. Elle est gardée au frigidaire

dans urie bouteille bien fermée,

b) Solution de carbonste de sodium.

Elle est faite en dissolvant 20 g de CCBNa2 anhydre
dans 100 ml d'eau,.

c) Utilisatior du réactif.

Une prise d'essail convenable de la solution & doser
étant faite, on compléte & 10 ml avec de l'eau distillée. Apres
addition d'1 ml du réactif de FOLIN CIOCALIEU, il est ajouté
trois minutes plus tard 2 ml de la solution de carbonate de so-—
diume. Apres chaque réactif, il est nécessaire de bien agiter les

tubes, afin d'obtenir une solution homogene.

Les tubes sont mis au bain-marie bouillant durant
1 minute puis mis & refroidir. Apres avoir dilué la solution
bleue & 25 ml avec de l'eau distillée, lcs densités optiques
sont mesurées a 725 M, une heure aprés la fin des opérations,

sur un spectrophotometre Unicem 500,

Les lectures sont faites par rapport a un blanc, ne

contenant que de 1l'eau additionniée des réactifs.

Les résultats sont établis & 1'aide d'une courbe éta—
lon enregistrée a partir d'une solution de référence, obtenue
en dissolvant 100 mg du marqueur dans un litre d'eau (100?{/ml).
Ici les teneurs en phénols totaux sont exprimées en mg d'acide

chlorogénique pour 10C g de poids frais.
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Les différentes substances phénoliques (marqueurs -
phénols du tabac) dosédes aprcs élution de chromatogramae de
papier, donnent un léger précipité aprcs addition de carbonate,
I1 est alors nécessaire de filtrer les solutions avant les
lectures. Dans tous les cas, le blanc se trouve constitué par une
solution contenant les impuretés du papier et dans laquelle on
ajoute les réactifs et que 1l'on dilue & 25 ml avec de l'eau dis-
tillées

Les différentes gam.cs élalon sont préparées dans les
mémes conditicns gque le dosage proprement dit. Leg nombreux
produits de référence son’t dosables pour des concentrations

comprises entre 1 et 10 § /ml.
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Légende du Tableau I
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= butanol : 4, acide acétique : 1, eau : 5
= acide acétique 10 p 100

butanol : 1, ammoniaque 2 IV : 1

= butanol : 4, éthanol : 1, eau : 2,2

H O Q w -
it

= acide acétique 2 p 100

Marqueurs :

CAG 1 = caféyl - 1 glucose (Pétunis hybrida)

FEG 1 = férulyl - 1 glucose (Pétunia hybrida)

PCG 1 = p - coumaryl - 1 glucose (Antirrhinum majus)

FEQ 3 = férulyl - 3 quinique(café variété Robusta)

PCQ 3 = p - coumaryl — 3 quinique (poumes vertes & cidre)



TAQLEAV I .

Cc\nqcténistic‘ues chRomato%RoPhiques et spec\-aoscoPiclues des derives des

acides cinnamiques dans le Xantht inf;ec\,e A 0T Poa\e virvs de la mosaique du

1

tabac.
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| TABLEAU IC . les aglycones et les wrésidus non phendiques détectes aprés hydRO\yse des

dérives des acides cinnamiques ,dans le Xanthi virose a 20°C.

Qubstances '\dent'\ﬁr"\ées opﬂés.
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TABLEAU L.

DOSAGE DES PHENOLS TOTAUX NOVEMBRE 4966
Tevieur en Phenols totaux _
en mg dacide chlorogenique [Aoog P.F

X.Y.S  A40h 3 20°C 90
X.V.MT w " A4 8,F5
X. V.S F2h 4 20°C 90
X.V.MT 0 @ 429, 15
X.V.S 110h @ 20°C a1, 25
X.V.MT 0 43%,50
X V.S 482h 4 20°C 93,75
X.V.MT a 93.75
X.V.MT §2h 3 20°Cpuis72ha 30 400
X.V.MT 72h 3 200C # 444h3 30'C 58, 1%.

