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RESUME

La production de lavande concoure au rayonnement de la région Rhoéne-Alpes. Les
applications de I’huile essenticlle (HE) de lavande reposent sur la culture de 3 espéces (L.
angustifolia, L. latifolia et L. stoechas et d’un hybride L. X intermedia) aux chémotypes
marqués (principalement constitués de mono- et sesquiterpenes). Le genre Lavandula est un
modele idéal pour comprendre la structuration et 1’origine de la diversité des composés
organiques volatils (COV) en particulier des terpénes. Les lavandes ont 1’avantage d’avoir une
aire de distribution large avec des régions bioclimatiques différentes, un nombre d’espéces
limité (39) ayant des caractéristiques morphologiques et écologiques variées. Pour caractériser
la diversité des COV accumulés dans les espéces du genre et envisager leur évolution, nous
avons analysé (GC-MS) les COV de 29 especes (certaines pour la premiére fois). Comme
souvent chez les plantes, la production de COV dans les inflorescences de lavande est soumise
a une régulation spatio-temporelle. L’émission différentielle de COV au cours du temps chez
L. angustifolia a été relevée par les agriculteurs qui ont observé une qualit¢é d’HE différente
suivant la maturité des inflorescences au moment de la récolte. Pour modéliser ces variations
et les corréler avec des étapes du développement de la plante, nous avons analysé, au niveau
chimique (GC-FID) et moléculaire (QPCR), les variations temporelles des principaux COV
dans les feuilles et les inflorescences (plusieurs années et cultivars). En amont de ces
recherches sur les COV du genre Lavandula, différents outils de bioinformatique ont été
développés. En particulier, le module « MSeasy » qui permet d’automatiser le rapatriement de
données de GC-MS. Ceci constitue un pré-requis pour utiliser dans le futur la lavande comme

modeéle d’étude des COV chez les Lamiacées.

Mots clés : Lamiacée, genus Lavandula, Lavandula angustifolia, terpenes, terpene synthase,
GC-MS, gPCR, R package, métabolomique



ABSTRACT

English title : Diversity of the volatile terpenic compounds within the genus Lavandula:

evolutary and physiological aspects

The lavender production is of significant importance for the international visibility of
the french Rhdne-Alpes region. Uses of lavender essential oil (EO) are based on the growing
of 3 species (L. angustifolia, L. latifolia, L. stoechas and an hybride L. x intermedia) with
marked chemotypes (mainly constitued of mono- and sesquiterpenes). The genus Lavandula is
an ideal model for understanding the origin of the diversity of volatile organic compounds
(VOCs), especially terpenes. Lavenders have the advantage of having a wide range of
distribution areas with different bioclimatic regions, a limited number of species (39) with
diverse morphological and ecological caracteristics. In order to characterize the diversity of
the VOCs accumulated in the genus and consider their evolution, we have analyzed (GC-MS)
the VOCs accumulated by 29 species (some for the first time). As often, in plants, the
production of VOCs in the inflorescences of lavender is subject to spatial and temporal
regulation. The differential emission of VOCs over time in L. angustifolia is a well known
phenomenon for farmers who have observed a different quality of EO depending on the
maturity of the inflorescences at harvest. To correlate these variations with stages of plant
development, we have analysed the temporal variations of the main VOCs in leaves and
inflorescences (several years and cultivars) at the chemical level (GC-FID) and the molecular
level (QPCR). Upstream of this research on the genus Lavandula different bioinformatic tools
have been developed. In particular, the module MSeasy "which can automate GC-MS data
retrieval. This is a prerequisite for using lavender in the future as a model study of VOCs in

Lamiaceae.

Key Words: Lamiaceae, genus Lavandula, Lavandula angustifolia, terpenes, terpene
synthase, GC-MS, gPCR, R package, metabolomic
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Avant-propos

AVANT-PROPOS

Mettons nous dans 1’ambiance, il est midi, nous sommes au mois de juin quelque part sur les
contreforts des monts du Vercors ou dans la Provence de Jean Giono. L’air est empli d’un
bouquet invisible et enivrant, offert a nos sens par les plantes qui nous entourent. Mais, d’ou
vient ce parfum? Pourquoi et comment les plantes produisent-elles ces centaines de

substances volatiles ?

Les composés organiques volatils (COV) ont, individuellement ou en mélange, de multiples
fonctions. Si certains sont émis par les fleurs dans le but d’attirer les pollinisateurs d’autres
sont la pour assurer leur défense face aux herbivores. Ces composés sont sources de plaisirs
olfactifs et gustatifs car ils conferent leurs ardmes aux fruits et feuilles dont nous agrémentons

Nnos repas.

Ces molécules de parfum sont globalement regroupées en trois catégories : les terpénes
(monoterpénes et sesquiterpénes), les phénylpropanoides et les dérivés d’acides gras.
Certaines donnent aux extraits de plantes qui les contiennent des propriétés médicinales. La
phytothérapie exige la présence de tel ou tel composé dans une huile essentielle (HE). Il en est
de méme pour les industries de la parfumerie ou de la cosmétique qui recherchent dans ces

plantes des sources de produits naturels précis.

Le laboratoire de biotechnologies végétales appliquées aux plantes aromatiques et médicinales
(BVpam) travaille depuis de nombreuses années sur les mécanismes de synthese par les
plantes de ces composes volatils. Actuellement, les chercheurs décryptent les mécanismes de
production et d’émission de parfum par les roses, les menthes, les sauges et les lavandes. Ces
derniéres sont 1’objet de mes recherches, qui visent, pour la premiére fois, a appréhender la
diversité des composés volatils du type terpéne formeés au sein des espéces d’un méme genre :
le genre Lavandula. J’ai ensuite focalis¢ mon attention sur les principales espéces
commerciales, la lavande fine et le lavandin, pour montrer que les composés terpéniques
volatils différent selon le tissu consideré et le stade de développement de celui-ci. J’ai travaillé
a différentes échelles en allant du parfum aux géenes en passant par les enzymes responsables
de la formation des terpénes (terpénes synthases). Pour pouvoir faire ce travail, j’ai également
développé des outils d’analyses bioinformatiques novateurs qui permettront, je pense, a

d’autres équipes travaillant sur les COV d’accélérer leurs études. Par la meilleure
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Avant-propos
connaissance de la physiologie de la lavande qu’elles apportent mes recherches expliquent
quelques unes des observations faites par les professionnels sur les variations qualitatives et
quantitatives des huiles essentielles de L. angustifolia. Elles pourraient ainsi aider les
producteurs a améliorer la qualité des huiles en ciblant une date de récolte optimale ou bien en
facilitant la selection de cultivars. La description des huiles essentielles de lavandes encore
inconnues peut intéresser les producteurs qui souhaiteraient développer de nouveaux marches.
Ces travaux devraient, a terme et pour la premiere fois, permettre de caractériser et de
comparer 1’évolution des enzymes productrices de mono et sesquiterpénes a I’intérieur d’un
méme genre, le genre Lavandula. Ces travaux n’auraient pas été possibles sans le soutien de
nombreux partenaires dont Bernard Pasquier du CNPMAI de Milly-la-Forét qui nous a fourni
les lavandes botaniques et transmit sa passion pour ces plantes, Pierre Danelon et Caroline
Baconnier du lycée horticole de Romans sur Isere ainsi que la région Rhone-Alpes pour le

financement de ces recherches via le cluster recherche n°9 « plantes et santé ».
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INTRODUCTION GENERALE

I Les Composés terpéniques Volatils des végétaux

1-1 Définitions

Les composés organiques volatils (COV) produits par les plantes représentent 1% des
métabolites secondaires connus a ce jour et sont principalement des terpenes, des
phénylpropanoides/ des benzenoides et des dérivés d’acides aminés et d’acides gras. Ces COV
sont genéralement lipophiles et ont une pression de vapeur élevée. lls peuvent ainsi facilement
traverser les membranes cellulaires et étre relachés dans 1’atmosphére ou dans le sol
(Dudareva, Negre et al. 2006). La diversité et la quantité des COV formés varient selon les
especes et sous I’influence de facteurs biotiques et abiotiques (Pichersky et Gershenzon 2002).
On retrouve parfois dans des especes de familles botaniques éloignées, mais vivant dans un
méme environnement bioclimatique, des molécules volatiles identiques (Owen, Boissard et al.
2001) suggeérant que ces COV ont des roles importants pour les plantes. Cependant, il est
possible que certains COV puissent ne pas avoir de fonction propre et ne sont que des co-
produits de voies métaboliques essentielles ou sont des reliquats de 1’évolution qui ont perdu
leur fonction chez certaines espéces (Levin, McDade et al. 2003). Parmi, ces COV, notre
étude se focalisera plus particulierement sur les composes terpéniques volatils (CTV).

Le nom terpene dérive de térébenthine. En effet, aprées distillation de 1’oléorésine de pin on
obtient de I’essence de térébenthine, une huile essentielle (HE) dont les composés majeurs ont
été nommeés terpénes (Breitmaier 2006 ; Phillips et Croteau 1999). Les terpénes, sont une
classe d’hydrocarbures produits par de nombreuses plantes. Ce sont des substances naturelles
organiques, volatiles ou non, qui représentent une grande famille de molécules du

métabolisme primaire et secondaire.

I-2 Roles et activites biologiques

Les COV sont un moyen de communication utilisé par les plantes pour interagir avec leur
environnement. Ces volatils sont libérés dans 1’atmospheére par les feuilles, les fleurs et les
fruits et dans le sol par les racines (Dudareva et Negre 2005; Rasmann, Kollner et al. 2005;
Van Dam, Harvey et al. 2003). lls assurent & la plante une protection contre les herbivores, les
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pathogenes (Wink 1988; Wink 2003), les trop fortes chaleurs et les stress oxydatifs (Vickers,
Gershenzon et al. 2009). IIs favorisent la reproduction en attirant les pollinisateurs (Pichersky
et Gershenzon 2002) et les animaux qui disperseront les graines (Slaughter 1999) ainsi que la
colonisation des milieux en limitant la croissance d’autres plantes par des mécanismes
d’allélopathie (Muller 1966). Les COV permettent a la plante de communiquer avec les
plantes voisines (Baldwin, Halitschke et al. 2006) et également entre ses propres organes (Heil
et Silva Bueno 2007). On ajoutera a cela que les émissions de COV par une plante ou un
organe au moment d’une attaque par un herbivore n’ont pas nécessairement un effet de
défense immediat, mais préparent la plante a de futures attaques. Ce phénomene est connu
sous le nom de priming (Dudareva, Negre et al. 2006; Ton, D'Alessandro et al. 2007,
Unsicker, Kunert et al. 2009). La figure 1 reprend ces différents roles des COV dans les

interactions des plantes avec leur environnement.

_' Signal
Pollinisateurs _ ) +/- Attire/Repousse
Parasite/Prédateur
% +T ——p Se nourrit de/ Attaque
= ] Défense induite par
ot K Herbivore — ™ les COV
8 O &
o Oy 2 ----p Défense contre les
£ - o pathogénes
E Communication
inter-plante
Dispertion des
graines a
8 + ¢ G g Photoprotection
\ \ ) € Priming %~ Thermotolérance
":\& g e . e
— ‘}\‘ Allélopathie /7&%;"‘:‘ N T Parasite/Prédateur
7A iy \ \ \ ‘«l«, \ 4
§‘ _ Al (‘ "oy "1._.$ + ”), N
S TS == Pathogene ey
(7)) &« f G - { /
Action Antifongique/
Antimicrobienne Herbivore

Figure 1 : Schéma des interactions des plantes avec leur environnement via les COV (modifié d’aprés Dudareva, Negre
et al. 2006)

Parmi ces COV, les CTV sont particulierement impliqués dans les interactions des plantes
avec I’environnement et jouent un réle important dans la croissance et le développement des
plantes, puisqu’ils conduisent notamment a la synthése de certaines hormones végétales

comme les gibbérellines. Ces CTV ont également un rdle adaptatif important dans les
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interactions biotiques et abiotiques (Pichersky et Gershenzon 2002). Les terpenes sont entre
autre impliqués dans 1’attraction des pollinisateurs (Schnee, Kollner et al. 2002) et dans la
défense directe et indirecte contre les insectes et les microorganismes (Martin, Tholl et al.
2002; Tholl 2006). La production et 1’émission de CTV par les plantes sont aussi influencées
par des facteurs abiotiqgues comme la lumiere (Loreto, Barta et al. 2006; Yanhe, Craker et al.
1995), la température (Clark et Menary 1980; Duriyaprapan, Britten et al. 1986; Fahlén 1997),
la fertilisation (Gouinguene et Turlings 2002). Ces molécules jouent également un réle dans la
protection contre le stress photooxidatif et la thermotolérance (Pefiuelas et Munné-Bosch
2005).

Certains CTV présents dans les huiles essentielles de plantes sont recherchés car ils
contribuent aux propriétés médicinales des HE. Par exemple, une activité antiseptique
significative est due a la présence de terpénes comme le camphre (Santoyo, Cavero et al.
2005) ou le menthol (Imai, Osawa et al. 2001). Chez la menthe, I’huile essentielle agit aussi
comme antispasmodique sur les muscles lisses des vertébrés (Lis-Balchin et Hart 1999) Par
ailleurs, certaines huiles essentielles ont une activité antifongique et répulsive contre certains

insectes comme les moustiques (Padilha de Paula et al, 2003).

Les nombreux réles et activités biologiques des CTV sont liés a la diversité et la variabilité des

terpénes formés par les plantes.

I-3 Variations spatiales et temporelles de la production et de
I’émission des COV

Dans diverses especes de plantes il a été démontré que la composition en COV variait,
gualitativement et quantitativement, au niveau de la plante entiére en fonction de la saison
(Angioni, Barra et al. 2006; Atti-Santos, Pansera et al. 2004; Johnson, Kazantzis et al. 2004)
et au niveau de la plante ou de certains de ses organes durant leur développement (Dudareva,
Negre et al. 2006; Sangwan, Farooqi et al. 2001). Ainsi, les fruits émettent des COV
essentiellement lorsqu’ils sont a maturité (Aharoni, Giri et al. 2004). Les racines produisent
par exemple des COV lors d’attaques par des herbivores (Chen, Ro et al. 2004; Rasmann et
Turlings 2008). Dans les feuilles la composition en COV varie, avec 1’age et la position des
feuilles chez Cymbopogon flexuosus (Singh, Luthra et al. 1989), chez Artemisia sp. (Holm,
Laakso et al. 1997), chez Salvia officinalis (Croteau, Felton et al. 1981), chez Mentha piperita

(Gershenzon, McConkey et al. 2000; Voirin et Bayet 1996) ou encore chez Lavandula
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latifolia (Mufioz-Bertomeu, Ros et al. 2008). Dans les fleurs, on observe des modifications
dans 1’émission de COV avec, chez la rose, un pic d’émission lors de I’ouverture du bouton
floral (Bergougnoux, Caissard et al. 2007) ainsi que des variations dans la journée avec un
maximum dans les périodes diurnes (Hendel-Rahmanim, Masci et al. 2007). Les mémes
variations sont observées chez Antirrhinum sp. (Dudareva, Martin et al. 2003), la fleur cessant
méme de produire certains COV apres pollinisation (Negre, Kish et al. 2003). L’émission des
COV par la fleur coincide ainsi avec la période de présence des pollinisateurs et la maturité
sexuelle de la plante.

-4 Lieux de formation et d’accumulation

Selon les especes, différentes structures plus ou moins complexes sont responsables de la
biosynthese, du stockage et de 1’émission des COV. Chez de nombreuses plantes a fleurs, la
synthése et 1I’émission des COV sont localisées dans des cellules épidermiques coniques qui
couvrent les pétales. Chez les Orchidacées ces cellules spécialisées sont localisées a certains
endroits du pétale. On parle alors d’osmophores. La caractérisation des cellules coniques et
leur implication dans la sécrétion de COV sont bien caractérisées chez la rose qui constitue
donc un excellent modéle pour I'étude des cellules sécrétrices du pétale (Bergougnoux,
Caissard et al. 2007). De nombreux tissus végétaux possedent des cavités sécrétrices a la
surface de 1’épiderme ou a I’intérieur de 1’épicarpe comme les fruits de Citrus ou les canaux
résiniferes des coniféeres (Fahn 1988). Chez les Gymnospermes, des structures sécrétrices plus
ou moins spécialisées ont été décrites. On trouve par exemple chez Thuja plicata des cellules
sécrétrices isolées réparties dans le bois, chez Abies grandis des cellules en forme d’ampoules
(ou de citernes) séparées des autres qui déversent leurs sécrétions dans une lumiére commune
et chez Picea sp et Pinus sp le tronc et I’écorce comportent de véritables canaux résiniféres

(Trapp et Croteau 2001a).

Les trichomes glandulaires constituent un autre type de structure de sécrétion et/ou
d’accumulation des CTV. Ces trichomes ont particulierement été étudiés chez certaines

familles botaniques telles que les Solanacées et les Lamiacées (Fahn 1988).

Chez les Lamiacées aromatiques on trouve deux types de glandes sécrétrices : les glandes
peltées et les glandes capitées (Perrin et Colson 1986) (Figure 2 et Figure 3). Ces trichomes
sécréteurs sont typiquement composés de quelques cellules épidermiques basales qui par

division donnent de une a plusieurs cellule(s) de pied de taille variable surmontées d’une a
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plusieurs cellules de téte sécrétrices (Werker 1993). On observe par exemple chez L.
angustifolia, huit cellules de téte pour les glandes peltées (Figure 4) et une ou deux cellules de
téte pour les trichomes capités (Couderc-Le-Vaillant, Segur-Fantino et al. 1990). L’HE est
accumulée sous la cuticule de ces cellules de téte (Figure 5) (Iriti, Colnaghi et al. 2006). La
séquestration des CTV dans I’espace sous-cuticulaire s’explique en partie par le fait que
certains terpénes sont phytotoxiques et qu’il est donc indispensable de les accumuler dans des

structures externes spécialisées (Brown, Hegarty et al. 1987; Wagner 1991).

Glande capitée

(e

Trichome tecteur

Figure 3 : Trois types de trichomes sur calice de L. angustifolia (MEB x500 12kV)
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Figure 4 : Détail des 8 cellules sécrétrices d'une glande peltée sur calice de L. lanata (MEB x500 8kV)

Sécrétion

Wy - Téte glandulaire
8 cellules sécrétrices 9

Cellule de pied ___ = Cuticule

Epiderme --“.‘. ‘—‘-

~ Cellule basale énidermiaue
Figure 5 : Schéma d’un trichome pelté de lavande (d’aprés Iriti, Colnaghi et al. 2006)
Parmi les COV, les terpénes sont des composés trés étudieés et 1’origine de leur diversité, leur
formation et méme 1’évolution des enzymes responsables de leur formation sont largement
décrites dans la littérature. Du fait de la forte production de CTV dans des cellules localisées
et externes, donc facilement accessibles, les Lamiacées et notamment la menthe, la sauge ou
encore le thym ont servi de modéle pour 1’étude de la biosynthése de ces terpenes et
notamment des enzymes responsables de leur squelette carboné : les terpénes synthases

(Alonso, Rajaonarivony et al. 1992).

I-5 Biosynthése des terpenes

1-5.1 Origine et diversité des terpénes

A ce jour, entre 30 000 et 40 000 (Kampranis, loannidis et al. 2007) terpenes ont été

identifiés. Les composés de la famille des terpénes ont des structures trés variées, allant d’une
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simple chaine linéaire d’hydrocarbones jusqu'a des agencements complexes de cycles
carbones (Connolly et Hill 1991). Ces terpénes, aux structures pourtant si variées, ont tous en
commun d’étre constitués de multiples sous unités d’isoprene (CsHg) d’ou I’appellation
d’isoprenoides donnée également aux terpénes. La formation du squelette carboné de tous ces
terpénes est catalysée par des enzymes; les terpénes synthases (TPS). Ces enzymes
synthétisent une grande diversité de squelettes carbonés a partir de 1’ionisation de substrats
prenyl-diphosphates catalysée par la présence de cations métalliques divalents comme le Mg?*
ou le Mn®* (Dewick 2002). Ces substrats sont biosynthétisés & partir de précurseurs communs
dont le squelette principal a 5 carbones (Cs) : I’isopentenyl diphosphate (IPP) et son isomeére le
diméthylallyl diphosphate (DMAPP). L'IPP et le DMAPP sont en équilibre grace a la simple

activité d’une isomérase (Figure 6) (Rohmer et Rohmer 1999).

IPP DMAPP
gHs Isomérase %HS
_ . 1!
/A\/\ j\/\
GH, > OPP CHa > OPP

Figure 6 : Schéma de I’TPP et du DMAPP avec la numérotation des carbones

La diversité de ces composes repose sur différents facteurs tels que la longueur de la chaine
carbonnée, le type de condensation des précurseurs et le type de cyclisation auxquels
s’ajoutent des modifications secondaires. Ainsi, les terpénes formés par les TPS sont classés
par rapport au nombre d’unités en Cs qui les constitue. On parle de monoterpenes,
sesquiterpénes et diterpénes pour les molécules respectivement en Cyp, Cy5 et Cyo formées
respectivement a partir des substrats prenyl-diphosphates suivants : géranyl diphosphate
(GPP), farnésyl diphosphate (FPP) et géranylgéranyl diphosphate (GGPP). Ces précurseurs de
terpénes sont synthétisés par des enzymes de la famille des prényltranférases par condensation
de I'IPP avec le DMAPP, le GPP ou le FPP respectivement (Figure 7).
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Figure 7 : Mécanisme de réaction des prényltransférases illustrant la liaison faite par la GPP synthase, la FPP
synthase et la GGPP synthase d’aprés (Burke, Wildung et al. 1999)

La figure 7 montre que le GPP est formé par une réaction d’ionisation du DMAPP (perte du
groupe OPP) suivie d’une réaction de liaison entre le carbone (1°) du DMAPP et le carbone
(4) de I’TPP, on parle aussi de liaison « téte-queue ». Il en est de méme pour le FPP a partir du
GPP et pour le GGPP a partir du FPP. Les molécules formées a partir de ces précurseurs issus
de liaison (1’- 4) sont des terpénes réguliers. Les terpénes irréguliers utilisent les mémes
précurseurs mais sont issus soit de cyclopropanation (c1’-2-3), soit de liaison latérale (1’ — 2),
soit de cyclobutanation (c1’-2-3-2”) (Thulasiram, Erickson et al. 2008). Parmi les terpénes
irréguliers on trouve le squaléne et le phytoéne a 1’origine des stérols et des caroténoides qui
sont tous deux issus de condensations (1-1° — « téte-téte » puis cyclisation 2-3 de deux FPP et
de deux GGPP, respectivement) (Thulasiram, Erickson et al. 2008; Zhao, Inoue et al. 2003 ).
Certaines espéces de lavandes produisent un terpéne irrégulier, lavandulol qui, chez le
chrysantheme, est formé a partir du lavandulyl diphosphate est formé par condensation (1’ - 2)
de deux DMAPP (Rivera, Swedlund et al. 2001).
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Figure 8 : Principales réactions de liaison a I’origine de la diversité des squelettes carbonés des terpénes (modifié
d’apreés Thulasiram, Erickson et al. 2008)

Les TPS catalysent la transformation d’un prenyl diphosphate acyclique (GPP, FPP) en une
multitude de formes acycliques, mono ou polycycliques (Figure 9, Degenhardt, Kdllner et al.
2009). Pour les monoterpenes, les formes les plus communes sont les monoterpénes
acycliques comme le linalol, les monoterpénes cycliques avec un cycle a 6 carbones, comme
le limonene et les monoterpenes bicycliqgues comme les pinenes. Par ailleurs, il existe des
monoterpenes hétérocycliques appelés iridanes ayant un cycle a 5 carbones (Hallahan 2000).
Pour les sesquiterpenes les formes les plus communes sont acyclique, mono-, bi- et tricyclique
(Dudareva, Negre et al. 2006; Fraga 2007).
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Figure 9 : Schémas des principales formes de squelettes carbonés des mono et sesquiterpénes (modifié d’apreés
Dudareva, Negre et al. 2006)

En conclusion, la grande diversité des terpenes s explique par les nombreuses possibilités
de réarrangements des chaines carbonées qui les constituent. Elle s’explique également par les
modifications secondaires (acétylation, méthylation, oxydation, hydroxylation, réduction...)
que ces molécules peuvent subir aprés leur formation sous 1’action d’autres familles
d’enzymes. Ainsi, chez le fraisier, 1’alpha-pinéne est modifié par une cytochrome Pyso
hydroxylase (CytP4s0) en myrténol puis ce dernier est transformé en acétate de myrtényl par
une alcool acétyl transférase (AAT) (Aharoni, Giri et al. 2004). Ces modifications aboutissent
généralement a une augmentation de la volatilité et une variation des propriétés olfactives des

COMpOsés.

1-5.2 Les voies de synthese de I’IPP et leur compartimentation : impact sur la
synthese des terpenes

Pendant plusieurs dizaines d’années, il a ét¢ admis que I'IPP et le DMAPP ¢étaient

synthétisés dans le cytosol a partir du mévalonate via la voie du mévalonate (MVA).
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Cependant, différentes études de surexpression de I’enzyme HMGR impliquée dans la voie du
mévalonate ne conduisaient pas a une augmentation de la synthese des monoterpenes. La
découverte, dans les bactéries, d’une autre voie de synthése de I'IPP indépendante du
mévalonate a permis de comprendre a posteriori ces résultats (Rohmer, Knani et al. 1993). La
présence de cette voie chez les plantes fut confirmée quelques années apres par Arigoni et
Lichtenthaler (Arigoni, Sagner et al. 1997 ; Lichtenthaler 1999). Il existe donc deux voies
différentes dans la nature pour synthétiser I'IPP et le DMAPP. La voie cytosolique du
mévalonate (MVA) a partir de 1’acetyl-CoA, et la voie plastidiale du 2-C-methyl-D-erythritol
4-phosphate (MEP) a partir du 1-deoxyxylulose 5-phosphate (Rohmer 2007). Il a été démontré
que ces deux voies métaboliques ne sont pas totalement disjointes et que des flux d’IPP entre
le plaste et le cytosol existent (Hemmerlin, Hoeffler et al. 2003) et sont notamment régulés par
la lumiére (Rodriguez-Concepcion, Fores et al. 2004). La figure 10 montre également que
quelle que soit I’origine de I'IPP (et du DMAPP), il existe chez les plantes une
compartimentation cellulaire de la biosynthése des terpenes. Les mono, di et tétraterpénes sont

synthétisés dans les plastes alors que les sesqui et triterpénes sont d’origine cytosolique.

25



Introduction

C_YT_M G”OCHONDRQ / G3P + pyruvate PLAST'D\
ubiquinones pyridoxol ‘st
—oxe
acetyl-CoA T thiamine 4~ ¢DXR|—m
ARG o MEP
MVA acetoacetyl-CoA Sms MEP
pathway HMGS x2 v s B
* FPS CDP-ME
HMG-CoA * CMK
m—i HMGR IPP¢-»DMAPP P, (ke
MYA ' yMmcs
MVK+ MiCPP
MVP HDS
PMKy HMBPP
MVPP DS
PMD+

cytokinins <¢— DMAPP W PP <—

—* |PP ;% DMAPP — isoprene

IDI
GGPS 3 GPS
x3
GGPP GPP
" GGPS
"o ploteins e

dolichol €¢—— FPP—— polyprenols

gibberellins 4——GGPP——p chlorophylls

sesquiterpenes phytosterols — brassinosteroids

carxotenmds ‘// \\Alocopheruls
QA phyllogquinones plas!oqulnones/

Figure 10 : Voies de synthéses des isoprénoides dans les plantes (modifié d’aprés Rodriguez-Concepcion, Fores et al.
2004)

ABA, acide abscisique; CDP-ME, 4-diphosphocytidyl-methylerythritol, CDP-MEP, CDP-ME 2-phosphate;
DMAPP, dimethylallyl diphosphate; DXP, deoxyxylulose 5-phosphate; FPP, farnesyl diphosphate; G3P,
glyceraldehyde 3-phosphate; GGPP, geranylgeranyl diphosphate; GPP, geranyl diphosphate; HMBPP,
hydroxymethylbutenyl 4-diphosphate; HMG-CoA, hydroxymethylglutaryl coenzyme A; IPP, isopentenyl
diphosphate; ME-cPP, methylerythritol 2,4-cyclodiphosphate;MEP, methylerythritol 4-phosphate; MVA, acide
mevalonique; MVP, 5-phosphomevalonate; MVPP, 5-diphosphomevalonate. Les enzymes sont indiquées en
gras: AACT, acetoacetyl CoA thiolase (EC 2.3.1.9); CMK, CDP-ME kinase (EC 2.7.1.148); CMS, CDP-ME
synthase (EC 2.7.7.60); DXR, DXP reductoisomerase (EC 1.1.1.267); DXS, DXP synthase (EC 4.1.3.37); IDS,
IPP/DMAPP synthase; HDS, HMBPP synthase (EC 1.17.4.3); IDI, IPP isomerase (EC 5.3.3.2); HMGR, HMG-
CoA reductase (EC 1.1.1.88); HMGS, HMG-CoA synthase (EC 4.1.3.5); MCS, ME-cPP synthase (EC 4.6.1.12);
MVK, MVA kinase (EC 2.7.1.36); PMD, MVPP decarboxylase (EC 4.1.1.33); PMK, MVP kinase (EC 2.7.4.2);.
Les étapes inhibées par la mevinoline (MEV) et la fosmidomycine (FSM) sont indiquées.
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1-5.3 Les terpenes synthases

Classification

De nombreuses mono et sesquiterpénes synthases de plantes ont été isolées et
caractérisées dans les organes reproducteurs et végétatifs d’Angiospermes et de
Gymnospermes (revu dans Degenhardt, Kéllner et al. 2009). Un des points communs entre ces
enzymes est qu’elles sont, en général, capables de synthétiser plusieurs terpenes différents
(Steele, Crock et al. 1998). Par exemple, la limonéne synthase de menthe a pour produit
majoritaire le limonene mais génére aussi des co-produits : le myrcéne, 1’ a- et le B-pinene
(McGarvey et Croteau 1995). On distingue deux classes de terpenes synthases définies selon
leurs structures et leurs mécanismes réactionnels : la classe 1 et la classe 2. A partir des
précurseurs (GPP, FPP, GGPP) les terpénes synthases de classe 1 vont, grace a des cations
métalliques (Mg?*, Mn?*) enlever le groupement pyrophosphate (rupture de la liaison C-OOP)
et produire un carbocation qui, par des réactions secondaires de réarrangement, va pouvoir
générer une grande diversité de terpénes. Le mécanisme réactionnel de classe 2 differe dans le
mécanisme de formation du carbocation. Le carbocation est obtenu par protonation d’une
double liaison (carbone-carbone) ou d’un groupement époxyde (oxygene ponté sur une liaison
carbone-carbone pour former un hétérocycle a 3) (Christianson 2008). Par analyse
phylogénétique des séquences d’acides aminés, 7 sous-familles de TPS ont été definies (TPS-a
a TPS-g) (Bohlmann, Martin et al. 2000; Bohlmann, Meyer-Gauen et al. 1998; Dudareva,
Martin et al. 2003). Les TPS d’une méme sous—famille ont des séquences d’acides aminés
proches. Cependant, on ne peut pas déduire la fonction d’une TPS de la comparaison de sa
séquence avec celles de TPS dont la fonction a été caractérisée (Aubourg, Aubourg et al.
2002; Bohlmann, Meyer-Gauen et al. 1998). En effet, deux TPS d’une méme espéce ont
souvent des séquences plus proches entres elles que deux sequences de méme fonction mais
d’especes différentes. On distingue malgré tout un certain nombre de structures communes
aux TPS.

Structures

En régle générale les monoterpenes synthases ont entre 600 et 650 acides aminés alors
que les sesquiterpenes synthases sont plus courtes avec entre 550 et 580 acides aminés. Cette
différence de taille s’explique par la présence, chez les monoterpénes synthases, d’un peptide

d’adressage au plaste sur la partic N-terminale de la séquence. Ce peptide assure le transfert de
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la protéine du cytosol vers I’intérieur des plastes. Il est composé d’un grand nombre de résidus
sérine (S) et thréonine (T), mais aucune séquence conservée d’acides aminés n’a été trouvée
entre différentes séquences d’adressage (Bohlmann, Steele et al. 1997). Quatre TPS ont fait
I’objet d’analyse cristallographique afin d’établir des corrélations entre la structure et la
fonction de ces enzymes. Ces TPS sont : une sesquiterpene synthase (5-Epi-aristolochene) de
Nicotiana tabacum (Starks, Back et al. 1997), et trois monoterpenes synthases, la bornyl
diphophate de Salvia officinalis (Whittington, Wise et al. 2002), la 1,8-cinéole synthase de
Salvia fructicosa (Kampranis, loannidis et al. 2007) et la limonéne synthase de Mentha
spicata (Hyatt, Youn et al. 2007). Il a ainsi été démontré que, si ces TPS ont des fonctions
différentes elles n’en partagent pas moins des structures communes. Les TPS des sous-
familles TPS-a, b et d sont composées de deux domaines structuraux : un domaine C-terminal
contenant le site catalytique et un domaine N-terminal semblable en structure a certaines
glycosyl hydrolases (Trapp et Croteau 2001b) qui aurait un réle dans le repliement correct de
la protéine et dans la forme du site catalytique de la partie C-terminale (Kollner, Schnee et al.
2004). Le site catalytique de la partie C-terminal est une poche hydrophobe formée de 6
hélices-alpha et organisée de maniére a laisser la partie diphosphate du substrat a I’entrée du
site catalytique ou elle sera en contact avec le cation métallique (Mg**,Mn®* pour les enzymes
d’Angiospermes et K*, Mn?*, Fe?* pour certaines enzymes de Gymnospermes) catalysant la
rupture de la liaison C-OOP (Boeckelmann 2008).

Chez ces enzymes, on trouve différents motifs conservés :

- Il existe un domaine riche en aspartate (D) ; le motif DDxxD localisé a I’entrée du site
catalytique. Ce dernier est caractéristique des TPS. Ce motif, a cette place, est
essentiel a la formation des terpénes car, comme 1’ont montré des expériences de
mutagénese dirigée, il permet la fixation du cation métallique nécessaire a la rupture
de la liaison C-OOP et I’orientation correcte du substrat dans le site catalytique (Cane,
Xue et al. 1996; Lesburg, Zhai et al. 1997; Starks, Back et al. 1997). Il existe un
contre exemple a cette séquence conservée, chez une sesquiterpéne synthase ayant un
motif NDyxD en lieu et place du DDy«D (Prosser, Altug et al. 2004). Cependant, cette

modification n’affecte pas, chez cette enzyme, sa capacité catalytique.

- Un second site de fixation du cation métallique est parfois présent (de maniére moins

conservée) a 1’oppos€ du motif DDyD a I’entrée du site actif. Il s’agit parfois d’un
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second motif DD«D (Steele, Crock et al. 1998) ou bien d’un motif NSE/DTE (i.e.
(N,D)D(L,1,V)x(S,T)xxxE ) (Christianson 2006; Degenhardt, KolIner et al. 2009).

- Par ailleurs, 35 acides amines en amont du motif DDyD on trouve un motif conservé
RxR qui empéche les attaques nucléophiles sur I’intermédiaire carbocationique issu de

I’ionisation du substrat prenyl-diphosphate (Starks, Back et al. 1997).

- A environ 60 acides aminés de I’extrémité N-terminale de la séquence des TPS, on
trouve un motif conservé RR (ou RRygWD). Les acides aminés situés avant ce motif
RR n’ont pas d’impact sur la fonction de I’enzyme. Par contre 1’absence du motif RR
empéche la fixation du GPP mais pas celle du linalyl diphosphate (LPP). Ceci suggére
que ce motif RR participe a I’isomérisation du GPP en un composé cyclisable
probablement via 1’alpha-terpinyl cation (Williams, McGarvey et al. 1998). Ce motif
pourra donc étre absent chez les synthases formant des monoterpenes acycliques a
partir du linalyl cation issu du LPP ou directement a partir du géranyl cation
(Degenhardt, Kollner et al. 2009).

- Certaines TPS possédent au niveau du site catalytique un motif LQLYEASFLL
(Landmann, Fink et al. 2007; McGeady et Croteau 1995; Wise, Savage et al. 1998).

Ce dernier n’est, pour le moment, pas associé¢ a une fonction particuliére

La composition en acides aminés du site actif ayant un réle prépondérant sur la fonction
(Greenhagen et Chappell 2001; Greenhagen, O'Maille et al. 2006; Kollner, Schnee et al.
2004), il a, derniérement, été fait une étude phylogénétique des TPS basée uniquement sur les
acides aminés des sites actifs des mono et sesquiterpenes synthases caractérisées. Cette étude a
démontré qu’a défaut de donner la fonction des TPS, ou de discriminer les TPS a un produit
des TPS a multiples produits, on pouvait tout de méme faire le lien entre la sequence du site
actif et la possibilité de former des terpénes cycliques ou acyclique. La séquence du site actif
renseignerait aussi sur le carbocation préférentiellement formé (Degenhardt, Kéllner et al.
2009). Les auteurs concluent qu’une meilleure connaissance des TPS au sein d’autres genres
ainsi que sur les forces cinétiques et thermodynamiques en jeu, aiderait a résoudre les relations

structure-fonction des TPS.
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Evolution

Les ressemblances entre TPS de Gymnospermes et d’Angiospermes laissent penser a une
origine évolutive commune (Back et Chappell 1995; Colby, Alonso et al. 1993). Les
premiéres preuves vinrent avec les travaux de Bohlmann et al en 1998 et la classification des
TPS en 6 sous-familles. Ensuite, les études de phylogénie moléculaire montrerent que
I’histoire évolutive de la grande famille multigénique des TPS s’est faite a partir d’une
duplication d’un gene du métabolisme primaire qui existait chez une plante avant la séparation
des Angiospermes et des Gymnospermes (- 300 Ma). Ainsi, une copie d’un géne ancestral
d’une TPS, probablement une diterpéne synthase impliquée dans le métabolisme primaire, a
muté et progressivement évolué pour donner les TPS impliquées dans le métabolisme
secondaire. L.’autre copie du geéne ancestral est restée conservée et est probablement a 1’origine
des TPS responsables de la formation des gibbérellines (Trapp et Croteau 2001b). Ce type de
mutations et néofonctionnalisation de genes apres des événements de duplications est fréquent,
mais, seules celles procurant un avantage évolutif sont conservées. C’est ainsi que certains
événements évolutifs vont avoir un impact sur la production de plusieurs molécules en méme
temps. Ainsi, par exemple, une simple modification d’acides aminés dans le site catalytique
d’une TPS formant plusieurs produits peut modifier les produits formés a partir du méme
substrat (Katoh, Hyatt et al. 2004) ou bien en permettant a la TPS d’accepter un nouveau
substrat (e.g du FPP au lieu du GPP Kampranis, loannidis et al. 2007, ou bien du (Z,Z2)-FPP au
lieu du (E,E)-FPP; Sallaud, Rontein et al. 2009). Certaines TPS peuvent naturellement
accepter divers substrats (Landmann, Fink et al. 2007; Schnee, Kollner et al. 2002). Ainsi, la
perte du peptide d’adressage chloroplastique d’une monoterpeéne synthase peut conduire a la
formation d’une sesquiterpéne synthase en plagant cette nouvelle synthase en contact avec le
FPP présent dans le cytoplasme par opposition au GPP présent dans le chloroplaste
(Landmann, Fink et al. 2007). Les études sur 1’évolution des TPS montrent que les TPS de
Gymnospermes et d’Angiospermes ont évolué indépendamment et que 1’acquisition de
fonctions communes entre des TPS de plantes de ces deux groupes reflette une convergence
évolutive (Degenhardt, Kollner et al. 2009; Pichersky et Gang 2000). En parall¢le, d’autres
familles d’enzymes en évoluant ont eut un impact sur la formation de terpénes par les plantes
(Pichersky et Gang 2000). L’évolution de certaines FPP synthases semble avoir conduit a la
formation de TPS capables de former des terpénes irréguliers (Hemmerlin, Rivera et al. 2003;

Rivera, Swedlund et al. 2001). De méme, des modifications dans les enzymes responsables
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des transformations secondaires des terpénes, comme par exemple I’inactivation d’une CytPso
hydroxylase, peut conduire a la perte de certains terpénes (Aharoni, Giri et al. 2004; Schwab
2003).

Certes, I’apparition de nouvelles molécules peut générer un avantage évolutif et peut conduire
au maintien dans le génome des nouveaux genes impliqués dans leur production. Mais,
comme le role des terpénes est parfois li¢ aux quantités de molécules produites, 1’avantage
évolutif peut également venir de modifications dans les mécanismes de régulation de
I’expression des TPS (Theis et Lerdau 2003).