TARLEAY TY. . DOSAGE DES PHENOLS TOTAUX. NOVEMBRE 4867,
B ,
Teneur en Phénols totaux
en mg d'acide chlorogemaue | 4009 RF
x»V.S 40h a 20°C ?4’15
RV.MT " 400
X. V.S h 3 209¢C
vt v 3L
X V.S 96h § 200°¢C 74,45
X, V,MT " 33,35
X.V.S 120h & 200
20h & 209¢C 435
XVMT 0w 40%,50
X.V.S 1440 5 209C
X.V.Mv o " .45
e IR0
V.S 192h 3 20°
X 92h & 20°C 3 95
X V.MT “w 22,90

+—

X.V.S s Nicotiana Xanthi Sgin |, ¢kat végetakif,

XV MT: Nicotiana Xanthi Virosé , ékak végetatif.

P.F. Poids frais.




TABLEAY X,

DOSAGE DES PHENOLS TOTAUX JUILLET 196%

Teneut en pheno\s totaun
en mydacide ch\orogemque [ A00¢ . F

X. V.S F2h 3 20°C 92,50

X- V.MT‘ 11} [} 41 5

V.S  96h 3 20°C 13, 9
X.VoMT 0 “ 425
X.V.S 408h 3 20°C 32,50
X.V.MT u  w A46,50
AV.S  120h 3 20°C - 22,50
X.V.MT " 448,315
X.FL.FEVL.S 72h 3 20%C A0S

X L .FEUMT « " - A43,50
X.FL.FEU.S 120h & 20°C 40%,50
X, FL.FEUMT « " 193, 5
"R FL.EL.S 120h @ 20°¢ 465

X FL.FLLMT “ ® 310

X.FL.Fev =« Nicotisra Xanthi & fleurs, Fevilles.

]

X.FL.FL s Nicotiara Xanthi 3 levrs, §leurs, ‘

S S3in

"

MT 2 V\"‘Oﬁé.

((voir rapport 496?) |



TABLEAU VL.

DOSAGE DES PHENCIS TOTAUX. TANVIER A96%,

Teneur en Phénols tokaux:
en mg dacide chlorogenique f100¢ P F

X.V.S. 24h & 20°C 400
X.V.NT, 4 78,79
X.V.MT. 48h & 20°C 400
X.V'S ] " ;g, 75
X.V.S €0h 3 20°C 93,35
XVMT 0 u 450
X.V.S. 32h 3 20°¢ 445
XV.MT, ¢ 0 45349
X.V.S ©S4h 20°C 95
XV.MT 0« 432,50
X.V.S. 96h & 20°c 93,35
XV MT. 6 e 428,35
XV.S. 108h 3 20°C €6,25
X.V.MT N " A8, F5
X.V.S 120h 3 20°C 93,35
XVMT, 0w 428,19
X.MS 132h a 20°C 93 35
XNVMT 0 U 418,35
X.V.S 144h 3 20°C 18,39
X.VMT u o 404,90
X.V.S 156h a 20°C 18,%5
XVMT « " a0
X.V.S 180h a 20°C “40%,50
RVMT v w A18,F9
X.V.S 192h 3 20°C a0
XV.MT 6 » . 93,39
X.V.S 216h & 20°¢C 40%,50
34,45,

XVMT v "
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TABLEARY VI

TOSAGE. DES PHENOLS TOVAUX

AVRIL 1968 .

Teneur en Phenols kcotaux
en mg'd'ac'\de chlorogenique [ Ac0g P ¥

X.V.S 24h 5 20°C 74,35

X.V.MT. &« 6,50

X.V.S 30h 3 20°C $4.,25
X, V.MT 0 on 11,50
X.V.S 36h a 20°% 34,25
KV .MT ¢ " $3:50
X V.S 48h 5 20°C 74,25
X.V.MT v 0 A5

X.V.9  54h a 20°¢C
X.V.MT [{] "

400 —»AV.MT

X.V.S 60h a 209

11,45
X.V.MT " " 400
X.V-'S 66‘1'\ a 20°C '}4‘25
X.V.MT 0 W 400
X V.S F2h 3 20°C 14,25
KVMT ¢ @ A0%,50
X VoS $4h 3 209C 35
X.V.MY o 45
X VS 96h 3 20°C 15
X.V.MT_ [{] (1) 445
X.V.S 408h & 20°C 15
X MMT o 1 A48, 5
X.V.S 120h a 20°C FA,25
X.V.MT & 10 403,50
X.VeS 132h 3 20°¢ FA.25
X.V.MT # » 100
. V.S 144 3 20°C 34,35
XNMT & 0 30
X.V.S 156h 2 20°C I5
XVMT. & n 90
X.V.S 168h a 20°G 95
XV.MT L] a0
X.V.S 480n 3 20°C 75
X VMY 00 87,50
X.V.S 192h a3 209¢ 75
X.V.MT # ’" 80,
X.V.S 204h 320 ‘
X-V.NT " 1 Zg
X.V.S 216h 3 209C
X‘V.NT " 11} zg:so

 ;4 72§98
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Q. de Fhenols totaux (Qn g dchide ch\onogéni'que/«too% Poids l:Rais).

A%0 |

a"x\
,Y-.-..J(‘“ b
o’ X \

400~ Re > Xo o X’ ~\x\

\*-_ - oo R .-‘X‘--_.

.
d -
I’~ ’ - X< -

- . ' . ° . . %_ . oSR‘N
L\-‘:.c—-.-__...—-.—.-——.‘.-__./ \ a -/ . \

¢ ]

‘ , Ny ... XVIROSE
Y .

50

Ecéu:—za %, Evolubion des teneurs en Fhéno\s Lotaux av cours de l'in{,’ech'on virale a 20¢

dv Nicotiana Xanth(,FaR le virus de la mosa'(ciue. dv tobac . AVRi\ 1968 .

1 ] [} 1 ] ] [ 1

\ 3 ! 14 r 1 y
M 3o 4% 60 T %4 g0 1og Aw A3, 444 A56 168 130 192, 204 24K




TACLEAU Vi

DOSACE DE LACIDE CHLOROGENIQUE

JANVIER 1968

~

Tenevr en ¥/g P.F

VLS 240 & 20°C

145 ,
SWNT W u 10%,50
V.S 40h 3 200C 450
XV My wou 215
X.V.5  &dh 3 20°C. 465
KVMT W n 320
X V.S %2h & 20°C SAVIV
XV.HT * w 350
X.V.S B4h 3 20°C 430
XNMT 0o 292,50
X\Y.S ©6h 3 20°C 130
XNMT 0w v}0
%¥.S 103h 3 20°C 445
XVMT 8w 300
X.V.$ 120k 3 20°C 132,50
X.V.MT " Q%O
X.V.S 132h & 20°C 445
RNVMT 0w 00
X.V.S 144h 5 20°C 100
X-V.MT w 165
X.V.S 156h & 209C 430
X V.MT ® 1) 480
X.Y.S 180h 5 20°C 130
XV.MT o " 115
X.V.S 192h § 209C 42250
XNVMT v n 100
XV.S 216h 2 20°C 129,50

X_V_MT n n

$3,50
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DOSAGE DE LACIDE CHLOROGENIQUE AVRIL +1963