Expression et régulation des terpénes synthases

L’expression des TPS est souvent modifiée pendant le développement de la plante et en
réponse a des stress biotiques et abiotiques. Il a été démontré que la régulation de 1’expression
des TPS étaient principalement transcriptionnelle (Tholl 2006). Chez Mentha piperita la
transcription de monoterpénes synthases et de cytP4so aussi impliquées dans la voie de
biosynthése des terpénes s’effectue de maniére coordonnée durant le développement de la
feuille (McConkey, Gershenzon et al. 2000). Ceci est également vérifié chez Antirrhinum
majus pour les genes impliqués dans la synthese du linalol et du nérolidol dans les pétales
(Nagegowda, Gutensohn et al. 2008) et chez Citrus sinensis pour les génes impliqués dans la
synthese du valencene lors de la maturation des fruits (Sharon-Asa, Shalit et al. 2003). Ceci
suggere que la régulation de la production de terpénes par les plantes est largement effectuée
au niveau transcriptionnel. Paradoxalement, un seul facteur de transcription de la famille
WRKY, agissant sur une sesquiterpene synthase a été mis en évidence chez le coton (Xu,
Wang et al. 2004). Certaines TPS sont régulées au niveau post-transcriptionnel ou post-
traductionnel chez Arabidopsis thaliana (Tholl, Chen et al. 2005) et chez Antirrhinum majus
(Nagegowda, Gutensohn et al. 2008). La production de terpenes semble donc étre régulée a

différents niveaux selon les espéces et les synthases concernées (Besser, Harper et al. 2009).
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Il Le genre Lavandula

-1 Utilisation industrielle

La production d’essences aromatiques par les plantes a un grand intérét économique. En
France, les Plantes a Parfum Aromatiques et Médicinales (PPAM) représentaient en 2006 un
marché de 85 Millions d’euros (ONIPPAM 2006). Parmi celles-ci, la lavande (L. angustifolia)
et le lavandin (L. X intermedia) sont connus et récoltés depuis des siécles pour divers usages
allant de la parfumerie a la médecine. Les vertus et applications des huiles essentielles (HE) de

lavandes sont décrites dans des ouvrages depuis I’antiquité et le moyen age.

L’huile essentielle de lavande est utilisée dans 1’industrie de la lessive et de la
savonnerie, ainsi qu’en parfumerie. La lavande est également employée en herboristerie, en
aromathérapie et est considérée comme une plante médicinale pour I’action de son huile. En
effet, celle-ci est utilisée pour soigner des plaies et brilures superficielles et présente des effets
sédatifs, antibactériens, antifongiques, antidépressifs (Cavanagh et Wilkinson 2002) et anti-
inflammatoire (Sosa, Altinier et al. 2005). Les propriétés médicinales et le parfum des huiles
essentielles de lavandes sont principalement attribués aux composés organiques volatils de la
famille des terpénes. Ce sont les monoterpéenes et les sesquiterpénes qui donnent a la lavande
son parfum caractéristique (Flores, Blanch et al. 2005) et a ces huiles leurs propriétés. La
proportion des principaux terpeénes dans I’HE est un critére d’évaluation de la qualité de I’'HE
(AFNOR 1996) et joue un role dans le choix de telle ou telle variété par I’herboriste ou
I’industriel (Grayer, Kite et al. 1996). Par exemple, le lavandin (L. X intermedia Emeric ex
Loisel), hybride naturel entre L. latifolia et L. angustifolia, a un meilleur rendement de
production d’HE vis-a-vis de son parent L. angustifolia ce qui en fait une espéce de choix pour
I’industrie. Mais, son HE contient une grande quantité de camphre, un monoterpéne, ce qui

joue en sa défaveur auprés des parfumeurs.

En France, ce n’est que depuis les années 1920, a la demande des parfumeurs de
Grasse, qu’a été entreprise la culture des lavandes. Avant cette date, la production d’HE était
liée a I’activité de cueillette de lavandes sauvages faite par les bergers et quelques paysans
dans les baiassiéres (nom local des lavanderaies naturelles) des collines de Provence.
Jusqu’aux années 1970, la France a gardé une place prépondérante parmi les pays producteurs

d’HE de lavandes et lavandins. Cependant, avec I’arrivée de la Bulgarie et de la Russie sur le
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marché des HE, suivie par celle de la Chine, au début des années 1980, la production francaise
voit la liste de ses concurrents directs augmenter considérablement (Upson et Andrews 2004).
Pour faire face a une concurrence internationale de plus en plus forte les producteurs francais
se sont organisés au sein d’une filicre PPAM et ont mis en place un label de qualité :
I’appellation d’origine contrélée (AOC) « Huile essentielle de lavande de Haute-Provence »
qui a été reconnue par un décret du 14 décembre 1981. Cette appellation permet d'identifier
une production de tres haute qualité concernant uniquement I'huile essentielle de lavande de
population. Les plantations doivent étre situées dans un territoire déterminé & une altitude
minimale de 800 m (par dérogation a 600 m pour quelques communes plus septentrionales de
la Dréme). L'aire géographique ne concerne que 284 communes des Alpes-de-Haute-
Provence, des Hautes-Alpes, de la Drome et du Vaucluse. De plus, afin d’obtenir la mention
AOC, l'huile essentielle est soumise a un examen olfactif puis a des analyses physico-
chimiques qui déterminent si sa composition s'inscrit dans les normes de qualité retenues par

le décret.

En 2009, les surfaces cultivées en France étaient de prés de 15 000 ha pour le lavandin et 4000
ha pour la lavande. Les principales régions productrices sont les Alpes de Haute Provence, les
Hautes Alpes, la Drome et le Vaucluse. Elles concentrent 94% de la production (Figure 11).

Les autres départements producteurs sont 1’Ardéche, le Gard, le Lot et les Bouches-du-Rhéne.

Figure 11 : Principales zones de production d’HE de lavande et lavandin en France (source CPPARM)
Le dégradé de bleu indique 1’importance de la production.

Les surfaces de lavandin sont majoritairement plantées avec le cultivar ‘Grosso’

viennent ensuite ‘Abrial’ ‘Super’ et ‘Sumian’ (L'Agriculture drémoise 2007). Sur les 1036
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tonnes vendues en 2009, 838 tonnes (80%) sont issues de ‘Grosso’. Les lavandes fines sont
réparties en deux groupes : les lavandes clonales et les lavandes de population. Au total 40
tonnes d’HE de lavandes fines ont été vendues en 2009, dont 30 tonnes pour les lavandes
clonales (Krausz et Chaisse 2009). Jusqu’a la fin des années 1990, seules deux variétés de
lavandes étaient cultivées par les producteurs francais (Maillette et Matheronne). Plus
récemment, de nouvelles variétés comme 77-13, Diva ou encore C15-50 ont été selectionnées
par les centres techniques et les chambres d’agriculture de la Drome et du Vaucluse (Chaisse

et Fontaine 2009).

Ainsi, la production francaise d’huile essenticlle de lavandes et lavandins représente
respectivement 50% et 80% de la production mondiale et concourt largement au rayonnement
international des régions Rhone-Alpes et Provence-Alpes-Cote-d’Azur. Mais, au-dela des
aspects de volumes d’HE échangés sur les marchés mondiaux, la culture de la lavande
participe fortement a ’image du sud de la France et attire de nombreux touristes. Au total, le
chiffre d'affaire annuel induit directement ou indirectement, tous secteurs confondus
(agriculture, industrie, services) dépasse plusieurs milliards d'euros. Le tourisme est lui aussi a
compter parmi les retombées indirectes de la culture des lavandes. Une enquéte de 1’Office
National Interprofessionnel des Plantes a Parfum, Aromatiques et Médicinales (ONIPPAM)
montre que 75% des sondés choisissent la lavande a égalité avec le soleil comme identifiant de
la Provence. En effet, que seraient les paysages provencaux sans les champs de lavande ?
L’importance économique des PPAM, et, entre autre des lavandes, explique que de nombreux

acteurs se soient engagés pour pérenniser et développer la filiere PPAM en France.

En France, la filiere de production d’HE de PPAM, dont font partie la lavande et le
lavandin, est animée par différents organismes. De la culture de la plante a la
commercialisation des produits, chacun d’eux met ses compétences au service des producteurs
et des industriels de la filiere afin d’en assurer le développement. Le Conservatoire National
des Plantes Médicinales, Aromatiques et Industrielles (CNPMAI) participe a la conservation
des espéces, a des activités pédagogiques et vend des plants et des semences de PPAM. La
sélection de nouvelles variétés, les expérimentations pour valider la qualité des HE produites
sur différents sites et I’appui technique pour les professionnels des PPAM sont assurés par
I’Institut Technique Interprofessionnel des Plantes a Parfum, Aromatiques et Médicinales
(ITEIPMAI). C’est le Conseil d’Orientation Scientifique et Technique (COST) de cet institut

qui anime et coordonne actuellement les diverses activités de recherche et de developpement
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de la filiere. Les innovations techniques tant sur 1’itinéraire cultural que sur la récolte et la
distillation sont en grande partie issues des travaux du Centre Régionalisé Interprofessionnel
d'Expérimentation en Plantes a Parfum, Aromatiques et Médicinales (CRIEPPAM). La veille
réglementaire et économique est faite par ONIPPAM. Depuis le décret no 2009-340, du 27
mars 2009 I’ONIPPAM fait partie de FranceAgriMer. FranceAgriMer est 1’établissement
national des produits de I'agriculture et de la mer, créé le ler avril 2009. Il a en charge la
gestion des filieres des grandes cultures, de 1’élevage, de la péche, de 1’aquaculture, des vins,
des fruits et 1égumes, de I’horticulture, des plantes a parfum, aromatiques et médicinales.
L’ONIPPAM est accompagné dans cette tache par les chambres d’agriculture et le Comité
Interprofessionnel des Huiles Essentielles Francaises (CIHEF). Le comité est chargé de
développer I'utilisation des huiles essentielles francaises sur le marché mondial, d'étudier et de
promouvoir toutes mesures d'ordre scientifique et technique visant a améliorer la compétitivité
et la qualité de la production francaise et de favoriser la promotion et la mise en marché des
huiles essentielles dont I'Interprofession a la charge. Le Comité des Plantes a Parfum,
Aromatiques et Médicinales (CPPARM, anciennement CEPPARM) est un comité économique
qui meéne des actions en faveur des groupements de producteurs pour une meilleure
connaissance des marchés, la coordination d’actions commerciales, la mise en place de
programmes techniques ou d’études économiques. La filiere dispose également d’un appui
financier régional Rhéne-Alpes a travers le Pole d’Expérimentation et de Progrés des Plantes a
Parfums Aromatiques et Médicinales (PEP PPAM) et national a travers le pdle de
compétitivité Plantes Ardmes Senteurs Saveurs (pble PASS) et le pdle Végépolis pour
promouvoir la culture des PPAM. Grace aux travaux de ces organismes, la filiére a pu se
mettre en conformité avec la réglementation REACH (enRegistrement, Evaluation et
Autorisation des substances Chimiques, réglement CE 1907/2006), mettre en place des actions
en faveur du développement durable via les actions du CIHEF, les essais de désherbage
mécanique (sans intervention de produits phytosanitaires) et le travail sur les économies
d’énergies fossiles (récupération de chaleur lors de la distillation...) initiés par le CRIEPPAM.
Un des défis majeurs reste la lutte contre le dépérissement ; cette maladie a phytoplasmes
affecte les lavandes et les lavandins. Dans cette optique, le CRIEPPAM a sélectionné des

variétés tolérantes (Diva, Clara).

La filiere PPAM encourage donc les recherches qui permettent de mieux connaitre et

maitriser la production des COV par les plantes aromatiques et médicinales.
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-2 Taxonomie et biodiversité

Les espéces du genre Lavandula appartiennent a la famille des Lamiaceae. Cette famille
qui regroupe 7200 especes réparties dans 236 genres se caractérise généralement par des
plantes a la tige quadrangulaire, aux feuilles opposées et décussees et au calice persistant
entourant, a maturité, un tétrakene. La famille des Lamiaceae est subdivisée en 7 sous-
familles. Le genre Lavandula appartient a la sous-famille des Nepetoideae du fait du caractere
hexaperturé des grains de pollen. La sous-famille des Nepetoideae est divisée en 3 tribus dont
celle des Ocimeae dans laguelle sont placées les lavandes. Le genre Lavandula a été rattaché a
cette tribu sur la base d’une étude phylogénétiqgue conduite a partir de 1’étude du
polymorphisme de séquences d’ADN chloroplastique (Paton, Springate et al. 2004). Bien que
le rattachement des lavandes a la tribu des Ocimeae soit encore 1’objet de recherches, cette
filiation appuierait 1’hypothése selon laquelle 1’origine de diversification des lavandes serait
localisée en Asie comme les autres genres de cette tribu. L’histoire taxonomique du genre
Lavandula a été particulierement bien décrite dans « The genus Lavandula » (Upson et
Andrews 2004). Briévement, dés la renaissance déja 5 especes de lavande étaient reconnues.
Le nombre d’espéeces décrites n’a cessé d’augmenter au fil des explorations botaniques dans le
Maghreb et 1I’Asie (Tableau 1). Ces études ont conduit & reconnaitre actuellement 39 especes
différentes réparties en trois sous-genres Fabricia, Sabaudia et Lavandula et huit sections
(Tableau 2). Cette structuration taxonomique est appuyée aussi par une analyse
phylogénétique du polymorphisme de séquences ITS (Internal Transcribed Spacer —séquence

interne traduite) (Figure 12).
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Tableau 1 : Historique des principales évolutions de la classification du genre Lavandula (modifié d’aprés Gingins de
la Sarraz 1826; Upson 1997 )

Date Auteurs Observations majeures
Pline 76 avant JC [séparation de L.stoechas et de L.angustifolia (probablement)
John Gerard 1597 sépartion en deux groupes Lavandula et Stoechas

avec chez Lavandula :
lavandula flore caeruleo (L.latifolia)
lavandula flore albo (L.xintermedia forme blanche)
lavandula minor siue spica (L.angustifolia)
avec chez Stoechas :
Stoechas sive spica hortulana (L.stoechas ssp stoechas)
Stoechas multifida (L.multifida)
Stoechas folio serato (L.dentata)
Stoechas summis cauliculis nudis (L.pedunculata)

Joseph Tournefort 1700 L.multifida placée dans le groupe Lavandula
Carl Linné 1753 inclusion des Stoechas dans le genre Lavandula
ajout de L.viridis
Michel Adanson 1763-1764 [classification en trois genres en retirant L.multifida des Stoechas pour le placer dans les Fabricia
1 Fabricia
2 Lavandula
3 Stoechas
Philip Miller 1768 ajout de L.canariensis (mais dans les sous genre Lavandula) car il ne tient pas compte des travaux de Adanson
Johannes D. Lundmark 1780 ajout de L.pinnata et description de variétés pour L.spica (L.latifolia), L.stoechas et L.multifida
Baron Frédéric Charles 1826 ajout d'espéces et d'hybrides, classification en 3 sections:
Jean de Gingins de la Stoechas
Sarraz L.stoechas L.

L.pedunculata Cav.
L.viridis L'Hér.
L.dentata L.
Spica (Lavandula)
L.heterophylla Poir. (L.dentata x L.latifolia)
L.pyrenaica DC. (L.angustifolia ssp pyrenaica)
L.vera DC. emend Gingins (L.angustifolia Miller)
L.spica DC. emend Gingins (L.latifolia)
Pterostoechas (Fabricia de Adanson)
L.pinnata L.f.
L.coronopifolia Poir.
L.abrotanoides Lam. (L.canariensis)
L.multifida L.

George Bentham 1832-1836 |le genre Lavandula est placé dans la tribus des Ocymoideae
ajout d'une nouvelle section : Chaetostachys
ajout d'especes: L.burmanni
L.rotundifolia
D. A. Chaytor 1937 ajout d'une nouvelle section : Subnudae
ajout d'une nouvelle espéce: L.somaliensis
compilation des travaux précédents avec 28 espéces classées en 5 sections
Arnoldo Rozeira 1949 révision et modification de la section Stoechas par la création de deux sous section Dentata et Stoechas
Devetak et Cenci 1963 classification des sections dans un ordre refletant une possible phylogénie
avec deux grandes branches
1 Spica (Lavandula)
Stoechas
2 Pterostoechas
Subnudae
Chaetostachys
El-Gazzar et Watson 1968 méme conclusions que Devetak et Cenci sur la base de caractéres morphologiques
Antony G. Miller 1985 révision des espéces d'Arabie et du nord-est de I'Afrique
ajout d'espéces: L.aritibracteata

L.citriodora
L.dhofarensis
L.galgalloensis
L.hasikensis
suggéere qu' L.atriplicifolia est liées au genre Sabaudia

Maria C. Ledn-Arencibia 1987 étude des especes de iles canaries
Maria Suaruez-Cervera 1985-1989 |création d'une section Dentata

utilisation de techniques modernes (Microscopie éléctronique a balayage, Caryotypes...)
Tim Upson 1997 classification en trois sous-genres et huit section

utilisation de techniques de biologie moléculaire
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Tableau 2 : Taxonomie du genre Lavandula (d’apres Upson et Andrews 2004)

Genre

Sous genre

section

Lavandula

Lavandula

Lavandula

L.angustifolia Mill.

L.lanata Medik.

L.latifolia Boiss.

Dentatae

L.dentata L.

Stoechas

L.pedunculata (Mill) Cav.

L.stoechas L.

L.viridis L'Hér.

Fabricia

Pterostoechas

L.multifida L.

L.canariensis Mill.

L.minutolii Bolle.

L.bramwellii Upson & S.Andrews

L.pinnata L.f.

L.buchii Webb & Berthel.

L.rotundifolia Benth.

L.maroccana Murb.

L.tenuisecta Coss. Ex Ball

L.rejadalii Upson & Jury

L.mairei Humbert

L.coronopifolia Poir.

L.saharica Upson & Jury

L.antinea Maire

L.pubescens Decne.

L.citriodora A.G. Mill.

Subnudae

L.subnuda Benth.

L.macra Baker

L.dhofarensis A.G. Mill.

L.samhanensis Upson & S.Andrews

L.setifera T. Anderson

L.gishnensis Upson & S.Andrews

L.nimmoi Benth.

L.galgalloensis A.G. Mill.

L.aristibracteata A.G. Mill.

L.somaliensis Chaytor

Chaetostachys

L.bipinnata (Roth) Kuntz

L.gibsonii J. Graham

Hasikenses

L.haskinensis A.G. Mill.

L.sublepidota Rech.f.

Sabaudia

Sabaudia

L.atriplicifolia Benth.

L.erythraeae (Chiov.) Cufod
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L. lanata

L. angustifolia

. latifolia
. dentata
. viridis

. stoechas

L. pedunculata
L. canariensis
L. minutolii

L. pinnata

. buchii

. rotundifolia

. multifida

. coronopifolia
. maroccana

. mairei

. pubescens

L. rejdalii

L. aristibracteata

L. dhofarensis

L. subnuda

L. bipinnata

Ocimum gratissimum
Hyptis pectinata
Plectranthus barbatus

Tetradenia fruticosa

Stoechas

]

Pterostoechas

Subnudae

i

Chaetostachys

Qutgroups

Subgenus
Lavandula

Subgenus
Fabricia

Figure 12 : Arbre de classification des espéces du genre Lavandula basé sur les séquences nucléaire ITS (modifié

d’aprés Upson et Andrews 2004)
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1. L. stoechas subsp. sfoechasx250 4. L. multifida>x160 7. L. subnudax250
2. L. angustifoliax250 5. L. mairei var. maireix250 8. L. bipinnata =250
3. L. dentata var. dentatax 160 6. L. pubescens =250 9. L. hasikensisx75

Figure 13: Variations de la morphologie du calice dans certaines especes du genre Lavandula (modifié d’aprés Tim
Upson dans Lis-Balchin 2002)

Botaniquement, le genre Lavandula dans la Flore de Coste (Coste et Flahault 1998) se
différencie des autres genres de la Famille des Lamiaceae par des étamines et un style inclus
totalement dans le tube de la corolle. Dans Flora Europea le caractére morphologique qui
distingue le genre Lavandula est I’appendice obovale qui recouvre la pointe du calice (Tutin,
Heywood et al. 1972). Ce caractére est discriminant si on ne considére que les lavandes
européennes mais il n’est pas pertinent, car absent, chez de nombreuses espéces africaines ou

asiatiques (Figure 13, Lis-Balchin 2002).

La description morphologique des lavandes a été particulierement détaillée par Upson et

Andrews (2004). Parmi les caracteres qui permettent le mieux de distinguer les différentes
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espéces nous retiendrons la morphologie des feuilles, la forme de I’inflorescence, des bractées,
du calice, et de la corolle méme si d’autres caractéres moins facilement visibles entrent aussi
en compte dans la détermination des espéces comme le nombre de chromosomes, la forme des

grains de pollen (Suarez-Cervera et Seoane-Camba 1986) ou encore celle des graines.

La morphologie des feuilles dans le genre Lavandula est tres variable (Figure 14). Alors

que les feuilles du sous-genre Lavandula et Sabaudia sont simples et allongées, celles du sous-

il (|

genre Fabricia sont trés diversement lobées et dentées.
P
1

Figure 14 : Variation de la morphologie des feuilles des espéces du genre Lavandula.
A. L. minutolii B. L. canariensis subsp canariae C. L. rotundifolia D. L. buchii var buchii E. L. buchii var
tolpidifolia F. L. aristibracteata G. L. samhanensis H. L. dhofarensis | L. citriodora J. L. maroccana K. L. marei

L. L. coronopifolia M. L. rejdalii N. L. bipinnata O. L. pinnata P. L. antinea Q. L. viridis R. L. pedunculata S. L.
dentata T. L. latifolia U. L. lanata V. L. angustifolia
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A T’opposé¢ des feuilles, la structure de I’inflorescence constitue un caractére commun a
I’ensemble des lavandes. Les fleurs de lavandes sont organisées en une inflorescence
composée mixte ressemblant a un épi de cymes (mais dont les fleurs ont un pédicelle), appelé
encore thyrse spiciforme. L’inflorescence principale ressemble donc a un épi plus ou moins
lache. L’inflorescence secondaire est une cyme. Celle-ci est bipare et scorpioide dans le sous-
genre Lavandula ou uniflore dans les sous-genres Sabaudia et Fabricia (Figure 15) (Lis-
Balchin 2002; Upson 1997). Dans la majorité des especes du genre, les bractées et les cymes
sont opposées décussées, ce qui donne a 1’épi composé une forme quadrangulaire. Cette forme
de thyrse spiciforme est particulierement bien visible dans la section Pterostoechas du sous-
genre Fabricia. A I’opposé, dans le sous-genre Lavandula les cymes a plusieurs fleurs
donnent un aspect cylindrique a ce thyrse (Figure 16). Dans les autres sections du sous-genre
Fabricia ainsi que dans le sous-genre Sabaudia les bractées et les cymes sont organisées en

spirale le long de 1’axe floral (Figure 16) (Upson et Andrews 2004).

A 1 B

bractéoles

«—fleur

«—— bractée

C D
1
}’/K\,“/-—j\“ (/ l’
K_ < Corollea 5 lobes Bl
\’L\{V“ Corollea 5 lobes i
/ 2 ey
',7.4\ / >v—v‘¢\ 3 ,7;.; . 4 ~—
\f \ VI calice calice ]

bractée ) el
bractéoles bractée — )

Figure 15 : Schémas des inflorescences du genre Lavandula (d’aprés Upson 1997).

A : une cyme a plusieurs fleurs (bipare et scorpioide) avec ’ordre d’apparition des fleurs dans la cyme représenté
par les numéros 1 a 4. B : une cyme & fleur unique. C : dessin d’une cyme a plusieurs fleurs. D : dessin d’une
cyme a fleur unique. Schémas et dessins d’apres (Upson et Andrews 2004)
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Lavandula  Stoechas Dentatae Pterostoechas Subnudae Chaetostachys

Sabaudia

Hasikenses

Figure 16 : Photographies de thyrses représentatives de 8 sections du genre Lavandula
La photo de la section Sabaudia est de Tim Upson (Upson 2009)
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Les bractées constituent aussi un caractére de détermination facile a observer et dont la
forme et la taille est trés variable chez les lavandes. Les bractées sont situées a la base de
chaque cyme, et aussi parfois au sommet de l’inflorescence, comme dans les sections
Dentatae et Stoechas (Figure 16). Ces derniéres sont alors colorées et ont probablement un
role attractif pour les pollinisateurs (Herrera 1997). Les bractées a la base de chaque cyme
peuvent étre ovales, triangulaires ou trapézoidales, la pointe étant plus ou moins effilée. Dans
les sections Dentatae et Stoechas les bractées sont trapézoidales avec une pointe courte alors
qu’elles sont triangulaires dans la section Subnudae avec une pointe trés allongée. La vénation
des bractées permet de reconnaitre les espéces du sous-genre Fabricia qui ont des nervures

paralleles alors que les especes des deux autres sous-genres ont des nervures réticulées (Figure

Pay
@m 3

ap
¢

9 10 11 12
1. L. dentata var. dentatax100 6. L. maroccanax= 250 11. L. somaliensis x160
2. L. viridis = 60 (upper bract) 7. L. coronopifoliax=250 12. L. bipinnata =160
3. L. lafifoliax160 8. L. maireivar. maireix100 13. L. hasikensis x100
4. L. multifida =160 9. L. aristibracteata =160 14. L. atriplicifolia <100
5. L. canariensis= 250 10. L. subnuda =160

Figure 17 : Variations de la morphologie des bractées dans les especes du genre Lavandula (modifié d’aprés Tim
Upson dans Lis-Balchin 2002)
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Le calice des lavandes est tubulaire en raison de la fusion des sépales et s’ouvre a I’extrémité
en deux levres constituées respectivement de 3 lobes dorsaux et deux lobes ventraux. Le sous-
genre Sabaudia fait exception a cette organisation puisque dans ce groupe le calice est régulier
sans zygomorphie bilabiée apparente. Dans le sous-genre Lavandula le lobe median de la lévre
supérieure forme une extension qui recouvre 1’ouverture du calice avant I’épanouissement de
la fleur ainsi qu’aprés la tombée de la corolle. Chez L. angustifolia le calice est le site majeur
de production de terpénes et de nombreuses glandes (trichomes sécréteurs) peuvent étre
observées dans chacun des sillons délimités par deux nervures (Figure 18) (Couderc-Le-
Vaillant, Segur-Fantino et al. 1990). Enfin, la présence de poils tecteurs (trichomes tecteurs)
plus ou moins denses et longs constitue un caractere systématique interspécifique. Chez L.
angustifolia ces trichomes tecteurs portent plusieurs branches (Figure 18). Une étude
approfondie des trichomes montre qu’il existe chez L. angustifolia 5 types de trichomes
tecteurs et 4 types de trichomes sécréteurs (dont 6 sont spéecifiques de certains organes) et que
cette diversité de trichomes pourrait étre utilisée pour aider a 1’identification des espéces,
surtout au niveau infra spécifique et au repérage d’hybrides (Figure 19, Couderc-Le-Vaillant,
Segur-Fantino et al. 1990)

Figure 18 : Calice et trichomes de L. angustifolia (MEB x 100 15 kV)

A gauche : sillons sur un calice de L. angustifolia laissant voir les glandes sécrétrices (trichomes sécréteurs) et les
poils (trichomes tecteurs). A droite : vue détaillée d’un sillon laissant voir les trichomes tecteurs et deux types de
glandes sécrétrices (peltées et capitées). Les barres blanches représentent 100 pm.
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Figure 19 : Les trichomes de L. angustifolia (modifié d’aprés Couderc-Le-Vaillant, Segur-Fantino et al. 1990)
A : Cinq types de trichomes tecteurs 1a sur la corolle (face externe) 1b sur le style, 2 sur la zone d’insertion de I’anthére 3 sur le calice 4 sur

la corolle face interne 5 sur la zone de déhiscence de 1’anthére B : 1 glande peltée sur calice (a dessus b coupe transversale) 2 capité court sur
feuille 3 capité long sur corolle face interne 4 sécréteurs bosselés sur la corolle a différents stades de la sécrétion
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1. L. dentata var dentata=160 6. L cananansiz =100 11. L anstibmciaats <100

2, L. winidig s 60 7. L pubsscans:=i 00 12, L subnudasi &0
3. L. labifoiia w160 8. L temnisacia =100 13, L bipinnatas=100
4. L. lamatax100 9. L comnopifoiia=a ol 1d. L atiplicfolia:>ioo
5. L. muitifici =100 10. L maroccana=i00

Figure 20 : Variations de la morphologie des fleurs des espéces du genre Lavandula (D’aprés Upson dans Lis-Balchin
2002)
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L.stoechas L.pedunculata

Figure 21 : Détails de la corolle de L. stoechas et L. pedunculata

La corolle des lavandes est constituée de 5 pétales soudés formant a la base un tube et a
I’extrémité une structure bilabiée. Le sous-genre Sabaudia fait exception a cette regle. Les
fleurs sont alors constituées de 5 pétales soudés en étoile. Dans les autres sous-genres, la levre
supérieure est formée de 2 pétales soudes et la leévre inférieure de 3 petales formant des lobes
égaux. L’épiderme de la corolle est constitué de cellules coniques et de glandes sécrétrices,
celles-ci étant présentes uniquement sur la face inférieure. La partie du tube de la corolle qui
est a I’extérieur du calice est plus ou moins longue et permet de distinguer la section Stoechas
ou le tube est presque totalement inséré dans le calice, les sections Lavandula et Dentatae ou
la longueur du tube visible est égale a celle de la corolle et enfin toutes les sections de sous-
genre Fabricia ou la partie visible du tube est supérieure a deux fois la longueur du calice
(Figure 20). La forme de la corolle permet également de distinguer L. stoechas de L.
pedunculata. L. stoechas posséde des pétales de taille égale alors que ceux de L. pedunculata
sont de tailles différentes (Figure 21). La plupart des lavandes ont une corolle de couleur qui
va du bleu au violet avec parfois des fleurs roses (Figure 20, Figure 21). Certaines lavandes
aux fleurs blanches pourraient étre la conséquence de mutations. Enfin les fleurs des espéces

du sous-genre Sabaudia sont jaunes-marrons (Figure 16).

Ainsi, il apparait a la description de ces quelques caractéres que le polymorphisme
morphologique est important dans le genre Lavandula. Afin de permettre une meilleure
reconnaissance des sous-genres une clé simple de détermination est proposée au travers des
figures des pages 41, 43, 47 et 48. Ces variations anatomiques interspécifiques sont
probablement le reflet d’une aire de répartition trés importante avec des adaptations différentes

a des milieux et des pollinisateurs variés.
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Lavandula
et Stoechas

NS
2
. W‘ b; ‘Hasikenses

Sabaudia

N F

Figure 22: Schématisation de I’aire de répartition des sections du genre Lavandula
Les pays sont de la couleur de la section majoritairement présente. Pour certaines sections dont la répartition est plus restreinte

principales zones de présence. : Section Pterostoechas, Violet : Sections Lavandula et Stoechas, Vert foncé : Section Chaetostachys, Bleu : Section Subnudae.

Vert : Section Dentatae, Rouge : Section Sabaudia et Orange : Section Hasikenses.

Subnudae Chaetostachys

, une zone de couleur indique les
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-3 Aire de répartition

Les espéces du genre Lavandula sont pour I’essenticl présentes dans les régions
méditerranéennes avec, au nord de la Méditerranée, des especes du Portugal jusqu’au Proche
Orient et, au sud, des représentants du genre a travers les pays d’Afrique du nord jusqu’aux
pays du Moyen Orient (des abords de la mer rouge a I’ouest de I’Iran, Figure 22). On trouve
également des espéeces de lavandes a 1’ouest des cotes africaines sur les iles de la Macaroneésie
(i.e. Tles du Cap Vert, des Canaries, de Madére, des Acores et Selvagem, Figure 23) exclusion
faite des deux derniéres sur lesquelles il ne semble pas y avoir de lavandes, ainsi qu’au nord-
est de I’Afrique tropicale (Somalie, Ethiopie, Erythrée et Soudan). Enfin, il existe deux

especes de lavandes en Inde qui créent une disjonction du genre a I’est (Tableau 3, Figure 22).
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Figure 23 : Carte des iles de la Macaronésie et de la répartition des especes de lavande (modifié d’aprés Allan,
Francisco-Ortega et al. 2004)
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Tableau 3 : Liste des origines géographiques des especes du genre Lavandula.
* espéces non étudiées lors de ces recherches.

Origines géographiques

[

L. angustifolia ssp angustifolia

Espagne, France, Italie

L. angustifolia ssp pyrenaica

Espagne,France

2|L.antinea Algerie, Niger, tchad, Soudan
3|L.aristibracteata Somalie

4|L.atriplicifolia Yemen, Arabie Saoudite
5|L.bipinnata Inde

6|L.bramwellii* lles Canaries

7|L.buchii lles Canaries

8|L.canariensis lles Canaries

9|L.citriodora Arabie Saoudite, Yemen

10

L.coronopifolia

Maroc, Mauritanie, Algerie,Niger, Tchad, Ethiopie, Yemen, Soudan, Egypte, Arabie Saoudite,Iran, Cap Vert

11|L.dentata Maroc, Espagne, Algerie, Ethiopie, Yemen, Arabie Saoudite, Erythrée, Jordanie
12|L.dhofararensis Oman
13|L.erythraeae* Erythrée
14|L.galgalloensis* Somalie
15|L.gibsonii* Inde
16|L.haskinensis Oman
17|L.lanata Espagne
18|L.latifolia Espagne, France, Italie
19|L.macra Yemen, Oman, Somalie
20|L.mairei Maroc
21|L.maroccana Maroc
22|L.minutolii lles Canaries
23|L.multifida Portugal, Espagne, Maroc, Algérie, Tunisie, Libye, Egypte, Soudan, Italie
24|L.nimmoi lle Socotra (Yemen)
25|L.pedunculata Maroc, Espagne, Turquie, Portugal
26(L.pinnata lles Canaries, Madeére
27|L.pubescens Egypte, Jordanie, Israel, Erythrée, Yemen, Arabie Saoudite
28|L.qgishnensis* Yemen
29|L.rejadalii Maroc
30(L.rotundifolia Cap Vert
31|L.saharica* Algerie
32|L.samhanensis Oman
33|L.setifera* Yemen, Somalie
34|L.somaliensis* Somalie
35 L.stoechas ssp luisieri Espagne, Portugal
L.stoechas ssp stoechas Maroc, Espagne, Algerie, Tunisie, Liban, Israel, Gréce, Sardaigne, Turquie, France, Portugal
36|L.sublepidota* Iran
37|L.subnuda Emirats Arabes unis, Oman
38|L.tenuisecta Maroc
39(L.viridis Portugal, Espagne

Cette aire de répartition

ainsi que la position basale du genre Lavandula dans la tribu des

Ocimeae laisse penser que les lavandes dérivent d’un ancétre asiatique (Paton, Springate et al.

2004). On retrouve d’ailleurs des espéces de 5 des 8 sections du genre Lavandula dans la zone

sud-ouest de 1’Asie (Figure 22) parmi celles-1a, les sections Subnudae et Sabaudia sont a la

base de 1’arbre de phylogénie moléculaire obtenu avec des séquences d’ADN nucléaire (i.e.

ITS, Figure 12). Ces mémes données moléculaires placent également la section Chaetostachys

a la base du genre. Tout ceci permet de soutenir I’hypothése d’un centre d’endémisme situé au

sud de la mer Téthys au niveau des zones actuelles du nord-est de la Corne de 1’ Afrique, du

sud de I’Arabie et de I’ile de Socotra (Yémen) (Upson et Andrews 2004). Ces zones étaient
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liées au continent indien (Figure 24) jusqu’a la fin du jurassique (-160 Ma) (Birse, Bott et al.
1997). Ces observations pourraient, a premiere vue, laisser penser a une origine trés ancienne

du genre, trop ancienne, car les Angiospermes n’existaient pas encore.

“4\ \ Moditiea after Audiey-Charles 1988
h \ N~
-

Indian
Continent

Figure 24 : Reconstruction de la zone d’origine probable du genre Lavandula a la fin du Jurassique (modifié d’aprés
Birse, Bott et al. 1997)

(N) Bassin Nord de la Somalie et S.P : plateforme de Socotra

De surcroit, les premiers fossiles de pollens hexacolpés, probablement un Ocimum, ont été
trouvés au Rajasthan et sont datés du début de I’Eocene (-56 Ma) (Kar 1996 dans Harley,
Atkins et al. 2004). D’apres la chronologie de Paton et al 2004 le genre Lavandula se serait
diversifié aprés le genre Ocimum, ceci interdit une origine aussi ancienne que le Jurassique et
alimente plutot ’hypothése d’une diversification plus récente, probablement lors du Miocéne
(- 23 Ma) (Harley, Atkins et al. 2004). Le climat était alors chaud et humide sur 1’ensemble de
I’aire de répartition actuelle du genre, avant une aridification de certaines zones dont le Sahara
et 1’Arabie (Costeur et Legendre 2008). La paléogéographie montre clairement les liens
possibles entre I’ensemble des zones de 1’aire de répartition actuelle du genre (Meulenkamp et
Sissingh 2003). Davis et Hedge (1971) remarquent que le genre Lavandula est un exemple de
lien floristique entre le sud-ouest de 1’Asie et le nord-ouest de 1’ Afrique au méme titre que les
genres Helianthemum, Cuminum et Salvia. Actuellement, le plus grand nombre d’espéces de

lavandes (44%) est dans la zone ouest de I’aire de répartition et représente certainement une
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diversification plus récente. Le Maroc et les Tles de la Macaronésie ne comptent pas moins de
11 des 16 especes de Pterostoechas (Figure 25), faisant de cette zone un centre de
diversification majeur (Upson et Jury 2002). Par ailleurs, la phylogénie moléculaire du genre
Lavandula (Figure 12) montre une faible résolution des valeurs de bootstrap due a un faible
nombre de caractéres informatifs entre les espéces de cette section ce qui suggere une
diversification récente (apres la derniere ere glaciaire). Cette hypothése est basée sur les
conclusions de travaux analogues sur les Reseda qui ont une aire de répartition similaire
(Martin-Bravo, Meimberg et al. 2007).
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Figure 25: Carte détaillée de la répartition des espéces de lavandes sur les iles Canaries et au Maroc (modifié d’apreés
Allan, Francisco-Ortega et al. 2004)

La section Pterostoechas fait clairement le lien entre 1’est et I’ouest de 1’aire de répartition
(Figure 22). Cette section est présente dans la majeure partie des pays de la zone
phytogéographique Saharo-Sindian (Figure 26), pour des cartes détaillées voir (Emberger,
Gaussen et al. 1963). Le lien entre phytogéographie et les sections est egalement visible pour
les sections Lavandula, Stoechas qui sont inféodees a la zone Méditerranéenne et pour les
especes de Sabaudia, Subnudae et Chaetostachys qui sont, elles, présentes dans les régions de
la zone Sudao-Deccanian (Figure 26).
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Figure 26 : Grandes régions phytogéographiques (modifié d’aprés Al-Nafie 2008)

Les deux seules exceptions a cette corrélation entre phytogéographie et aire de répartition sont
L. dentata et L. multifida (Figure 22). Les deux doivent leur répartition aux changements
climatiques survenus au cours de I’histoire. En effet, la disposition actuelle de L. dentata
démontre qu’elle devait étre présente sur toute la largeur de 1’ Afrique du nord et jusqu’au sud
de la péninsule arabique. Suite au réchauffement et a la désertification du Sahara au cours de
I’Holoceéne (Davis et Hedge 1971), cette espéce a du trouver refuge dans les zones de
montagne avec, a I’Est: les chaines de montagne d’Ethiopie et de 1’ouest de la péninsule
arabique ou bien a 1’Ouest : le Haut Atlas. Les zones de montagne étant alors des refuges au
climat plus stable, ceci expliquerait que ces régions soient devenues des zones d’endémisme
(Verlaque, Médail et al. 1997) de L. dentata. Pour L. multifida, I’explication de I’existence
d’une disjonction en Egypte est également a rapprocher de la dessiccation du Sahara qui a

suivi la derniére ére glaciaire (10 000 ans avant notre ére). Au nord de la mer méditerranée,
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ces changements climatiques ont également eut un impact sur les espéces du sous-genre
Lavandula avec par exemple L. angustifolia qui est désormais présente au nord-est de
I’Espagne, dans les montagnes des Pyrénées, dans la région des Causses, les Alpes et le sud de
I’Ttalie, mais qui devait étre présente sur toute cette zone lors des periodes plus clémentes de la
derniere ere glaciaire avant de voir ses zones d’extension réduites par la remontée des
températures. La encore, les zones de montagne ont servi de refuge. La plupart des exemples
présentés sont en lien avec les changements climatiques et/ou la tectonique des plaques, mais
ceci n’explique pas la présence de lavandes sur les fles volcaniques de 1’océan atlantique qui
n’ont jamais été en relation avec le continent. Les lavandes ont donc colonise ces fles via une
dispersion a longue distance probablement par des pinsons ou d’autres especes d’oiseaux
granivores (Upson et Andrews 2004). Ceci est tout a fait envisageable, I’ile de Fuerteventura
n’étant éloignée du continent africain que de 100 km (Nicolas, Fernandez-Palacios et al.
1989). Pour les iles du Cap Vert et de Madeére les distances sont plus importantes, 540 et 640
km respectivement (Nicolas, Fernandez-Palacios et al. 1989). De nombreuses especes de
plantes ont cependant colonisé ces files, le transport des graines ayant pu étre facilité par les
Alizés ou les forts courants marins (Juan, Emerson et al. 2000). Pour les lavandes, les résultats
de biologie moléculaire de Tim Upson (Upson 1997) suggérent que chaque groupe d’ile a été
colonisé en une fois, avec un évenement pour la colonisation des iles Canaries suivi par celle
de Madere. La colonisation de Madeére étant probablement faite via Fuerteventura au regard de
la présence de L. pinnata sur ces deux iles. Cependant, chez une autre Lamiaceae
(Micromeria) la colonisation de Madeére est supposée avoir eté faite via I’ile de Tenerife plus
proche (Meimberg, Abele et al. 2006). La colonisation des Tles du Cap Vert est, elle,
probablement issue d’un autre événement. La présence de L. coronopifolia sur le continent et
sur les iles du Cap Vert, les correspondances morphologiques (i.e. pédoncule ramifié, forme
du lobe du calice) et les hybridations fréquentes entre les deux especes suggerent que ces
especes sont liées méme si elles vivent dans des zones climatiques différentes (Upson 1997).
L’histoire évolutive des espéces Végétales de Macaronésie est loin d’étre simple et le champ
des possibles est vaste (Allan, Francisco-Ortega et al. 2004; Freitas et Brehm 2001; Juan,
Emerson et al. 2000; Meimberg, Abele et al. 2006). Les données actuelles de phylogénie ne
permettent pas de conclure veéritablement sur les routes suivies par les lavandes pour coloniser

ces iles ni sur les details de la radiation, mais elles offrent déja de bonnes indications. Cet
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apercu de la biogéographie du genre Lavandula demanderait a étre complété par des études au

niveau populationnel couvrant I’ensemble de 1’aire de répartition.