Teneur en I g .PF
X V.S 24h 5 20°C 400
RVMT 0 " 85
X.V.S 304h3 209¢C 935
X V.MT & u 10
X.V.S Z5h & 20°C g5
XN.MT 0 A5
X.VeS (Sh 3 20 95
AV MT » " 43%,50
X.V.S S54h 3 200C 400
KN MT u i 150
XV.S  €0h & 20°C a5
XNMT 0 " 170
X.V.S  66ha 200 a5
XNV.MT » " 139
X.V.S F2h & 209c g5
KV MT ¢ " 30%,50
XS €4 5 20°C AQOQ
X.V.MT [} i Q?)Q;SO
XeVeS S6h 3 20°% 95
X VMT " 219
% V.S 108h 4 20°C A00
X.V.MT & v 50
X.Vu8 120h a 2Q°C g5
AXVMT o " 245
X.V.S 132h & 20% 400
XVLMT o o« 192,50
ReVeS 14440 4 20°C 400"
XV, MT @ ] 480
X.V.S 156h a 209¢ 400
XVMT o 150
X,V.5 168h 3 20°C 400
WY.MT & 0 130
X VS A80ha 20°C 400
XVMT e 422,50
AV.S 192h 5 20°C a5 .
XVMT 120
XV.S 204hs 200¢ 35
XV.MT ¥ [ A4S
X.V.S 216h & 20°C 95
X.V.MT 8 " 407,50

o @
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TATZAU A

DOSAGE DE LA RUTINE ET DE LA NICOTIFLORINE

JANVIER 4368

Tenevr en ¥y /g P.F

i

I WWLS 24hW 8 0°C ©%,%5

] XV.MT ® n 46,35

TV 4%h 3 20%

. X NV.MAT " ?_}%5' ¥

-
XNV.S  GOh & 20°¢ 62,50
WV MT m m 40?’,50
X.V,5 F2ha 20°C 90
X.V.Mr " . Q43,15

INW.S  E4h e 20°%C €250
KNV MT 0 " 154,29

| XWV.S  96ha 0% 82,50

LR VIMT e " 151,35

;
XMS 108h a 20°C 87.50
X V.MT o« " AS4,25
XV.S 120h a 20°C 53,35
XoVoMT u " go
XV.S  132h a 20°C 53,35
XV.MT o " 1)

| X.V.S 1440 5 20°C 53,#5

iCOXWVMT e " ;5
X.V.S 4156h 3 20°%C 48 15
KNVMT o ow 63,50
X.V.S 1€0h & 0°C 43,75
KV.MT o “ 53,%5
X. V.S 192h a 20°C 53,¥5
K MV.MT @ o &80
%V.S 216h 3 20°C 5%,50
X‘Vl MT “ " 4 6‘Q€
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TABLZAU XI.

DOSAGE It LA RUTINE ET DE LA NICOTIFLORINE AVRIL 1968

Tengur  en ¥ g PF

X.ViS 24h & 20°C 46,35
X V.MT » 3R
X.VeS  30h & 20°C 43,15
KV.MT ¢ " 43,15
X.V.S  36h & 20°C 43,15
XNVMT @ " 4%, 9
K V.S 484 & 20°C 44,35
X.V-MT " 1] S?’SO
X.V.S 54h 3 20° 43,15
XN.MT ¢ n FA4.25
X.V.S 60w a 20°C 41,48
XV MT ® " 80
X.V.S 66h a 20°C 44,25
XV.MT " 80
X.V.S  F a 20% 43,35
X.V.MT " " S0
X.V.5  &4h 5 20°C 43,35 N
X.VeMT v 9835
X.V.S  Soh a 20°C 43,35
XV.MT » " go
®V.S 10%h a 209C 43,%5
!
XV MT " A0, 50
X.V.S 420h & 20°C 43,45
X'V-MT o " go
X.V.S 132h a 20°C 43,35
KV MT “ 11',-2‘5
XeVeS 1440 3 W0°C $3,%5
XOV'MT " Y ?4[&5
XV.S 156h & 20°C 46,25
K V.MT 0 " 1339
X.V.S 168h & 20°C 4335
)’\.V.MT " (1] ) ‘531?5
X.V.S 180h 3 20°C 43 15
XV.MT 438,15
X V.S 192h & 20°C 43,%5
XV MT ¥ " 438, +S
X.V.S 204h & 20°C 43,15
XV.MT o L 4?'75'
TTXV.S 216h & 209C 43,35
X V.MT " u 43,35
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TABLEAV Xil.