En conclusion, les espéces du genre Lavandula sont différenciables sans ambiguité et leurs
relations phylogénétiques sont bien établies. Elles sont réparties sur des biotopes variés et
produisent des COV et certaines dans de si grandes quantités qu’elles ont été¢ mises en culture
par I’homme. Cette phylogénie robuste si elle est associée a des données sur les COV produits
par un nombre suffisamment grand d’espéces du genre (Levin, McDade et al. 2003), fait du
genre Lavandula un candidat idéal pour la réalisation d’études sur 1’origine évolutive de la
diversité de ces COV au sein d’un genre. L’étude de la diversité des CTV du genre Lavandula
constituerait le premier travail sur la diversité des composés terpéniques a I’intérieur d’un
genre. La superposition des CTV produits par des espéces proches sur un arbre phylogénétique
robuste associée aux connaissances sur les voies de synthéses de ces CTV et sur les génes des
terpénes synthases associées a leur production permettraient, dans le futur, d’appréhender les
relations évolutives entre ces différents CTV ainsi que les relations évolutives entre les TPS

responsables de leur production.

-4 Diversité des COV dans le genre Lavandula

11-4.1  Variation interspécifique de la composition en COV

Parmi les 39 espéces du genre Lavandula, 12 espéces seulement ont fait I’objet d’analyses
de volatils (Tableau 4). Les sept espéces du sous-genre Lavandula ont été particulierement
étudiées et ce, certainement du fait de 1’utilisation commerciale de leurs huiles. A 1’opposé, les
especes du sous-genre Fabricia et Sabaudia ont été jusqu’alors peu, ou pas étudiées. Ainsi,
seules les compositions des HE de L. multifida, L. canariensis, L. pinnata, L. maroccana et L.
bipinnata ont été rapportées dans la littérature (Tableau 4). Les données ethnobotaniques nous
apprennent par contre que certaines de ces espéces dont la composition en COV est inconnues
sont utilisés depuis des siecles comme remedes (El-Hilaly, Hmammouchi et al. 2003; Upson
et Andrews 2004). Il ressort de ces études que la majorité des COV formés par les différentes
especes du genre Lavandula sont des terpénes. Ainsi plus de 200 monoterpénes et
sesquiterpenes différents ont pu étre caractérisés dans I’ensemble des espéces analysées. Par
ailleurs, certaines espéces telles que L. stoechas synthétisent plus de 100 terpenes différents
alors que d’autres espéces telle que L. canariensis expriment une diversité terpénique

beaucoup plus faible (Tableau 4).
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Ainsi, une solide étude de la diversité des CTV dans le genre Lavandula nécessite une

analyse des CTV produits par un grand nombre d’espéces de ce genre.
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Tableau 4 : Les huiles essentielles des espéces du genre Lavandula dans la littérature

Références bibliographiques

Sous-genre Section Espéce
(An, Haig et al. 2001; Fakhari, Salehi et al. 2005;
o ) Garcia-Vallejo 1992; Kim et Lee 2002; Shellie,
L. angustifolia Mill. Marriott et al. 2000; Shellie, Mondello et al.
2002; Tsuro, Inoue et al. 2001)
Lavandula . (Garcia-Vallejo 1992; Wiesenfeld 1997; Yassaa
L .lanata Medik. et Williams 2005)
(Boelens 1986; De Pascual-Teresa et Machin
L. latifolia Boiss 1983; Gamez, Zarzuelo et al. 1988, Munoz-
: ’ Bertomeu, Arrillaga et al. 2007; Salido, Altarejos
et al. 2004)
(Bousmaha, Boti et al. 2006; Dob, Dahmane et
al. 2005; Gamez, Jimenez et al. 1990; Gamez,
I e dentata L. Zarzuelo et al. 1988; Sudrid, Pifiol et al. 1999;
Wiesenfeld 1997)
L. pedunculata (Mill) Cav. (Bellakhdar 1997; Garcia-Vallejo 1992)
(Angioni, Barra et al. 2006; Baldovini, Muselli et
al. 1998, Dob, Dahmane et al. 2006, Gamez,
Jimenez et al. 1987; Garcia-Vallejo 1992; Garcia-
Vallejo, Garcia-Vallejo et al. 1994; Kokkalou
Stoechas L. stoechas L. 1988; Lavoine-Hanneguelle et Casabianca 2004;
Ristorcelli, Tomi et al. 1998; Skoula, Abidi et al.
1996; Topcu, Ayral et al. 2001; Ulubelen, Goren
et al. 1988; Valentini, Arnold et al. 1993;
Wiesenfeld 1997, Zrira et Benjilali 2003)
e iy (Garcia-Vallejo 1992; Nogueira et Romano 2002;
L. viridis L'Hér. Wiesenfeld 1997)
(Bellakhdar 1997; Gamez, Jimenez et al. 1987;
L. multifida L Garcia-Vallejo 1992; Politi, De Tommasi et al.
: ' 2002; Sosa, Altinier et al. 2005, Wiesenfeld
1997)
L. canariensis Mill. (Pala-Paul, Brophy et al. 2004)
L. minutolii Bolle. Non déterminée
L. bramwellii Upson & S.Andrews | Non déterminée
. (Figueiredo, Barroso et al. 1995, Wiesenfeld
L. pinnata L.f. 1997)
L. buchii Webb & Berthel. Non déterminée
ifoli Non déterminée
Fabricia Pterostoechas L. rotundifolia Benth.
L. maroccana Murb. (Bellakhdar 1997)
L. tenuisecta Coss. Ex Ball Non déterminée
L. rejadalii Upson & Jury Non déterminée
L. mairei Humbert Non déterminée
L. coronopifolia Poir. Non déterminée
L. saharica Upson & Jury Non déterminée
L. antinea Maire Non déterminée
L. pubescens Decne. Non déterminée
L. citriodora A.G. Mill. Non déterminée
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Sous-genre | Section Espéce Bibliographie
Hanamanth
L. bipinnata (Roth) Kuntz 5@7«2 Iazvet/i Z? 3770’
Chaetostachys -
L. gibsonii J. Graham Non déterminée
L. haskinensis A.G. Mill. Non déterminée
Hasikenses
L. sublepidota Rech.f. Non déterminée
L. subnuda Benth. L
Non déterminée
L. macra Baker Non déterminée
N L. dhofarensis A.G. Mill. Non déterminée
Fabricia
L. samhanensis Upson & S.Andrews Non déterminée
Subnudae L. setifera T. Anderson Non déterminée
L. gishnensis Upson & S.Andrews Non déterminée
L. nimmoi Benth. Non déterminée
L. galgalloensis A.G. Mill. Non déterminée
L. aristibracteata A.G. Mill. Non déterminée
L. somaliensis Chaytor Non déterminée
L. atriplicifolia Benth. Non déterminée
Sabaudia Sabaudia
L. erythraeae (Chiov.) Cufod Non déterminée
11-4.2  Variations intraspecifique de la composition en COV

Les etudes de la diversité des terpenes formés par les especes du genre Lavandula
montrent qu’il existe au sein d’une méme espece des populations exprimant des chémotypes
différents. Ainsi, des variations intraspécifiqgues de la composition terpénique ont été
rapportées chez les espéces de lavandes d’Espagne (Tableau 5) (Garcia-Vallejo 1992), sur L.
stoechas ssp. stoechas de Crete (Skoula, Abidi et al. 1996), sur L. dentata d’Algérie
(Bousmaha, Boti et al. 2006) ou bien encore sur L. multifida du Maroc (Bellakhdar, Berrada et
al. 1985). Ces variations correspondent souvent a la synthese de composés différents ou a des

proportions différentes de certains composés. Ces variations sont généralement soit d’ordre
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individuelle (variations spatiales et temporelles en page 17) soit d’ordre populationnel. Par
exemple, chez L. stoechas ssp. stoechas de Créte on trouve des populations avec comme
premier constituant de I’HE le fenchone et en second le camphre (chémotype
fenchone/camphre) et d’autres populations avec en premier le 1,8-cinéole et en second le
fenchone (chémotype 1,8-cinéole/fenchone) (Skoula, Abidi et al. 1996). Ce dernier chémotype
est tres particulier car on ne le retrouve dans aucune des autres études faites sur L. stoechas
ssp. stoechas que ce soit en Espagne (Garcia-Vallejo 1992), en Gréce (Kokkalou 1988), a
Chypre ou bien méme au Maroc (Valentini, Arnold et al. 1993). Les chémotypes des especes
du genre Lavandula présentes en Espagne ont été étudiés finement dans les travaux de these
de Maria Garcia-Vallejo (Garcia-Vallejo 1992). La chimie de ces plantes permet de
discriminer les especes et méme les sous-especes, 1’exemple le plus marquant étant celui de L.
stoechas ssp. luisieri qui a comme constituants majeurs de son HE trois monoterpénes
irreguliers uniques dans le régne végétal : le cis et le trans-alpha-nécrodol et le trans-alpha-
nécrodol acétate (Baldovini, Lavoine-Hanneguelle et al. 2005; Garcia-Vallejo, Garcia-Vallejo
et al. 1994; Lavoine-Hanneguelle et Casabianca 2004; Sanz, Soria et al. 2004). Ces composés
n’ayant jusqu’alors €té détectés que chez certains insectes (Millar, Midland et al. 2005). Sur la
base des chémotypes rencontrés Maria Garcia-Vallejo parvient méme a faire une classification
chémotaxonomique des espéces et de certaines sous-espéces du sous-genre Lavandula
(Tableau 5). Des chémotaxonomies basées sur les terpénes existent chez d’autres Lamiacées :
Thymus (Granger et Passet 1973), Ocimum (Grayer, Kite et al. 1996).

Tableau 5: Résumé de la classification chémotaxonomique des especes espagnoles de Lavandula (modifié¢ d’aprés
Garcia-Vallejo 1992)

Sous genre [Section Espéce Sous espéce |Variété Composants majeurs
L.angustifolia |angustifolia linalyl acetate>linalool
L.angustifolia renaica linalool>borneol>camphre
Lavandula gustif By p

L.lanata camphre>lavandulol>linalool
L.latifolia 1.8 cineol>camphre>linalool

(s] .

% L.pedunculata |pedunculata fenchone>1.8 cineol>camphre

S L.pedunculata |sampaioana camphre>fenchone

S L.pedunculata lusitanica  |fenchone>camphre>1.8 cineol

= Stoechas -
L.stoechas fenchone>camphre>1.8 cineol
L.stoechas luisieri trans-a-necrodol, trans-a-necrodyl acetate>1.8 cineol
L.viridis 1.8 cineol>camphre>alpha-pinene

Dentatae L.dentata 1.8 cineol>b-pinene>trans-pinocarveol

8

e] . .

S Pterostoechas |L.multifida carvacrol>b-bisabolol

S

w
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Chez L. latifolia, des chémotypes différents ont été observés entre des populations vivant dans
des zones bioclimatiques différentes (Munoz-Bertomeu, Arrillaga et al. 2007). Des conditions
environnementales particuliéres pourraient donc induire une pression de selection
différentielle sur la production de certains terpénes dans des populations de zones
bioclimatiques différentes. Une étude sur des populations d’Origanum microphylum (Gotsiou,
Naxakis et al. 2002) montre que des variations chemotypiques observées dans la nature sont
conservées lorsque les individus issus des différentes populations sont transplantés et cultivés
sur un méme site. Il semble donc que les variations chemotypiques sont soutenues par une
base génétique. Chez le basilic, lijima et ses collaborateurs ont démontré que de petites
variations dans la séquence de génes responsables de la synthése des principaux terpénes
peuvent étre responsables du changement de chémotypes (lijima, Davidovich-Rikanati et al.
2004; lijima, Gang et al. 2004). Ainsi une mutation d’un seul nucléotide dans la linalol
synthase d’un des cultivars est responsable de la formation d’une protéine non-fonctionnelle et
donc de I’absence de linalol dans ce cultivar. Cependant, les mécanismes moléculaires
responsables de la variabilité chemotypique chez les especes aromatiques ne saurait étre
limités a des mutations ponctuelles sur quelques génes. Chez les lavandes, aucune étude ne
met en parallele des variations génétiques avec des variations chémotypiques. Ainsi, bien que
des études sur la variabilité génétique de populations de L. stoechas, de L. multifida (étude de
7 iso-enzymes Chograni, Messaoud et al. 2008), de L. angustifolia (étude de caracteres
morphologiques Segur-Fantino, Bahuaud et al. 1988) ou de L. latifolia (par AFLP Herrera et

Bazaga 2007) existent, elles n’ont pas été couplées avec des données sur les HE.

11-4.3  Les génes de lavandes impliqués dans la synthése des COV

Seulement 4 TPS ont été étudiées chez les lavandes, 3 pour L. angustifolia, une
limonéne synthase (LaLIMs), une linalol synthase (LaLINs) et une bergamoténe synthase
(LaBERs) (accessions genebank ABB73044, ABB73045 et ABB73046 respectivement
Landmann, Fink et al. 2007) et une linalol synthase (LIS) chez L. latifolia (accession
genebank ABD77417.1 non publiée). Ce sont des TPS de la sous-famille TPS-b. LaLIMs et
LaBERs sont capables de synthétiser plusieurs terpenes alors que LaLINs ne fait que du
linalol. LaLINs et LaLLIMs n’acceptent que le GPP comme substrat alors que LaBERS accepte
le GPP et le FPP. On retrouve entre LaLIMs et LaBERs un lien évolutif possible par la simple

perte de I’adressage cellulaire de la partie N-terminale (Landmann, Fink et al. 2007). Ces trois
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synthases n’expliquent qu’une petite partiec de la diversité des terpeénes formés par L.

angustifolia et, par extension, dans les especes du genre.

Globalement peu de données moléculaires existent pour les lavandes. Fin 2009, 17 séquences
protéiques et 27 séquences nucléotidiques étaient disponibles sur GenBank. On retrouve les 4
TPS et leurs sequences nucléotidiques, 2 alcool acyltransférases potentielles et des fragments
de génes (rpsl6, rbcL, ITS, TrnL-TrnF) issus de travaux de phylogénie sur les Lamiaceae
(Kaufmann et Wink 1994; Paton, Springate et al. 2004) (Trusty, Olmstead et al. 2004). Malgré
ce manque de données moléculaires, un groupe espagnol travaille depuis de nombreuses
années sur la production de terpenes par L. Latifolia en utilisant des genes connus chez
Arabidopsis ou Mentha (Munoz-Bertomeu, Arrillaga et al. 2006; Munoz-Bertomeu, Arrillaga
et al. 2007; Mufoz-Bertomeu, Ros et al. 2008; Mufioz-Bertomeu, Sales et al. 2007). Ces
travaux ont démontré que la surexpression de 1’enzyme DXS de la voie du MEP ou de
I’enzyme HMGR de la voie du MVA conduisait a I’augmentation de la production de terpenes
volatils par L. latifolia. Par la surexpression de la limonéne synthase de menthe ce groupe a
démontré que la production de cette TPS chez L. latifolia était, comme chez d’autres plantes
comme la menthe, régulée au cours du développement de la feuille (régulations
transcriptionnelles et post-transcriptionnelles) (Mufioz-Bertomeu, Ros et al. 2008). Ces études
permettent de considérer les lavandes comme un modele pour 1’étude de la régulation de la
production de terpenes par les plantes. Fin 2009, un groupe canadien a publié une banque de
14 213 séquences obtenues sur des feuilles et des fleurs de L. angustifolia (Lane,
Boecklemann et al.). Cette banque contient, entre autre, des genes orthologues des genes
impliqués dans les voies du MEP et du MVA, ainsi que 25 séquences de genes de terpénes
synthases potentielles (Lane, Boecklemann et al.). Cependant, cette banque n’est pas
accessible via GenBank. La banque de séquence qu’ils ont obtenue sera, dés qu’elle sera
publiée sur les bases de données, un outil précieux pour la caractérisation de terpénes
synthases chez la lavande. Une autre approche pour étudier les TPS est de caractériser la
diversité terpenique dans le genre Lavandula afin de trouver des espéces qui expriment des
terpenes particuliers. Une étude de la diversité terpénique nécessite donc 1’analyse chimique
d’un grand nombre d’échantillons d’especes différentes. Pour cette étude nous avons

développé des outils de métabolomique et de data mining qui méritent quelques définitions.
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1l L’acquisition et le traitement de données de métabolomique: un

probleme de taille

11-1 La métabolomique

La métabolomique est une méthode d’exploration trés générale des organismes vivants qui
vise a decrire de facon exhaustive les différents métabolites primaires et secondaires (i.e
métabolome Oliver, Winson et al. 1998) présents aux différentes échelles du vivant (de la
cellule a 1’organisme). Utilisée dans différents contextes d’études physiologiques, la
métabolomique permet de comprendre I’impact des perturbations étudiées sur un systeme
biologique (Sumner, Mendes et al. 2003). Elle fait partie, avec la génomique (i.e. la recherche
de génes), la transcriptomique (i.e. I’étude de I’expression des génes), la protéomique (i.e.
I’étude de I’expression des protéines au niveau traductionnel et post-traductionnel) du champ
des «omiques » qui vise a comprendre un systeme biologique en faisant le lien entre le
génotype et le phénotype (Fiehn 2002; Goodacre, Vaidyanathan et al. 2004 ) (Figure 27
(d’aprés Dettmer, Aronov et al. 2007) .

Ce qui peut arriver | Génome |
Ce qui semble se | Transcriptome |
dérouler
Ce qui permet que | Protéome |
les choses se
passent
Ce qui s’est passé | Meétabolome |
et est entrain de
se passer

Phénotype

Figure 27 : La cascade des ""omiques' (modifiée d'apres Dettmer, Aronov et al. 2007)

Certains voient dans la métabolomique la technique permettant d’avoir la vue la plus
« fonctionnelle » possible parmi les « omiques », la transcriptomique et la protéomique étant
parfois incapables de résoudre la fonction d’un géne (Bino, Hall et al. 2004; Messerli, Partovi
Nia et al. 2007; Sumner, Mendes et al. 2003). Par exemple, une hausse des ARN messagers ne
correle pas toujours avec une hausse de la quantité de protéine; une protéine peut de plus étre
synthétisée mais étre non-active. Ainsi, des variations dans le transcriptome ou le protéome ne

correspondent pas toujours aux altérations du profil métabolique. On peut ajouter a cela que de
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nombreuses fonctions de genes ou de protéines sont des fonctions supposées, respectivement
basées sur des similarités de séquences nucléotidiques ou peptidiques (Bino, Hall et al. 2004;
Sumner, Mendes et al. 2003). Il ne faut, cependant, pas oublier qu’un méme métabolite peut
avoir différentes origines et agir a différents niveaux sur de nombreux processus biologiques,
ce qui complexifie I’identification des fonctions des génes par la métabolomique (Schwab
2003). La métabolomique se veut étre une technique sans biais permettant d’identifier et de
quantifier I’ensemble des métabolites d’un organisme (Van Dam et Poppy 2008). Mais ceci
reste, a ce jour, un objectif non-atteint. En effet, méme si le développement rapide des
techniques de chimie analytique et la hausse des performances de stockage et de calculs des
ordinateurs permettent une hausse constante des capacités d’analyse de métabolites, il n’en
reste pas moins que 1’analyse compléte et simultanée d’un métabolome n’a pas encore pu étre
achevée (Sumner, Mendes et al. 2003). Les progrés dans le domaine de la métabolomique sont
également dépendants des avancées en biostatistique et en bioinformatique qui permettront
d’analyser rapidement des matrices de données multidimensionnelles de plus en plus

complexes (Smilde, Westerhuis et al.).

Deux approches sont généralement associées avec la métabolomique : 1’empreinte
métabolique (metabolic fingerprinting) et le profil métabolique (metabolic profiling) (Dettmer,
Aronov et al. 2007; Fiehn 2002).

L’approche par empreintes métaboliques ne cherche pas a identifier chaque molécule
précisément mais vise a comparer rapidement des tendances dans des profils métaboliques en
réponse & une perturbation. Ceci est généralement obtenu en codant simplement 1’absence ou
la présence d’une molécule (Fiehn 2002). Cette approche est rapide et permet de discriminer
des groupes d’échantillons et/ou d’identifier des régions discriminantes sur les
chromatogrammes. Par exemple, des pommes de terres génétiquement modifiées et naturelles
ont été comparées par cette technique et il a été mis en évidence des changements inattendus
dans les métabolites suite a la transgénése (Catchpole, Beckmann et al. 2005). Ce type
d’identification permet ensuite de cibler les recherches sur la quantification de quelques

métabolites précis (biomarqueurs).

L’approche par profil métabolique, elle, demande d’identifier et de quantifier I’ensemble des
molécules individuelles, méme les molécules de structures chimiques inconnues (De Souza,
Saunders et al. 2006; De Vos, Moco et al. 2007). Ceci est généralement fait au sein d’une

méme famille de molécule ou d’une méme voie métabolique (Fiehn 2002). Kaplan et al
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identifierent des molécules intervenant dans la résistance au stress lié a la température chez
Arabidopsis (Kaplan, Kopka et al. 2004).

La majorité des outils utilisés en métabolomique sont issus de la chromatographie et de
la spectrométrie de masse : chromatographie en phase gazeuse couplée a la spectrométrie de
masse (GC-MS), chromatographie liquide et spectrométrie de masse (LC-MS) et autres ainsi
que de la résonance magnétique nucléaire (NMR) (De Souza, Saunders et al. 2006; Sumner,
Mendes et al. 2003). Une fois recueillies, les données sont traitées statistiquement, comparées
a des bases de données de voies de synthéses ou d’autres types, utilisées pour repérer de
nouveaux marqueurs biologiques et dans 1’aide au diagnostic. Figure 28 d’aprés (Dettmer,
Aronov et al. 2007).

Métabolomique
Analyse quantitative de tous les métabolites |

A 4

) Profil métabolique quantitatif Empreinte métabolique globale
(GC-MS, LC-MS/MS et autres) (GC-MS, LC-MS, RMN et autres)
¥ v
Création de bases de Exportation de données brutes,
données quantitatives analyses multi-variées,
(Liens vers les méta data) classification d’échantillons
v v
Recherches dans des bases Utilisation pour
de données diagnostic
(de voies de synthése, de v
génomique, de protéomique) Identification de biomarqueurs
,l, (TOF-MS, MS/MS, RMN et autres)
Compréhension de systéemes wlr
biologiques Combinaison de biomarqueurs
(Développement de méthodes
quantitatives)

Figure 28: Stratégies d'investigation en métabolomique (modifié d’aprés Dettmer, Aronov et al. 2007).

Peu importe la technique utilisée, le signal recueilli est fait de signaux informatifs (liés a la
présence de molécules parfois en mélange car plus ou moins bien séparées) et parasité par un
bruit de fond. Chaque pic dans I’intensité du signal est associé a une molécule (un métabolite)
et la hauteur du pic est corrélée avec la concentration de la molécule (De Souza, Saunders et
al. 2006). Un des problemes communs est qu’une fois analysés les échantillons doivent étre
comparés. Il faut alors comparer les pics d’un échantillon avec ceux des autres pour obtenir
une matrice résumant les informations expérimentales. Cette matrice est en général un tableau
dont les lignes sont les échantillons/les individus testés et les colonnes sont les molécules
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détectées. La génération de cette matrice fait appel a différentes étapes de traitement de
données qu’on regroupe sous le terme de prétraitement (preprocessing en anglais). En général,
les étapes du prétraitement sont : 1’élimination du bruit de fond, la détection, I’intégration des
pics et enfin 1’alignement des pics entre les différentes analyses pour générer la matrice finale.
Si les étapes de nettoyage du bruit de fond, de détection et intégration des pics sont largement
automatisees, 1’étape d’alignement des profils est, quant a elle, parfois assez fastidieuse car
elle est impactée par la technique utilisée, le matériel biologique, les conditions
expérimentales, la durée de I’expérimentation... Le choix de la (des) technique(s) d’analyse
repose donc sur un compromis entre la rapidité, la sensibilité et la sélectivité nécessaire a
I’étude. La NMR est une technique rapide et sélective mais est reconnue pour étre peu sensible
(Bino, Hall et al. 2004). Les techniques de GC-MS ou de LC-MS sont sensibles et sélectives
mais sont parfois assez lentes. Elles ont cependant 1’avantage d’étre d’un colit abordable et
d’étre de plus en plus rapides avec notamment 1’apparition des GC-MS ultra rapides (Sumner,
Mendes et al. 2003). La GC-MS est d’ailleurs la toute premicre technique ayant été utilisée
pour faire une étude de métabolomique dans les années 1970 (Devaux, Horning dans Sumner,
Mendes et al. 2003).

La rapidité et le faible colt des techniques permettent de mettre en place des plans
expérimentaux complexes et d’assurer des traitements statistiques robustes de I’ensemble des
données acquises et ce méme si ces plans expérimentaux nécessitent de nombreuses
réplications des expériences sur un échantillonnage de grande taille (De Souza, Saunders et al.
2006; Sumner, Mendes et al. 2003). Les étapes d’analyse de données (visualisation et
interprétation) sont regroupées sous le terme de post-traitement (postprocessing en anglais), ce
sont généralement des traitements statistiques des données qui font, par exemple, appel a des
analyses multivariées comme les analyses en composantes principales (ACP), analyse en
coordonnées principales (ACoP), les algorithmes de classification (HCA, K-means)(Van Dam
et Poppy 2008) ou encore des combinaisons des ces analyses (Sumner, Mendes et al. 2003).
Ceci permet également de tenir compte de la variabilité biologique entre échantillons et de
controler les variations techniques liées a I’appareillage de mesure (Fiehn 2002). Cependant,
ces possibilités sont encore trop rarement utilisées bien qu’elles soient vivement

recommandées (Sumner, Mendes et al. 2003).

La grande variété¢ de techniques, d’appareillages utilisés (GC-MS, LC-MS, NMR...), de

domaines de recherche et de types de données recueillis, nécessite une standardisation des
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méthodes et des formats d’échange de données (Castle, Fiehn et al. 2006; Fukusaki et
Kobayashi 2005; Lindon, Nicholson et al. 2005). Ce besoin de standardisation intervient a
tous les niveaux d’expérimentation de métabolomique : de 1’acquisition des données brutes a
leur traitement statistique final (Bino, Hall et al. 2004). Ainsi, I’utilisation des langages
standardisés de données (NetCDF, mzDATA, mzXML) (Strémbéack, Hall et al. 2007),
facilitera les échanges des données entre laboratoires et permettra de comparer plus aisément
les expérimentations. Ceci procurera a la métabolomique un plus grand potentiel de
découverte (Brazma, Krestyaninova et al. 2006). De nombreuses avancées ont été faites dans
le prétraitement des données (des techniques d’analyses et 1’acquisition qualitative et
quantitative) ce qui a permis d’augmenter considérablement les potentialités de la
métabolomique. A 1’opposé, le post-traitement de ces données demande a étre amélioré car ces
données s’acquierent beaucoup plus vite qu’elles ne se traitent créant une saturation des
systemes de traitement informatique (Kearsley, Wallace et al. 2005). Actuellement, la
compilation des données brutes, issues d’appareils de différentes marques, demande beaucoup
de temps et est encore trop souvent faite « manuellement » en utilisant des logiciels du type
tableur (ex :Excel, Open office calc...) pour rapatrier les données aux différents formats avant
de les regrouper sous un format unique (Duran, Yang et al. 2003). La standardisation des
formats de données et la création d’outils de bioinformatique et de statistiques dédiés au pré et
post-traitement des données brutes de métabolomique sont donc nécessaires et participeront a
renforcer I’efficacité des recherches en permettant de traiter de grands jeux de données et en
facilitant les échanges entre laboratoires (Tohge et Fernie 2009). Des nhombreux groupes de
recherche appellent a la mise en place de groupes de travail pour la création des procédures et
des outils d’analyse et de traitement des jeux de données de plus en plus grands et complexes
issus de la métabolomique (Kumar et Mann 2009; Smilde, Westerhuis et al.; Van Dam et
Poppy 2008). Des initiatives telles que celle du MIAMET (informations minimum a fournir
pour publier des recherches en métabolomique de Bino, Hall et al. 2004) ou bien I’initiative
pour des standards en métabolomique (MSI de Fiehn, Wohlgemuth et al. 2008) participent a
I’évolution du domaine de la métabolomique. Tout ceci permettra, a terme, de comprendre des
systéemes biologiques complexes. Parmi les avancées significatives dans ces domaines, on
citera pour le prétraitement d’analyses de GC/LC-MS: Targetsearch, XCMS et son extension
pour la caractérisation de structures chimiques (XCMS?) développés avec le logiciel de
statistique gratuit R (Benton, Wong et al. 2008; Cuadros-Inostroza, Caldana et al. 2009;
Smith, Want et al. 2006). Metalign, Tagfinder (via Metalign), MathDAMP, MSFACTSs sont
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des outils indépendants et libres (Baran, Kochi et al. 2006; Duran, Yang et al. 2003; Lommen
2009; Luedemann, Strassburg et al. 2008). D’autres auteurs ont développé des algorithmes
avec des logiciels commerciaux comme Dixon et al avec MathLab (Dixon, Brereton et al.
2006). D’autres logiciels, plus généralistes, permettent a la fois le pré et le post-traitement. On
citera MZmine (Katajamaa, Miettinen et al. 2006) et d’autres algorithmes sans nom (Steinfath,
Groth et al. 2008 ; Tikunov, Lommen et al. 2005). Certains sont disponibles via des
plateformes de calcul sur internet (Revue dans Tohge et Fernie 2009). Plus particulieérement
MetaboAnalyst (Xia, Psychogios et al. 2009) et MeltDB (Neuweger, Albaum et al. 2008) qui
permettent le traitement de données de métabolomique issues de différentes expérimentations.
Ces plateformes acceptent des données de NMR, de MS ou simplement des listes de
molécules avec leurs concentrations et permettent un grand nombre d’analyses statistiques
(ACP, classification...). En paralléle, les fabricants d’instruments d’analyses proposent leurs
propres logiciels (Agilent — Genespring MS et Mass profiler pro, Water — MarkerLynx, AB
Sciex — Markerview). De nombreux outils de « post-traitement », parfois créés pour d’autres
domaines, existent et sont adaptés au traitement des informations issues d’expérimentations de
métabolomique, la « fouille » de données et plus particulierement la classification de données,

que je développe ci-dessous, en font partie.

11-2 Les outils statistique pour le traitement de grands jeux de

données : le data mining

La «fouille » de données (data mining en anglais) est ’ensemble des méthodes et
techniques destinées a I’exploration et a I’analyse de grandes bases de données informatiques,
de fagon automatique, ou semi-automatique, en vue de détecter dans ces données des regles,
des associations, des tendances inconnues ou cachées, des structures particuliéres restituant
I’essentiel de 1’information utile tout en réduisant la quantité de données. Les outils de data
mining permettent de limiter la subjectivité humaine dans le processus de décision lié a
I’analyse de jeux de données. Les outils utilisés sont, soit descriptifs, soit prédictifs. Les
techniques descriptives ou exploratoires visent a mettre en évidence des informations
présentes mais cachées par le volume de donneées, c’est par exemple le cas des classifications
automatiques de données (Clustering en anglais). Les techniques prédictives permettent
d’extrapoler de nouvelles informations a partir des informations présentes (Tuffery 2005).
Gréace aux potentialités de I’informatique moderne ces techniques, qui ne sont pas innovantes

expriment tout leur potentiel en extrayant de plus en plus rapidement les relations cachées
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entre données aussi nombreuses soient-elles. Ceci fait du data mining et, parmi les techniques
de data mining, de la classification de données un domaine intéressant pour le traitement de
données de composition chimique (Bino, Hall et al. 2004; Sumner, Mendes et al. 2003) et en

particulier dans des travaux utilisant la GC-MS (De Souza, Saunders et al. 2006).

11-3 La classification de données (Clustering)

En statistiques, lorsque 1’on souhaite regrouper des objets (individus ou variables) en un
nombre limité de groupes homogeénes (classes/ segments/ clusters), on utilise des techniques
de classification de données (clustering, segmentation ou encore classification automatique
selon les auteurs Tufféry 2005). Les techniques de clustering sont les plus répandues des
techniques de data mining descriptif. On les utilise lorsqu’on dispose d’un grand volume de
données duquel on souhaite distinguer des sous-ensembles homogenes, susceptibles de
traitements et d’analyses différenciés. Ces ensembles peuvent étre disjoints, chevauchants ou
bien organisés de facon hiérarchique. Lorsqu’on souhaite regrouper de facon non-supervisee
les objets similaires et séparer les objets ayant des caractéristiques différentes on utilisera les
algorithmes de classification non-supervisée. Ces algorithmes sont divisés en deux catégories :
la classification partitionnement et la classification hiérarchique (agglomérative ou divisive).
Ces algorithmes permettent de retrouver des relations de parenté et/ou de proximité entre les
échantillons. Chaque algorithme cherche a obtenir des clusters les plus homogenes possibles
tout en maximisant les différences entre les clusters (homogénéité intra-groupe et séparation
inter-groupes). Cette homogénéité est mesurée par des critéres tels que 1’inertie (compactness
en anglais). Cette inertie est mesurée par différents indices mathématiques (Wild et Blankley
2000). Les algorithmes de classification non-supervisée utilisent des calculs de distances entre
les données et d’autres calculs de lien pour regrouper les données. Il faut donc pouvoir choisir
quel calcul de distance et quel calcul de lien adopter. Les calculs de distance courants sont
basés sur des corrélations (par exemple corrélation de Pearson) ou les distances de Minkowski
(plus particulierement la distance euclidienne). Pour les calculs de lien on citera : moyen,
simple, complet et ward (Zhao et Karypis 2003). Ces choix sont loin d’étre aisés et dépendent
des données traitées. Un autre choix crucial est celui du critére d’arrét du clustering. En effet,
les algorithmes de classification hiérarchiques divisifs commencent par regrouper toutes les
données en un seul cluster qu’ils divisent ensuite récursivement jusqu’a créer autant de
clusters que de données. Les algorithmes de classification agglomératifs font le cheminement

inverse. Il faut donc pouvoir définir un seuil d’arrét permettant d’obtenir le clustering de la
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meilleure qualité possible. La qualité du clustering, et donc le seuil d’arrét de cette
clusterisation, peut étre évaluée par différents indices tels que I’indice silhouette (Rousseeuw
1987).

Les ensembles homogenes obtenus a la fin du clustering partagent donc des caractéristiques
communes et leur association a un sens. Cette définition est volontairement floue, car la notion
de groupes homogenes dont I’association a un sens est profondément dépendante du type
d’objets analysés/du type des variables et de I’application finale de cette classification de
données (Zhao et Karypis 2003). En biologie, la classification de données est utilisée dans de
nombreux domaines comme la médecine (i.e. traitement de données cliniques), la génomique,
la protéomique (Zhao et Karypis 2005) et en métabolomique (Sumner, Mendes et al. 2003)
sans oublier la phylogénie (Leebens-Mack, Vision et al. 2006; Paton, Springate et al. 2004).

IV Les buts de la these

L’objectif de mes recherches est de caractériser la diversité des composés terpéniques
volatils au sein des espéces du genre Lavandula d’un point de vu évolutif et physiologique.
Ces travaux associés a une phylogénie moléculaire robuste du genre devant, a terme, permettre
de montrer la part que la génétique a dans 1’évolution de la production de CTV par les
lavandes. En effet, de nombreuses plantes produisent des CTV et, il a été démontré
I’importance que ceux-ci avaient pour la survie des végétaux dans leur contexte écologique.
D’autre part, la diversité et la quantité de CTV produits sont influencées par de nombreux
facteurs biotiques et abiotiques. Cependant, la génétique a un rdle majeur sur le type de CTV
qui sont produit et sur le contréle de son accumulation spatio-temporelle. L’étude de
I’évolution de la production de ces composés terpéniques volatils au sein d’un méme genre,
bien qu’elle puisse apporter de nouvelles connaissances sur les mécanismes évolutifs, n’est
que tres peu étudiée (Levin, McDade et al. 2003). Lorsque de telles études ont été entreprises
elles se sont heurtées a la difficulté de disposer dans un méme endroit, et donc dans les mémes
conditions environnementales, d’un nombre suffisamment grand d’espéces d’un genre pour
étre représentatif de la diversité du genre (Levin, McDade et al. 2003). Azuma et al
travaillerent sur 25 des 128 especes du genre Magnolia pour caractériser la divergence
évolutive du parfum des fleurs au sein du genre (Azuma, Thien et al. 1999). Mais les données

de chimie des plantes étaient d’origines différentes (i.e. travaux de Azuma de 1997 et de Thien
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de 1975). Une autre difficulté dans ce type d’étude est le besoin de developper des outils
d’analyse et de traitement de données capables de travailler sur des données issues
d’échantillons de différents niveaux taxonomiques et de différents organes (échantillonnage
stratifié). Il n’en reste pas moins que les terpénes et les TPS sont trés bien connus (voies de

synthese, regulation, évolution), ce qui en fait des cibles privilégiées pour une telle étude.

Mes recherches sur la diversité des CTVdu genre Lavandula se sont articulées autour des 3

questions suivantes :

- Comment optimiser les outils de prétraitement des données de GC-MS pour analyser
un grand échantillonnage d’extraits de CTV a plusieurs niveaux taxonomiques et dans

différents organes de lavandes ?

- Quel rapport existe-t-il entre les CTV accumulés par les différents taxons du genre

Lavandula et les relations phylogénétiques entre ces taxons ?

- Laproduction de CTV est-elle modifiée lors du développement de I’inflorescence de la

lavande ?
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MATERIELS ET METHODES

Pour ce chapitre, j’ai souhaité étre aussi précis que possible pour permettre a un étudiant
novice de refaire les expériences et d’analyser les résultats. Cependant, pour ne pas alourdir ce
chapitre, les codes fournisseurs des principaux réactifs et matériels sont listés dans 1’Annexe

Il : Références produits.

I Matériel végétal

I-1 Origines
Pour mes recherches, j’ai travaillé sur des lavandes originaires de deux sites :

- Les lavandes botaniques étudiées (Tableau 6) sont celles de la collection entretenue par
Bernard Pasquier au conservatoire national des plantes médicinales aromatiques et
industrielles de Milly-la-forét (CNPMAI). Leur identification a été faite par Bernard Pasquier

sur la base des criteres définis par Tim Upson (Upson et Andrews 2004).

- Les lavandes fines (L. angustifolia) et les lavandins (L. x intermedia) proviennent de la
collection du lycée horticole de Romans-sur-Isére. Trois cultivars par espece ont été suivis ;
‘Matheronne’, ‘C15-50 et “77-13” pour L. angustifolia et les cultivars ‘Super’, ‘Certitude’ et

‘Grosso’ pour L. x intermedia.
-2 Récoltes

1-2.1 Lavandes botaniques

Les récoltes de lavandes botaniques ont eut lieu en septembre 2006 au CNPMAI et en

juillet 2008 sur des plantes agees de 1 a 2 ans.

En 2006, des feuilles de 30 taxons (26 espéces ainsi que 2 hybrides et 2 sous-espéces) ont
été récoltées et immédiatement placées dans un tube contenant du silica gel. Une fois au
laboratoire, les échantillons ont été placés dans 1’azote liquide et conservés a -80°C jusqu’au

jour de I’extraction de leur ADN pour 1’¢étude de phylogénie moléculaire (Tableau 6).
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de GC-MS, phylogénie et cytométrie en

dans les expérimentations

isées

de lavandes ut

Listes des especes

Tableau 6

flux en 2006 et 2008.