TOSAGE DU FERULYLOVINIQUE, JANVIER AG68

Tenevr en Y [Q P F

X.V.S 24h 3 20°C '$,50
X.V;MT " " 2’5
%.V.S 48h & 20°C 10
X.V- MT. (1] (1} 85
X V.S &ohd 20°C %
x.V-MT " b ’}O
X.V.S ¥2h s 20°C 10

g RVMT ¢ " 90
X.V.S 86h 5 20°C 40
lesHT v " 95
X.V.S 108h 5 20°C 0
XVMT " =0
X.V.S 420h & 20°C 40
X.V.MT ® “ go
X.V.S 432h 3 20°C A0
XVMT ¥« +3.%5
X.V,S 44h & 20°C

44 40
XVMT 0 0
X.MS 156h & weC A0
X.V.MT " 631,50
X.V.S 180h & 200 43,15
X.V.MT ® 62,50
X.V.S 216h 3 20°c 43,15
X.V.MT 0 u 0250
V. h & 20°C

X.V.MT ¢ v

80




Q. de [¢rulylquinique en ¥|g pods fras.

Figuae 7. Evolution des teneurs en acide férulylquinique au cours de Uinjection virole

& 20°c dv Nicotiana Xanthi, par le virvs de la mosd"sque, du-‘rdba_@.
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TOSAGE DV FERULYLGQUINIQUE AVRI L. 196

TABLERU Xil.

Teveur en ¥[Q P.F
X.V.S 2w 3 20°C -0
X.V.MT o o IS
XV, S 30h 3 20°C
VM oo 1%
X.V.S 36k 3 200C A0
X V.MT  u " 40
X.V.S  48h 5 20°¢C AQ
XV, MT " 53,15
X.V.S  §4h 3 20°C A0
X-V.NT «“ " 63]1}5
X.V.S 60h 5 209C AO
X.V.MT © " ':I-&,‘SO
X.V.S  66h 3 20°C 40
KV M7 0 w 2,50
%XV.S  F2h & 20°C 40
X.V.MT  ®  n ¥,50
X. V.S 34h a 20°C
XNMT oo '}B% .

]

X.V.S 96ha 20°C 40
XVMT 0w 81,50
X.v.s” 108h 5 200¢ 40
X.V.MT 0 " A10
X.V.S 120Wh & 20°C 40
X V.M u 9350
X.V.S 132h3 20%¢ 40
X.V.MT o 82,50
X.V.S 144h 3 20°C 40
X.V.MT ¢ " 942,50
X.V.S 156h 5 20°C -0
X.V.MT o " 3150
X.V.S 163h b 20°C “40
X.v.MT ¢ " 32,50
X.V.S 180h & 20°C A0
X V.MT " " 11,35
X V.S 4gah & 20%C 40
XNV .MT 13,50
X.V.5 204h a 20°¢ 40
X V.MT " $3.50
X.V.S. 316h A_lo'c 40
X.V.MT. 216h a 20°c 13,50




Q. de femulylquinique en ¥lq poidé {rars.

Fiaure 9. Evoluthon des teneurs en aade {ép\u\qu(n(que av COURs de \'(n([‘ec\-(on virale & a0t

Au Nicotiana Xanthi ) PAR le virus de la mosaique dv tabac.

Avril 106s3.
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DOSAGE DU P- COUMARYLQUINIQUE JANVIER 1968

TABLELV. XV,
Teneur en Y|g PF

X.V.S  24h 3 20°C ‘ : F.50
X.V.NT 0 n 3.%,%0
X.V.MT " ©3,¥5
X.V.S 60h 3 20°C _ A0
KVLMT & n $1,25
X.V.S  92h 5 20°C “0
X.V.MT # w 93,%5
X. V.S  84h 3 20°C ‘ “0
X.V.MT n n . g)‘\as
X.V'MT [ n 1’5
X.V.S 108h > 20°C | 4335
X.V,MT 0 " 81,25
X.V.S 120n 4 20°C 4315
XVMT o0 ' 6515
X.V.$ 132h 3 20°C 13,35
XV .MT B " 5%,50
X VoS 144h & 20°C 40
XVMT ¢ - 51,50
X V.S 156h 5 20°C 43,5
AV.MT v " 52,50 -
X. VoS 180h 5 20°C 43,15
X V. MT o n 52,50
%X V.S 192h a 20°C 43,5
X V.MYT ¢ n 46,25
X.V.S 26ha 20°¢ 13,%5
X, V.MT ¢ “ 46,25
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DOSAGE DU P~ COUMARNQUINIQUE AVRIL1968

TRMHLEAU AV.
Ten/uUr /W Y| -J%P.F'

X.V.S  24h & 209 12,50
XV.mMy o0 K 22,50
X. V.S 30Wa 20°€ 12,50
X VMT v o , 31,25
X.N.S  36h 5 20C 42,5
X.V.MT ® " : 50

X V.S 43h 3 20°C 12,50
X.V.MT " 65
XNV.S  Bdh & 20°C 12,50
X V.MT  # " - 36:25
X,V.S  60h 3 200C 4,50
X V.S F2h 3 20°C 12,50,
XV, MT 0 n 400

A V.S Bdh & 20°C 42,50
X.V.MT 0 " 100
X.V.S 96h a 20°% 12,50
X.V.MT ¥ " 100
X.V.S 10%h a 20% 42,50
X V.My - © n 406,25
X.V.S 120h & 20°C 48,50
X.VoMT @ " 88,35
X.V.S 132h 5 20°C 14,50
XV MT ow o 76,25
XV.S 144h a 20°C 1,50
X.V.MT v 26,35
K V.S 156h A 20°C 12,50
X.V.MT d " ?6)2,5

: R—

X.V.S 16%h & 20°C 12,50
x.V'MT L] [} ‘ 70
X.V.S 180h & 20°C 12,50
XV MT » » 70

X V.S 4924 4 200 12,50
AV.MT » " 65
K.V.S 204k & 20°¢C 42,50
X.V.My " 65
X.N.S  @1eh & 20°C 12,50
X.V.MV " " . 65

SV OO
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ADLERU RVL.

DOSAGE

DU FERULYLGLUCOSE JANVIER 4862

Teneur en yig OF

X.N.S 2 3 20°C o
RNMT 0w °
XoVeS  4Ch a 20°¢C o
XV.MT ¢ “ o}
KNV.S G0 a W°C (o)
NRVA ST “ %
X8 G6h & 20°¢C o

A VME o " 40
X.V.5 ¥ & 0°C o
XNVMT v w W

X VeSS $iha200C o
KoNLHT O n 31,50
w.V.S  2Ch 3 20°C o
PRV " 43,75
XV.S 4CCh & 20°C o

X V.mv oo " S2.80
X. V.S 120h & 20%C o
XN MT # . 6250
X V.8 132a & 20°C o
XVeMT 0w 3,50
X.V.6 144k & 20°C V)

X VoMY " " 10

X. V.S 156k a 20°C o
X-V-W‘T ?5
X.V.S A53ha 0% o
X.V.("\T " " 6&’50
X.V.S 122h & 20°% o
XV.MT o 63 .50
XV 216k & e O
X.V.MT " 550
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0. de génu\y\caga\cose 7| poids frais.