Genre | Sous genre Section Sous espéce Variété Code cneual 2005* 2006 2008 Fleur | TrnK Origine En culture au Bvpam
L.pedunculata(| pedunculata (Mi 646 les(5) s(5), fleurs(8) oui oui Espagne
L.pedunculata sampaiana Rozeira 648 les(5), fleurs(1) s(1), fleurs(1) oui Portugal
L.pedunculata(| lusitanica Chaytor 645 les(5) s(1) non Portugal oui
Stoechas L.pedunculata(| atlantica Braun-Blang. 642 les(5) non Maroc
L.stoechas L. I Rozeira 659 les(5) oui non oui Portugal oui
L.stoechas L. stoechas 660 les(5) oui oui oui Espagne oui
m L.viridis L'Hér. 665 les(6) oui oui Oui Portugal Ooui
M L.angustifolia Feuilles(5) oui | ouit* culture oui
® L.angustifolia_Mi pyrenaica (DC.) Guinea var. pyrenaica les(5), fleurs(3) oui oui Espagne oui
m L.angustifolia_Mi pyrenaica (DC.) Guinea var. turolensis oui Espagne
- Lavandula L.lanata Boiss. les(10), fleurs(2) oui oui Espagne oui
L.latifolia_Medik. 1), fleurs(1) les(10) oui oui Espagne oui
L. x aurigerana Maihlo non Espagne
L. xir fia Emeric ex Loisel. les(5) oui | oui** culture oui
L. x allardi les(1), fleurs(1) oui oui culture
Dentatae L.dentata L. var. candicans 617 les(5) non Maroc
L.dentata L. var. dentata (1), fleurs(1) les(5), fleurs(5) s(5), fleurs(1) oui oui z_man oui
L.antineae Maire antineae 598 (1), fleurs(1) les(7), fleurs(6) s(5), fleurs(5) oui oui oui
L.buchii Webb & Berthel. var. gracile M.C. Leon 607 (1), fleurs(1) les(6), fleurs(5) oui oui
© L.buchii Webb & Berthel. 604 les(1), fleurs(1) s(6), fleurs(3) oui oui
S L.canariensis canariae 611 et 698 les(11), fleurs(10) oui oui oui
.m L.citriodoraAG. M 613 les(8), fleurs(5) s(3), fleurs(6) oui oui oui
[} L.coronopifolia Poir. var. occidentalis_maroc 667 (4), fleurs(5) oui oui Maroc
M L.coronopifolia Poir. var. orientalis jordanie 614 (4), fleurs(2) oui | oui*** Jordanie
- L.mairei Humbert var. antiatlantica Maire 628 les(6), fleurs(5) s(5), fleurs(6) oui Maroc oui
Prerostoechas L.mairei Humbert var. mairei 631 les(6), fleurs(5) s(5), fleurs(4) oui oui Maroc oui
L.maroccana Murb. 633 les(6), fleurs(6) s(5), fleurs(5) oui oui Maroc oui
L.minutolii B var. minutol 675 les(5), fleurs(4) oui oui les Canaries oui
© L.multifida L. 638 s(2) oui oui Tunisie oui
m L.pinnata L.f. 650 _mmaf fleurs(6) oui oui Madére oui
w |L.pubesens Decne. 653 _mm@ fleurs(3) oui oui Jordanie oui
L L.rejdalii Upson & Jury 654 s(5) oui oui Maroc oui
L.rotundifolia Benth. var. "flora rosea" 656 (8) s(5), fleurs(5) oui oui | lles du Cap Vert oui
L.rotundifolia Benth. var. “flora violacea" 677 s(7), fleurs(1) oui les du Cap Vert oui
L.tenuisecta Coss. Ex Ball 662 les(5), fleurs(5) oui oui Maroc oui
L.aristibracteata A.G. Mill. 600 les(7), fleurs(6) oui oui Somalie oui
L.dhofarensis AG. Mil. dhofarensis 620 les(9) oui oui Oman oui
Subnud L.macraBaker 626 les(5), fleurs(4) oui oui Yemen
UonUdae I immoi Benth. (3), fleurs(3) oui non Yemen
L.samhanensis Upson & S. Andrews oui non | oui** Oman oui
L.subnuda Benth. s(5), fleurs(5) oui oui non Oman oui
Chaetostachys |L.bipinnata (Roth) Kuntze les(1), fleurs(1) s(1), fleurs(1) oui | oui** Inde oui
Hasikensis _[L.hasikensis AG. M oui non | non Oman oui
Sabaudia Sabaudia

les espéces en gras ont leur COV décrits pour la premiére fois

*en 2005 il s'agit d'huile essenti

le et non d'extrait hexane. Cette étude est donc considérée comme prél

*+extrait d'’ADN d'un individu de la serre Bvpam
***extrait d'ADN d'un individu récolté au CNPAMAI et lyophilisé avant analyse (septembre 2009)
Pour chaque espéece le nombre d'échantillons testé en GC-MS est noté entre parentheses.

e et n'est pas comptal

[Total année

56*

Feuilles(212), fleurs(104)

Feuilles(106), fleurs(92)

ée pour ma these.

[Total général

514
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En 2006 et 2008, des feuilles et, si disponibles, des inflorescences ont été prélevées sur
divers taxons et stockées dans un papier humide pour leur transport au laboratoire. Des leur
arrivée au laboratoire, les CTV de ces échantillons ont été extraits et analysés par

chromatographie en phase gazeuse et spectrométrie de masse (GC-MS) (Tableau 6).

Cet échantillonnage stratifié (Figure 29) nous permet de couvrir I’ensemble de I’aire de
répartition ainsi que deux sous-genres et 7 des 8 sections du genre. Lors des analyses de CTV,
plusieurs échantillons de fleurs et inflorescences ont été prélevés sur des plantes différentes

afin d’estimer une variabilité éventuelle entre plantes appartenant au méme taxon.

Google
C

2 Sous genres
7 Sections

29 Espéces, 3 hybrides

11 sous espéces, 13 variétés

5 échantillons feuille et 4 échantillons
inflorescence en moyenne

Figure 29 : Détails de I’échantillonnage de lavandes botanique.
A. Origine des échantillons de lavandes botaniques, les points violets indique les lieux d’origine des
plantes prélevées au CNPMAI en 2006 et 2008, B. Schéma de 1’échantillonnage stratifié.
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1-2.2 Lavandes fines et lavandins

De 2005 a 2008, des recoltes de lavande fine et lavandin ont été effectuées chaque année
au lycée horticole de Romans entre le mois de mai et le mois d’aott, sur la base d’une récolte
par semaine. La majorité de I’étude faite avec ces plantes porte sur 1’évolution de la chimie de
I’inflorescence lors du développement de celle-ci mais, selon les besoins d’analyse, d’autres
organes ont été récoltés (i.e. fleurs individuelles a différents stades de développement ou
position sur I’inflorescence, calices, bractées, corolles, tige florale et feuilles) (Voir Figure 30
pour une définition des stades de développement des fleurs etdes zones de récolte des fleurs

sur une inflorescence). Au total 2651 échantillons ont été récoltés pour cette étude (Tableau 7).

Zones lavandes

Zone 2

Zone1

Zone1

Zones lavandins

(inflorescences secondaires
sur latéraux)

Figure 30 : Détails des zones de I'inflorescence et des stades de floraison
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Tableau 7 :

Liste des échantillons de lavande et lavandin récoltés au lycée horticole de Romans-sur-I1sére

Matériel et Méthodes

cultivars de lavande

cultivars de lavandin

Année Zone* Stade** [Test*** 77-13 C15-50 Matheronne |Certitude Super (B110) | Total
2005 feuille 12 12 12 12 12 9 69
inflorescence 36 36 36 36 36 36 216
Z1 S1 3 3 3 8 8 6 31
S2 9 9 5 6 5 41
s3 6 7 10, 5 6 4 38
S4 6 4 4 6 2| 28
S5 3 3 3 3 3 2| 17
z2 S1 3 3 3 5 9 8 31
S2 8 10 11 12 12 59
S3 7 9 11 9 11 9 56
S4 7 7 8 9 9 7| 47
S5 3 3 3 3 3 3 18
Z3 S1 7 8 7 22
S2 6 5 6 17
S3 6 6 5 17
S4 5 6 3 14
S5 3 3 3 9
2006 bractée 10 10 10 10 10 10 60
calice Test 5 5 5| 15
inflorescence 60 60 60| 60 60 59 359
Test 5 15 5 25
Test 2 5 5
Test 3 5 5
Test4 5 5
Test5 5 5
petale Test 5 5 5| 15
tige Z1+22 29 30 30| 30 30 30] 179
Test 5 5] 10
2007 feuille non 10 10 20
inflorescence 129 130 127 140 140 139 805
Test masse 60 60 120
Test volume 119 119
2008 feuille 89 89
inflorescence 85 85

Nombre total d'échantillons 2651

I-3 Conditions de culture

Les plantes échantillonnées a Milly la forét au CNPMAI et a Romans sur isére au lycée

horticole de Romans étaient cultivées en plein sol en extérieur selon les pratiques utilisées

indistriellement pour la culture de L. angustifolia.

Afin de disposer de matériel biologique frais pour certaines répétitions ou contréles, la

plupart des différents taxons ont été bouturés ou semés et cultivés en serre au laboratoire. Les

plantes ont été cultivees en chambre de culture avec un cycle jour/nuit de 16 h de jour a 25°C

sous une luminosité de 68 pmol. m2. s, soit environ 5000 Lux, et a I’obscurité pendant 8 h a

22°C. Le substrat de semis et de bouturage est le Substrat3 (mélange de tourbe brune et

blonde, pH(H,0)=6.0, marque Klasmann). Une fois les plants développés, ils sont transférés

dans un mélange de Substrat2 (mélange de tourbe brune et blonde, pH(H,0)=6.0, engrais

enrobé NPK 14 16 18 kg/m® marque Klasmann) de perlite et de billes d’argile (2 :1:1 v/v).
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Pour L. stoechas le substrat est remplace par de la terre de bruyére. Pour L. lanata de la litiére
de chat (source de calcaire) est placée en surface. L’arrosage était fait pot a pot en laissant au

moins une période séche par semaine.
Problémes rencontrés en culture :

Fréguemment : aleurodes des serre (Trialeurodes vaporariorum) potentiellement
vecteur de virus, développement de champignons du genre Phytophtora sur les racines
causant un dessechement de la plante et sa mort.

Beaucoup plus rarement : développement d’acariens et de pucerons.

Il Méthodes

-1 Microscopie électronique a balayage

Les échantillons ont été fixés pendant 4h dans une solution a 3% de glutaraldéhyde
tamponnée avec 0.10 M de cacodylate de sodium (pH=7.2). Aprés lavage dans de la solution
tampon, les échantillons étaient déshydratés, seéchés au point critique puis métallisés avec une
électrode de platine (Jullien, Diemer et al. 1998). Les observations ont été faites sur un
microscope électronique a balayage (S-3000N Hitachi - Tokyo, Japon), a la Faculté de

médecine de St-Etienne.

-2 Analyse des composés organiques volatils

Une des techniques permettant I’analyse du parfum des plantes est la chromatographie en
phase gazeuse (GC). Cette technique permet de séparer, de quantifier et d’identifier les

composés organiques volatils constitutifs du parfum.

11-2.1  Préparation des échantillons

Juste aprés la récolte, les échantillons destinés a étre analysés en GC étaient pesés (poids
frais) et immédiatement placés dans un tube d’extraction de 16 ml contenant une solution
d’hexane (Sigma) additionnée de 200 mg.I" d’étalon interne (cis-3-hexenol ou trans-2-
hexenal selon 1’étude, Sigma). Le ratio poids frais/volume d’hexane était de 100 mg/ 2 ml.
L’ajout d’étalon interne permet de corriger d’éventuelles variations entre échantillons liées a
une évaporation de I’hexane lors des manipulations. Aprés une nuit d’extraction a 4°C, la
solution contenant les COV est récupérée a 1’aide d’une pipette pasteur en verre et placée dans

un tube d’analyse GC de 1.5 ml et conservée a -20°C jusqu’a I’analyse. Le matériel végétal
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restant était maintenu dans le tube d’extraction et placé a I’étuve (50°C) jusqu’a stabilisation
du poids (poids sec). Afin de pouvoir placer les inflorescences entiéres dans les tubes
d’extraction celle-ci étaient coupées en trongons d’1 cm. Les fleurs individuelles, elles, étaient
détachées des inflorescences avec des ciseaux et placées par groupe de 12 dans les tubes
d’extraction. Pour une étude détaillée de la production de COV par les différents organes de la
fleur, nous les avons, a 1’aide de pinces, disséqués en deux groupes : a/ étamines et corolle et
b/ carpelle et calice (chez les lavandes, les étamines sont soudées a la corolle et les carpelles
au calice). Feuilles, bractées et tiges florales étaient également récoltées avec des ciseaux et,
au besoin, recoupées afin de pouvoir étre placées dans les tubes d’extraction. Les extraits
hexane de bractées ont été concentrés par un facteur 10 sous un flux d’air comprimé avant

analyse.

11-2.2  Analyse en GC-FID

Les composeés volatils ont été analyses par chromatographie en phase gazeuse et détection
de flamme (GC-FID) sur un appareil Agilent 6850 équipé d’une colonne capillaire HP-
Innowax (30 m de longueur, 0.25 mm de diamétre interne avec une phase stationnaire de 0.25

um).
Les réglages étaient les suivants :

- Les températures de I’injecteur et du détecteur étaient de 250°C.

- Le gaz vecteur était I’azote (1.2 mL.min ™).

- Le profil de tempeérature du four était de : 6 min a 40°C aprés I’injection puis augmentation
de 1°C.min™* jusqu’a 60°C, puis 2°C.min" de hausse jusqu’a 140°C et enfin 12°C.min™*
jusqu’a 240°C. La température était maintenue a 240°C pendant 5 min.

- Le volume d’injection était de 2 pl avec un ratio de split de 10:1.

11-2.3  Analyse en GC-MS

Les spectres de masse des composés volatils ont été obtenus sur un spectrometre de masse a
quadrupole et ionisation par bombardement électronique (Agilent 5973) apres une séparation
par chromatographie gazeuse sur un appareil Agilent 6850. Les conditions de chromatographie
étaient les mémes que pour I’analyse en GC-FID, sauf que le gaz vecteur était I’hélium et que
le ratio de split était de 2:1. Les températures de la source d’ions et de I’interface GC-MS
étaient de 230°C. Le voltage d’ionisation (ei-mode) était de 70 eV avec une mesure de 2.45

scans.s* entre 35-350 m.z *.
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-3 Biologie moléculaire

11-3.1 Extraction de ’ADN génomique

Les ADN ont été extraits selon un protocole dérivé de Doyle et Doyle (1987). Cette
méthode d’extraction utilise du CTAB et nous avons modifié le protocole initial en ajoutant

deux étapes de lavage a 1’éthanol apreés la précipitation faite avec de 1’isopropanol.

En régle générale, 100 mg de tissu (poids frais feuilles/fleurs) sont broyées dans 1’azote
liquide, puis additionnés de 1 ml de tampon d’extraction (Tris-HCI 100 mM pH 7,5 ; NaCl 1,4
M ; EDTA 20mM ; 2% CTAB). Apres 90 min d’incubation a 65°C, 450 pul d’une solution de
chloroforme/alcool isoamylique (24 :1) sont ajoutés. Une centrifugation de 10 min a 3700 g
est réalisée et la phase aqueuse est récupérée. L’ajout d’un volume identique d’isopropanol
permet la précipitation de I’ADN. Apres centrifugation a 12800 g pendant 1 min, le surnageant
est ¢liminé et le culot est lavé avec 500 pl d’éthanol & 70%. Cette étape de lavage est répétée
deux fois. Le culot d’ADN obtenu est séché sous hotte Sorbonne, puis repris dans 40 ul d’eau

stérile.

L’ ADNg extrait est conservé a -20°C.

11-3.2 Extraction des ARN

Lors de mes recherches deux protocoles d’extraction d’ARN ont été employés. Le
premier, est réalisable avec des produits de base de laboratoire, mais est long (2 jours-
M¢éthode de Verwoerd). Le second est rapide (3h) mais nécessite I’achat d’un kit d’extraction
(NucleoSpin® RNA Plant kit de Macherey-Nagel). Pour les étapes de mise au point qui ne
nécessitaient que peu d’échantillons le premier protocole a ét¢ employé. Le kit a été utilise

pour les nombreux échantillons destinés a étre analyses en gPCR.

Méthode de Verwoerd

Le protocole utilisé est adapté de celui de Verwoerd et al. (1989). 50 mg de jeunes
feuilles sont broyés dans 1’azote liquide, puis additionnés de 500 pl de tampon d’extraction
chauffé & 65°C [phénol / (Tris-HCI 100 mM pH 8 ; EDTA 10 mM pH 8; LiCl 100 mM ; SDS
1%), (1:1)]. Apres homogénéisation, 250 ul de chloroforme/alcool isoamylique (24 :1) sont
ajoutés. Une centrifugation de 5 min a 8000 g a 4°C est réalisée, puis la phase aqueuse est
récupéree et un volume égal de LiCl 4 M est ajouté. Les ARN sont précipités pendant une nuit

a 4°C. Aprés une centrifugation pendant 30 min a 12800 g a 4°C, le culot est re-suspendu dans
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250 ul d’eau stérile. Les ARN sont précipités par ajout d’1/10 volume d’acétate de sodium a
3M (pH 5,2) et 2 volumes d’éthanol absolu et incubation pendant 1 h a -20°C. Le culot d’ARN
obtenu aprés une centrifugation de 30 min a 12800 g a 4°C, est lavé avec 100 ul d’éthanol a
70%. Apres 10 min de centrifugation a 12800 g a 4°C, le surnageant est éliminé et le culot est
séché sous hotte Sorbonne, puis repris dans 20 ul d’eau stérile. Les ARN sont conserves a -
80°C.

Kit d’extraction Malchery Nagel

Le Kit d’extraction des ARN totaux utilisé est le NucleoSpin® RNA Plant kit (Macherey-
Nagel). Le kit propose deux tampons d’extraction: RAP et RAL. Les deux permettent
d’extraire les ARN. RA1 a un plus faible rendement d’extraction que RAP, mais donne des
extraits de meilleure qualité (moins de protéines résiduelles). RA1 a donc été utilisé pour notre
¢tude. Le protocole contient une étape de traitement a la DNase que j’ai supprimée car les
contrdles de qualité des ARN sur gel d’électrophorése montraient une contamination en ADN
méme apres cette étape de DNase. Une autre étape de DNase était donc nécessaire apres
I’¢lution des ARN (cf plus bas 111-3). Pour améliorer le rendement d’extraction les ARN sont
¢lués de la colonne avec 40 pl d’eau UP puis ’éluat est repris et replacé sur la colonne et a

nouveau centrifuge.

11-3.3  Synthése du premier brin d’ADN complémentaire

Les ARN messagers nous renseignent sur 1’expression des génes. Afin de quantifier cette
expression ils doivent étre transformés en ADN complémentaire (ADNc) avant de pouvoir étre

utilisés en Polymerase Chain Reaction (PCR). Ceci a été fait avec les protocoles suivants.

Traitement a la DNase

Malgré les précautions prises lors de I’extraction des ARN, il est possible que les
extraits contiennent des traces d’ADN. Il est donc nécessaire de les traiter pour éliminer
I’ADN restant. Dans un volume final de 100 pl, 10 pg d’ARN sont additionnés de 10 pl de
tampon RQ1 (10X RQI1, Promega), d’1 pl de DNase (RQ1 5U/ul, Promega) et de 1 pl
d’inhibiteur de RNase (RNasin 40U/ul, Promega). Le mélange réactionnel est incubé pendant
1h a 37°C. A D’issue, 100 pl d’une solution de phénol/chloroforme/alcool isoamylique (25 :
24: 1) a pH 8 sont ajoutés, puis une centrifugation a 12800 g pendant 10 min & 4°C est
réalisée et la phase aqueuse est récupérée. Cette étape, effectuée deux fois, permet

I’élimination des protéines. Les ARN sont precipités avec 1/10 volume d’acétate de sodium
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3M (pH 5,8) et 2 volumes d’éthanol absolu, pendant 2 heures a -20°C. Aprés 30 min de
centrifugation a 12800 g a 4°C, le surnageant est éliminé et le culot est lavé avec 100 pl
d’éthanol a 70%, puis centrifugé a nouveau pendant 10 min a 12800 g a 4°C. Cette étape de
lavage est réalisée deux fois. Les culots d’ARN obtenus sont séchés sous hotte Sorbonne, puis

repris dans 10 pl d’eau stérile. Les ARN traités a la DNase sont conserveés a -80°C.

Rétro-transcription

Une rétro-transcription des ARNm (RT) est réalisee pour synthétiser le premier brin

d’ADNc qui sera utilis¢ comme matrice de la PCR.

Un total de 2 pg d’ARN totaux traités a la DNase (ci-dessus 11-3.3) sont additionnés de 0,5 pg
d’oligo (dT) (Promega) dans un volume final de 11 pl, et sont incubés 5 min a 70°C pour
permettre la dénaturation des ARN, puis placés immédiatement dans la glace pendant 30 sec.
La réaction de rétro-transcription est réalisée en ajoutant, pour un volume final de 25 ul, du
tampon M-MLV (Promega), 1 mM de chaque dNTP, 400 U de reverse transcriptase M-MLV
(Promega) et 60 U d’inhibiteur de RNase RNasin® (Promega). Le mélange réactionnel est
incubé a 42°C pendant 1 h, puis 5 min & 95°C pour inactiver la reverse transcriptase. Les

ADNCc simple brin sont conservés a -20°C.

11-3.4  Dosage et contréles de la qualité des acides nucléiques

Au spectrophotométre

La concentration d’acides nucléiques extraits est déterminée par une mesure de 1a densité
optique a 260 nm, en admettant que 1 unité de DO a 260 nm équivalle a 40 ng/ml d’ARN ou
50 pg/ml d’ADN.

La pureté de ces acides nucléiques vis-a-vis des protéines et des polysaccharides est estimée
par une mesure du ratio des DO a 230nm, 260 nm et 280 nm respectivement. Si les rapports
DO260 nm/ DO230 nm €t DO260 nm/DO2s0 nm sont proches de 2, on considére que 1’on a une bonne

purification vis-a-vis des polysaccharides et des protéines.

Sur gel d’électrophorése

La quantité et la qualité des ARN est appréciée par migration de 1 ul d’extrait d’ARN
additionné de 4 ul de tampon de charge (Promega), sur gel d’agarose a 1% dans du tampon
Tris-Acétate-EDTA (TAE) stérile (pH=8, 40 mM TRIS base, 40 mM Acide acétique glacial, 1
mM EDTA) contenant 0,6 pg/ml de bromure d’éthydium (BET).
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Par « fausse » rétro- transcription

L’absence d’ADN contaminant dans les extraits d’ARN peut-étre vérifiée en réalisant une
« fausse » rétro-transcription (RT-). Cette procédure consiste a appliquer le protocole de rétro-
transcription (ci-dessus 11-3.3) sur une partiec de 1’extrait d’ARN en n’utilisant pas ’enzyme
M-MLV (Promega). Une fois le protocole terminé, 1’échantillon RT- est amplifié par PCR
avec un couple d’amorce si possible spécifique de I’ADN et n’amplifiant pas I’ARN (e.g.
défini sur un intron). Aprés migration sur gel d’électrophorese et révélation aux UV il ne doit
pas y avoir de bande visible. Sinon, I’extrait contient de I’ADN et doit étre retiré de 1’étude.
On peut tester 1I’échantillon RT- en PCR quantitative (QPCR). Dans ce cas, il ne doit pas y
avoir d’amplification ou, au pire, une détection tardive (plus de 35 cycles). L’inconvénient
majeur de cette technique est qu’elle utilise une partie de ’extrait d’ARN nécessaire a I’étude

et présuppose de disposer de suffisamment d’ARN pour faire une RT et une « fausse » RT.

83



Matériel et Méthodes
11-3.5  Amplification par PCR

Définition des amorces

Lors de mes recherches, j’ai ét¢é amené a utiliser des couples d’amorces pour la

réalisation de PCR et qPCR (Tableau 8).

Tableau 8 : Liste des amorces utilisées en PCR et gPCR ainsi que les conditions de réactions en PCR
Avec X le nombre de cycles d’amplification, X et Y le temps et la température d’hybridation, Z le temps
d’élongation.

Géne ciblé Amorces (5'Forward 3'/(5'Reverse 3)) Taille attendue de Conditions PCR
l'amplicon (bp)

GCGCCACACAACTAGAAATTAAGT/

La_LIM 151 N=25 cycles X=15 sec Y=60 °C Z=45 sec
TTGCACAGTCAGCTCAGCG
TTGATGAGGATGGTGATGGA/
La_LIN 198 N=25 cycles X=15 sec Y=60 °C Z=45 sec
TCTTGTTGTGTTGCTTGGACA
ATTGGTGAGGCGTGTTTAGC/
La_BERG 235 N=25 cycles X=15 Y=60 °C Z=45
- ATCTTTTCGGGTAGGCCAGT cycles 2=2osec sec
TGCTCAGTGGTGGATCGACTATG/
L i =2 =1 =60 °C Z=
a_Actin ACCACCTTAATCTTCATGCTGCTTG 95 N=25 cycles X=15 sec Y=60 °C Z=45 sec
CCACAATCAAGACCAAGAGGACAATC/
La_Tubuli N=2 les X=1 Y=60 °C Z=4
a_Tubulin CGCCAGGGACCACGGTTG 98 5 cycles 5sec Y=60 5sec
CCCTTCTTGAGGCTCTTGAC/
La_EFl-alpha 106 N=25 cycles X=15 sec Y=60 °C Z=45 sec
GCACAGTTCCAATACCACC
GGGGTTGCTAACTCAACGG/
Trnk 2000 N=25 cycles X=30 sec Y=48 °C Z=120 sec
AACTAGTCGGATGGAGTAG

Pour notre étude de phylogénie, nous avons travaillé sur la région du génome codant pour
I’intron du gene trnK. Les ADN extraits (Tableau 6) ainsi que ceux d’un plant de mélisse et de
basilic fin vert ont été amplifiés par PCR en utilisant le couple d’amorces trnK-3914F et trnK-
2R (Amorces notées Trnk dans le Tableau 8). L’amorce trnK-2R (C4R dans la publication de
(Miikeda, Kita et al. 2006) a été désignée par Kelly Steele, et trnK-3914F dessinée par Jerry
Learn a été modifiée par Soltis (Soltis et Soltis 1995).

Pour I’étude par qPCR, les amorces spécifiques des génes LaLIMS, LaLINS et LaBERS ont
été définies a partir de la séquence d’ADNc des synthases de L. angustifolia publiées

(Landmann, Fink et al. 2007) avec le logiciel Primer3 plus (http://www.bioinformatics.nl/cqi-

bin/primer3plus/primer3plus.cgi, (Untergasser, Nijveen et al. 2007). Les séquences des génes

de référence (actine, tubuline et facteur d’élongation alpha) de lavande n’étaient pas connues
au début de ma thése. J’ai donc recherché ces genes chez la lavande en travaillant sur les zones
conservées des sequences connues de ces genes chez les Lamiacées. Pour cela j’ai utilisé les
séquences disponibles sur GenBank de sauge et de basilic. Aprés alignement des séquences
des différents geénes, j’ai défini des couples d’amorces que j’ai testé sur des ADN de

L.angustifolia. Les produits PCR ainsi obtenus ont été séquencés et comparés par Blast. Les
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séquences obtenues sur les ADN de L.angustifolia correspondants aux génes de ménage
recherchés ont ensuite été utilisées pour definir des amorces spécifiques et dont les amplicons
ne dépassaient pas 200 bp.

Conditions réactionnelles

Chague réaction de polymeérisation en chaine est réalisée dans un volume final de 20ul
contenant le tampon GoTag® (Promega), 0,2 mM de chaque dNTP, 5 mM d’amorces sens et
antisens, 1 U d’ADN polymérase GoTaq® et environ 0,6 ug d’ADN. Le programme de PCR
utilisé permet une dénaturation initiale (5 min a 94°C), puis N cycles d’amplification (30 sec a
94°C, X sec a Y°C, Z sec a 72°C) et une étape d’élongation finale (7 min a 72°C). Le Tableau
8 reprend les différentes conditions d’utilisation en fonction des amorces (valeurs de X, Y et

Z). Il est effectué sur un thermocycleur Eppendorf Mastercycler®.
Visualisation

Les produits PCR sont visualisés sur gel d’agarose (cf 11-3.4)

11-3.6  PCR quantitative

Afin de suivre les variations des transcrits de TPS de lavande, deux genes de TPS
(LaLIMS and LaLINS) ont éte étudiés par PCR quantitative. Les analyses de PCR quantitative
ont été realisées au sein du laboratoire de néphrologie de la faculté de médicine de St-Etienne
sur un thermocycleur AB7500 (Applied Biosystems) avec des plaques de gPCR 96 puits. Les
ADNCc nécessaires a la réaction ont été obtenus aprés extraction des ARN avec le Kit
NucleoSpin® RNA Plant kit (Macherey-Nagel) et transcription inverse avec les protocoles
décrit plus haut (11-3.3).

La reaction de PCR était faite dans un volume final de 25 pl, incluant 400 nM de chacune des
amorces sens et antisens, et 5 ul d’ADNc dilu¢ au dixiéme. Le cycle de gPCR était le suivant :
10 min a 95°C puis 40 cycles de dénaturation de 15 secondes a 95°C et enfin hybridation-
extension de 45 secondes & 60°C. Conformément aux recommandations en mati¢re d’analyse
en qPCR des contrbles ont été effectués (Bustin, Benes et al. 2009). Afin de s’assurer de
I’absence de contaminations par de I’ADN génomique, des « fausses » RT ont été realisées
avec le protocole décrit plus haut. La qualité du melange réactionnel était quand a elle verifiée
par des NTC (non-template control) réalisés en remplagant les 5 ul d’ADNc par de 1’eau ultra-
pure. Toutes les réactions de PCR ont été réalisées en triplicats techniques. Pour chacune des
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dates testées, 6 ADNc provenant d’inflorescences différentes ont été analysées. La réaction de
gPCR était conclue par la réalisation d’une courbe de fusion (de 60°C to 95°C). Cette étape
permet de vérifier que le signal mesuré dans chaque puit correspond bien a un seul produit
PCR.

11-3.7  Séquengage

Le séquencage était sous-traité par la société MWG (Eurofins MWG operon, Ebersberg,
Allemagne). Avant I’envoi au séquencage les produits PCR étaient purifiés en utilisant le kit
QIAquick PCR purification (Qiagen, Hilden, Allemagne). Lorsque les produits PCR
contenaient plusieurs amplicons de tailles différentes, le produit de taille attendue était
découpé sur le gel de visualisation et purifié 4 I'aide du kit QIAQuick® (Qiagen, Hilden,
Allemagne).
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11 Analyse de données

11-1 Généralités

Une des forces de mes recherches est le nombre important d’échantillons traités. Ces
répétitions biologiques ou techniques permettent d’assoir les résultats avec une validation par

des outils statistiques.

Pour suivre la production de COV de I’expression de génes a 1’émission des COV, j’ai été
conduit a utiliser différentes techniques et outils d’analyse (Chromatographie, PCR, qPCR,
séquencage...). Certains outils intégrent déja les logiciels nécessaires a ’analyse des données
(e.g. gPCR Applied Biosystems avec le logiciel SDS 7200, Agilent Chemsation dataAnalysis
pour la GC-MS), mais d’autres nécessitent I’utilisation de logiciels externes. Dans cette partie
je vous présente les méthodes d’analyse employées, les logiciels utilisés et également les outils
de bioinformatique que j’ai créé afin de répondre aux besoins spécifiques de mes recherches

(développés plus en détails ci-dessous dans la section Résultats).

11-2 Analyses chromatographiques

I11-2.1  Identification des composés volatils

L’identification des CTV a été faite par GC-MS aprés une double séparation des
échantillon sur une colonne polaire (HP-Innowax) et une colonne apolaire (DB-5). Le nom
d’une molécule était trouvé en comparant les spectres de masse obtenus aux bases de données
Wiley, NIST 05 et Adams (Adams 2007). Ces noms étaient ensuite verifiés grace aux indices
de Kovats des COV calculés sur la colonne apolaire par comparaison avec ceux de n-alkanes
(C8-C20, Fluka). Lorsque nous disposions des COV sous forme de standards commerciaux
purs nous avons Vérifié que le temps de rétention du composé pur correspondait bien au temps
de rétention du composé a identifier (Annexe Il : Liste des standards utilisés en GC ). Le
module MSeasy qui a été développé lors de cette thése a été utilisé comme méthode de
prétraitement du jeu de donnees de lavandes botaniques (600 analyses GC-MS, Figure 31) ce
module a accéléré et facilité 1’identification des CTV (disponible dans 1’Annexe VIII :

Annexes numériques).
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4 N 514 échantillons :
Récolte de feuilles et d’inflorescences
dol d :> - Taxons (40)
e lavande au CNPMAI et eu BVpam - Espéces (29), hybrides (2)
N J
- Feuilles (318)
v - Inflorescences (198)
Extraction des composés volatils avec
un mélange d’hexane et de 200pl.L-1
de trans-2-hexenal
600 runs GC-MS :

- A4 - 514 runs sur colonne HP-Innowax
Analyse de 2l d’extrait en GC-MS |:> - 57 répétitions (HP-Innowax)
avec la méthode LavandeRoman.M - 29 runs sur colonne DB5

.

!

Recherche des pics (intégration entre 13260 pics détectés dans les 600 runs:

5 min et 70 minutes avec un threshold |:> -9426 pics pour les 514 échantillons

\de 15. - Feuilles (6086)

- Fleurs (3340)

A 4

Mise en forme des données brutes (fichier}

Identification automatique des 13260
molécules par la base de données
Wiley 2008.

Data.MS) avec les logiciels Chemstation et
R (MSeasy).

A 4

1420 identifiants CAS différents
trouvés. Avec une qualité
d’identification allant de 10 a 99. l

-
Calcul du nombre optimal de cluster avec }

Clusterisation des 13260 pics avec le
logiciel R (MSeasy).

I'indice Silhouette (MSeasy).

Résultat= 138
-

!

Identification de 141 molécules dont

certaines sont a confirmer et 42 sont des
inconnues

-

Figure 31 : Détail du nombre d’analyses GC-MS réalisées et de leur traitement par identification automatique ou par
MSeasy
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111-2.2  Quantification des composés volatils

La concentration de chacun des composés volatils, pour lesquels nous disposions de
standards commerciaux, était calculée en comparant 1’aire du pic du composé avec 1’équation
de la droite de régression obtenue avec différentes concentrations du composé commercial
pur. Afin de tenir compte d’une éventuelle évaporation du solvant hexane, 1’aire du pic était

corrigée par rapport a 1’aire de 1’étalon interne avant le calcul de concentration.

11-2.3  Alignement des chromatogrammes

Pour mon étude sur I’accumulation des terpénes dans les feuilles et les fleurs de L.
angustifolia et L. x intermedia, je disposais d’une large bibliographie décrivant le contenu des
huiles essentielles de ces espéces et je connaissais donc les molécules que j’allais rencontrer
dans les chromatogrammes. Dans ce cas, il était possible de comparer les échantillons sur la
base des RT des molécules. Le logiciel dataanalysis installé sur notre GC-FID par le
constructeur, Agilent, ne permet pas d’aligner les milliers de chromatogrammes obtenus. J’ai
donc utilisé des macros Excels développées pendant ma thése pour permettre de reconnaitre
les pics de molécules spécifiques sur la base de leur RT et d’en regrouper les aires dans un

tableau Excel (voir ci-dessous dans la section Résultats pour les détails sur ces macros).

Pour I’é¢tude sur la diversit¢ des CTV dans le genre Lavandula, nous nous sommes
affranchi de cette étape d’alignement pour les données de GC-MS gréace au logiciel MSeasy
développé sous R (voir ci-dessous dans la section Résultats pour des détails sur ce logiciel).

11-3 Analyse des PCR quantitatives

I11-3.1 Choix des amorces

Pour chaque couple d’amorce (Tableau 8), I’efficacité de la PCR (E) était calculée en
réalisant une gamme de dilution d’'un ADNc témoin (i.e. issu d’un mélange d’ARN de
différentes inflorescences et de différentes dates). La formule est la suivante : E = 10¢/pentedela
gamme étalon) (\qygind, Birkelund et al. 2002). Seules les amorces avec une efficacité comprise
entre 1.85 et 2.15 et un coefficient de détermination (R2) de la gamme étalon supérieur ou égal

a 0.98 ont été retenues pour la suite de 1’étude.
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111-3.2  Ratio d’expression

Les évolutions dans le temps de I’expression des geénes de la limonéne synthase et de la
linalol synthase ont été suivies en rapportant les valeurs obtenues a celles de la premiére date
en utilisant la méthode du delta-delta du cycle threshold (AACt) (Livak et Schmittgen 2001).
Cette méthode demande I’utilisation d’un geéne de référence. Pour cela, nous avons isolé au
sein du laboratoire trois genes de L. angustifolia codant pour 1’actine, la tubuline et le facteur
d’élongation alpha (dbEST Id 64810781, 64810782 et 64810783 respectivement). Pour nos
calculs, seule I’actine a été conservée comme gene de référence car ce géne est celui dont
I’expression fut la plus stable au fil du temps de développement des inflorescences de

lavandes.
111-4 Analyses phylogénétiques

I11-4.1  Alignement des séquences nucléotidiques

Les séquences d’ADN obtenues ont été alignées par 1’algorithme ClustalW du logiciel
BioEdit version 7.0.5.3. Paramétrages : options full multiple alignement et bootstrap NJ tree =
1000, et paramétre par défaut pour les Gap penalties (i.e. vide) (Hall 1999). Puis, pour affiner
I’alignement des séquences entre elles, quelques corrections manuelles ont été apportées en
utilisant la fonction Edit du logiciel BioEdit. Les nucléotides pour lesquels les
chromatogrammes ne donnaient pas clairement d’identification ont été recodés par la lettre N.
L’alignement de séquences a été sauvegardé au format fasta pour pouvoir €tre transféré vers le

logiciel de phylogénie MEGA version 4 (Tamura, Dudley et al. 2007).

I11-4.2  Calculs et visualisation des arbres de phylogénie

L’analyse phylogénétique de nos données a été faite avec le logiciel MEGA. Celui-ci
permet de faire les alignements de séquences tout comme BioEdit, mais il était plus facile de
visualiser les chromatogrammes des sequences et donc de corriger les alignements avec
BioEdit. Par contre seul MEGA permet d’analyser les séquences en termes d’information
phylogénétique. Sur les 1681 paires de bases retenues, 184 étaient variables et 89 étaient des
sites informatifs. Le taux de transitions/transversions était de 1.4. Le test du CHI? réalisé sur
les proportions des différentes bases dans les séquences a montré qu’il y a
proportionnellement plus de T et de A (33%) que de C et de G (17%) (ddI=93, p-value<0.05).

Pour la construction d’un arbre phylogénétique nous avons fait le choix de travailler avec le
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logiciel Phylip version 3.68 (Felsenstein 1995). En utilisant la fonction export data de MEGA,
on génére un fichier au format phylip (option site per line = 1681 et missing data and
alignement gap = include site with missing/ambigous data and gap). Le fichier obtenu n’est
pas exactement au bon format et il faut supprimer grace a un logiciel d’édition de texte (type
bloc-note de Windows® ou notepad++®) la ligne vide entre le nombre d’espéces et de paires
de base et la premiere espéce puis supprimer les espaces entre les nucléotides. Pensez
¢galement a faire attention d’avoir 10 caracteéres de titre pour chaque lignes. Si besoin, ajouter

des espaces pour étre au bon format pour Phylip.

Les informations données sur les séquences par MEGA ont été utilisées pour paramétrer
le logiciel Phylip module dnadist du programme Phylip (Phylip::dnadist). Nous avons choisi
d’utiliser la correction de Felsenstein (ou maximum likelihood) (option D valeur F84) pour le
calcul de la distance entre les taxons. L’avantage de cette correction est qu’elle tient compte
des différences de compositions en nucléotide et également du taux de
transitions/transversions (option T valeur 1.4). Le pourcentage de A, T, C et G est entré avec
I’option F (entrez ces valeurs dans 1’ordre suivant : 0.33 0.17 0.17 0.33 pour un pourcentage
de Aet T de 33% et de C et G de 17%).

La séquence d’analyse est la suivante : 1/ Phylip::segboot avec 1000 bootstrap et une
graine placée sur ’espece 5. Ceci génére un jeu de données qui permet de calculer les valeurs
de bootstrap. 2/ Puis Phylip::Dnadist avec la correction de Felsenstein (F84, T=1.4). 3/ Puis
selon I’algorithme d’agglomération choisi soit Phylip::neighbor (NJ ou UPGMA), soit
Phylip ::dnaML (maximum de vraisemblance) ou Phylip::dnaPARS (parcimonie). 4/ Pour finir
Phylip::consensus qui génere 1’arbre consensus et le sauvegarde dans un fichier dont
I’extention est «.phy». Il est visualisé avec le programme de visualisation d’arbre de

phylogénie ATV ( http://www.phyloXML.org (Leebens-Mack, Vision et al. 2006).

I11-4.3  Superposition des données de chimie et de phylogénie moléculaire

Pour superposer les données de chimie (liste des composés présents dans chaque espéce)
sur I’arbre de phylogénie du genre, j’ai utilisé le logiciel TNT (Goloboff, A. Catalano et al.
2009). La demarche est la suivante : création manuelle d’un fichier au format TNT contenant
la matrice de composés chimiques (une ligne par espéce avec autant de O et de 1 que de
molécules absentes ou présentes) puis les information de 1’arbre de phylogénie, 1a encore, au

bon format (pour plus de détails sur le format TNT voir I’aide du logiciel). Une fois ce travail
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effectué, il suffit d’ouvrir le fichier ainsi créé via le menu « File = Open Input File», puis de
lire les données superposées via le menu « Optimize - Character - Character mapping ». On
peut ensuite choisir de visualiser un ou plusieurs caractéres (molécule) sur 1’arbre de

phylogénie (la touche Entrée permettant de passer d’une molécule a la suivante).

1-5 Analyses statistiques

Les analyses statistiques ont été réalisées avec les logiciels R (R Development Core Team
2007) et XLStat (Version 2008.a Fahmy 2008) et Genalex (Version 6 Peakall et Smouse
2006).