M ] . f{. . .
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TABLEAU XVil. DOSAGE DL FERULYLG UCOS_E AVRIL 1968

Teneur en )’/ o} er

X.V.S 24h & 20°C 0
X.V.MT W w (0]
X.V.S 30nha 20°C 0
XMy o & 0

X.V.S 36h A 20°C o}
X.V.MT 0w O

X. V.S 49h & 20°¢ o
X.V.MT » o O
X.V.S 54h i 20°C o
X.N.MT " 9]
%X.V.S 60h a 20° o}
X.V.MT 0 " e}
XOV-S &h a 2'00&' . ) o
XN.MT * n O

%X. V.S ¥Ylh & 20°% - B o .
XV.MY T A '
XV.S 94h B 20°C ) ) o
X.V.MT ] 11} ’ 40
X.V.8 96h & 20°¢ e,
XNMT 0 o 96,25

X V.S 108 & 205 ) | o

X VoMy v 03,5
X.V.S 120h & 20°¢ ) ) o
AVMT o F2s0
AV.S 132h & 20°C ) (o)
X.VMY v - 12,50
X.V.S 444h & 209C | ) o

X.V. MT (1] " 42"50

X VS 166h 3 20¢ 2 o
K VeMT o " ' ‘ - 6835
%X.V.S 468h 2 20°C o)
X.V.MT ® » ' 62,50
X.V.S 490h 3 20°C (o)
X.V.MT * . 8815
X.V.S 13zha 20%C o
KV.MT W " 56,35
X.V.S 204w & 20°¢C | , 0
X.V.MT = » : ' 56,25 -
X.V.S . 216h & 2o , ' o)
X_VM“' » (1) 56,‘2'5
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DOSAGE DE LA SCOPOLETINE . AVRIL. A96%

TABLERU XViil,

Teneor en Y| g P.F |
AV.S  22ha 209 0
XVaT o o 0
X.V.S 30h & 20°C O
X-V. MT 1] [~ ] O
X.V.S  2G6h & 20°C o
X.WV.MT & 0 o
ANV.S  4Sh a 29°e o
X NVMT 0 " 43,38
KNS S4h & 200¢ O
K V.MT " A5
X.V.NT " i -1':}1‘50
XNV.S  6Eh & 20°C o
X.V.MT 1] h &;0
X.V.S %2h & 200C O
X.V.MT = " W
XV.S  84hd 200 o
X.V.MT * “ 35
R NS  SOh A 209 V)
AV.MT * n 35
XV.S 10%h s 20¢C o
X V.MT ® "w 43,50
X.V.i 1200 & 20°¢ o)

R ] 1]

X.V IT ' 45
X V.S 132h a 0% o
XNMT H 45
XVS 145ha °C o
X VMY " 45
K V.S 456k 3 200 o
X.V.MYT " 3190
X.V.S 46%h 3 20°C o
X V.MT » " s
AV.S ACTh 3 20°C o
XV.MT " w 32,50
X.NS 192k & 20°¢ o
K V.MT o " 32,50
AV.MT » n 32,90
AV.S @16 5 20°C o}
X.V.MT © " 32,90

—
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TARBLIAU KiK.

R7  des
"

Composes apparaissant dans un Yon¥ht virose

d Q0°g .pac le wirvs de \a mosa'io,ve, Av tabac.

R{ x400. dons Fluorescences.
Compases .
oA S C D E UV + NH3
T . 54 pde! 39 60 60 - blew lumineux
J 49 %F 43 59 ++ - blev lumineuk.
K 49 39 a0 50 ag - blev lumineux
L 20 g Yo 7% 3 - blev lurmineua
™M 04 fo %4 1 50 - bleu lumineux
N <4 69 o s 56,5 . blev lumineux
') E | 3 13 3 10,5 - viclet®
P 6% g . (8™ 6a.s - v‘\'o\e\'—
|

A =lsuvandl 4 Lacide o.cétique;-.-\ .eOV 5.

Bzacide acktigue AOp A0

Czlovtanol s 4. ammoniague AN 4

D =butanol:4 . ethanol 4. cav:.a,

€ = acide ocekique p 400.