La normalité et I’homoscédasticité des données ont été testées par tests de Shapiro-Wilk et
Fligner, respectivement. Afin de normaliser les données qui ne 1’étaient pas, nous avons
procédé a des transformations via la fonction Box cox power du logiciel R. Lorsque
I’homoscédasticité et la normalité des données étaient vérifiées, des tests paramétriques (e.g.
ANOVA) ont pu étre utilisés. Lorsqu’une ANOVA indiquait qu’il y avait une différence
significative entre les données, on réalisait un test de comparaisons multiples a posteriori : le
test de Tukey. Lorsque les transformations ne permettaient pas de normaliser les données nous
avons utilisé des tests non-paramétriques : le test de rang de Kruskal et Wallis pour les
comparaisons multiples et le test de Mann et Withney pour les comparaisons d’échantillons 2
a2.

Des analyses en composante principale (ACP) ont été faites. Pour ces ACP, les variables
qualitatives étaient transformées en variables quantitatives. Les matrices de données étaient

ensuite centrées et normées.

Pour analyser des corrélations 2 a 2, nous avons également utilisé les cartes de corrélations
(heatmap en anglais), les corrélations étant calculées avec le coefficient de Spearman et la
significativité des corrélations étant testée avec la correction de Bonferroni pour les
comparaisons multiples. L’ordre des variables dans la carte était calculé par I’algorithme
d’agglomération de Ward sur la base de la distance euclidienne entre les coefficients de

corrélations.

Les analyses en coordonnées principales (ACoP) ont eté realisées sur des matrices

présence/absence de COV avec le logiciel Genalex ainsi que 1’analyse de variance moléculaire
(AMOVA, distance de Huff).
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RESULTATS

| - Création d’un logiciel de traitement des données de GC-MS (Module MSeasy
pour R)

I1- Evolution des composés organiques volatils accumulés par les espéces du
genre Lavandula

I11- Etude des variations spatio-temporelles de I’accumulation de terpénes chez

L. angustifolia et L. x intermedia
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Création d’un logiciel de traitement des données de GC-
MS (Module MSeasy pour R)

Les étapes de ’analyse des COV en GC-MS
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I Création d’un logiciel de traitement des données de GC-MS (Module
MSeasy pour R)

-1 Introduction

L’analyse en chromatographie en phase gazeuse (GC) d’un grand nombre d’échantillons
biologiques d’origines variées a des fins de comparaison se heurte a certaines limites. Le
probléme de 1’alignement des chromatogrammes et de la détection des pics se posent (De
Souza, Saunders et al. 2006; Luedemann, Strassburg et al. 2008). En effet, en GC-MS, GC-
FID ou encore en LC-MS chaque molécule ou mélange de molécules identiques est censé étre
élué au méme temps de rétention (RT) si le chromatogramme est obtenu sur une méme
colonne et dans les mémes conditions d’analyse. La simple superposition de deux
chromatogrammes devrait donc permettre de lister les molécules communes aux deux
chromatogrammes. Malheureusement, ceci n’est vrai que dans une certaine mesure (Duran,
Yang et al. 2003). De nombreux parameétres techniques peuvent, en effet, modifier de maniére
plus ou moins importante le RT d’une molécule entre deux analyses effectuées sur un méme
appareil, dans les mémes conditions d’analyses : encrassement de la colonne, modifications de
la matrice de la colonne au fil du temps, variations infimes et aléatoires des débits de gaz
vecteurs ou des températures du four, maintenances sur 1’appareil.... (Duran, Yang et al.
2003; Issag, Van et al. 2009). De méme, la nature biologique des échantillons peut aussi
entrainer des décalages de RT. En effet, nous avons pu observer que des especes, méme
proche phylogénétiquement, présentent une variation de RT pour un méme composé dans des

conditions d’analyse identique.

Ainsi, une étape clef de I’interpération des données brutes de GC-MS (et autres methodes
couplées a une masse) est donc ’alignement des pics des différents chromatogrammes ayant
un RT identique, ou proche (Duran, Yang et al. 2003). Cette étape de prétraitement
(« preprocessing ») permet 1’obtention d’une liste de pics d’ou découle un fichier final avec
autant de lignes que d’échantillons et autant de colonnes que de pics ayant des RT différents

(Figure 32 d’aprés De Souza, Saunders et al. 2006; Tohge et Fernie 2009 ).
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Figure 32 : Alignement de chromatogrammes sur la base du RT (modifié d'aprés Tohge et Fernie 2009)

Quand le nombre d’échantillons analysés est important, I’alignement manuel devient trop
fastidieux voire impossible et des outils automatisés sont nécessaires. Plusieurs types d’outils
ont été développés pour permettre 1’alignement des chromatogrammes (Cuadros-Inostroza,
Caldana et al. 2009; De Vos, Moco et al. 2007; Duran, Yang et al. 2003; Lisec, Schauer et al.
2006; Luedemann, Strassburg et al. 2008). Basés sur des algorithmes complexes, ils
permettent généralement de regrouper les pics en se basant sur leur temps de rétention et/ou
sur un indice de rétention (RI). Ces indices sont I’indice de Kovats (KI) ou I’indice
arithmétique (Al) et sont obtenus en calculant la distance du RT d’un pic par rapport aux RT

de pics de références (des n-alcanes pour les analyses GC) (pour le calcul voir Adams 2007;
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Van den Dool et Kratz 1963). La procédure suivie par ces logiciels est généralement proche de

celle-ci :

1 — récupération des données brutes de 1’appareil de GC-MS, LC-MS au format constructeur

ou dans un format international d’échange de données

2 — définition par I'utilisateur d’une plage acceptable de variation du temps de rétention d’une
substance pour regrouper les pics de chromatogrammes différents situés dans cette méme
plage de RT.

3 — vérification des problémes de collision entre pics (deux pics d’un méme extrait classés
dans la méme colonne), ou bien création intempestive de deux colonnes dans la matrice finale
pour des pics correspondants & une méme molécule mais ayant des RT plus éloignés que
prévu, ou encore d’échantillons aberrants présentant une plus grande variation sur ses RT que

la moyenne des autres.

4 — Création d’une matrice finale pouvant étre utilisée par d’autres logiciels
(« postprocessing »). Cette matrice est en général un tableau dont les lignes sont les
échantillons ou les individus testés, et les colonnes sont les molécules détectées.

Cette procedure constitue le prétraitement des données (avant 1’établissement de la liste de
pics) et peut étre précédée d’une étape de nettoyage des chromatogrammes (soustraction du
bruit de fond) et étre suivie d’une étape d’intégration (estimation de la concentration des
molécules). Le plus souvent, des logiciels fournis par le constructeur de I’appareillage
effectuent le nettoyage et 1’intégration ; Mais des outils développés par la communauté
scientifique en metabolomique permettent aussi d’effectuer ces étapes (De Vos, Moco et al.
2007; Duran, Yang et al. 2003).

Ces différents outils de prétraitement basé sur le RT/RI peuvent cependant présenter des biais
expérimentaux (De Souza, Saunders et al. 2006). En effet, rien n’empéche qu’un pic d’un tissu
X ait le méme RT qu’un pic d’un tissu Y et que les molécules associées respectivement a ces
pics soient différentes chimiquement. Ce biais peut étre limité si on travaille avec les indices
de rétention (KI, Al) (Luedemann, Strassburg et al. 2008). Mais la encore, on trouve des
molécules ayant des RI identiques mais des structures chimiques différentes : par exemple le
beta-bisabolol (KI= 1675, Al 1674) et I’helifolenol A, ou encore 1’alpha-Z-santalol, le
valeranone, 1’hydroxydiphenyl-2-methane (Adams 2007). De plus, les algorithmes complexes

utilisés pour I’alignement des chromatogrammes conduisent souvent l’utilisateur a devoir
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déterminer des parameétres auxquels il n’a pas toujours acceés ou qui ne sont pas intelligibles.
L’utilisateur se retrouve alors confronté a une boite noire sur laquelle il n’a pas le controle

pour I’interprétation de ses données brutes.

Le couplage de la chromatographie avec un spectrophotométre de masse permet d’ajouter a
I’information du RT/RI, une information liée a la structure chimique de la molécule analysée.
Cette information est constituée par le spectre de masse de la molécule. Selon la technique, ce
spectre de masse est plus ou moins complexe et peut se limiter a un seul pic parent dans le cas
d’une ionisation douce (souvent utilisée en LC-MS) ou bien contenir une multitude de pics
issus de la fragmentation de la molécule comme, par exemple, aprés un bombardement
électronique (souvent utilisé en GC-MS) (Peters, van Velzen et al. 2009). Sur la base de ces
spectres de masse et du RT/RI il est possible d’identifier une molécule en utilisant des bases
de données informatiques couplées a des algorithmes de comparaison (Adams 2007). Le
travail d’alignement des chromatogrammes n’est ici plus nécessaire. La Figure 33 présente les
différentes étapes d’une identification automatisée d’un composé€ par son spectre de masse via
un logiciel de comparaison. En GC-MS, chaqgue pic représente une molécule ou un mélange de
molécule en cas de co-elution. Pour chaque pic, I’appareil enregistre un certain nombre de
spectres de masse par unité de temps, appellés scans (scans qui apparaissent au fur et & mesure
de I’élution des molécules du chromatrogramme, représentés par des fragments ionisés de
masse mesures par un rapport masse/charge (m/z) sur une période de temps). Le nombre de
scans acquis par pic dépend de la fréquence de balayage du détecteur de masse et de la largeur
du pic (durée de sortie d’un pic de la colonne chromatographique). Ces scans peuvent ensuite
étre utilisés pour 1’identification. Pour comparer le spectre de masse du pic avec les spectres
des bases de données, les logiciels utilisent soit le spectre de masse du scan de 1’apex du pic
(option par défaut sur de nombreux logiciels) soit un spectre de masse moyen issu de la

moyenne de tous les scans du pic ou d’une partie des scans autour de I’apex.

Les logiciels d’identification automatisée proposent obligatoirement des noms de molécules,
méme si la moécule n’est pas dans la base de données. Ces noms de molécules correspondent
aux spectres les plus proches du spectre du pic analysé. Un coefficient de qualité de
I’identification (match factor) est associé a chaque proposition. Plus ce coefficient est elevée

plus le spectre de masse du pic est proche de celui contenu dans la base de données.
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Figure 33 : Schématisation d’une identification automatique d’un composé par son spectre de masse via une base de
données informatique.

En vert : Le scan y correspond au spectre de masse de I’apex du pic. En noir : le spectre de masse est le résultat
de la moyenne des spectres mesurés durant la durée de sortie du pic de la colonne de chromatographie. Les 3
pourcentages indiqués sur la fenétre du logiciel NIST correspondent aux match factors des 3 molécules de la base
de données dont le spectre de masse est le plus proche de celui du scan y.

Cette identification automatisée est rapide et dans une certaine mesure fiable. En effet, la seule
identification par le spectre de masse n’est pas suffisante, il faut pour plus de certitude vérifier
que le RI est bien celui attendu pour cette molécule et si possible vérifier qu’un standard
chimique pur de cette molécule analysée dans les mémes conditions sur le méme appareil a

bien le méme RI et le méme spectre de masse (Tholl, Boland et al. 2006).

Au démarrage de ma thése en novembre 2006, seuls quelques outils qui ajoutaient
I’information du spectre de masse au RT pour faire 1’alignement étaient disponibles. Le
premier était XCMS (Smith, Want et al. 2006). Cet outil est un module pour le logiciel de
statistique libre R (R Development Core Team 2007). Il permet un alignement de trés bonne
qualité mais ne peut toujours pas distinguer des pics ayant le méme RT mais issus de
molécules différentes. Le second était le logiciel développé par Murphy et al pour un appareil
de spectrométrie de masse laser (Murphy, Middlebrook et al. 2003). Ce logiciel peut
différencier des pics ayant le méme RT mais présentant des spectres différents car il utilise le
spectre de masse complet pour comparer les pics entre eux. Ainsi, le spectre de masse du
premier pic du premier chromatogramme est comparé a I’ensemble des pics des autres
chromatogrammes quelque soit son RT. La comparaison se fait par classification hiérarchique
ascendante sur la base d’une matrice de distance entre spectres de masse obtenue par un calcul
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d’un «dot product » qui selon les auteurs est proche d’une distance cuclidienne. Une fois la
matrice de distance calculée, les deux spectres ayant la plus grande similarité (i.e. le plus fort
« dot product ») sont moyennés pour donner un nouveau spectre de masse représentatif du
groupe. Puis la matrice de distance entre les spectres de masse des pics restants et celui du
groupe créé est recalculée et ainsi de suite tant que les « dot products » sont supérieurs a un
seuil fixé par I’utilisateur. Au final, I'utilisateur obtient une liste de pics avec pour chacun le
numero du cluster auquel il appartient. Chaque cluster étant lié & un spectre de masse moyen
issu du regroupement (clustering), on peut méme, sous certaines conditions, identifier la
molécule. Ce logiciel est donc intéressant surtout qu’il peut traiter jusqu’a 4000 pics en méme
temps. Mais, il a été développé pour un appareillage particulier et dans un langage
informatique complexe. De plus, 'utilisateur doit faire arbitrairement le choix d’une valeur
pour le seuil d’arrét du clustering. Or, ce seuil, qui ne représente pas une valeur intelligible,
impacte grandement le nombre de groupes formés (Marcolli, Canagaratna et al. 2006). Aucun
indice de qualité ne permet de valider le nombre de groupes formés, qui peut alors ne pas
correspondre du tout au nombre de molécules différentes réellement présentes dans les
échantillons analysés. Un seuil haut, impliquant une forte identité entrer les spectres de masse,
pourra générer plus de groupes que de molécules. Inversement, un seuil bas risque de
regrouper des molécules différentes dans un méme groupe. Le dernier outil qui était disponible
était celui développé pour MATLAB® par Dixon (Dixon, Brereton et al. 2006). Cet outil a
une approche semblable a celle de Murphy (Murphy, Middlebrook et al. 2003).

Quelque soit I’approche, le travail d’identification manuel des pics demeure donc une
étape obligatoire. Marcolli et al soulignent que les outils de bioinformatique peuvent aider a
regrouper les molécules semblables mais qu’il sera toujours nécessaire de faire intervenir un
expert en chimie pour avoir une identification certaine des molécules (Marcolli, Canagaratna
et al. 2006).

Un des objectifs principaux de mon travail de thése était d’analyser sans a priori 500
échantillons de feuilles et fleurs de différentes especes botaniques du genre Lavandula pour
caractériser la diversité des composeés terpéniques volatiles (CTV) dans ce genre (voir chapitre
de résultats suivant). Ce jeu de données analysées en GC-MS comportait quelques 50 000 pics
détectables. La premiéere étape du travail consistait donc a créer une matrice en
présence/absence (« fingerprinting matrix » codée en 1/0) de la composition en COV de ces

lavandes. Il fallait pour cela rechercher dans les 50 000 pics les molécules identiques (ou
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mémes mélanges de molécules). La comparaison manuelle de ces pics permet I’identification
mais necessite beaucoup d’efforts et de temps. Dixon et al. (Dixon, Brereton et al. 2006) ont
estimé que pour aligner et intégrer les pics d’un chromatogramme « a la main » il faut environ
5 minutes par pic (vérification du spectre de masse, du temps de rétention, correction de la
ligne de base...). Ce traitement « a la main » effectué sur mon jeu de données de lavandes
botaniques représenterait 4167 heures de travail, soit 104 semaines de travail a temps plein ou
encore deux ans. L’automatisation de cette comparaison est dés lors indispensable. Les outils
de prétraitement existants n’étant pas adaptés a nos objectifs expérimentaux, nous avons
développé un outil de prétraitement adapté a nos besoins en utilisant le programme de
statistique libre R (R Development Core Team 2007). Cette méthode est basée dans un
premier temps sur les spectres de masse et dans un second temps, sur le RT/RI. L’ensemble
des spectres de masse obtenus pour un jeu de données est analysé avec des méthodes de
classification non supervisées. La validité de la classification est évaluée avec des indices de
qualité et les spectres similaires sont regroupés et correspondent potentiellement a une
molécule. La comparaison du spectre de masse des pics d’un méme cluster avec des molécules
déja décrites est grandement facilitée. Il est possible d’intégrer des standards et/ou une
bibliothéque aux analyses des échantillons, de maniére a faciliter 1’identification des
molécules. Pour calibrer et évaluer notre outil nous avons travaillé sur trois jeux de données
obtenus avec différentes méthodes, sur différents organismes. Le développement du module
MSeasy est issu d’un travail collaboratif entre Florence Nicole (MCF LBVpam), Elodie
courtois (Courtois 2010) et moi-méme. J’ai participé activement a la programmation du
module sous R et j’ai développé I’interface conviviale MSeasytkGUI. Jérome Mardon
(Mardon 2010) et Juliana Ivanisevic (lvanisevic) nous ont fourni des jeux de données pour
tester la robustesse de notre méthode. Martine Hossaert McKey a suivi et soutenu ce projet par
I’intermédaire du GDR d’écologie chimique. Par la suite, je présente le module MSeasy (voir
aussi en Annexe IV : Poster MSeasy présenté lors du congres Metabolomic 2010 Amsterdam
27-Juin/1 Juillet 2010), mais aussi, dans un premier temps, les outils initiaux de compilation

de données que j’ai développés pour le laboratoire.
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I-2 Résultats : Les outils de bioinformatique créés

1-2.1 Les outils de compilation de données de GC-FID et GC-MS

Les macros Excel

A mon arrivée au laboratoire BVpam, j’ai développé des outils de bioinformatique
avec le logiciel Excel de Windows® pour faciliter le traitement de nombreux
échantillons. Le tableur Excel permet en effet de programmer des macros, qui sont des
programmes automatisant le traitement de donnees. J’ai développé plusieurs macros qui
permettent de faire du prétraitement convivial de données de GC-FID et de GC-MS issues
du logiciel Chemstation d’Agilent. Je ne présente ici que les principales macros
assemblées en un seul classeur Excel « MacroGC.xls » disponible dans I’ Annexe VIII :
Annexes numériques et sur demande. Le code des macros est accessible en ouvrant le
classeur « MacroGC.xlIs » puis en ouvrant le volet Visual Basic (le mot de passe est :
admin). Ces macros ont été développées pour fonctionner sur les versions 1997 et 2002
d’Excel. Avec le classeur « MacroGC.xls », il est, par exemple, possible de compiler les
données brutes (Format de sortie du logiciel Chemstation d’Agilent) et de les transférer
dans des classeurs Excel. Une fois les données compilées au format Excel, les macros
permettent également de mettre en forme les données puis de les comparer (mise des
informations nécessaires en colonne par exemple : échantillon/RT/aire du pic/spectre de
masse). Les différentes possibilités offertes par ces macros sont rapidement décrites dans

I’organigramme de la figure 35.

Bienvenue =

Les Macros pour la GC FID ou GC MS Version Excel 12,0

Vous souhaitez analyser des données de (cochez la case) @

[~ GC-Ms - m

[ GCFID [~ Utiisateur expert

Annuler

Figure 34 : Boite de dialogue issue des macros Excel

Pour faire fonctionner les macros aisément, j’ai développé une interface graphique. La

navigation entre les différentes options et 1’accés aux macros, s’effectue en répondant aux
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Etapel: Choix du type d’analyses
(GC-MS,GC-FID ou Mode Expert)

!

Etape2: Choix du fichier d’entrée de données

Choix : Récupération des données (Format Agilent)
Traitement des données (Format Excel)

v

Etape3: Sélection du répertoire contenantles données |

(Agilent ou Excel selon le choix étape 2) | :

Agilent l l Excel : |

v |

Etape4.1: Sélectiondesinformations || Etape4.2: Sélection :

arécupérer (Differe selon FID ou MS) dutype d’analyse I

“, GC-FID: Recherche de I

composeés ciblé par leur RT I

EtapeS: Recherchedesdonnées ,

brutes etcopie en format Excel GC-MS: Alignementsurle 1
(Différe selon FID ou MS, possibilité de filtrer) RT des aires des pics ou des

n° CAS ou du spectre de |

‘1’ masse * |

|

Etape6: Affichage delaliste des
échantillons traités

Figure 35 : Organigramme des étapes des macros Excel

Etapel : choix entre GC-FID ou GC-MS selon le type de machine utilisée, si la réponse est GC-MS il est
demandé si les données ont été traitées pour le bruit de fond par le logiciel Metalign(RIKILT/Plant-
Research-International 2001). Il est également possible de passer en Mode Expert (i.e. sans boites de
dialogues).

Etape2 : choix entre la récupération de données brutes (GC-MS ou GC-FID) ou bien le traitement de données
déja au format Excel (fichiers préalablement générés via les étapes 5 et 6, ou par d’autres moyens).

Etape3 : Sélection du répertoire dans lequel sont les données a travailler (données brutes sous Agilent (option par

défaut) ou Excel selon le choix étape2).

Etape4.1 : choix des informations a récupérer des données brutes. Par défaut : Nom échantillon + RT + Aire de
pic. Auxquelles s’ajoute si 1’on souhaite : le nom de la molécule (s’il y a une identification automatique
par la base de données NIST ou Wiley), le spectre de masse de chaque pic (il faut avoir créé un fichier
export3D avec le logiciel Agilent Chemstation apres analyse GC-MS).

Etape4.2 : Choix du type d’analyse : alignement automatique sur la base du RT (seuil de séparation des RT fixé
par I’utilisateur) ou sur 1’identification NIST ou Wiley (le numéro CAS), calcul du spectre de masse
représentant chaque pic (différents modes de calcul possibles: moyenne de tous les scans du pic,
moyenne d’un pourcentage des scans autour de I’apex du pic, spectre de I’apex du pic uniquement).

Etape5 : Recherche des données brutes répondant aux critéres d’un filtre (nom de méthode, date d’analyse...)
dans le répertoire sélectionné a I’étape3 et création d’une copie des données au format Excel dans un
répertoire différent.

Etape6 : Affichage de la liste des échantillons trouvés et traités.
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questions posees dans les boites de dialogue. La premiere fenétre présentée dans la Figure 34
s’affiche des 1’ouverture du classeur « MacroGC.xls» par I'utilisateur. Elle permet a
’utilisateur de commencer la récupération de ses données en indiquant sur quelle machine il
travaille (GC-MS ou GC-FID). Ensuite, selon le type de données et les analyses souhaitées,
I’utilisateur est amené a répondre a d’autres questions, a copier ou coller quelques lignes ou
remplir certaines cases du classeur. La/les matrice(s) obtenue(s) peuvent ensuite étre analysées
statistiquement ; les spectres de masse peuvent étre dessinés pour étre comparés aux bases de
données. La macro d’alignement des pics sur la base des RT sous Excel (Etape 4. Figure 35)
est un peu longue lorsque le nombre de pics est important (supérieurs a 500) et est limitée par
le nombre de RT différents. En effet, selon la version d’Excel, le nombre de colonnes
maximum ne peut dépasser 256. Un travail sur 1’efficacité des algorithmes est envisageable
mais il ne résoudrait pas les limitations inhérentes aux autres logiciels (Excel ici). Afin de
palier a ces probléemes de temps de création et de nombre maximum de colonnes du fichier
d’alignement sur le RT et améliorer les possibilités de prétraitement de grands jeux de données

de GC, j’ai développé des programmes en langage Perl.

Les programmes en Perl

Pour palier a certaines limites des macros Excel, j’ai développé des programmes en langage
Perl. Ce langage est communément utilisé en bioinformatique car il est adapté au traitement de
fichiers de données volumineux. Le premier programme en Perl (RTalign.pl) permet de traiter
trés rapidement un grand nombre d’analyses, directement a partir des données brutes en sortie
du logiciel Chemstation d’Agilent (parametres par defaut), ou sous format Excel, comme
issues des macros décrites précédemment. D’autres programmes permettent d’améliorer la
compilation des données de GC-MS et le rapatriement des informations des pics (RT, Aire,
Identification de molécule par la base de données Wiley) (matricecomplete.pl et ses 6 sous-
programmes). Ces programmes sont disponibles dans I’ Annexe VIII : Annexes numériques de
cette thése et sur demande. Le code est accessible en ouvrant le fichier (*.*pl) dans un éditeur
de texte (Notepad de Windows® ou autre).

Les programmes en langage Perl sont efficaces pour 1’alignement de grands nombres de pics
mais leur utilisation nécessite 1’installation du programme Perl et implique de naviguer entre
le classeur Excel (ou autre tableur) et le programme Perl. Leur utilisation requiére donc un
certains niveau d’expertise. Ma volonté¢ étant d’obtenir un outil convivial et efficace

permettant de réaliser I’ensemble des opérations de prétraitement sur un grand nombre
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d’échantillons (compiler, mettre en forme et comparer les données de GC-MS). Cet outil
existe désormais et a été formalisé sous la forme d’un module R libre et gratuit ; MSeasy. Un
module, package, paquet ou bibliotheque de programmes externes, est simplement un
ensemble de programmes R qui compléte et permet d'augmenter les fonctionnalités de R. Un
package est généralement dévolu a des méthodes particulieres ou a un domaine d‘applications.
Il est possible de construire un package, pour usage personnel ou pour étre diffusé (via le
CRAN par exemple). Ce module MSeasy permet un prétraitement des données de GC/LC-MS

et est détailé dans article ci-dessous.
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1-2.2 Le module MSeasy pour R (article en préparation pour soumission)

TITLE: “MSeasy: an R package dedicated to ecologists for the pre-processing of GC/LC-MS
data

ABSTRACT

Motivation: The democratization of metabolic analyses has extended the scope of
metabolomic to ecology investigations. Chemical ecology interprets the variation and diversity
of chemical signals of non-model organisms in the light of species interactions. Elucidating
the biological information within such complex signals, using robust statistical analyses,

require a large number of replicates and dedicated bioinformatic tools.

Results: To analyse large GC/LC-MS datasets of chemical compounds, we developed an
unsupervised pre-processing method. The method detects individual compounds within
complex mixtures, through the clustering of mass spectra. Retention time or retention index
are used in a second time to control the quality of clusters. No profile correction, migration
time alignment or normalization are needed. The method was robust to the use of different
types of chromatographic support and to shifts in retention times, which are common for large
and/or long-term analysis due to column ageing, contamination or replacement. We validated
our method on two distinct biological datasets and showed that it compares favourably to other
pre-processing methods. We found that the best clustering method that groups similar mass
spectra into molecules was the hierarchical clustering analysis with Euclidean distance and
Ward linkage. However, we implemented a function that allows identifying if other algorithms

could be more approriate for other datasets.

Availability and implementation: an R package “MSeasy” implementing our pre-processing
method is freely available on demand. For non R users a Graphical interface, called

MSeasyTkGUI, was created and is also freely available at https://dossier.univ-st-

etienne.fr/lbvpam/public/MSeasy%20R%20package/.

1-INTRODUCTION

Unveiling large metabolic profiles of biological systems (i.e. metabolomics) has become a
routine process thanks to recent advances in analytical chemistry. Also, computational tools
have enabled an exhaustive examination of whole metabolomes rather than specific target
compounds. Mass Spectrometry (MS) is a commonly used analytical technique that detects
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and identifies metabolites in biological samples. Among the many ionisation technologies
used for mass analysis, those that provide enough excess energy to lead to the parent ion
fragmentation (electron bombardment for example) are particularly meaningful for small
molecule analysis because they yield a mass fragmentation spectrum that is more unique to
each molecule than the mass of its unfragmentated form. Due to the complex nature of
biological samples, analytical separation of metabolites is often performed before MS analysis
to discriminate as many metabolites as possible. The two most common separation techniques
hyphenated to MS are gas chromatography (GC) and liquid chromatography (LC). Once
separated (by either GC or LC), the hundreds of molecules within a sample can be chemically
identified using the specific and characteristic mass spectrum obtained from the MS.
Metabolic analyses aim to identify qualitative or quantitative variations of the constituents of
biological samples, using either metabolite fingerprinting or extensive profiling. Metabolite
fingerprinting is used to rapidly assess differences in biological samples through the
presence/absence of molecules (Fiehn 2002). This fast technique is appropriate to identify
discriminating regions of chromatograms for further analyses. Metabolite profiling, on the
other hand, requires molecules to be identified and quantified. It usually targets a given class
of compounds or a specific metabolic pathway.
Metabolic analyses have recently spread outside of the chemistry labs and they have extended
their scope to evolutionary and ecological questions (Meinwald et Eisner 2008). Metabolomics
have been applied to investigate the function of chemicals in natural systems (De Vos, Van
Oosten et al. 2005). For instance, the variation and diversity in biological chemical signals is a
key aspect of many interactions between living organisms: plant-animal interactions (Johnson,
Agrawal et al. 2009), allelopathic plant-plant interactions (Heil et Silva Bueno 2007),
communication in social insects (Vander Meer, Breed et al. 1998), animal behavior (Penn,
Oberzaucher et al. 2007) and sexual selection (see the special issue on chemical ecology2008);
Harborne, 1997 #945; Harborne, 2001 #936}. Unlike fields, such as medicine, agronomy or
environmental science, chemical ecology usually addresses non-model organisms and
investigates complex mixtures of unknown compounds using a large sample size and multiple
replicates within and among individuals.
For these reasons, a need has emerged for the development and standardization of
bioinformatic methods to analyse this flow of data (Fukusaki et Kobayashi 2005; Lindon,
Nicholson et al. 2005). A consequent literature on metabolic analyses deals with the pre-
processing step, which aims to obtain the fingerprinting or profiling data matrix (molecule
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presence or abundance in each sample) from raw data for statistical analyses (Goodacre, et al,
2004; Lange, et al, 2008). This first step can be challenging when large number of GC/LC-MS
runs have to be treated, and consists in extracting and transforming peak information from raw
data into molecule information. This involves several steps: collecting raw data from all
samples, correcting chromatograms baselines, smoothing peaks, aligning and normalizing
chromatograms, peak deconvolution and finally identifying the molecule based on its retention
time (or retention index) and on its mass spectrum (Gullberg, Jonsson et al. 2004; Lisec,
Schauer et al. 2006). These steps are too lengthy and too prone to experimentator error when
conducted manually on large dataset, complex mixtures or heterogeneous samples. Also, some
commonly encountered problems would need to be corrected manually. The first problem, in
particular for long term analysis, is the shift in migration times due to gradual column ageing,
accumulation of contaminants on the chromatographic support or by events such as peak
broadening, coelution of substances and distorted peak shapes. Column changes and parallel

use of different chromatographic supports also complicate data pre-processing (Issaq 2009).

Several bioinformatics’ tools have already been developed to address all, or part, of these pre-
processing steps: Targetsearch, XCMS and its extension for structural characterization of
molecules (XCMS?) are based on the open source R interface (Benton, Wong et al. 2008;
Cuadros-Inostroza, Caldana et al. 2009; Smith, Want et al. 2006); Metalign, TagFinder (via
Metalign), MathDAMP, MSFACTSs are independent free tools (Baran, Kochi et al. 2006;
Lommen 2009; Luedemann, Strassburg et al. 2008; Tikunov, Lommen et al. 2005);(Duran,
Yang et al. 2003). Other authors, have developed an algorithm under commercial proprietary
software (Dixon, Brereton et al. 2006). Other software solutions provide more global packages
combining both pre and post processing steps: meltDB, metaboanalyst web server, MZmime
and additional unnamed processes (Jonsson, Gullberg et al. 2004; Katajamaa, Miettinen et al.
2006; Neuweger, Albaum et al. 2008; Steinfath, Groth et al. 2008; Xia, Psychogios et al.
2009). In addition, manufacturers’ instruments provide commercial software solutions

(Agilent’s genespringMS, Water’s MarkerLynx, AB Sciex’s MarkerView).

Most of these software solutions, however, are based on the quality of chromatograms
normalization, cleansing, and alignment to select peak at a given retention time or index.
Consequently, the analyses of heterogeneous samples cannot be easily streamlined e.g. when
migration time shifts are important, or if sevral molecules share a common migration time in

distinct analyses, and may potentially lead to serious mistake in data analysis. To save the
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implementation of these steps, some authors proposed methods where the construction of a
peak list is not needed (Bamba et Fukusaki 2006; Hansen, Andersen et al. 2005; Jonsson,
Gullberg et al. 2004). Chromatogram patterns or full spectral profiles are directly analysed
without deconvolution and peak identification. However, these approaches cannot resolve the
specific compounds responsible for differences between samples and the achievement of a

peak list becomes unavoidable.

Here, we developpe a simple method to infer a comprehensive peak list from MS analyses
without prior migration time alignment. It is based on the clustering of mass spectra rather
than retention times or indices. Retention times or indices are used secondarily to control the
quality of the clusters. A very similar approach was successfully used for the analysis of air
and water samples (Bernard et al 1986, Murphy et al 2003). This method is insensitive to shift
in migration times, to the use of different columns, is exhaustive and can handle large datasets.
Subsequent identification of molecules identity can then be conducted on molecules of interest
by conventional techniques (RI, MS comparison with reference databases and commercial
standards). Adding commercial standards or specific libraries to the datasets prior to the
clustering could greatly facilitate the identification of molecules. Our method should help
chemical ecologists to interpret large datasets by mining the essential information and
checking for data quality. The method was implemented in an open source R package called
MSeasy (R Development Core Team 2007). For non R users a user-friendly interface was also
developed in a package called MSeasyTkGUI. Both packages are freely available at
https://dossier.univ-st-etienne.fr/lbvpam/public/MSeasy%20R%20package/

2-IMPLEMENTATION AND METHODS
2.1-PACKAGE/PROCESS DESCRIPTION

Our statistical method generates a reliable list of molecules present in a given sampling
that can be used to fingerprint each sample (figure 1). Step 1, the data from all chromatograms
and mass spectra are collected into a global matrix with one line for each detected
chromatographic peaks. Each lines contains the information for one peak : sample name,
RT/RI and relative mass spectrum. Then, prior to step 2, an optional function can be used to
identify the best clustering algorithm that finds the correct structure in a test dataset where

molecules are already identified. Step 2, the mass spectra from the global matrix are grouped
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into homogenous clusters so as to eventually produce one cluster per molecule. The optimal
number of clusters in a dataset is given graphically by plotting a cluster quality index, the
Silhouette width (Rosseeuw et al). Finally several statistics are used to identify reliable

clusters corresponding to a unique compound. This includes homogeneity in migration time

Résultats

per cluster, high Silhouette width and similarity in the 8 most abundant mass fragments.

Figure 1: General workflow of the MSeasy package
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A typical GC/LC-MS output is represented by two components:

- the chromatogram, displaying the mixture separation by the GC or LC where each peaks
corresponds to the elution of a distinct molecule out of the chromatographic column.

- a mass spectrum obtained by fragmentation in the MS chamber for each point of the
chromatogram. A mass spectrum is represented by a histogram displaying the intensity of each

fragment depending on its mass-to-charge ratio (m/z).

After a GC/LC-MS analysis, two types of data are available for each peak: the retention time
in the chromatogram (i.e. when the molecule has been eluted; otherwise, retention index can

be calculated), and the mass spectrum corresponding to this molecule.

Each GC/LC-MS analyser delivers the output in a specific format with various file extension
(.sms for Varian, .d for Agilent, .dat for Finnigan, and so on).

In our method, two alternative input formats can be used. The first one is the
international ASCII format that can be obtained from many providers directly or after

transformation with translator softwares such as GC and GCMS File Translator™

(http://www.chemsw.com/12149.htm). The second input format is provided by Agilent
ChemStation (MSD ChemStation, Agilent Technologies). When ASCII is the input format,
data have to be compiled with the trans.ASCII function of the MSeasy package to obtain a
global matrix for further analyses. Then the MS.DataCreation function smooth the
chromatograms and detects peaks by the succession of 3 points with increasing intensity
directly followed by 3 points of decreasing intensity (with a total intensity of the peak higher
than 10 kilocounts). The default value of the filter parameter is 3, but it can be changed by
increasing the N_filt value of the MS.DataCreation function (see MSeasy help files for
details). When working with data from Agilent Chemstation, for each sample, the peaklist is
taken from the rteres.txt file in the *.*D directory and mass spectra are extracted from the text
file generated with the Agilent Export3D macro from the tools menu of the Chemstation
software. Then, the characteristics of the detected peaks (sample name, RT/RI and mass
spectrum) are then compiled in a global matrix (space separated text file; initial DATA.txt).
Depending on the apex option choosen in the function MS.DataCreation, the mass spectrum
of a peak is obtained by either averaging several mass spectra around the apex or directly
extracting the mass spectrum at the peak apex. The intensity (in counts) of each mass fragment

is then transformed into a relative percentage of the highest mass fragment per spectrum in
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order to compare among mass spectra from different analyses with variable peak intensities.

Several demonstration files (input and output files) are available at the package download

page.

Test for the best clustering method (function MS.test.clust)

To detect similar molecules, we cluster peaks of different chromatographic runs that are
characterized by similar mass spectra. The best algorithm to cluster similar mass spectra may
differ depending on the species, extraction method, instrumentals, laboratory specificities and
so on. We then implemented an option, the MS.test.clust function, to test and identify the best

clustering algorithm.

Since the total number of true molecule is usually unknown in complex biological substance
sampling, the use of unsupervised clustering algorithms is required. These include partitional
and hierarchical algorithm (Steinbach, Ert6z et al. 2004). Partitional algorithms, such as
kmeans or partitioning around medoids (PAM), determine all clusters at once and do not
consider any hierarchical/neighboring relations among clusters. For these algorithms, the
number of clusters should be specified beforehand, but it is always possible to run the
algorithm with a range of number of clusters and assess the quality of each partition with
various indices of cluster validity. The optimal validity index is selected as the best partition.
Unlike partitional methods, hierarchical algorithms are iterative methods for clustering
datasets (hierarchical clustering analysis HCA), based on the neighboring relations among
clusters. Two types of algorithms exist: agglomerative or divisive. Agglomerative algorithms
begin with each element as a separate cluster and merge them into successively larger clusters.
Divisive algorithms begin with the whole set and proceed to divide it into successively smaller
clusters (Halkidi, Batistakis et al. 2002; Zhao et Karypis 2003).

In distance-based clustering analyses, the choice of the distance metrics influences greatly the
results. The p-order Minkowski distance (which includes the Euclidean distance as a special
case when p=2) and Correlations are the most commonly used measures of respectively,

dissimilarity and similarity (Jobson 1991).
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The Minkowski distance of order p between two points

P = (1:1.'1:2! s .‘Iﬂ) and Q = (ylryE! "'!yﬂ) EE“ is defined as:

n 1/p
(Zm - ym’) .

i=1

Minkowski distance is a metric distance typically used with p being 2 (Euclidean distance) or
1 (Manhattan distance). A study found that clustering large dimensions data was more
efficient using p indices of Minkowski distance smaller than 1 (Aggarwal, Hinneburg et al.
2001; Hinneburg, Aggarwal et al. 2000). For that reason, we also tested two values of p

indices below 1 (p=%2; p=1/3).

The function MS.test.clust compares the clustering of a subset of well-known and clearly
identify molecules that are present in several samples with three classical unsupervised
clustering methods: partition around medoid (PAM), hierarchical divisive clustering,
hierarchical agglomerative clustering, with various combinations of distance metrics and link
methods. An important step in hierarchical methods is the choice of the link methods and so
several options are tested (average, single, complete, ward; (Steinbach, Ert6z et al. 2004). The
clustering algorithms are compared on their ability to correctly assign the different mass
spectra to the pre-defined molecules using the matching coefficient. The results of clustering
algorithms are then evaluated with two quality indices (Dunn index and Silhouette width) that
assess which clustering scheme best fits the data. The matching coefficient evaluates the
correct assignment of each mass spectrum to the expected molecules: when one cluster groups
the different mass spectra of the same molecule, then 1 is attributed and when one cluster
contains mass spectra corresponding to different molecules, then 0 is attributed. The sum is
then divided by the total number of expected molecules. The value of the matching coefficient
varies from 0 to 1 and 1 indicates perfect clustering results. A second cluster validity index
called Silhouette width and described by Rosseeuw (Rousseeuw 1987) is commonly used to
assess clustering quality (Dixon, Heinrich et al. 2009). This index is based on two criteria:
cluster compactness and isolation. If a is the average distance of a point from the other points
of the same cluster (variation intracluster / compactness), and b represents the minimum of the
average distances of the point from the points of the other clusters (cluster separation), then the

silhouette width s of the point is defined as: s=(b-a)/max{a,b}. The value of the Silhouette
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width varies from —1 to 1 with -1 indicating that the object is closer to another cluster than the

one it has been assigned to, 0 indicating bad clustering result and 1 a perfect clustering result.

The second validity index, the Dunn index D, is defined as: D=[min{k,l-numbers of
clusters}dist(Ck, Cl)]/[max{m-cluster number}diam(Cm)]

k,1,m - numbers of clusters which come from the same partitioning, dist(Ck,Cl) - inter cluster
distance between clusters Ck and CI, diam(Cm) - intra cluster diameter computed for cluster
Cm.

Graphics display the comparative results between algorithms on the R window and as a PDF
file (for details see help files of the R package).

Step 2: Mass spectra clustering and creation of a fingerprinting matrix (function MS.clust)

The selected optimal unsupervised clustering method is run on the global matrix
(initial_ DATA.txt) to group similar mass spectra into molecules. The optimal number of
clusters is identified using the Silhouette width. Running the best unsupervised clustering
method with the optimal number of clusters produces different output files for facilitating the
quality control of the clusters, the identification of molecules, and returns a fingerprinting

matrix with homogeneous clusters.

As the total number of molecules contained in the dataset is generally unknown, the function
MS.clust allows identifying, among a user defined range of number of clusters, the optimal
number(s) of clusters using the silhouette width. For each number, a set of output files is
generated. Homogeneous and inhomogeneous clusters are separated. Homogeneous clusters

are expected to be a unique molecule and are defined by several quality controls:

- Low variation in migration time between samples within the cluster (RTmax-RTmin <
0.1 by default but can be user defined).

- High individual silhouette width within the cluster and high mean cluster silhouette
width (high compactness and high isolation)

- Similarity of the 8 more abundant mass fragments within the cluster

- Acluster should not contain several peaks from the same chromatogram.
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Several output files are produced by the MS.clust routine: output cluster summarizes the
results at the level of the cluster and separates homogeneous from inhomogeneous clusters.
This file can be used directly for subsequent molecule identifications. Output_peak gives the
clustering outputs and the results at the level of the peak. To allow further manual
investigations on homogeneous and more particularly inhomogeneous clusters, two pdf files
are generated. The first displays the distribution of retention times/retention indices for each
cluster and indicates the range within each cluster. The second displays the distribution of the
silhouette width and indicates the mean value for each cluster. Finally, output_matrix is the
fingerprinting matrix (0 for absence, 1 for presence) with samples in row, sample name in the

first column, then migration time and homogeneous clusters.

User-friendly interface

For users that are not familiar with R, we developed a user-friendly interface that skip the
writing of command lines. The MSeasyTkGUI R package contains a graphical user interface
(GUI) for MSeasy. With MSeasyTkGUI only one command line - library(«MSeasyTkGLI»);
MSeasyTkGUI() — is needed to launch the GUI (Figure 2). All MSeasy calculations can be started
from the GUI menu without any command lines.

K VEIS1ON £.9.s [ZUUS-UB—24) |

Copyright (C) 2009 The R Foundation for Statistical Computing |
ISBN 3-900051-07-0 74 MSeasyTkGUI = | = &3

E is free =software and comes with ABSOLUT | File MSeasy Help
You are welcome to redistribute it under
Type 'license()' or 'licence()' for distg| MSeasy even mote easy

- Right click buttons for help - Double click in lists to select -

Hatural language support but running in

R i= a collaborative project with many cq - Data sets -
Type 'contributors()' for more informatiq Read a data file ‘ Load a data set |
'"eitation()' on how to cite B or R packaqg
- Compilation of data from GC/LC-MS -

Type 'demo()' for some demos, 'help()' fqg .
'help.start ()" for an HIML browser interf Agilent raw data | ASCI raw data |
Type "9gi()' to guit E.

Quit R (save) | Dismiss ‘ Quit R (don't save) ‘
> library ("MS5easyTkGUIM) ; MSeazavTkGUI ()

Loading required package: MSeasy |

Figure 2: user-friendly graphic interface for MSeasy
Left : R commande window with in red the command line used to start the GUI. Right :first window of the GUI
interface.

The MSeasyTKGUI package is available at the MSeasy download page.
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2.2 TEST DATASETS

We calibrated and validated our method by investigating the chemical composition in two
datasets obtained with different extraction methods and instrumentals. The first dataset came
from a vegetal model and consisted of volatiles organic compounds (VOCs) extracted from
inflorescence of Lavandula species by organic solvent. The second dataset came from an
animal model and consisted of VOCs collected by thermal desorption of seabird feathers.
Twenty individuals of the blue petrel (Halobaena caerulea) were analysed for their

biogenically-emitted VOCs.
Lavender dataset

The Lavender data set comes from a broad study that investigates the evolution and ecological
function of VOCs over the genus Lavandula (Guitton 2010). The dataset is composed of the
VOCs from 86 inflorescences on individual plants from 16 species of two subgenera
(Lavandula and Fabricia). Within each subgenus, different sections and subspecies are
represented (Upson 1997). Samples were collected in one day in 2006 and 2008 from plants of
similar age cultivated in the same field (CNPMAI, Milly La Forét, France). A detailed
protocol of sample preparation, VOCs extraction and analyses is described in (Guitton, Nicole
et al. 2010Db).

The chromatographic data were generated with an Agilent GC-MS apparatus.
Chromatographic and spectral data were extracted using the Agilent ChemStation (MSD
ChemStation Version D.0200275, Agilent Technologies).

Bird dataset

The second dataset consisted of seabirds-emitted VOCs obtained by direct solid-phase thermal
desorption of feathers. This data set was collected to investigate the role of chemical signals,
and plumage scent in particular, for the social behaviors of petrel seabirds (Mardon 2010).
Feathers from 20 blue petrels (Halobaena caerulea) were collected at a breeding colony, on a
sub-Antarctic island (lle Verte, 49°51'S, 70°05'E) from the Kerguelen archipelago. A detailed
protocol of sample preparation, VOCs extraction and analyses is described in (Mardon 2010).

The Varian GC-MS used provided raw chromatographic data generated as *.*sms files that
were transformed into ASCII international format using a file translator software (GC and
GC/MS File Translator Pro, version 4.1, ChemSW, Fairfield, CA, USA, 2003).
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2.3 COMPARISON WITH DIFFERENT PRE PROCESSING METHODS

The performance of our method based on the clustering of mass spectra was compared to two
other classical approaches: mass spectral library detection and manual detection. The lavender
dataset was used for this analysis. The quality of detection was evaluated using the cluster
validity index of silhouette width (see 2.2). For the mass spectral library detection, all peaks
from all samples were submitted to the automated peak identification module integrated in the
Agilent ChemStation®, using the Wiley 275 mass spectral library (McLafferty 2006). A CAS
number and a match factor were attributed to each peak. Stereo isomers and redundant entries
(similar molecule with different CAS numbers) were grouped after manual examination.
Finally, peaks assigned to similar molecules were grouped into clusters and this partition of
the data was used to calculate the silhouette indices. Manual detection was performed by
comparing the retention time and mass spectrum of each peak with those of authentic
standards. When standards were not available, identification were based on the mass spectral
library Wiley 275 and Adams mass spectral databases (Adams, 2007) by calculating the
Kovats indices using n-alkanes C8-C20 (Fluka). Peaks corresponding to similar molecules

were grouped into clusters and silhouette widths were then calculated.

Quantitative and qualitative results were compared at different levels: line level (one peak of
one sample), peak level (one peak identify for several samples) and molecule level (i.e.
homogeneous and high quality clusters for our method; peaks with mean quality factor >80%

for mass spectral library detection; and molecules identified for manual detection).

3-EXPERIMENTS AND RESULTS
3.1 IDENTIFICATION OF THE BEST CLUSTERING METHOD

For the dataset on bird feather scent, Euclidean distance gave the best clustering results
(Figure.3c) and only PAM and hierarchical agglomerative clustering with average, single or
Ward linkages also provided a correct clustering (Figure.3a). For the lavender dataset,
Euclidean and Manhattan distances were the best distances and gave the expected result
irrespective of the clustering methods (Figure3 b and d). For both dataset, the Ward linkage
method was the most efficient in grouping similar mass spectra. This was true with both apex

option of the MS.clust routine (results not shown, see package help file for details). The
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quality and precision of the MS data influence the quality of the clustering. The bird dataset
was obtained with a lower precision due to unexplained reasons compared to lavender and
gave less robust clustering results (mean silhouette width over all methods respectively for
bird and lavender dataset, 0.49 and 0.80).

According to these results and tests performed on other datasets (tropical trees analysed by
GC-MS (Courtois, Paine et al. 2009) and corals analysed by LC-MS (results not shown
Ivanisevic; IvaniSevi¢, Thomas et al. 2010), the hierarchical agglomerative clustering with

Euclidean distance and Ward linkage was chosen for the analysis of the complete datasets.

Figure 3: matching coefficient and silhouette width of several clustering methods (along the x
axis) for the bird data set (a and c) and the lavender dataset (b and d). For both dataset, mass
spectra were taken at the apex. PAM corresponds to partition around medioid (partitional
link methods were tested for

method). Other methods were hierarchical. Several

agglomerative clustering (aggl.). The different symbols correspond to different distance

indices.
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3.2 APPLICATION TO LARGER DATASETS

We applied the hierarchical agglomerative clustering with Euclidean distance and Ward
linkage to the complete datasets using the function MS.clust.

Figure 4 : Graphical output of the function MS.clust representing the evolution of the
silhouette width as a function of the number of clusters. The red line indicated the best number
of clusters. For the two datasets, results are shown for mass spectra at the apex.
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The search for the optimal number of clusters was applied to the Lavender dataset for a
number of clusters ranging from 30 to 300 (figure 4). Here, the curve shows a unique optimal
number (apex of a curve). This value should be used for further analyses. However, if the
graph displays an optimal value located on a plateau, the user could perform the analyses at
the optimal number of clusters and also with the minimal and maximal numbers of clusters

delimiting the plateau.

Of the 1695 peaks in the lavender dataset, the optimal number of clusters was chosen equal to
93 because there was only one maximum (identical whatever the MS.DataCreation apex
option choosen). Of these 93 clusters, 61 were directly detected as homogeneous cluster. The
method was also applied to the bird dataset with a baseline correction window of 9 and for a
range of clusters from 30 to 300. The optimal number of cluster depended on the
MS.DataCreation apex option. Over the 1300 peaks, the optimum number of cluster varied
from 88 when the MS.DataCreation option -mean mass spectra around the apex -was used to
53 when the option — only apex mass spectra - was used. On the 88 clusters, 47 homogeneous
clusters could be identified directly.

After clustering, the quality of the clusters was assessed. The first and intuitive check was the
variation in migration time. However, if different GC or LC columns were used to obtain the
dataset, this first criterion becomes ineffective because in that case very different migration
times can be obtained for the same molecule. The second criterion was based on the silhouette
width that measures cluster compactness and isolation. A third criterion was based on the

similarity of the 8 most abundant mass fragments of the mass spectra within a cluster.

The PDF output files generated after mass spectral clustering help interpret the cluster quality.
Figure 5 presents a key to this interpretation based on migration time. Homogeneous clusters,
defined by a variation of migration time lower or equal to 0.1 by default, represented two third
of overall clusters in the lavender dataset. In more than 95% cases, they had a high mean
silhouette width (> 0.4), a right-skewed distribution of silhouette width and correspond to a
unique molecule. Inhomogeneous clusters were defined either by the presence of the same
analysis twice or more within one cluster (only one cluster concerned that require a manual
verification), or by a variation of migration time higher than 0.1. A total of 5.4% of the
clusters were found to be a unique molecule but they presented a larger shift in migration time
than 0.1. For two third of inhomogeneous clusters (22.6% of all clusters), a bimodal

distribution of migration times was observed, associated with a high mean and right-skewed
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distribution of silhouette width, indicating that two molecules could not be separated because
they had very similar mass spectra. The information of the migration times and the 8 most
abundant mass fragments could thus be used to distinguish the two molecules easily. Overall,
only 7.4% of the clusters were identified as pollution (based on comparison with blank control
analysis) or mixed of unresolved molecules that may require further extensive manual

processing.

When the criterion based on migration time made no sense, the first criterion became the
silhouette width. In our data, a limit of mean silhouette width equal to 0.4 (or median = 0.5)

was meaningful to separate high and bad quality clusters.
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3.3 COMPARISON WITH DIFFERENT PRE PROCESSING METHODS

Table 1 : comparative results of three different pre-processing methods.

Mass spectra Mass spectral
clustering Manual library
method detection detection statistics

LINE DATA
total number of lines 1695 1695 1695
total nb of lines with silhouette > 0.7 870 (51.3%) 881 (52%) 327 (19.3%) KHI?test ddl= 2 khi*=489.8 p<0.0001
mean silhouette over lines(1) 0.641 0.610 0.071 anova ddl=3 F=3520.6 p<0.0001
SD 0.265 0.314 0.522
Tukey's a Posteriori Comparisons b b a

PEAK QUALITY (raw dataset, all lines confounded)

total number of peaks 93 290

mean silhouette per peak 0.635 -0.017 anova ddl=2 F=182.0 p<0.0001
number of peak with mean silhouette > 0.7 40 (43%) 25 (8.6%)

Tukey's a Posteriori Comparisons b a

MOLECULE QUALITY ("high quality" dataset, clusterOK (avec 8 premiers fragments OK) et groupes cas OK (>80%))

total number of molecules 61 127 82

mean silhouette per molecules 0.729 0.535 0.177 anova ddl=3 F=189.5 p<0.0001
number of peaks with mean silhouette > 0.7 36 (59%) 51 (40%) 20 (24.4%)

Tukey's a Posteriori Comparisons c b a

(1) after a boxcox transformation for normalization (lambda =1.43)

Table 1 shows that the clustering method and the manual detection gave very similar results
compared to the less efficient method solely based on mass spectral library detection. For the
latter, only 19.3% of lines had a silhouette width higher than 0.7 while the other two methods
presented approximately 51% of lines robustly assigned to a peak. At all levels, the mean
silhouette width was significantly lower for the mass spectral library method than for the two
other methods. The mass spectral library detection failed to group similar mass spectra which
dramatically decreased the silhouette width (good cluster compactness but low cluster
separation) and enlarged artificially the number of peaks (290 versus 93 for our method and
127 for the manual detection).

Compared to our method, manual detection gave a higher number of high quality molecules

but with a lower mean silhouette width. However, more molecules had a higher silhouette

width (51 versus 36 for mass spectra clustering). Manual detection allowed considering and

assigning ambiguous mass spectra into clusters, which reduced the mean silhouette per peak.

However, manual detection had better results than our method but time and efforts were

different. Dixon et al. (Dixon, Brereton et al. 2006) estimated that manual alignment and
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integration of each peak lasted approximately 5 min per peak (checking mass spectra, elution
times, baseline, etc.) and manual processing of a chromatographic dataset of 50
chromatograms consisting of 30 peaks would take 125 hours, i.e. around three weeks’ work.
At this speed, the manual treatment of the 1695 peaks of the lavender dataset would require
141 hours (3 weeks and a half). Comparatively, the time for clustering was fast and took only
15 minutes for lavender dataset and 11min for bird dataset on a laptop (CPU: 1.3 GHz,
Memory: 1 Go). The 1695 original peaks were grouped in 93 clusters. This greatly shorten
(reduced by 18) the amount of work needed to carry out the manual analysis. To be complete,
the time to compile all GC/LC-MS analyses should be added to the time of clustering. The
compilation of mass spectra and chromatogram data into a global matrix ranged from 8min for
the bird dataset to 75min for the lavender dataset. Finally, overall, the treatment with our

method took one to two days while the manual detection method took more than 3 weeks.

DISCUSSION

In this paper, we present a simple pre-processing method to detect molecules in GC-MS
datasets. The method is implemented in the MSeasy R package and is freely available. Only
one to two days were needed to treat a chemical dataset of 86 chromatograms and 1695 peaks
overall. The quality of molecule detection was less effective than manual detection but
comparatively, the manual approach was more labour-intensive and took approximately three

weeks’ work instead of few days with MSeasy.

The mass spectral clustering method, based on the clustering of mass spectra rather than
retention times or indices, is simple and yields a comprehensive peak list without any
extensive profile correction and alignment. Retention times or indices are also used in a

second stage as a criterion for the cluster quality control.

This method is fast, exhaustive, robust to shift in migration times and to the use of different
columns. It allows handling large data sets in short time and helps researcher to interpret large

data set by extracting essential information and for data quality control.

Hence this method is particularly well-adapted for ecological experiments, and more generally
for large and long-term experiments in non-model species. However, if retention indices are

available for all samples, other methods may be more useful than mass spectral clustering.
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For molecule identification, visual exploration of the raw data is not always standardized
because it is highly dependent on the chemist’s ability to recognize molecule structure with a
mass spectrum. As the number of peaks increases, manual peak detection and identification
may become subjective and biased. As an aid, reference mass spectral libraries can be used but
they are not always adapted to a given dataset, fail to group very similar molecules and may
fail if the molecule is not in the database (Schauer, Steinhauser et al. 2005). Adding standards
to the original dataset, the mass spectral clustering method greatly facilitates the identification
of molecules. Spectral libraries could be created very easily and adapted to the instruments
and lab specificities using standards and well-identified molecules. This library can be added
very simply to the clustering analyses to facilitate the naming of clusters. Each experiment in
the lab would thus enrich the spectral libraries and increase the efficiency of molecules
identification. This approach is particularly powerful for labs that use the MS for a wide array

of species.

Applying our method to two datasets, we found that the best clustering method for grouping
similar mass spectra in molecules was the hierarchical clustering analysis with the Euclidean
distance and the Ward linkage. Former studies that aimed at clustering mass spectra from air
or water samples also demonstrated the greater effectiveness of Ward’s method (Bernard, Van
Grieken et al. 1986; Murphy, Middlebrook et al. 2003). Bernard et al (Bernard, Van Grieken
et al. 1986) obtained similar results on the efficiency of linkage methods on electron
microprobe data and found the best results from Ward’s classification, moderate results with
average distances measures, and the poorest results with single linkage. However, it is not
excluded that other clustering algorithms could be more adapted for other particular datasets.
For that reason, we recommend the use of the function MS.test.clust to identify the best

clustering algorithm on any new dataset.

As for all methods, the mass spectral clustering method presented limits and should not be
considered as an end of the data analysis. The clusters are never absolutely accurate and
misclassifications occur (7.4% of bad clusters in the lavender dataset). First of all, the
efficiency of clustering depends on the quality and precision of the raw dataset (scanning and
analysis parameters). Even a powerful and optimized cluster algorithm will never replace the
correct settings of separation analysis parameters. Unclear chromatograms with overlapping
and/or saturated peaks will lead to a lower success in assigning peaks into homogeneous

molecules.
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Sometimes, one spectrum cannot chemically match to a cluster even though it belongs in it for
several reasons: very similar spectrum corresponding to different molecules, stereo isomers, a
too low number of clusters (resulting in merging artificially different molecules). On the
contrary, a spectrum can be misclassified in an unexpected cluster because it can be a mixture
of several compounds, be polluted or be part of a continuum of molecules that are not easily

resolved by cluster analysis.

Finally, as emphasized by Murphy (Murphy, Middlebrook et al. 2003), there is a vast
information that an experienced scientist can bring to the interpretation of mass spectra and
that cannot be easily programmed into a classification algorithm. Nevertheless, the clustering
of peaks made with our mass spectral clustering method can save huge amount of time in the
process of identifications of molecules.
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1-3 Discussion

Les avancées rapides dans le domaine de la chimie analytique permettent d’étendre le
champ d’investigation de la métabolomique aux questions écologiques. La compréhension des
variations de la production de composés chimiques chez des espéces non-modéles permet de
répondre a de nombreuses problématiques d’écologie. Cette démarche de recherche de signal
biologique dans des systémes biologiques complexes demande généralement 1’analyse de
nombreux échantillons et la répétition des expérimentations. Afin de faciliter le traitement des
grands jeux de données générés par de telles études, j’ai développé (en partenariat avec
Florence Nicole et Elodie Courtois) MSeasy, un outil statistique (libre et gratuit) permettant de
simplifier la détection et 1’identification de pics dans des échantillons de composition
inconnue analysés en GC/LC-MS. La méthode employée par MSeasy est basée sur le
regroupement (clustering) des pics de chromatographie sur la base de leurs spectres de masse
plutdt que sur celle, plus classique, du regroupement des pics selon leur temps ou indices de
rétention. Nous avons montré que la meilleure méthode de clustering de spectres de masse est
la classification hiérarchique (distance euclidienne et méthode de liaison de Ward). Ce résultat
est valable pour les différents jeux de données testés (pétrels, lavandes, éponges de mer, arbres
tropicaux) et des résultats similaires ont été obtenus dans des travaux antérieurs (Murphy,
Middlebrook et al. 2003). Nous avons, cependant laissé a 1’utilisateur la possibilité de tester
d’autres algorithmes, d’autres distances et d’autres méthodes de liaison. En effet, il est

possible qu’un autre jeu de données puisse présenter une méthode de classification optimale
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différente de celle-ci. 11 est d’ailleurs recommander d’effectué le test sur tout nouveau jeu de

données.

La méthode MSeasy est rapide avec par exemple moins d’un jour pour « prétraiter » un jeu
de données de 86 chromatogrammes et un total de 1695 pics. Et elle permet également,
lorsque 1’on souhaite identifier les molécules, de faire gagner du temps au chimiste du
laboratoire en réduisant le jeu de données a I’essentiel de 1’information. Ainsi, au lieu de
regarder I’ensemble des spectres de masse de I’ensemble des pics pour identifier les molécules
présentes celui-ci n’a plus qu’a analyser les différentes informations rendues disponibles par
MSeasy pour les différents clusters (RT/RI pour chaque pic, indice Silhouette, 8 premiers
fragments de masse). La procédure d’identification de molécule est certes moins efficace
qu’une identification manuelle par un chimiste expérimenté mais elle a 1’avantage d’étre plus
rapide (18 fois moins de temps pour analyser 1695 pics). MSeasy est particulierement adaptée
au prétraitement de données d’expérimentation d’écologie chimique de longue durée sur des
espéces non-modéle. Cependant, si les molécules recherchées sont bien connues et que 1’on
dispose des RT/RI pour I’ensemble des échantillons il est évident que d’autres logiciels seront

plus adaptés.

MSeasy est un outil de prétraitement et ne fournit par définition qu’une analyse
préliminaire du jeu de données. Il a ces limites notamment dans le nombre de formats de
données qu’il peut lire, la détection de molécules et son efficacité informatique (nombre de
pics comparables, temps d’analyse...). Actuellement, MSeasy ne permet de lire que deux
formats de donnees (Agilent et ASCII) et nous souhaiterions élargir le nombre de formats de
fichier d’entrée pour que les utilisateurs d’autres types d’appareils de GC/LC-MS puissent
plus aisément avoir acces a MSeasy. Ceci peut passer par 1’intégration de tout ou partie du
logiciel Metalign (Lommen 2009) qui permet de lire divers formats de données de divers
appareils de MS ou par un couplage avec le module R XCMS? car celui-ci permet la
compilation de données au format international NetCDF. XCMS? permet également une
identification des spectres de masse par comparaison avec les molécules de la base de données

en ligne METLIN (http://metlin.scripps.edu/) ou propose une structure chimique théorique si

le spectre de masse n’est pas dans la base de données. MSeasy peut traiter des jeux de données
de GC/LC-MS contenant jusqu’a 20000 pics en un temps relativement court (2 jours) mais que
certains trouveront trop long. La qualité du clustering dépend grandement de la qualité des

données brutes. Les meilleurs algorithmes du monde ne remplaceront jamais un paramétrage
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correct de la méthode de séparation des molécules. Ainsi, avec MSeasy, la comparaison de
chromatogrammes contenant de nombreux pics saturants et/ou de nombreuses co-élutions ne
pourra pas donner de résultats satisfaisants. De plus, méme si un pic est mathématiquement
associ¢ a un groupe d’autres pics il est possible qu’il n’ait, en fait, pas de relations chimiques
avec les autres pics du groupe. Ceci est certes une limite mais il faut rappeler que les meilleurs
algorithmes ne peuvent pas totalement remplacer I’expertise d’un chimiste (Murphy,
Middlebrook et al. 2003) mais ils peuvent lui faire gagner un temps précieux. Des
développements sont d’ores et déja envisagés pour améliorer ces performances
(implémentation d’algorithmes plus efficaces (Dixon et al, 2006), utilisation de nouveaux

package R, programmation en C).

MSeasy a répondu a nos besoins pour notre étude de 1’évolution des COV accumulés par
les especes du genre Lavandula. MSeasy a été présenté a diverses occasions (GDR d’écologie
chimique, au colloque d’écologie 2010, au congrés de métabolomique 2010), a fait I’objet
d’une formation CNRS et d’un workshop dédié. MSeasy est adapté aux besoins de
nombreuses équipes travaillant sur les problématiques d’écologie chimique. C’est donc tout
logiquement que notre outil bioinformatique a été utilisé avec succes par d’autres études dont
les systémes expérimentaux sont trés différents du notre, notamment une étude sur 1’émission
de COV par 55 especes de familles différentes d’arbres tropicaux de Guyane (Courtois, Paine
et al. 2009) et que des collaborations ont émergé (Jérdbme Mardon, Juliana Ivanisevic).
Différentes personnes nous ont contactés pour tester et utiliser notre module (Marie
Charpentier, CEFE Montpellier sur les Mandrills, Ramon-Perez sur les coccinelles, Gregory
Roeder, FARCE de I’institut de biologie de Neuchatel). MSeasy devrait ainsi participer a la
caractérisation exhaustive de la biodiversité des substances naturelles dans des espéces non

modeles.

Dans cette partie de mes travaux, j’ai également développé un ensemble d’outils de
bioinformatique destines au préetraitement de données de GC-FID ou GC-MS issues du logiciel
Chemstation d’Agilent. Ces outils comprennent : des macros développées sur Excel (1997 et
2002) et en langage Perl qui ont trouvé leurs applications au sein du BVpam dna sla gestion
quotidienne des données de GC-MS et de GC-FID. J’ai réussi a développer des outils
conviviaux ou efficaces mais la combinaison de ces deux points restent a approfondir. Leur

utilisation impose pour le moment I’intervention d’un spécialiste pour traiter les données.
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Dans ce but et suite aux remarques des utilisateurs de MSeasy j’ai développé le module
MSeasyTKGUI qui permet de ne plus avoir a saisir de ligne de commande pour lancer les
analyses sous R. L’interface graphique offerte par ce dernier module est donc un plus pour la

distribution de notre méthodologie.

Au dela des considérations techniques liees au développement du module cette partie de
mes recherches met en avant la nécessité de standardisation des formats d’acquisition de
données. Lors de cette thése j’ai passé de nombreuses heures a convertir mes données de GC-
FID, GC-MS, de gPCR et de séquencage dans les différents formats informatiques nécessaires
a leur analyse. Les initiatives se multiplient d’ailleurs au sein des différentes communautés
scientifiques pour faire émerger des formats communs d’échange de données et/ou développer
des outils de bioinformatiques modulables capables de lire I’ensemble des formats de données.
La standardisation des formats de données a de nombreux avantages et assurera une plus
grande efficacité et pérennité aux collaborations entre laboratoires et dans le développement
des potentialités des techniques d’analyses (Brazma, Krestyaninova et al. 2006). Au milieu
des différents formats informatiques proposés une tendance a 1’utilisation du format XML
(eXtensible Markup Language, http:/fr.wikipedia.org/wiki/Extensible Markup Language)
semble se dégager (Seibel, Kruger et al. 2006; Strombéack, Hall et al. 2007). Les outils

permettant de convertir les différents formats existant en XML commencent & apparaitre (avec
ici une liste de quelques convertisseurs https://wiki.nbic.nl/images/7/70/Malick.pdf). A cela
s’ajoute des initiatives de standardisation des formats de présentation des données dans les
publications scientifiques. Il s’agit le plus souvent de lister les informations minimales que
doivent fournir les scientifiques lorsqu’ils publient leurs travaux. Ainsi, il existe le MIQE
guideline : minimum information for publication of quantitative real-time PCR experiments
qui liste les informations a fournir pour la publication de travaux de RT-gPCR et qPCR
(Bustin, Benes et al. 2009). Dans le domaine de la métabolomique ont trouve un équivalent :
le MIAmet (Bino, Hall et al. 2004). Ces recommandations devraient permettre de faciliter les
échanges de données entre groupes de travail et entre logiciels afin d’éviter des erreurs lors de
la transformation des données entre différents formats (tabulations, minuscules, ordre des

champs lexicaux...) et souvent un gaspillage de temps.
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Evolution de la diversité des composeés organigues

volatils accumulés par les especes du genre Lavandula

Quelques especes botaniques de lavande en culture au BVpam
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Il Evolution des composés organiques volatils accumulés par les especes du

genre Lavandula

-1 Introduction

Avec un nombre total estimé a plus de 230 000 especes, le regne végétal représente une
grande part de la diversité du monde des eucaryotes (revue dans Hassan, Scholes et al. 2005).
Depuis les travaux des premiers chercheurs sur I’évolution du vivant (revue dans Beyer 1995),

la diversité du régne végétal est restée un sujet de fascination mais aussi d’étonnement.

La diversification des végétaux est manifeste sur tous les tissus et organes qui peuvent
adopter une remarquable diversité de formes et de tailles, favorisant ainsi I’adaptation a des
environnements écologiques des plus divers. Méme les aspects intimes touchant les
mécanismes reproductifs, la protection des organes reproducteurs et la dispersion des
descendants affichent une large palette de variations. Toutes ces différences morpho-
anatomiques ont, depuis longtemps, été utilisées pour décrire la diversité des végétaux et
élaborer des systémes de classification complexes (Grayer, Chase et al. 1999). La notion
d’espece est alors devenue centrale car elle constitue la plus petite unité de regroupement
d’individus ayant des caractéristiques homogenes et etant isolés reproductivement des autres
pour des raisons physiologiques et/ou géographiques. Ces individus sont alors caractérisés par
un ensemble de traits morpho-anatomiques qui, collectivement, et sur leurs plages de
variation, les distinguent des autres. Les progres récents en Biologie Moléculaire et en
analyses statistiques des matrices comparatives de séquences d’ADN ont généré de puissants
outils bioinformatiques de phylogénie moléculaire. Du fait de la large congruence des résultats
qu’ils ont générés avec les systémes de classification antérieurs, ils ont solidifié notre
compréhension des relations évolutives entre taxons végétaux qui peuvent désormais étre

reliés entre eux sur des arbres phylogénétiques (Hilu et Liang 1997).

Une autre caractéristique majeure des végétaux est leur propension a produire une myriade
de petites molécules spécifiques de leur régne et non-nécessaires aux mécanismes de survie
cellulaire. Avec plus de 200 000 structures chimiques connues, ces métabolites végétaux dits
secondaires (Granger et Passet 1973) représentent environ 10% des molécules naturelles
terrestres (Ober 2005; Wink 1988). Ils sont également tres inégalement répartis dans le régne

végétal a I’image de ceux impliqués dans la pigmentation et le parfum des plantes. Cette
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observation et la suggestion qu’ils dérivent de mécanismes de diversification séquentiels de
voies de biosynthése ont suggéré qu’ils pourraient &tre utilisés pour affiner notre
compréhension des relations évolutives entre taxons végétaux, une méthodologie appelée la
chémotaxonomie (Weston 2010). Une telle relation a cependant été rapidement invalidée sur
des bases théoriques. En effet, si initialement les métabolites secondaires végétaux avaient eté
considérés comme des résidus secondaires de voies de synthése du métabolisme énergétique,
il est maintenant reconnu qu’ils sont issus de voies de synthése spécifiques et concourent
largement a 1’adaptation des végétaux a leur environnement biotique et abiotique (Holopainen
et Gershenzon 2010) par des mécanismes aussi divers que 1’attraction des pollinisateurs, la
protection directe contre des pathogénes, la protection indirecte via I’attraction d’auxiliaires
carnivores consommateurs de prédateurs et 1’aide a 1’association symbiotique. Ils ne
représentent donc pas des marqueurs neutres de 1’évolution. De plus, au sein d’une famille de
molécules, tous les membres sont liés par I’action séquentielle d’enzymes. Tout événement
évolutif affectant une enzyme en amont de la voie de biosynthése se traduira par la perte de
nombreuses molécules (Schwab 2003). Les métabolites secondaires végétaux ne sont donc pas
des marqueurs évolutifs indépendants. Une modification de leur pattern d’expression entre les
tissus d’une méme plante peut également étre un événement évolutif important sans pour
autant étre une perte de capacité a produire une molécule par un taxon (Tholl 2006). A ces
considérations théoriques s’opposent des observations pratiques. Un codage méticuleux des
évenements évolutifs ayant affecté les enzymes de biosynthése (par opposition a un codage
des molécules accumulées) a généré un schéma évolutif cohérant dans le genre Cypripedium
(Barkman 2001). Le placement de 3 familles de molécules spécialisées sur un arbre
phylogéneétique des Angiospermes a montré que ces molécules étaient largement conservées
dans des phylla évolutifs (Wink 2003). Cependant, cette méme étude révélait aussi 1’existence
potentielle de phénomenes de coévolution car certaines molécules avaient été détectées dans
des familles végétales non-reli¢es évolutivement. Elle concluait donc a la possibilité d’utiliser
les métabolites secondaires comme marqueurs taxonomiques mais avec precaution. Hélas,
toutes ces études portaient soit sur un nombre trop limité de métabolites secondaires soit sur
un nombre trop limité de taxons et de niveau taxonomiques pour pouvoir situer la grande
diversité des métabolomes vegétaux dans un contexte évolutif de spéciation et donc pour
savoir si les pressions évolutives affectent de maniére équivalente toutes les molécules

accumulées par un taxon.
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Pour combler cette lacune, nous avons appliqué les outils modernes de métabolomique et
de phylogénie moléculaire (comparaison des séquences d’un géne chloroplastique trnK) sur
un échantillonnage stratifié de plantes du genre Lavandula (niveaux : sous-genre, section,
espece, sous-espece, intra-populationnel et inter-tissus) pour observer 1’évolution des
métabolites secondaires volatils (composés organiques volatils — COV : dérivés d’acides gras,
mono- et sesquiterpénes qui constituent le plus grand groupe de métabolites secondaires avec
plus de 10 000 structures connues) sur un cadre phylogénétique solide. Le choix du genre
Lavandula comme genre modele est lié a 1/ la grande quantité, et diversité, de COV produits
par les différentes espéces de ce genre (¢léments constitutifs de I’huile essentielle utilisée en
aromathérapie pour certaines de ces especes), 2/ le grand nombre d’espéces (39 décrites a ce
jour) et la diversité des niches écologiques qu’elles occupent et 3/ I’accord entre les différentes

monographies sur la classification interne de la plupart des espéces (Upson 1997).

11-2 Résultats

Relations phylogénétiques au sein du genre Lavandula

Le préalable indispensable a notre étude sur 1’évolution des composés organiques volatils
(COV) dans le genre Lavandula était de disposer d’une phylogénie moléculaire robuste. Elle
fut construite sur 30 taxons de notre échantillonnage (26 espéeces, 2 sous-especes et 2 hybrides
— Tableau 3 et (Tableau 6) Pour cela, nous avons comparé les séquences du gene
chloroplastique trnK du fait de sa grande capacité a mettre en évidence les relations
phylétiques entre espéces chez les Angiospermes (Wilson 2004) et pour complémenter des
résultats, préliminaires, publiés par Upson (Upson 1997) sur les séquences nucléaires d’ITS et
son traitement monographique du genre avec des criteres morphoanatomiques (Upson et
Andrews 2004).

L’alignement des séquences de trnK de nos 30 taxons (Annexe VIII: Annexes
numériques) a généré une matrice de 1681 caractéres (gaps inclus). De ces 1681 caracteres,
1461 (86%) étaient conservés, 184 (11%) etaient variables et 90 (5%) étaient
phylogénétiqguement informatifs. La Figure 36 présente le regroupement cladistique obtenu
avec la méthode d’agglomération du maximum de vraisemblance (calcul effectué avec le
logiciel Phylip::dnaML). Les cladogrammes obtenus avec les méthodes de neighbor-joigning,

UPGMA et de parcimonie présentaient des topologies similaires mais avec des valeurs de
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boostraps plus faibles. La concordance entre les cladogrammes obtenus avec ces différentes

méthodes est indicatrice de la robustesse des arbres obtenus avec les séquences du géne trnK.

L’analyse de la comparaison des séquences du geéne chloroplastique trnK est
globalement congruente avec le découpage sectionnel du genre Lavandula proposé dans une
monographie récente du genre sur la base d’une liste exhaustive de critéres
morphoanatomiques et de la comparaison des séquences des ITS présents sur ADN nucléaire
(Upson 1997). Elle confirme en effet la tres nette différentiation des deux sous-genres,
Lavandula et Fabricia et des six sections (i.e Lavandula, Stoechas, Dentatae, Pterostoechas,
Subnudae et Chaetostachys) que nous avons échantillonnés. Le point de non congruence dans
le découpage sectionnel du genre concerne 1’espéce L. macra qui, d’aprés notre analyse, est
regroupée avec des espéces de la section Pterostoechas et non Subnudae comme plus
largement admis d’aprés sa localisation géographique au nord est de 1’Afrique et sa petite

stature (Upson et Andrews 2004).

Les soutiens statistiques des différents nceuds sont souvent trés forts sauf au sein de la
section Pterostoechas et entre la section Pterostoechas et chaetostachys. Au sein de la section
Pterostoechas, les valeurs bootstrap sont tout de méme supérieures a celles obtenues sur la
base des comparaisons des séquences des ITS (Upson 1997). Notamment, 1’isolement de L.
maroccana, L. antinea, L. multifida, et L. pubescens des autres especes de la section

Pterostoechas est mieux soutenu.
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Figure 36 : Arbre phylogénétique du genre Lavandula basé sur la comparaison de séquences de trnK chez 30 taxons de

lavandes.

Arbre consensus (50% majority rule) avec la méthode de maximum de vraisemblance (Phylip::dnaML). Les
valeurs de bootstrap figurent au-dessus des branches (1000 bootstraps). Les 30 taxons de lavande analysés
représentent 26 especes, 2 sous-especes et 2 hybrides. Deux des trois sous-genres sont représentés (Barre
violette : sous-genre Lavandula, Barre verte : sous-genre Fabricia) ainsi que 6 des 8 sections du genre (

Section Pterostoechas, Violet : Sections Lavandula, Stoechas et Dentatae, VVert foncé : Section Chaetostachys,
Bleu : Section Subnudae). Figure réalisée avec TreeGraph2 (Stover et Muller). La mélisse officinale et le basilic
ont été utilisés pour enraciner I’arbre. La localisation de certaines espéces est également indiquée en rouge.
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Un point majeur de non-congruence entre les phylogénies moléculaires reconstruites
sur la base de comparaisons des sequences des genes trnK et ITS concerne le placement de L.
bipinnata, la seule espece représentante de la section Chaetostachys dans nos analyses. Selon
les arbres retenus, elle est soit a la base des sections Pterostoechas et Subnudae soit sceur de la
section Subnudae. La place de L. bipinnata au sein du genre Lavandula sur la base de critéres
morphoanatomiques est cependant également sujette a débat (Upson 1997) et il faut noter que
la valeur bootstrap obtenue lors de nos analyses pour le positionnement de la section

Chaetostachys au sein du sous-genre Fabricia est faible (57%),

Notre analyse phylogénétique est en grande partie congruente avec la distribution
géographique des especes considérées. Les deux sous-genres séparent les espéces du nord de
la méditerranée de celles du sud, la section Lavandula du sous-genre Lavandula regroupant les
especes les plus nordigques. Seules deux espéces du sous-genre Lavandula (L. dentata et L.
stoechas) font exception en ayant une aire de distribution qui inclue les deux rives de la mer
méditerranée. Les espéces du sous-genre Fabricia présentent aussi des regroupements sur des
aires phytogéographiques communes malgré des valeurs boostrap pas toujours tres élevées.
Par exemple la section Subnudae regroupe des especes présentes uniquement a 1’est de
I’ Afrique du nord alors que la section Pterostoechas regroupe principalement des especes de
I’ Afrique de I’ouest a quelques exceptions pres. Au sein de cette section, un groupe d’especes
marocaines (L. rejdalii, L. mairei et L. tenuisecta) se trouve séparé d’un groupe d’espéces
principalement originaires des iles de la Macaronésie (L. pinnata, L. canariensis, L. buchii, L.
minutolii et L. rotundifolia). A ces espéces Macaronésiennes, s’ajoutent L. coronopifolia, qui
est a la fois présente sur le continent et sur les iles du Cap Vert. Les seules exceptions notables
a cette présence des especes de la section Pterostoechas a I’ouest de 1’Afrique sont L.
citriodora et L. macra qui sont endémiques des bords de la mer rouge. Plusieurs autres
especes présentent de plus une disjonction d’aire de distribution avec des populations

présentent sur les deux bords du désert saharien (Tableau 3).

En conclusion, la forte congruence entre les evolutions des caracteres
morphoanatomiques, de la distribution géographique et des caractéres moléculaires liés aux
génomes chloroplastique (trnK) et nucléaire (ITS) suggere que 1’évolution de tous ces
caractéres s’est faite parallelement a la différentiation des especes de lavande lors de

I’évolution du genre. Cette situation pose ainsi un cadre idéal pour décrire et comparer les
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évolutions individuelles des COV accumulés par les taxons de ce genre lors de leurs

spéciations.