Figure A4

Clhromarocramme ywontrank

la position des substances

1,3.% e H dans le butavol ethanol e+ \'acide océﬁque,
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TARBLEAV %X. R@ de ces composds dans les solvants consiQéeds.
Q@. X 400 Fluoregcences
D = uv + NH3
I 53,50 60 - B lominevx |
3 54 20 - blev luminevx
S 60 63 - Jaune verk
H 5% 23 - >< bleu lumineux




Figure 45. C‘nromakogramme, mowntrany la posiFion des composois Q?Parqissan%
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HYDROLYSE  aciDE de T

. Figure 46, Couche ethanolique ,primitivement etherde (aglycones)

TABLEARU XX1 . R

) Qg X 400 Fluorescentes

i D E UV |+ NH3
S . O < %o | . violet
@y v osal 4al . | wiolkr

. R 1| 65/ < | violer

) Q Is 60| b\eu Javne verk

i P 68| 61 - viclet

) I 54| oo - Bl lomiwneu %
910 :

J 54| %o - Bl \umianeu «
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—E(Q)_> 5
Nee O deux isomeres (dtoms ercaig) don derive d\J grovpe cmnam\quq f
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FHVYDROLYSE RUDE -de I
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d-glucose L.arabiness
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TARLEAL XXV

Figure a4, Couche aquevse (Residus won P\Aévxo\iqu?s)
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dans la couche agquevse : D-glucose + L.arabinose.

OH H/HOH }/O\‘H OM
°“\—~ HOH C\OH A

)
H OH

CHaOH

1
\

D-GLUCOSE L-ARARINOSE.



HYDROLYSE ACIDE de S.

Figure 93, Coudhe ethanolique . primitivement ednesde (aglycones)

~ L
D
(4 )
T
|
O-‘\O’
% \ ) ) \ 1 1 1 1 y Y
040 EQ >

dans la couche aguevse : D-Qlucose + L.arabinose



HYDROLYSE ACIDE de M ek,

&4, Covthe elhanoligue, primifivement eiherce (agiycones).
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dans \a couche Qquevse :D.Glucose + L.arabinose.,



Figure 25 . Schéma propose pour la synfhise des phénols dans les fevilles de tabaw.
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- TABLEAU XxVit . les différents solvants uhilisés pour la .PUT'\giQQ¥§On

Aes suvbstances ]’hé'“ ohques .

48re purification eme  purificarion.
FRapier Solvant. FPapier Solvant.
Marguevrs.
| FEG1 Whotman w3 BEW (4.4.2,2) | Wharman n'2  BAW (4.1.5)
| R, | ~
PCG-4 Whatmaw w3  BEW Whatman na BAW
(Antonium
mo.aw:.) ! )
CAG-4 Whatman n3  BEW Whatman nd  BAW
( Pnia)
FEQ.3 Whatman n@  BEW Whatman na RAW
. (co.%é)
CAQ-3 .
CAQ.4 Whokwan wa  BEW Whotman wl.  BAW
CP«Q)I.‘S |
) omra Whotmon  n%Q,  BEW Waatmon W2, BAW
Xanthy
FEQ Whatman o  BEW Whatman w4 BM
PLRA Whatman w2, BEW Whatman W4 BAW
I\ FEGA Whatiman wWa  BEW Whatman w4 AW
‘ CAQ Whotman wa  BEW Whatman vwA  BAWN
|[Rotine o | Whatman W2 AR p-oo Whatman 4 BAW
HNiconflorins
|
‘ScoPo\éan Whatman n*A AR 2b400 Whotrman wA - BAW
Jles sobstances . BEW (1)
wconnues | Whatwon wWa  BEW | Whakmon WA
o davsy AR 2p 00 (L)

gE\N'. bukomol ;4 . ¢thamel ; 4 . m:a;
| AW: bukovnol: 4. ao’deo.ut';q' A A . RO
¥ AAQ_p\oo:o.udg Adh'q,u,c L p 00 ®
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