Nature des COV formés par les espéces du genre Lavandula

La diversité des COV accumulés par la totalité de notre échantillonnage stratifié (29
espéces, 3 hybrides, 11 sous-espéces, 13 variétes et deux tissus, feuilles et fleurs, (Tableau 6) a
été appréhendée par analyse GC-MS (colonne polaire HP-Innowax) d’extraits hexane. Afin de
détecter d’éventuelles différences dans les COV accumulés par les membres d’'un méme
taxon, nous avons ajouté une strate d’échantillonnage supplémentaire en analysant un
minimum de 5 plantes différentes (souvent 10 plantes) par taxon. Ces plantes étaient issues de
semis d’un mélange de graines prélevées sur une ou plusieurs populations sauvages. Au total,
514 échantillons ont été analysés. Afin de déterminer la reproductibilité de nos analyses, 58
échantillons ont été sélectionnés aléatoirement pour étre ré-analysés de maniere indépendante.
La nature chimique des molécules détectées (et leur pureté dans les pics chromatographiques)
a été définie en analysant par GC-MS sur une colonne de polarité inversée (colonne apolaire
DB-5) 1 échantillon de chaque espéce (29 échantillons au total). Un total de 600 analyses a
ainsi été réalisé. Sur les 29 espéces de notre échantillonnage, 17 n’avaient jamais été décrites
en termes de production de COV (Tableau 6). Afin de réduire I’influence du bruit de fond sur
les spectres de masse des COV de lavande durant les analyses, seuls les pics
chromatographiques dont la hauteur maximale dépassait d’un facteur 3 I’intensité du bruit de
fond (sélection d’une valeur threshold de 14 sur le logiciel chemstation d’Agilent) ont été
considérés. L’analyse de nos 600 échantillons conduisit ainsi a 1’identification de 13 260 pics
dont le preétraitement fut effectué avec le logiciel MSeasy développé lors de mon travail de
thése (voir chapitre résultats ci-dessus dans ce manuscrit). Il put étre réalisé sur un ordinateur
standard (a titre d’indication, un ordinateur personnel de 2 GO de RAM a la capacité mémoires
pour « prétraiter » jusqu’a 20 000 pics). Le prétraitement de ces 13 260 pics par MSeasy a
conduit a la création d’une quantité optimale de 138 clusters regroupant des pics dont les
spectres de masse sont similaires (Figure 37). Une fois le nombre optimal de clusters
déterminé, la fonction MS.clust a permis de finaliser le prétraitement en fournissant les
fichiers PDF et texte utilisable pour créer une matrice de présence/absence de chaque cluster

pour chaque échantillon.
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Chaque cluster peut cependant contenir plus d’une molécule. Ils peuvent en effet soit
contenir plusieurs molécules dont les spectres de masse sont proches mais dont les indices de
rétention sont €loignés soit regrouper des pics chromatographiques résultant d’un mélange
non-séparé de molécules. Afin d’établir, a partir de nos 138 clusters, une liste des COV
présents dans nos échantillons, nous avons 1/ créé des sous-clusters de pics ayant des temps de
rétentions homogenes dans chaque cluster et 2/ supprimé tous les pics pour lesquels il était
impossible de trouver un spectre de masse identique lors des analyses comparatives sur les
deux colonnes de polarité inversée. L assignation d’un nom a ces molécules s’est ensuite faite
sur la base de comparaison avec des bibliotheques de données des indices de rétentions sur
colonne apolaire (Adams 2007) et des spectres de masse (McLafferty 2006) Pour limiter la
présence de faux-positifs, la matrice de présence/absence des COV pour chaque échantillon a
¢été réduite en supprimant 1/ les molécules détectées dans moins de 5% des échantillons d’un
taxon et 2/ les échantillons atypiques par rapport a ceux de la méme espece d’aprés une
analyse HCA (distance = Similarité : Indice de Sokal & Sneath(1) et lien moyen) réalisée avec
Xlstat (nombre d’outliers : 6 échantillons de fleur et 23 de feuille). L’analyse des réplicatas
techniques a validé la reproductibilité de nos analyses chromatographiques (moins de 10% de
variation de ’aire des pics entre deux duplicatas). In fine, nous avons obtenu une matrice de
141 molécules : 58 monoterpénes, 32 sesquiterpénes, 6 dérivés d’acides gras et 45 molécules
inconnues dont il a parfois €té possible de déterminer la classe chimique d’aprés la présence
de fragments de masse typiques lors de 1’analyse des spectres de masse (Annexe V : Liste des
141 COV accumulés dans les taxons de lavandes). Une matrice listant la présence ou absence
de chacune de ces 141 molécules dans nos 514 échantillons a ensuite pu €tre assemblée. C’est
cette matrice que nous avons utilisée pour nos analyses ultérieures (Annexe VIII : Annexes

numériques).

143



Résultats

0,35

138;0,32

o
W

0,25 A"

o
N

0,15

Largeur moyenne de l'indice silhouette
o

0,05

20 40 60 80 100 120 140 160 180 200 220 240 260 280 300 320 340

Nombre declusters

Figure 37: Variation de la largeur moyenne de I'indice silhouette en fonction du nombre de clusters

Variation de la largeur moyenne de I’indice silhouette entre 20 et 350 clusters pour le jeu de données de CTV de
lavande comportant 13 260 pics. La fléche rouge indique la valeur la plus forte de largeur moyenne de I’indice
silhouette et le nombre optimal de clusters. Cette figure a été obtenue en cumulant les résultats de différents
fichiers res_clValid.txt générés par la fonction MS.clust du module MSeasy.
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Distribution des COV au sein des taxons et tissus de lavande

Les bouquets de COV accumulés par les différentes espéces de lavande étaient tres
différenciés. Aucun COV n’a, en effet, été détecté dans I’ensemble des taxons analysés. Une
large proportion de COV n’a été détectée qu’au sein d’un méme sous-genre ou d’'une méme
section (48%, synapomorphie), 24% étaient spécifiques d’un taxon (autapomorphie) et 28%
étaient homoplasiques au sein du genre (Annexe VI: Liste des synapomorphies,

autapomorphies et homoplasies).

- Un caractere homoplasique, ou homoplasie est la similitude d’un caractére chez
différentes espéces. Contrairement a 1’homologie, celle-ci ne provient pas d’un ancétre
commun. Il existe différents types d’homoplasie : la convergence, le parallélisme et la

réversion.

o la convergence : ressemblance apparue indépendamment dans divers taxons

sans lien de parenté.

o le parallélisme : ressemblance apparue chez des taxons relativement proches

phylogénétiquement.

o la réversion : un état dérivé d’un caractére revient a un état ancestral

(antérieur).

- Un caractére autapomorphique, ou autapomorphie est un caractere dérivé (ou
apomorphique), propre a un taxon. Les caractéres autapomorphiques permettent de

définir les caracteéristiques propres d'un taxon, voire d'une espéce.

- Un caractere synapomorphique, ou synapomorphie est un caractére dérivé (ou

apomorphique), partagé par deux ou plusieurs taxons phylogénétiquement proches.

Pour chaque tissu (fleur et feuille), nous avons calculé le nombre total de COV détectés dans
les échantillons de chaque sous-genre ou chaque section (Figure 38). Une analyse ANOVA a
révélé qu’il y avait significativement plus de COV détectables dans nos échantillons de fleurs
et de feuilles du sous-genre Lavandula (ANOVA sur I’effet sous-genre ddl=2 F=126 P-
value<0.0001 et ddl=2 F=747 P-value<0.0001 respectivement). Une conclusion similaire
pouvait étre tirée en comparant les sections des deux sous-genres entre elles, et ce malgré le
fait que notre échantillonnage contenait un nombre plus limité de taxons dans le sous-genre

Lavandula que dans le sous-genre Fabricia (Test de Tuckey aprés ANOVA sur I’effet section
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ddl=4 F=20 P-value<0.0001 et ddI=5 F=34 P-value<0.0001 respectivement). En conclusion,
les espéeces du sous-genre Lavandula se distinguent des especes du sous-genre Fabricia par
leur capacité a accumuler a des niveaux détectables une palette plus diversifiée de COV.
Toutes les familles majeures de composés chimiques avaient, cependant, des représentants
dans les deux sous-genres.

Toutes nos extractions et analyses de COV ont été réalisees a poids de tissu constant
pour permettre une comparaison entre taxons de leurs capacités d’accumulation d’une
molécule. La non-détection d’une molécule dans un taxon ne signifie donc pas que cette
molécule n’est pas produite par ce taxon (I’analyse d’un extrait concentré 1’aurait peut-étre
mise en évidence) mais indique que cette molécule y est beaucoup moins abondante (voire
absente) que dans les taxons ou elle a été¢ détectée et qu’elle ne pourra pas y assurer son role

biologique a la méme intensité.
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Figure 38 : Comparaison des nombres de COV détectés dans les feuilles et dans les fleurs de lavande a deux niveaux
taxonomiques ( sous-genre et section). Les barres violettes correspondent au sous-genre Lavandula et a ses sections

alors que les barres vertes correspondent au sous-genre Fabricia et a ses sections.
A : comparaison du nombre de COV détectés dans les inflorescences de lavande pour les sous-genres Lavandula
et Fabricia ainsi qu’au niveau des sections. Les barres d’erreur représentent ’erreur standard sur la moyenne par

comparaison des différents taxons.
B : comparaison du nombre de COV détectés dans les feuilles de lavande pour les sous-genres Lavandula et

Fabricia ainsi qu’au niveau des sections. Les barres d’erreur représentent ’erreur standard sur la moyenne par
comparaison des différents taxons. Les lettres au-dessus des histogrammes indiquent les différences significatives
(Test de Tuckey). Les analyses ont été réalisées avec le logiciel XLStat.
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Une analyse en coordonnées principale (ACoP) de la variabilité des COV accumulés par
nos échantillons de lavande a révélé que les échantillons des deux sous-genres de lavande
constituent deux sous-groupes distincts (Figure 39). Ceci est lié au fait que 47 des 141
molécules étudiées présentaient une distribution synapomorphique entre les deux sous-genres
(Annexe VI: Liste des synapomorphies, autapomorphies et homoplasies). La présence de
COV synapomorphiques des sections Lavandula, Stoechas et Pterostoechas (20 molécules au
total) explique également la formation de groupes distincts par les échantillons de ces sections
par rapport aux autres échantillons des autres sections de leurs sous-genres sur la
représentation graphique de I’ ACoP (Figure 39).

L’analyse ACoP de la composition en COV de nos échantillons de lavande révéle
également que les échantillons du sous-genre Lavandula ne contiennent pas seulement plus de
COV que ceux du sous-genre Fabricia comme déterminé ci-dessus (Figure 38), ils sont aussi
plus différents entre eux quant a leur composition en COV (distribution des points-
échantillons plus large sur la représentation graphique de I’analyse ACoP Figure 39). Une
analyse de la répartition de la variance de la distribution des COV au sein du genre Lavandula
a révélé que seulement 25% et 19% de la variance portaient respectivement sur les niveaux
sous-genre et sectionnel et que la majorité de la variance (56%) se situait entre échantillons au
sein d’une méme section (Figure 40 A). Cette part de variance était majoritairement due a des
différences entre taxa (44%), la part de variabilité entre individus d’'un méme taxon étant
cependant relativement élevée (31%) et presque aussi importante que la variabilité inter-taxa
(probablement di au fait que certaines molécules peu abondantes se sont trouvées sous le seuil
de détection dans certains échantillons —Figure 40 B).

Méme si 1’évolution de la production de COV par les végétaux supérieurs peut se faire
via des modifications du pattern d’expression tissulaire, seulement 25% de la variabilité intra-
sectionnelle est due a des différences d’expression entre feuilles et fleurs (Figure 40 B). Une
analyse espéce par espéce de la différentiation des COV accumulés par les feuilles et les fleurs
a, en effet, révéle que la majorité des COV accumulés par une espéce sont détectables dans ces
deux tissus (Tableau 9). Cependant, toutes les espéces de notre échantillonnage différentiaient
leurs feuilles et leurs inflorescences en y accumulant spécifiquement un petit nombre de COV.
De maniére surprenante, cette analyse comparative a révélé que les différentes especes
différent par la proportion relative de COV qu’elles accumulent spécifiquement dans leurs
feuilles ou fleurs. La distribution de ce caractere semble trés variable et ne correle pas avec les

relations phylogénétiques entre espéces mis a part dans le sous-genre Lavandula ou les
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especes de la section Stoechas accumulent toutes une palette de COV plus diversifiée dans
leurs feuilles que leurs fleurs et celles de la section Lavandula accumulent toutes une plus
grande richesse de COV dans leurs inflorescences que dans leurs feuilles.
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Figure 39 : Analyse en coordonnées principales (ACoP) de la composition en COV des échantillons de lavandes.
L’ACoP a été réalisée avec le logiciel Genalex version 6. Les échantillons sont regroupés par sections. Les
échantillons des sections du sous-genre Lavandula ont des teintes violettes et ceux des sections du sous-genre
Fabricia ont des teintes vertes ou orange.
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Figure 40 : Distribution de la variance de la composition en COV des échantillons de lavandes entre strates de notre
échantillonnage. Analyse réalisée avec le logiciel Genalex.

A : Distribution entre sous-genre et section, B : Distribution intra section entre individus, taxa et entre organes
dans un taxa
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Tableau 9 : Différentiation des COV accumulés par les feuilles et les fleurs de 23 espéces de lavandes
Le tissu ayant le plus de COV spécifique est mis en valeur en orange

Sous-genre | Espéce Fleur Commun Feuille
L. angustifolia 14 56 9
5 L. latifolia 19 39 8
% L. lanata 19 54 7
S L. dentata 8 42 18
§ L. pedunculata 1 56 60
L. viridis 0 13 77
L. stoecha 1 49 47
L. antinea 9 13 3
L. multifida 3 12 22
L. pubescens 1 13 14
L. marocana 2 9 9
L. mairei 1 22 20
L. rejdalii 4 9 7
o L tenuisecta 5 2
E’ L. pinata 9 1 1
‘§ L. coronopifolia 3 9
L. citriodora 1 15 8
L. dhofarensis 1 1 15
L. aristibracteata 12 20 1
L. canariensis 8 21
L. macra 2 13 16
L. minutolii 7 28 6
L. buchii 8 2 2
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Relations entre la présence d’un COV, son origine biosynthétique, les relations phylétiques

entre taxon et I’environnement écologique des taxons

Une répartition des COV en catégories chimiques a révélé de surprenantes
coincidences de relation entre la conservation d’un COV au sein d’un phylum évolutif du
genre Lavandula et son appartenance a une categorie chimique (Tableau 11). La quasi-totalité
substances linéaires simples n’ayant subit aucune modification chimique aprés synthése de
leur schéma carboné de base (oxydation sous forme d’aldéhyde ou cétone, acétylation) ou ne
provenant pas d’une synthése atypique (attaque téte-téte de deux DMAPP, isomeérisation
trans-cis, ajout d’un cycle époxy) avaient en effet une distribution homoplasiques et ce, quelle

que soit la catégorie de composé considérée, dérivés d’acides gras, mono- et sesquiterpenes.

Une autre remarque surprenante est que méme si les terpénes synthases sont capables
de fabriquer des composés cycliques aliphatiques ou hydroxylés a partir du GPP
(monoterpénes) ou FPP (sesquiterpenes), les composés cycliques hydroxylés sont beaucoup
moins homoplasiques que les composes aliphatiques (14% contre 69% pour les composes
monoterpéniques et 8% contre 38% pour les composés sesquiterpéniques). Les composés bi-
ou tri-cycliques constituaient la majorité des composés synapomorphiques monoterpéniques,
le bornéol, le camphre et le camphene étant méme les seules substances a présenter des
synapomorphies strictes sur un sous-genre. Pareillement, les composés sesquiterpéniques
cycliques aliphatiques qui présentent une plus grande complexité (et donc unicité) de structure
que les composés monoterpéniques cycliques aliphatiques, avaient, en paralléle, plus

fréguemment une distribution synapomorphique (38% contre 23%).

151



Résultats

Tableau 10 : Distribution des COV par catégorie chimique au sein du genre Lavandula.

Les synapomorphies retenues sont au niveau des sous-genres ou des sections et les informations ont été
compilées a partir des données présentes dans la matrice des COV détectés dans les échantillons (Annnexe
Numérique).

Famille de molécule Synapomorphies | Homoplasies | Autapomorphies | Total
Dérivé AG alcool 0 3 1 4
Dérivé AG acétylé 0 1 1 2
Total dérivés AG 6
Monoterpéne cyclique aliphatique 3 S 13
Monoterpene cyclique alcool* 10 2 2 14
Monoterpene cyclique acétylé 1 0 2
(I:{Iét:g:éerpene cyclique aldéhyde, 6 1 5 9
Monoterpéne cyclique benzénique 1 2 1 4
Monoterpéne linéaire aliphatique 0 4 0 4
Monoterpéne linéaire alcool 1 2 0 3
Monoterpéne linéaire acétylé 1 2 0 3
Monoterpéne linéaire aldéhyde 2 0 0 2
Monoterpéne atypique 3 0 1 4
Total monoterpénes 58
Sesquiterpéne cycliques aliphatique 8 8 5 21
Sesquiterpéne cycliques alcool 4 1 2
Sesquiterpéne atypique 1 1 0
Sesquiterpéne linéaire aliphatique 0 2 0

Total sesquiterpénes 32
Inconnu 26 2 17 45
Total 67 40 34 141

* inclus 1,8-cinéol
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Tableau 11 : Distribution des couples COV acétylé/oxydés et substrats potentiels au sein du genre Lavandula.

n.p. non-prédictible (voies de synthése inconnue ou substrat potentiel non-détecté dans nos échantillons). *
origine biosynthétique soumise a débat ou inconnue. Synapomorphie et autapomorphie portaient respectivement
sur les mémes sections ou taxon sauf pour a L. stoechas subsp. luisieri; b L. stoechas subsp. luisieri et L.
pedunculata ; ¢ sous-genre Lavandula ; d section Pterostoechas

Ccov Distribution Substrat potentiel Distribution substrat
potentiel
COV acetylé
3-acétate d’octyle homoplasique 3-octanol homoplasique
1-acétate d’octyle autapomorphie n.p. -
acétate de trans -alpha -nécrodyle [autapomorphie*  |trans -alpha -nécrodoP  |autapomorphie”
acétate de bornyle synapomorphie bornéol synapomorphie
acétate de linalyle homoplasie linalol homoplasie
acétate de géranyle (trans) homoplasie trans-géraniol homoplasie
acétate de néryle (cis) synapomorphie®  |Cis -géraniol* synapomorphie”
COV oxydé
myrténal synapomorphie myrténol synapomorphie
alpha -campholélal synapomorphie n.p. -
cis -citral synapomorphie n.p. -
trans -citral synapomorphie n.p. -
camphre synapomorphie bornéol synapomorphie
fenchone homoplasie fenchol homoplasie
pipéritone autapomorphie n.p. -
carvenone autapomorphie n.p. -
pinocarvone synapomorphie pinocarvéol synapomorphie
verbenone synapomorphie n.p. -
carvone synapomorphie trans -carvéol synapomorphie

Afin de souligner d’éventuelles associations biosynthétiques entre COV pouvant expliquer
leur co-présence dans un taxon, nous avons réalise une analyse de corrélation de
présence/absence des COV par paires sur ’ensemble de notre échantillonnage (coefficient de
Pearson et agglomération de Ward - Figure 42 - (Tikunov, Lommen et al. 2005). Un premier
carré de corrélations concerne des monoterpénes cycliques (camphéene, camphre et bornéol)
qui partagent tous le méme intermédiaire carbocationique (cation camphyle) au niveau d’une
étape enzymatique réalisée par une terpéne synthase (carré C - Jarvis 2000). De nombreuses
terpeénes synthases ayant ét¢ décrites pour générer plusieurs produits a partir d’un méme
substrat (Degenhardt, Kollner et al. 2009), il est possible que le camphéne et le bornéol soient
produits par une méme enzyme mais une telle relation n’a encore jamais été décrite chez ces
plantes. Le camphre étant, quant a lui, une forme oxydée du bornéol, il est possible qu’il en

dérive par I’action d’une enzyme oxydante qui reste a déterminer. Un deuxiéme carré regroupe
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le sabinene, sabinéne hydrate et le delta- et 1’ alpha- terpinéol et suggére des relations
similaires car elles partagent le carbocation terpinyle comme intermédiaire réactionnel au
niveau d’une étape enzymatique catalysée par une terpeéne synthase (carré E - Jarvis 2000).
Bien que leur voie de syntheése soit sujette a débat, le cis-géraniol, le cis-citral et le trans-citral
(carré F) étaient co-présents dans deux especes (L. coronopifolia et L. citriodora), suggérant
ainsi une origine biosynthétique commune bien que, comme pour les carrés précédents, les
démonstrations expérimentales restent a réaliser. De méme, les sesquiterpénes hydroxylés
cubébol et viridiflorol étaient co-présents dans de nombreuses especes communes (carré B)
sans que les terpenes synthases qui les produisent n’aient pas déja été décrites. Les autres
groupements réunissent des substances sur le simple fait qu’elles sont autapomorphiques dans
une méme espéce. Dans le cas des acétates de cis- et trans-alpha-nécrodol qui sont co-
présents, et uniquement décrits dans le regne végétal, chez L. luisieri (carré A - Garcia-
Vallejo, Garcia-Vallejo et al. 1994), il est possible qu’ils soient issus d’une voie de synthése
commune. Mais dans d’autres cas, ces regroupements ne sont pas liés a une origine
biosynthétique commune (carré D - alpha-fenchéne et érémophyléne présents uniquement
dans les échantillons de feuilles de L. pedunculata et regroupés malgré le fait que le premier

soit un monoterpéne et le deuxiéme un sesquiterpéne).

Les substances dont on peut prédire avec le plus de certitude la molécule précurseur
concernent les dérivés acétylés ou oxydés (forme cétonique ou aldéhydique) car ces étapes
sont souvent conduites par des acétyl transférases et des Cyt Psso (Jarvis 2000). De
nombreuses peuvent étre détectées dans les COV de lavande (Tableau 11). Méme si un seul
couple substance modifiée-molécule précurseur potentiel s’est trouvé statistiquement associé
dans de nombreuses especes (couple camphre-bornéol cité ci-dessus —Figure 42), tous les
couples ainsi formés regroupent tout de méme des substances accumulées par les especes
d’une méme section botanique ou étant toutes deux homoplasiques pour le genre (Tableau 11).
Malgré une distribution globalement similaire des deux molécules couple, il existe de
nombreuses especes qui n’accumulent que 1’'un des deux partenaires. Dans la plupart des cas,
c’est le partenaire le plus modifié chimiquement (le plus terminal sur une voie de synthese)
qui fut trouvé dans un nombre plus restreint de taxons. Ce fut le cas par exemple de I’acétate
de linalyle par rapport au linalol (Figure 41 C,D) ou du myrténal par rapport au myrténol
(Figure 41 A,B). Dans de rares cas, le partenaire le moins modifie était absent

(vraissemblablement d( a sa trop grande consommation lors du processus biosynthétique qui
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I’avait rendu non-détectable). Par exemple, le trans-géraniol et 1’acétate de trans-géranyle
¢taient présents chez les mémes espéces a I’exception prés que la forme acétylée avait

également eté détectée chez L. samhanensis, L. latifolia et L. angustifolia.

Afin de déterminer si la présence d’un COV dans une espéce peut étre lie a
I’adaptation de cette espéce a un parameétre environnemental, des calculs de régression
logistique ont été effectués entre la présence de chaque COV et I’altitude ou la latitude de
I’aire sauvage de distribution des taxons la produisant. Ces analyses ont révelé une corrélation
positive significative (R2=0.6, p<0,001) entre I’accumulation de bicyclogermacréne et
I’altitude ainsi qu’entre la latitude et la présence d’alpha-gurjunéne, beta-bisabolene, beta-
pinéne, carvone, lédol, myrténol, pinocarvone, terpinene-4-ol, transpinocarvéol, trans-carvéol,
verbénone et viridiflorol. Ces premiers résultats demandent a étre approfondis. En effet, pour
I’altitude deux espéces sont concernées L. mairei et L. tenuisecta. Il faudrait avoir acces a des
populations de ces especes issuent d’altitudes plus variées et prendre en compte la teneur en
bicyclogermacréne plitot qu’uniquement la présence/absence. Pour la relation avec la latitude
les résultats sont peut-étre liés au fait que les especes produisant quantitativement plus d’HE
sont au nord de I’aire de distribution et au fait que bon nombre de nos échantillons proviennent
d’Espagne et du Maroc, il faudrait avoir plus d’analyses de taxons du sud-est de 1’aire de

répartition et peut-&tre concentrer ces extraits.
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Figure 41 : Comparaison des taxons accumulants le myrtenol, le myrtenal, le linalol et son acétate
En rouge les espece accumulant le COV.
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Figure 42: Carte de corrélation des 141 COV de lavande

Carte de corrélation des 141 COV de lavande (coefficient de Pearson et agglomération de Ward. L’échelle de
couleur indique les valeurs de corrélation. Les encadrés noirs soulignent les zones de fortes corrélations.
L’encadré a: présente des COV uniquement présents chez L.stoechas ssp. luisieri (1I’acétate de trans-alpha-
necrodol et le cis-alpha-necrodol), b : présente le cubébol, le viridiflorol et I’inconnu 31, ¢ : camphéne, camphre
et bornéol, d : COV autapomorphes de L. pedunculata, e : sabinéne, sabinéne hydrate, delta-terpinéol, alpha-
terpinéol, f: trans-citral, cis-citral, cis-géraniol, citronellol et dans le cercle noir le trans-géraniol, g : COV
autapomorphe de L.lanata.
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11-3 Discussion

Durant cette étude, nous avons tout d’abord établi une phylogénie moléculaire du genre
Lavandula sur la base de comparaison de sequences du gene chloroplastique trnK. Les valeurs
boostrap étaient élevées pour la plupart des nceuds et les arbres consensus obtenus avec
diverses méthodes cladistiques (maximum de vraisemblance, UPMAG ou parcimonie) étaient
similaires. Nos résultats cladistiques étaient congruents avec les traitements monographiques
du genre basés sur la comparaison des séquences d’un géne nucléaire, ITS, et de critéres
morphoanatomiques. Nous avons ensuite analysé par GC-MS la composition des mélanges de
COV accumulés par les plantes de notre échantillonnage. Un total de 141 molécules ont ainsi
pu étre identifiées dans des classes chimiques diverses, 6 dérivés d’acide gras, 56
monoterpenes et 32 sesquiterpenes (Annexe V : Liste des 141 COV accumulés dans les taxons
de lavandes). La structure chimique de 45 molécules n’a pas pu étre déterminée car absentes
des bases de données publiques. La robustesse des relations phylogénétiques entre espéces de
lavandes a alors constitué un cadre idéal pour décrire I’évolution au sein du genre des 141

COV accumulés par les 26 espéces de notre échantillonnage.

Une premiére observation est que toutes les espéces de lavande de notre
échantillonnage accumulent des mélanges de COV différents. Aucun COV n’a de plus été
détecté¢ dans I’ensemble de nos taxons. Par contre, de nombreux COV (67 sur 141) n’ont été
détectés que dans les especes d’une section botanique du genre ou dans un des deux sous-
genres. Avec seulement 40 COV présentant une distribution homoplasique et 34 étant
autapomorphiques d’un taxon, la distribution globale des COV était congruente avec les
relations phylogénétiques entre espéces de lavandes. Les mélanges de COV accumulés par les
especes de lavande se sont donc diversifiés parallelement a 1’évolution du genre, et donc
parallelement au phénoméne de spéciation dans ce genre, au méme titre que les caracteres
morphologiques. Cette conclusion rejoint celle faite par Wink (Wink 2003) aprés I’analyse de

la distribution de 3 classes de composés spécialises chez les Angiospermes.

La modification d’un mélange de COV lors des processus évolutifs requiert la perte
d’accumulation de certaines substances et 1’acquisition de nouvelles molécules. L’analyse
comparative de génomes entierement séquencés, de transcriptomes et d’enzymes
recombinantes mutées sur des acides aminés ponctuels a suggéré qu’un certain nombre de
mécanismes éevolutifs sont a 1’ccuvre chez les Angiospermes pour faire évoluer les structures

chimiques (Field et Osbourn 2008; Ober 2005). Ceux-ci incluent 1/ la duplication de génes
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suivie de leur divergence, 2/ I’évolution convergente, 3/ 1I’évolution répétée et 4/ 1’altération de
I’expression de génes pour des raisons variées suivie de modifications dans la spécificité des
enzymes. Ces évolutions sont d’autant plus rapides qu’un petit nombre de mutations dans la
séquence codante des génes de la plupart des enzymes de biosynthese peut conduire a en
modifier la spécificité au niveau des substrats mais aussi des produits formés (Schwab 2003).
Plusieurs de ces mécanismes sont compatibles avec les observations faites sur les COV chez la
lavande. Les espéces de la section Lavandula sont par exemple celles qui ont le plus grand
nombre de chromosomes (2n=36 et 2n=75 — Upson et Andrews 2004), une étude caryologique
du genre ayant méme suggéré que ces especes résultent d’anciens évenements de
polyploidisation suivi de périodes de spéciation (Upson et Andrews 2004). Leur plus grand
nombre de COV pourrait donc résulter d’un élargissement des familles de génes impliqués
dans les étapes de biosyntheése suivi d’événements de neofonctionnalisation des geénes
dupliqués. Les espéces de la section Stoechas (également du sous-genre Lavandula) sont aussi
caractérisées par la présence d’un plus grand nombre de COV. Leur compte chromosomique
n’est cependant pas supérieur a celui des autres espéces du genre (2n=30). Dans leur cas, il est
possible qu’un certain nombre d’enzymes biosynthétiques aient une spécificité de produit plus
faible, conduisant ainsi a la formation d’un grand nombre de COV comme déja décrit par
exemple pour une sesquiterpéne synthase (TPS4-B73) qui était capable de synthétiser divers
sesquiterpenes (le 7-epi-sesquithujeéne, le beta-bisabolene et 12 sesquiterpénes) chez zea
mays (Kollner, Schnee et al. 2004). Le fait que seulement 1-3 COV aient des teneurs
supérieures a 0,1% chez ces espéces soutient une telle hypothese. La distribution de certaines
molécules dans un petit nombre d’espéces distantes évolutivement suggére que des processus
d’évolution concertée sont aussi vraisemblablement a 1’ceuvre. Additionellement, toutes les
especes que nous avons analysées différentiaient les COV qu’elles accumulaient entre leurs
fleurs et feuilles, suggérant que ce phénomeéne est un important trait adaptatif. Par contre, nos
données ne nous permettent pas de savoir si la modification de la composition en COV d’un
tissu résulte d’une modification d’expression tissulaire d’un géne ou de la modification du
fonctionnement d’un géne préexistant. 1l serait maintenant intéressant de découvrir les
mécanismes moléculaires qui soutendent la biosynthése de COV chez la lavande pour en

découvrir les bases évolutives et les comparer a celles décrites dans d’autres especes modeles.

Qu’ils dérivent d’un acide gras ou qu’ils soient issus de la voie de synthese des mono-

et sesquiterpenes, les COV de lavande sont issus d’une ou deux étapes enzymatiques a partir
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de substrats communs. Des études portant sur des especes modeles telles la tomate et
’arabette ont ainsi suggéré que le cis-3-hexenol résulte de la dégradation séquentielle d’acides
gras polyinsaturés (C18:2 acide linoléique et C18:3 acide linolénique) par une lipoxygénase et
une hydroperoxyde lyase (Matsui 2006). Acétylation et oxydation sont ensuite respectivement
effectuées par une acétyl transférase ou alcool deshydrogénase (D'Auria, Pichersky et al.
2007). Les voies biosynthétiques des autres dérivés d’acides gras de notre échantillonnage
sont hélas moins connues. La biosynthése des terpénes a, par contre, fait I’objet de
nombreuses études mécanistiques et fait appel a une terpene synthase suivie éventuellement
d’une acétyl transférase ou CytP4so qui agissent sur les produits hydroxylés (Figure 43). De
maniére surprenante, a chaque substance terpénique acétylée ou oxydée ayant une distribution
synapomorphique dans notre échantillonnage de plants de lavande, correspondait une forme
hydroxylée au schéma carboné similaire présentant une distribution restreinte a la méme
section ou sous-genre. Méme si les formes acétylées ou oxydées avaient des fois des
distributions plus restreintes que leurs précurseurs potentiels, les espéces les accumulant ne
constituaient pas une sous-clade génétique. Les enzymes réalisant ces modifications sur les
terpénes hydroxylés sont connues pour avoir de faibles spécificités de substrat (Schwab 2003)
et nos résultats suggerent que, chez les lavandes, ces enzymes doivent avoir eu des spécificités
de substrat suffisamment faibles pour avoir pu systématiquement accommoder de nouveaux
substrats de maniere impromptue durant les processus évolutifs. Leurs niveaux de
fonctionnement semblent cependant trés fluctuants d’une espeéce a 1’autre et ainsi ne
garantissent pas de trouver systématiquement les deux molécules couple simultanément. Ces
résultats suggérent cependant que 1’étape enzymatique précédant 1’ajout de modifications est
celle qui a éte mise a contribution dans le genre Lavandula pour différentier les mélanges de

COV entre les sections et sous-genres.
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Figure 43 : Représentation schématique de la voie de synthese des mono- et sesquiterpenes.

IPP : isopentényl diphosphate ; DMAPP : isopentényl diphosphate ; GPP : géranyl diphosphate; FPP :
farnésyldiphosphate ; {1} GPP synthase ; {2} FPP synthase ; {3} monoterpéne synthase ; {4} sesquiterpene
synthase ; {5} CytP450 type enzyme ; {6} acétyl transférase ; 1 synthese lavandulol et citronellol ; 2 dont oxide
de caryophylléne ; 3 pinyl, bornyl et saninyl cations ; 4 isomérisation allylique réversible pouvant conduire a une
modification de I’isomérie de la double liaison en position 1 ; 5 formation de p-cyméne et dérivés (modifié de

Degenhardt et al., 2009)

161



Résultats

Mais un des résultats les plus surprenants de cette étude est que la probabilité qu’un
COV non-acétylé ou oxydé ne s’accumule que dans les espéces d’une section botanique ou un
sous-genre est trés paralléle a la structure physico-chimique du COV. Tous les COV linéaires,
qu’ils soient hydroxylés ou aliphatiques, qu’ils dérivent du catabolisme des acides gras ou de
la voie des mono- ou sesquiterpenes (voies de synthese non-atypiques), présentaient presque
tous une distribution homoplasique dans le genre Lavandula. Pareillement, les terpénes
cycliques aliphatiques avaient plus souvent une distribution homoplasique que leurs
homologues hydroxylés bien que les deux groupes de substances soient générés par la méme
classe de terpéne synthase (Degenhardt, Koéllner et al. 2009; Pichersky, Noel et al. 2006; Tholl
2006). La propension a avoir une distribution homoplasique diminuait également avec
I’augmentation de la complexité du schéma carboné de base. Dans le cas des monoterpenes,
les composés bicycliques étaient ainsi moins homoplasiques que les dérivés monocycliques.
Ceci correspond a la création de substances dont le contour physico-chimique est plus unique
mais aussi a des terpénes synthases plus élaborées dans le sens ou elles sont capables
d’abaisser le niveau énergétique d’un plus grand nombre d’intermédiaires réactionnels
carbocationiques (Figure 43). Les composés terpéniques dits atypiques car ils possedent un
schéma carboné peu courant et qui résultent de mécanismes biosynthétiques rares sont

également trés souvent synapomorphes d’une section ou sous-genre.

Si les connaissances actuelles permettent d’expliquer comment une plante individuelle
peut, par le biais de modifications de son génome, modifier les COV qu’elle accumule, elles
n’expliquent pas comment une telle modification peut étre conservée dans les générations qui
suivent pour finalement devenir un trait commun a I’intégralit¢ d’une espece botanique, et
encore plus difficilement un trait commun a I’intégralité des espéces d’une section ou sous-
genre. Ces processus font vraisemblablement appel a une sélection positive basée sur le gain
de fonction associé a la modification du bouquet de COV produits. lls sont mal connus du fait
des faibles connaissances sur les valeurs adaptatives des COV individuellement, mais surtout
en melange avec ceux produits par la méme plante, ceux produits par les plantes environnantes
et en relation avec les autres traits exprimés par la plante et ayant une fonction écologique

similaire.

Le fait que les COV linéaires soient homoplasiques pourrait suggérer qu’ils sont
dénués de valeur adaptative favorisant leur sélection positive. Ce n’est vraisemblablement pas

le cas car plusieurs d’entre eux ont des fonctions biologiques bien établies comme les
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farnésenes (Arimura, Dezen et al. 2004; Markovic, Norris et al. 1996) ou les ocimenes
(Takabayashi et Dicke 1996). Il en va de méme pour les terpénes cycliques aliphatiques
comme le caryophyllene (Gershenzon et Dudareva 2007). Une premiére hypothese plus
vraisemblable est que leur accumulation soit en fait induite par un stress biotique ou abiotique,
un niveau d’induction qui aurait €té variable dans notre échantillonnage méme si tous les
végétaux echantillonnés étaient cultivés au méme endroit et récoltés le méme jour.
Alternativement, le fait que ces substances aient un contour physicochimique simple et
similaire signifie peut étre qu’elles jouent des rdles écologiques similaires, et donc
interchangeables. Ces substances dont la formation nécessite le plus petit niveau de
spécialisation de leurs enzymes biosynthétiques (et donc de pression de sélection - surtout vrai
des terpenes synthases — Figure 43) assumeraient ainsi un certain nombre de fonctions
écologiques de base et communes & une vaste majorité d’espéces végétales. Le fait que la
majorité de ces substances comme le cis-3-hexénol, le linalol, le limonene, le géraniol, les
ocimeénes, le caryophylléne, les farnésenes soient connues pour étre présentes dans une trés
grande majorité des taxons dont les COV ont été analysés soutient une telle hypothese
(Knudsen, Eriksson et al. 2006). La majorité des COV connus pour étre induits par des stress
biotiques et abiotiques font aussi partie de ces catégories de COV, en appui de la premiére
hypothese (Holopainen et Gershenzon 2010). En contre partie, les COV dont les structures
physico-chimiques sont plus uniques et dont, en paralléle, la biosynthése fait appel a des
évenements de modification des génomes moins probables (terpenes atypiques, bi- ou
tricycliques) apparaitraient de maniére plus ponctuelle lors de I’évolution du régne végétal et
seraient conserveés pour favoriser la différentiation d’un groupe de végétaux et son adaptation
a une situation écologique qui lui serait plus spécifique. En soutien d’une telle hypothése, des
composés tels que le lavandulol, le fenchol ont été assez rarement observés dans un nombre
restreint d’espéces végétales. Les alpha- et beta-pinénes, des composés monoterpéniques
bicycliques, constituent le principal contre-exemple a cette hypothese car ils présentaient une
distribution homoplasique au sein du genre Lavandula et ont été détectés dans une vaste
majorité d’espeéces végétales (Knudsen, Eriksson et al. 2006). Cette hypothése n’explique pas
non-plus pourquoi les composés terpéniques hydroxylés sont plus fréquemment
synapomorphiques que leur homologues aliphatiques. Ceci peut étre li¢ au fait qu’ils peuvent
étre modifiés chimiquement et donc générés des substances aux propriétés écologiques plus
uniques et dont la sélection positive imposerait la sélection des intermédiaires biosynthétiques

hydroxylés. Alternativement, ceci peut étre lié a leur fonction biologique. Trop peu d’études
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comparatives des valeurs adaptatives des terpenes sont hélas disponibles pour trancher en
faveur de I’'une ou ’autre de ces deux hypothéses. Pareillement, 1’absence d’étude similaire a
la notre couvrant de maniére relativement exhaustive un genre végétal sur des individus
cultivés et analysés en paralléle ne nous permet pas de savoir si nos observations sur le genre
Lavandula constituent une régle ou une exception chez les végétaux. Il est espéré que le
développement d’outils bioinformatiques de prétraitement des données chromatographique,
tels que notre module MSeasy, encouragera de nombreuses autres équipes de recherche a

réaliser des travaux similaires sur leur genre d’intérét.

Les COV faisant partie de la famille chimique des nécrodanes sont les molécules de
lavande les plus spécifiques dans le regne végétal puisqu’elles ne sont connues que de chez L.
stoechas ssp. luisieri (Garcia-Vallejo 1992; Garcia-Vallejo, Garcia-Vallejo et al. 1994). En
dehors du régne végétal, elles sont connues pour étre produites par plusieurs insectes (Garcia-
Vallejo 1992; Garcia-Vallejo, Garcia-Vallejo et al. 1994). Avec un cycle a 5 carbones, ces
substances ont un squelette carboné unique pour les métabolites secondaires végétaux et leur
voie de biosynthése est inconnue. La société Firmenich SA a récemment publié dans un brevet
la synthése chimique des cis- et trans-alpha-nécrodols ainsi que la forme acétylée de ce
dernier (Figure 44 A- (Chapuis, Barthe et al. 2006). Cette voie de synthése organique débute
avec I’alpha-pinene. Il est possible qu’un schéma biosynthétique similaire existe chez ces
espéces de lavande car les autres espéces de leur section botanique contenaient de !’alpha-
pinene et les autres substances intermédiaires potentielles, le campholénal et la verbénone. De
manicre intéressante, la probabilité de présence des nécrodols ou de I’acétate de nécrodol était
inversement proportionnelle & la présence d’alpha-pinéne, campholénal et verbénone dans
cette section botanique (Figure 44 B). Un raisonnement similaire pourrait &tre conduit sur de
nombreux composeés inconnus (32% des molécules identifiées dans notre échantillonnage) et
qui sont co-exprimés avec d’autres substances connues (Figure 42). La découverte de leur
structure chimique faciliterait la prédiction, et la découverte, des voies de biosynthése des
COV dans le genre Lavandula.
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Figure 44 : Les nécrodanes voie de synthése organique et carte de corrélation
A : Synthése organique des nécrodanes (modifié d'aprés Chapuis, Barthe et al. 2006).

Voie de synthese chimique simplifiée (sans les intermédiaires et les catalyseurs) des nécrodanes présents chez L.
stoechas ssp. luisieri.

B: Carte de corrélation des COV impliqués dans la synthése des nécrodanes au sein du genre Lavandula.
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Etude des variations spatio-temporelles de
I’accumulation de terpénes chez L. angustifolia et L. x

intermedia

Inflorescences de L. angustifolia cv 77-13 au lycée horticole de Romans sur Isére
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11 Etude des variations spatio-temporelles de ’accumulation de terpénes

chez L. angustifolia et L. x intermedia

1-1 La problématique

L’expression des voies du métabolisme secondaire chez les plantes s’inscrit dans le schéma
développemental des tissus et organes végétaux. La production de chaque terpéne peut ainsi
étre différentielle entre tissus ou lors du développement de ceux-ci, I’intensité des productions
pouvant étre modulées de maniere post-développementale par des stimulations biotiques ou
abiotiques en provenance de I’environnement immédiat de la plante. La production de certains
terpénes peut ainsi étre limitée a certains organes comme par exemple les pétales des fleurs de
rose au moment précis de I’ouverture des boutons floraux (Bergougnoux, Caissard et al.
2007), les feuilles (McConkey, Gershenzon et al. 2000) ou les racines (Chen, Ro et al. 2004).
Bien que ces phénomenes soient insuffisamment décrits scientifiquement, 1’inflorescence de
lavande n’échappe pas a cette régle. Car les lavandiculteurs ont depuis longtemps observé des
différences de composition terpénique des huiles essentielles de lavande entre des récoltes
effectuées précocément et d’autres effectuées tardivement. Cependant, ces observations sont
basées sur des récoltes faites sur des sites différents. Le degré de développement des
inflorescences était laissé a la discrétion du lavandiculteur et, surtout, ces observations portent
sur des terpenes accumulés dans la plante (dans des poches spécialisées a la surface des tétes
de trichomes spécialisés) et ne permettent donc pas de savoir si ces accumulations
différentielles sont liées a des différences d’expression des geénes de biosynthese lors d’un
processus développemental ou si elles sont liées a des évaporations différentielles des
substances sur la plante. Notre problématique a donc été de décrire les variations de terpénes
au cours de la saison estivale dans les feuilles et les inflorescences de lavande sur différentes
années et plusieurs cultivars. Ceci nous a permis de modéliser ces variations et de les corréler
avec des étapes du développement de la plante. Elles ont ensuite été corrélées avec des
expressions différentielles des genes de terpéne synthase. Cette étude constitue un pré-requis
pour utiliser la lavande comme plante modéle pour la famille des Lamiacées afin de
caractériser dans le futur les réles écologiques de ces terpenes et les mécanismes moléculaires

de la régulation de leur biosynthese au cours du développement de la plante.
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Note : Bien qu’il s’agisse d’un abus de langage le terme inflorescence remplacera le mot

thyrse dans le reste du document (voir Figure 15°)

11-2 Résultats

I11-2.1  Articles

Les résultats de cette partie de mes recherches ont été publiés dans le volume 138 de février
2010 de la revue Physiologia Plantarum (Guitton, Nicole et al. 2010b) et dans Plant Signaling
& Behaviors en tant qu’addendum (Guitton, Nicole et al. 2010a). Ce premier article présente
les résultats principaux. Ceux-ci sont mis en perspectives dans le second. A la suite de ces
deux articles, j’ai également ajouté quelques résultats complémentaires non-inclus dans ces

articles et qui soulignent les implications agronomiques de mon travail.

Résumé de | ’article publié dans la revue Physiologia Plantarum

Malgré I’importance économique des huiles essentielles (HE) de fleurs de lavande fine
(Lavandula angustifolia Mill.) et de lavandin (L. x intermedia Emeric ex Loisel), aucune
information n’est disponible sur les variations éventuelles de la composition en composés
organiques volatils (COV) accumulés par ces plantes durant le développement de leurs
inflorescences. Chez les especes étudiées, comme chez de nombreuses Lamiacées, les COV
s’accumulent majoritairement a la surface du calice. Les 20 COV les plus abondants ont pu
étre classés en 3 sous-groupes sur la base des variations temporelles de leurs concentrations.
Les trois sous-groupes dominent ainsi successivement le bouquet floral. La transition entre le
1% et le 2°™ groupe a lieu au moment de I’ouverture de la premiére fleur de I’inflorescence, la
transition suivante, entre les VOC des sous-groupes 2 et 3, ayant lieu apres la formation des
premiéres graines matures. Nos résultats montrent également que les variations
d’accumulation de VOC dans les calices d’une inflorescence est sous I’influence de deux
facteurs, 1’un lié¢ a la date de récolte qui tend a synchroniser la composition en COV de tous
les calices et I’autre li¢ au stade de développement de fleurs individuelles d’une inflorescence
(trés héterogenes dans les inflorescences de lavande) qui fait que des fleurs moins matures
sont plus retardées que les autres dans les évolutions globales de la composition en COV de
I’inflorescence. Les feuilles accumulent un nombre plus restreint de COV qui correspondent a
une partie des COV accumulés dans les inflorescences avant la floraison (sous-groupe 1). Les
COV dans les feuilles restent qualitativement et quantitativement constants durant toute la

période de floraison. L’expression par PCR quantitative de 2 génes (LaLIMS et LaLINS)
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codants pour des terpénes synthases (TPS) responsables de la biosynthese de composés des
sous-groupes 1 et 2-3 respectivement, démontre une tendance similaire entre les profils
d’expression des génes et 1’accumulation de leurs produits de biosynthese au cours du
développement de I’inflorescence. Ces données suggérent que des changements dans
I’expression des TPS ont lieu lors du développement des inflorescences et de lavande et qu’ils

affectent leur composition en HE.
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L article publié dans Physiologia Plantarum (DOI: 10.1111/j.1399-3054.2009.01315.x)

Lien vers l'article en ligne

L’article publié dans Plant Signaling & Behaviours

Lien vers l'article en ligne
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NOTE : Les tableaux supplémentaires sont donnés ci-dessous
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L article publié dans Plant Signaling & Behaviours

I ARTICLE ADDENDUM

Plant Signaling & Behavior 5:6, 1-3; June 2010; © 2010 Landes Bioscience
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I11-2.2  Résultats complémentaires

Variation de la production de COV dans les feuilles de L. angustifolia et L. X intermedia

Les lavandes accumulent des COV dans leurs différents organes aériens, et
principalement dans les calices des inflorescences. Nous avons focalisé 1’étude de la
variabilité quantitative des COV dans I’article de Physiologia Plantarum sur les inflorescences
de lavande car ces organes présentent la plus grande quantité et diversité de COV de la plante.
Ce sont également les COV des inflorescences qui constituent la majorité de I’HE essentielle
produite industriellement a partir de ces plantes. La Figure 45 A et le Tableau 12 présentent,
respectivement, les variations quantitatives et qualitatives de la production de COV par les
feuilles de lavande et lavandin durant la période de floraison. Les variations quantitatives
d’HE observées dans les feuilles ne sont pas significativement différentes entre les dates de
récolte, ni entre les cultivars, comme le montre le test de Kruskal-Wallis présenté dans la
Figure 45 B. Aucune variation significative n’a non plus été observée dans la composition en
COV des feuilles sur la période de récolte et ce, tant chez les cultivars de lavande que chez

ceux de lavandin (Tests de Kruskal-Wallis présentés dans le Tableau 12).

A o
£
E
L S +
0 T T T T T
15/6 20/6 25/6 30/6 5/7 10/7
Date de récolte
B
- i1 | Diffé
Test de Kruskal et Wallis K valeur ddl p-value (seuil .|ff?r.enc.e
obs alpha =0.001) | significative
Quantité d'Huile effet date (lavande) 6,400 3 0,094 non
Quantité d'Huile effet date (lavandin) 6,198 3 0,102 non
Quantité d'Huile effet cultivar (lavande) 32,835 11 0,001 non
Quantité d'Huile effet cultivar (lavandin) 15,216 10 0,124 non

Figure 45 : Variation de la production de COV dans les feuilles de L. angustifolia et L x intermedia en mg.g™

A : Evolution de la quantité d’huile dans les feuilles de L. angustifolia (bleu) et L x intermedia (rouge, pointilés).
Les barres d’erreur représentent 1’erreur standard sur la moyenne. B : Statistiques associées aux variations de la
quantité d’HE en fonction de la date et du cultivar (Kruskal et Wallis).
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Tableau 12 : Variation qualitative de la composition des principaux COV dans les feuilles de L. angustifolia et de L. x

intermedia au cours de la période de floraison

Test de Kruskal et Wallis

Différence

Feuille de lavandin K valeur obs ddl pal‘.la:!l:ig;il)m significative
Quantité de 1,8-cinéole effet date 3,173 3 0,366 non
Quantité de Camphre effet date 6,873 3 0,076 non
Quantité de Bornéol effet date 6,436 3 0,092 non
Test. de Kruskal et Wallis K valeur obs ddl p-value (seuil D.iff(:er'enc.e
Feuille de lavande alpha =0.001) | significative
Quantité de 1,8-cinéole effet date 0,894 3 0,827 non
Quantité de Camphre effet date 9,524 3 0,023 non
Quantité de Bornéol effet date 8,166 3 0,043 non
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Figure 46 : Evolution au cours de la période de floraison de la morphologie des inflorescences et des COV accumulés
chez la lavande.

A : Evolution de la morphologie des inflorescences de L. angustifolia cv 77-13 de la mi-mai a la fin juillet. B
Evolution de la quantité de COV dans les inflorescences de L. angustifolia cv 77-13 de la mi-mai a la fin juillet.
Les COV ont été divisés en 3 groupes sur la base des corrélations de leur accumulation. Les quantités moyennes
des COV d’un méme groupe ont été sommées et reportés sur le graphique. Groupe 1 (bleu) Groupe 2 (violet)
Groupe 3 (rouge). La barre sur chaque point représente la somme des erreurs standards sur les moyennes.
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Variations temporelles de 1’accumulation des COV_dans les inflorescences de lavandes et
lavandins au cours de la floraison

Les variations différentielles, au cours du temps du contenu en COV des inflorescences
de 3 cultivars de lavandes nous ont conduit & définir 3 groupes de composes dont la production
est variable au cours du développement de I’inflorescence. Les COV du groupe 1 (delta-3-
caréne, limonene, myrcene, bornéol, acétate de bornyl, 1,8-cinéol et le trans-beta--ocimene)
sont tous des monoterpenes. Les molécules du groupe 2 sont soit des sesquiterpenes (trans-
farnéséne, beta--caryophyllene, germacrene D) soit des dérivés acétylés de monoterpénes
(acétate de linalyl et acétate de lavandulyl). Le groupe 3 contient le linalol et le terpinéne-4-ol.
Ces groupes ont été définis par une comparaison de 1’évolution de chaque COV au cours du
temps avec celle de tous les autres a 1’aide d’un test de corrélation de Spearman (Figure 5 de
I’article Guitton, Nicolé et al. 2010b). La définition de ces 3 groupes de composes a permis de
tracer 1’évolution de ces composés en fonction du temps. La Figure 46 représentée aussi dans
I’article est complétée ici par la superposition des changements morphologiques de
I’inflorescence. Ce document supplémentaire permet de voir clairement que le groupe 1 de
COV peut étre associ¢ a des inflorescences tres jeunes ou la corolle des fleurs n’est
pratiquement pas visible. Le groupe 2 est associé a des inflorescences portant majoritairement
des fleurs épanouies. Le groupe 3 devient majeur dans les inflorescences portant

majoritairement des fleurs fanées.

Un travail identique a été réalisé sur 1’évolution qualitative et quantitative des COV au
cours de la floraison chez le lavandin. Les données non explicitées dans les deux publications
sont rapportées dans ce paragraphe. Une analyse des correspondances multiples (Figure 47)
présente 1’évolution temporelle des COV dans les inflorescences de 3 cultivars de lavandin.
L’axe 1 porte 75.9% de la variance et sépare les premiéres dates de récoltes (jusqu’au jour 34)
associées a I’absence de composés (COV notés avec un 0) des récoltes plus tardives associées
a la présence de nombreux composés (COV notés avec un 1). L’ACM permet de différencier
certains cultivars sur la base de leur profil d’accumulation de COV au fil de la floraison. En
effet, le barycentre des observations des inflorescences du cultivar Super (B110) est plus
éloigné de ceux des cultivars Certitude et Grosso dont les barycentres de distribution de
données se superposent sur I’ACM de la Figure 47. Ceci démontre une évolution similaire du

contenu en COV des
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Figure 47: Analyse des correspondances multiples de 1’évolution temporelle des COV des inflorescences de 3 cultivars

de lavandin (année 2007)
Comparaison de la composition en COV d’inflorescences (présence/absence) de 3 cultivars de lavandin (Super

(B110), Grosso et Certitude). Les points rouges indiquent la présence ou 1’absence de COV (présence par un -1 et
absence par un -0 a la suite du nom du COV). Les carrés bleus représentent les barycentres des observations. Les
triangles noirs représentent les dates de récoltes (le numéro indique le nombre de jours depuis le début de

campagne de récolte).
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Figure 48 : Evolution comparative des inflorescences de 3 cultivars de lavandin au cours de la floraison (année 2007)
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inflorescences des lavandins Grosso et Certitude. Le cultivar Super (B110) differe
morphologiquement et génétiquement des 2 autres. En effet, I’inflorescence du cultivar Super
(B110) est moins compacte que celle des deux autres car 1’espacement entre deux verticilles y
est plus grand (Figure 48). Ce cultivar est également plus précoce. Certitude est quant a lui un
somaclone de Grosso (Source CRIEPPAM). Le cultivar Super (B110) est associé aux dates de
récoltes précoces ce qui correspond bien avec sa courte durée de floraison comparée avec celle

des cultivars Grosso ou Certitude.

Lorsqu’on réalise le test de corrélation de Spearman sur les COV des échantillons des 3
cultivars de lavandins (415 échantillons, Figure 49 A), on distingue 2 groupes de COV. Le
premier regroupe (carré noir en trait pointillé sur la Figure 49 ) comme chez les lavandes, le 8-
3-carene, le limonene, le myrcéne, le 1,8-cinéol et le trans-ociméne auxquels s’ajoutent le
camphre, I’alpha et le beta-pinéne. Le bornéol et son acétate ne sont pas associés a ce premier
groupe contrairement a ce qu’on a pu observer pour les lavandes. Le bornéol est cependant
positivement associé a quelques COV du groupe 1 (R? inférieurs a 0.2). Ceci s’explique par la
production de camphre par cette espéce qui rend moins détectables le bornéol et 1’acétate de
bornyl, la biosynthése du camphre étant faite au dépend du bornéol et donc aussi de son
acetate (Figure 51). Le deuxiéme groupe de COV est composé du germacréne D, du
caryophyllene, du trans-beta-farnéséne, de 1’acétate de lavandulyl, de 1’acétate de linalyl
comme chez la lavande. A ceux-ci s’ajoutent le camphéne, le lavandulol, I’acétate de bornyl
ainsi que les composés du groupe 3 des lavandes le linalol et le terpinene-4-ol. Comme dans le
cas de la lavande le cis-ociméne n’est clairement associé & aucun des deux groupes. La figure
49 B représente les corrélations entre les COV des inflorescences des cultivars Certitude et
Grosso (280 échantillons), le cultivar Super (B110) ayant été retiré du fait de son évolution de
chimie différente des deux autres cultivars (Figure 47). Les corrélations entre les COV d’un
méme groupe s’en trouvent nettement améliorées (certains R? augmentant de 0.2 et plus par
exemple pour le lavandulol par rapport au germacrene D et au caryophylléne). La Figure 50
représente 1’évolution des groupes de COV dans les inflorescences de lavandins (Cultivars
Certitude et Grosso) au fil de la floraison. Pour chaque groupe les moyennes des COV
accumulés dans chaque cultivar a chaque date de récolte sont additionnées. La teneur en COV
du groupe 1 dans les inflorescences chute brutalement jusqu’au 5 juin puis ces molécules
restent présentes jusqu’a la fin de la floraison. Les COV du groupe 2 s’accumulent

progressivement et dépassent les COV du groupe 1 vers le 5 juin et atteignent leur maximum
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vers le 20 juillet. Les premieres fleurs de lavandin se sont épanouies vers la fin juin en 2007,
avec une floraison plus précoce des Super (B110) visible sur la figure 48 (les premiéres
corolles épanouies étant visibles des le 27 juin). Cette derniére figure montre également que
les premieres fleurs fanées sont visibles a partir du 17 juillet ce qui correspond avec le début
de la baisse des COV du groupe 2. Cette baisse est principalement liée a la diminution du
linalol et de son acétate qui masquent méme une hausse de 1’accumulation de terpinéne-4-ol
autour du 17 juillet, la quantité de COV ne chutant brutalement que vers début septembre avec

la chute massive des calices. En conclusion, contrairement a la lavande :

- Les COV du groupe 1 restent relativement présents tout au long de la période de
floraison ; ceci est a lié a la formation continue de nouveaux calices (cymes plus
longues et nombre de verticiles plus élevé et moins synchronisés que chez la lavande)
et donc a la présence de fleurs du stade 1 sur les inflorescences de lavandin tout au

long de notre période d’investigation.

- La persistance des COV jusqu’au début du mois de septembre qui correspond aussi au
fait que I’inflorescence de lavandin est plus compacte et longue que celle des lavandes.

De fait les fleurs sont plus longtemps pérennes.

- L’absence de groupe 3 qui est vraissemblablement masqué par la présence continuelle

de grandes quantitiés de fleurs non-fanées sur les inflorescences au cours de 1’étude.
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Figure 49 : Cartes des corrélations de Spearman des évolutions des COV dans les inflorescences de lavandins.

Le contenu en COV des inflorescences est calculé sur les inflorescences entiéres de lavandin (10 extractions par cultivars et par semaine entre la mi-mai et
début octobre 2007). Le contenu en COV est exprimé en mg.g™* de poids frais avant analyse statistique. Les COV présents dans moins de 5% des échantillons
ont été retirés des analyses. Les corrélations entre les changements temporels en contenu de COV ont été calculées par le coefficient de corrélation de
Spearman. La significativité des corrélations deux a deux a été testée aprés correction de Bonferonni du facteur alpha. A : corrélations entre les COV des
inflorescences de 3 cultivars de lavandin (Grosso, Certitude et Super (B110)). B : corrélations entre les COV des inflorescences de 2 cultivars de lavandin
(Grosso et Certitude).
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Figure 50 : Evolution au cours de la période de floraison des COV accumulés par les lavandins.

Evolution de la quantité de COV dans les inflorescences de 2 cultivars de lavandins (Grosso et Certitude) de la
mi-mai au début octobre 2007. Les COV ont été divisés en 2 groupes sur la base des corrélations de leur
accumulation. Les quantités moyennes des COV d’un méme groupe ont été sommées et reportés sur le graphique.
Groupe 1 (rouge) Groupe 2 (bleu). La barre sur chaque point représente la somme des erreurs standards sur les

moyennes.
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Figure 51 : Voies de synthése des principaux monoterpenes des lavandes et lavandins
Les molécules encadrées en vert sont celles formées par la LaLIMS et en rouge le linalol formé par la LaLINS
(Landmann, Fink et al. 2007).
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11-3 Discussion

Dans cette étude, nous avons montré pour la premiére fois que les 20 composés
majeurs des HE de L. angustifolia et L. x intermedia s’accumulent différentiellement dans les
calices des fleurs lors du développement de I’inflorescence. Les analyses des CTV des
inflorescences entiéres au long de la période de floraison montrent que ces CTV peuvent étre
groupés en 3 groupes chez L. angustifolia et 2 groupes chez L. x intermedia. Ces groupes
correspondent a des phases différentes de la floraison. Ces résultats ont été confirmés sur les
différents cultivars de chaque espece et ce, quatre années de suite. Pour L. angustifolia les
CTV du groupe 1 sont : 8-3-caréne, limonéne, myrcéne, bornéol, acétate de bornyle, 1,8-cinéol
et trans-beta--ocimene sont tousdes monoterpenes. Les molécules du groupe 2 sont soit des
sesquiterpenes (i.e. trans-farnésene, beta-caryophyllene, germacrene D) soit des dérivés
acétylés de monoterpénes (i.e. acétate de linalyle ou acétate de lavandulyle). Le groupe 3
contient le linalol et le terpinene-4-ol. Chez L. x intermedia on ne distingue que deux groupes
de CTV. Le groupe 1 est formé, comme chez la lavande, de 3-3-caréne, limonene, myrcene,
1,8-cinéol et trans-ociméne auxquels s’ajoutent le camphre, I’alpha et le beta-pinéne. Ces
trois derniers étant en fait présents chez les lavandes mais en faible quantité et n’ont pas été
utilisés dans 1’analyse finale des corrélations chez les lavandes. Contrairement aux lavandes le
bornéol et son acétate ne sont pas associés au groupe 1. Le bornéol est cependant positivement
associé a quelques CTV du groupe 1 (R? inférieurs a 0.2). Ceci s’explique par la présence de
camphre dans le premier groupe, la biosynthése de ce dernier étant faite au dépend du bornéol
et donc de son acétate (Figure 51). Le deuxiéme groupe de CTV est compose, comme chez la
lavande, de germacréne D, de caryophylléne, de trans-beta-farnéséne, de 1’acétate de
lavandulyle, de I’acétate de linalyle. A ceux-ci s’ajoutent le camphéne, le lavandulol, 1’acétate
de bornyle ainsi que les composés du groupe 3 des lavandes (i.e. le linalol et le terpinene-4-
ol). Chez les lavandes, le camphene et le lavandulol étaient selon les cultivars associés soit au
groupe 2 soit au groupe 3 et étaient présents dans peu d’échantillons. Les lavandins produisant
de plus grandes quantité d’HE ces composés sont plus souvent détectés dans nos extraits de
lavandins ce qui explique qu’on ait pu les associer clairement & un groupe. Le cis-ocimene
n’est clairement associé a aucun groupe chez la lavande ou le lavandin. Il semble aussi ne pas
y avoir de troisieme groupe chez les lavandins. Cependant on observe un décalage dans

I’accumulation du terpinéne-4-ol par rapport aux autres composés du groupe 2 celui-ci
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atteignant son maximum aprées que les premieres fleurs soient fanées (ceci correspond a la

formation des premiéres graines).

Une étude approfondie des CTV accumulés par des fleurs individuelles de 5 stades
différents a démontré que les fleurs individuelles accumulent des CTV différents selon leur
stade de maturité. Les stades précoces accumulant plutét les CTV du groupe 1 et les stades
plus tardifs accumulant les CTV des groupes 2 et 3 (chez la lavande et le lavandin). La méme
étude a également mis en évidence que les CTV accumulés par les calices de fleurs présentant
un méme stade de développement évoluent au cours des dates de prélevement. Ceci suggére
un certain degré de synchronisation des variations de la composition en CTV des différentes
fleurs d’une inflorescence au cours de 1’évolution de la saison, celui-ci étant modulé par le
stade de développement des fleurs individuelles. L’HE des inflorescences entiéres représentant
un mélange des CTV accumulés par les différentes fleurs présentes au méme instant sur une
méme inflorescence, elle sera affectée par la structure de I’inflorescence (nombre et
synchronisation des verticiles, longueur des cymes). Ce type de profil d’accumulation de CTV
est plus complexe que ceux précédemment décrits chez des plantes modéle comme
Anthirrhinum, Arabidopsis ou encore la rose chez qui I’ensemble des COV floraux sont émis
de maniéere concomitante au moment de 1’ouverture de la fleur (Dudareva, Cseke et al. 1996;
Dudareva, Martin et al. 2003; Nagegowda, Gutensohn et al. 2008). Cependant, dans ces
plantes les pétales sont responsables de 1’émission des COV alors que chez les lavandes et
lavandins les pétales participent peu a I’émission globale de CTV par I’inflorescence, les CTV
s’accumulant principalement dans les calices. Les pétales des lavandes et lavandins sont
rapidement fanés et accumulent 10 fois moins de CTV que les calices. Le fait que les calices
de lavandes et lavandins aient une durée de vie plus longue que les pétales est peut-étre
responsable de cette variation séquentielle des CTV accumulés du fait du rble écologique
variable des calices en fonction de 1’avancement du développement de la fleur. Ceci
s’opposerait au rble écologique unique, et limité dans le temps, des pétales (restreint a
I’attraction des pollinisateurs). Ainsi, les terpenes accumulés par les calices pourraient avoir
un réle de protection contre les ravageurs, les composés du groupe 1, dans les fleurs,
immatures (d’ou peut-étre leur similitude avec ceux trouvés dans les feuilles). Ensuite les CTV
du groupe 2 initiés avec I’ouverture des corolles pourraient étre impliqués dans I’attraction de
pollinisateurs. Les composés du groupe 3 n’étant présents que pendant la phase de maturation

des graines pourraient assurer un role de protection. Cette hypothese est soutenue par les
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démonstrations des réles attractifs pour des pollinisateurs généralistes (impliqués dans la
pollinisation des lavandes) joués par les CTV du groupe 2, et les roles insecticides joué par le
linalol et plus fortement par le terpinéne-4-ol (http://www.pherobase.com Kordali, Kesdek et
al. 2007; Ma, Han et al. 2008 ). Une étude directe des roles écologiques des différents

mélanges de CTV des différents groupes serait nécessaire pour valider cette hypothése.

L’activité des TPS de plantes étudiées est régulée au niveau transcriptionnel dans de divers
modeles expérimentaux tels que durant le développement des pétales (Nagegowda, Gutensohn
et al. 2008), la maturation des fruits (Sharon-Asa, Shalit et al. 2003), le développement des
feuilles (McConkey, Gershenzon et al. 2000) ou encore en réponse a un traitement par un
éliciteur (Herde, Gartner et al. 2008). De la méme facon, nos données suggérent que
I’accumulation différentielle des CTV sur les calices est, au moins en partie, expliquée par une
régulation de la transcription des génes de TPS. LaLIMS et les CTV qu’elle produit montrant
une décroissance lors du développement de I’inflorescence. LaLINS et les CTV associés ont le

méme profil d’accumulation en cloche durant les 3 semaines que dure la floraison.

Durant nos quatre années de prélevement et d’analyses, nous avons observé de temps en
temps quelques quantités de CTV accumulés qui étaient 20-50% inférieures a la courbe de
tendance temporelle (voir prélevement du 11 juillet Figure 50 pour un exemple). Tous les
CTV des extraits étaient affectés similairement. Les 6 cultivars que nous analysions en
paralléle subissaient aussi les mémes évolutions. Comme nos plantes étaient cultivées en plein
champs, il est probable que des événements climatiques (pluie, vent, froid) aient été a I’origine
de ces baisses momentanées des teneurs en CTV. Le stockage des CTV dans les poches d’HE
des calices est en effet connue pour présenter des fuites méme en conditions climatiques
stables puisque des mesures de CTV émis par les inflorescences grace a des sondes SPME a
montré que le bouquet de CTV émis est identique au mélange de CTV stockés (An, Haig et al.
2001). Le fait que les prélevements aux dates suivantes révélaient des taux de CTV en phase
avec I’évolution temporelle globale suggere que les calices ont la capacité de rectifier des
modifications aportées aléatoirement par I’environnement abiotique. L’hypothése la plus
vraissemblable est que la synthése des CTV reste active durant tout la durée de vie du calice et
qu’elle est régulée en fonction des besoins, ou capacité, de stockage de CTV. Les facteurs
environnementaux responsables de la baisse des teneurs en CTV mériteraient d’étre définis
ainsi que les mécanismes moléculaires mis en jeu pour en corriger I’impact car ils ont un réel

impact sur la capacité de production d’une lavanderaie.
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Des variations dans I’activité transcriptomique de certains génes ont déja été démontrées
dans d’autres genres végétaux comme les Physalis lors du développement des calices. Dans ce
genre, I’expression du facteur de transcription MPF2 est induite apres la pollinisation de la
fleur et conduit au développement de la cage protectrice autour du fruit qui donne cette forme
typique au fruit de I’amour en cage (He et Saedler 2005). Les sépales de nombreuses autres
espéces de plantes montrent des changements de phénotypes en réponse a la pollinisation. Ces
changements sont généralement des dépigmentations (perte des anthocyanes) comme décrit
chez Helleborus (Herrera 2005). Certaines orchidées modifient I’odeur de leur périanthe apres
la pollinisation (Ayasse, Schiestl et al. 2000; Schiestl, Ayasse et al. 1997). La pollinisation
peut donc agir comme source de signal pour la modification des odeurs des fleurs de certaines
espéces. Qu’en est-il pour les lavandes et les lavandins ? Dans une étude menée sur la
production de nectar par les lavandes et lavandin du sud-est de la France (Barbier 1963), il a
été démontré que la germination du pollen sur le stigmate de lavande est responsable de 1’arrét
de la formation de nectar. Dans cette étude, il est dit que ce sont probablement des sécrétions
émises par des abeilles lors du butinement qui déclenchent ce phénomene (Barbier 1963). Cet
arrét de la production de nectar est, chez la lavande et le lavandin, simultanément associé a
une perte de turgescence et de la couleur bleue des pétales qui conduisent au flétrissement des
pétales (Barbier 1963). L’impact de la visitation des fleurs par les abailles sur les CTV

produits et accumulés dans les calices mériterait donc d’étre étudié.

Lors de notre étudé précédente (voir chapitre précédent) sur les COV accumulés par 30
taxons de lavande nous avons pu observer que la majorité des especes de lavande expriment
quelques CTV différentiellement dans leurs feuilles et fleurs. Cependant, la capacité
d’exprimer différents génes de TPS et d’accumuler différents CTV au cours du développement
des inflorescences est certainement un évenement évolutif restreint a la section botanique
Lavandula. En effet, une étude conduite sur L. latifolia appartenant a la méme section que L.
angustifolia suggére un comportement identique dans 1’émission des CTV (Salido, Altarejos et
al. 2004). Chez cette espece, le linalol et le terpinene-4-ol étaient majoritairement présents
dans les HE d’inflorescences fanées alors que les jeunes inflorescences contienaient de
I’acétate de linalyle comme composé dominant (Salido, Altarejos et al. 2004). Inversement, L.
stoechas appartenant au méme sous-genre mais a une section botanique différente ne montre
aucun changement dans la composition de son HE au cours du développement de son

inflorescence (Angioni, Barra et al. 2006). Par ailleurs les CTV accumulés dans les calices
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étaient les méme que ceux des feuilles. Ces composés étaient dans une large mesure identiques

a ceux appartenant au groupe 1 identifié chez L. angustifolia.

Le genre Lavandula est donc un modéle intéressant pour 1’étude de la régulation de
I’expression des génes de TPS et de 1’accumulation de CTV lors du developpement des
plantes. Le développement des recherches sur le promoteur potentiel de LaLINS récemment
découvert (Biswas, Foster et al. 2009) et 1’étude approfondie des banques d’EST obtenues
derniérement (Lane, Boecklemann et al.) seront certainement cruciaux pour la suite de ces

recherches.

La connaissance sur 1’évolution séquenticlle de 1’apparition des CTV dans les
inflorescences de lavande apportée par mes recherches pourrait, en théorie, servir a
rationnaliser la date de récolte optimale, celle-ci ayant, d’aprés nos données une influence
majeure sur la composition des HE récoltées. En surveillant par exemple 1’apparition du
terpinene-4-ol on pourrait par exemple éviter une récolte trop tardive. La floraison sur les
champs de variétés clonales étant synchronisée cette surveillance pourrait se faire sur quelques
pieds choisis au hasard dans chaque parcelle. Mais, cette surveillance sera plus complexe dans
les champs de lavandes de population ou les différentes plantes présentent de grandes
divergences de précocité. Par contre, le colt afférant a la venue, pendant plusieurs semaines
d’un technicien sur chaque parcelle et aux analyses GC de tous les échantillons prélevés,
constitue un frein économique au développement de cette pratique a grande échelle. Une
mesure plus traditionnelle en agronomie du nombre de degrés-jours depuis 1’ouverture de la
premiére fleur serait, en revanche, peut étre une alternative viable pour définir plus
précisement la date optimale de récolte des différents champs. Un suivi de I’évolution des
différents CTV au cours du développement des inflorescences peut cependant permettre
d’améliorer la comparaison entre variétés dans le cadre d’essais de développement variétal
réalisés par la filiére car ceux-ci sont réalisés sur la méme parcelle, souvent sur une méme date
(ou au mieux a quelques jours d’intervalle), et ne tiennent donc pas compte de I’influence de
la précocité sur les qualité des HE analysées. La connaissance apportée par nos travaux peut
en tout cas aider a prédire I’influence de I’architecture de I’inflorescence (un critére facilement
détectable) sur la composition en CTV des HE. Dans les plantes ayant un grand nombre de
verticiles et de grandes cymes on trouvera une plus grande proportion de composes du groupe

1 (1,8-cinéole et limonéne principalement).
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CONCLUSIONS ET PERSPECTIVES

Pour ces recherches sur la diversité des composés terpénique volatils accumulés dans
les espéces du genre Lavandula, j’ai été amené a développer des outils de bioinformatique afin
de pouvoir analyser les données obtenues en GC-FID ou GC-MS. En effet, au démarrage de
cette these, aucun des outils de traitement de données de GC-FID ou de GC-MS ne
permettaient de réaliser les comparaisons nécessaires sur nos nombreuses analyses. Ceci
s’explique, d’une part par le grand nombre d’analyses réalisées (600 en GC-MS, cf. chapitre 2
des résultats) et (2651 en GC-FID, cf. chapitre 3 des résultats) et d’autre part par le fait que
nous travaillons sur des espéces non-modeles. Les outils de bioinformatique créés m’ont
permis d’analyser mes données et ont été utiles a d’autres travaux de recherche au sein du
BVpam ainsi que pour des recherches menées dans d’autres laboratoires. Le module MSeasy
en particulier a été utilisé pour une étude des COV de 55 especes de familles différentes
d’arbres tropicaux de Guyane (Courtois, Paine et al. 2009) et pour une étude par LC-MS du
métabolisme secondaire des éponges Homoscleromorpha (lvanisevic). Suite a la présentation
du package MSeasy lors du congrés de métabolomique d’Amsterdam (27/06-1/07/2010) nous
avons eu des demandes de la part de chercheurs en écologie-chimique souhaitant 1’utiliser
pour leurs recherches. Comme je ’indique dans la discussion du 1% chapitre de résultats, le
module MSeasy est efficace sur des jeux de données relativement grands (jusqu’a 20 000 pics)

et pourrait encore étre amélioré pour pouvoir traiter plus de pics.

Grace a MSeasy et a la construction d’un arbre phylogénétique a partir de marqueurs
chloroplastiques (trnK) nous avons construit une phylogénie moléculaire du genre Lavandula
sur laquelle nous avons superposé les 141 COV détectés dans 30 taxons du genre Lavandula.
Les 141 molécules détectées font partie des principales classes de COV (6 dérivés d’acide
gras, 56 monoterpénes et 32 sesquiterpenes) auxquelles s’ajoutent 1’acétate de crésol et le
cryptone. Les structures de 45 de ces molécules restent indéterminées. Cela nous a permis de
caractériser la diversité des composés terpéniques volatils accumulés dans le genre Lavandula
et d’appréhender les liens évolutifs entre des meélanges de COV et les especes de lavande. La
diversité intra-spécifique de certaines espéces comme L. pedunculata méritent par ailleurs des
études phylogénétiques plus précises afin de vérifier si ces phénomenes de spéciation
s’accompagnent de variabilité terpénique. De méme, chez L. stoechas la sous-espéce luisieri

posséde un profil terpénique atypique avec notamment la production de nécrodanes
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contrairement a L. stoechas ssp. stoechas. L’aire de répartition de la premiére Sous-espece est
limitée au centre de I’Espagne alors que L. stoechas ssp. stoechas se retrouve sur 1’ensemble
du pourtour méditerranéen. La description précise des terpenes de chacune des espéces encore
non ¢tudiée constitue donc un large champ d’investigation phytochimique. De telles études
nécessiteront une quantit¢é de matériel végétal conséquente permettant d’effectuer une
distillation a partir de laquelle les composés mineurs pourront étre plus facilement
caractérisés. Certaines especes botaniques pourront servir de matériel végétal de choix pour la
caractérisation de TPS originales encore non-décrites ainsi que 1’élucidation des voies de
synthese correspondantes. Par exemple, la voie de biosynthese des nécrodanes, constituant
majeur de L. stoechas ssp. luiseri, est actuellement inconnue. De méme peu de TPS conduisant
a des terpenes irréguliers ont été caractérisés. Le lavandulol, un terpéne irrégulier que 1’on
trouve comme composés mineurs chez L. angustifolia est produit de maniére abondante dans
les fleurs de L. lanata. Cette espece est donc un matériel de choix pour caractériser I’enzyme
(ou les) qui catalyse la synthése du lavandulol. Enfin, certaines espéces comme L. dentata
occupent des zones refuges disjointes (Figure 22). La présence de populations de L. dentata au
sud de I’Arabie Saoudite ou en Ethiopie est particulierement intéressante d’un point de vue
phytogéographique. Une étude phylogénétique précise de différentes populations de cette
espéce pourrait expliqguer comment elle a colonisé ces différentes zones géographiques. Par
ailleurs, une étude de la diversité terpénique de ces mémes populations pourrait permettre
aussi de mesurer si ces isolements génétiques se sont accompagnés d’évolutions divergentes

dans la production de composés volatils organiques.

Les recherches sur ’accumulation des COV dans le genre a été complétée par le suivi
de I’accumulation temporelle des composés au cours du développement de 1’inflorescence de
lavande cultivée (L. angustifolia) et du lavandin (L. x intermedia). Ce travail montre que le
calice des fleurs est capable d’accumuler des composés terpéniques différents suivant sa
maturité (Guitton, Nicolé et al. 2010b). Sachant que ces composés terpéniques sont synthétisés
dans des glandes sécrétrices il faut donc émettre I’hypothése qu’une méme glande secrétrice
est capable de produire des terpénes différents ou qu’il existe une mise en place continue sur le
calice de glandes au cours du développement de la fleur et que celles-ci synthétisent des
composés différents. Si la premiere hypothese était vérifiée, cela constituerait un résultat
original car il n’existe aucun exemple actuellement de glandes sécrétrices ou I’expression de

différentes terpenes synthases se succedent dans le temps. La différenciation des trichomes
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sécreteurs et leur fonctionnement biosynthétique ont été particuliérement étudiés chez une
autre Lamiacée, la menthe. Ces études montrent que les trichomes glandulaires sont
différenciés trés tot lors du développement des organes et que I’expression des terpenes
synthases est réduite dans le temps aux premiers stades de développement des trichomes.
Seule I’expression différentielle de cytP4s0 au cours du vieillissement des structures sécrétrices
a été remarquée. Celle ci permet la transformation du limonéne en pulégone, menthone et
enfin menthol. La seconde hypothése qui conduirait a penser qu’au cours du développement
du calice de nouvelles structures sécrétrices sont différenciées reste a vérifier. Cependant,
I’observation de jeunes calices met en évidence des glandes sécrétrices trés rapprochées ne
laissant que peu place de pour I’ajout de trichomes supplémentaires. Une étude histologique de
la différenciation des trichomes au cours du développement du calice sera nécessaire pour
répondre a ces interrogations. Récemment, une banque de 5000 ESTs a été publiée sur la
lavande permettant de caractériser de maniere potentielle certaines TPS (Lane, Boecklemann
et al.). Un séquencage a haut debit (pyroséquencage 454) des transcrits de fleurs, feuilles et
racines de L. angustifolia est disponible au laboratoire BVpam depuis octobre 2010. A ces
outils il faut ajouter la collection de lavandes botaniques dont dispose le laboratoire. En effet,
a partir des taxons de cette collection il est envisageable de suivre I’évolution du parfum et de
traits morphoanatomiques dans des conditions maitrisées au travers de croisements et du suivi
des descendants. Ces outils permettront la caractérisation d’autres TPS impliquées dans la
biosynthese des terpenes au cours du développement de 1’inflorescence. Ces outils ouvrent de
nombreuses perspectives dans 1’étude de I’expression d’autres TPS mais aussi dans la
recherche de facteurs de transcription potentiellement impliqués dans la régulation des TPS.
Ces outils permettront aussi de rechercher d’autres génes impliqués dans les modifications
secondaires subies par les terpénes comme par exemple ceux codant pour les hydroxylases
ou/et acétyltransferases. Ces familles de génes sont trés intéressantes car de nombreux
composés majeurs de I’HE de lavande ou du lavandin sont des terpénes ayant subi des
modifications tels que I’acétate de linalyle ou le camphre. Ainsi, I’étude de 1’expression des
genes impliqués dans les modifications secondaires pourrait contribuer aussi a I’amélioration

de la qualité des HE de lavande.
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Matériel (nombre de piéces) Fournisseur Référence [Estimation du co(it unitaire
Euros HT
GC-MS Agilent 5973 50 000
GC-FID Agilent 6850 25000
Colonne HP-Innowax Agilent 1909N-133E 400
@ |Colonne DB-5 Agilent 122-5032E 400
_§ Capuchon a vis avec septa PTFE (6000) Agilent 5185-5820 928
gﬂ Flacon 1.5 ml pour analyse GC (1000) Sodipro LPP11090500 75
g Hexane (2.5L) Sodipro S15322932500 20
_g Réducteurs pour tube GC 1.5ml (1000) Sodipro 305
O [Tube 16 ml (800) Dutcher 306
Bouchons noir teflon pour tubes 16ml (1400) |Dutcher 894
Pipette pasteur verre (1500) Dutcher
GoTag®© DNA Polymérase 2500u
Tampon de charge coloré fourni Promega E2.33 TAQENS 437
Oligo dT (15 primer) 20 ug Promega E2.34 CES CES 48
M-MLV Reverse transcriptase 10000u Promega E2.33 MOD RTV 54
RQ1 Rnase-free Dnase 1000u Promega E2.33 MOD NCA 43
Rnasin© Ribonuclease inhibitor 10000u Promega E2.33 RSN RSN 247
dATP 100mM Promega E2.34 LAB NCL 35
dGTP 100mM Promega E2.34 LAB NCL 35
dCTP 100mM Promega E2.34 LAB NCL 35
dTTP 100mM Promega E2.34 LAB NCL 35
1 kb DNA ladder 500 pl Promega E2.31 NUC LAA 81
100 bp DNA ladder 250 pl Promega E2.31 NUC LAD 67
° Agarose, LE, Analytical Grade 100 g Promega E2.25 CHE AGA 83
',_% Microtube 1.5 ml Treff (1000 piéces) Dutcher 034013 17
D |Microtube PCR Abgéne 0.2ml(barrette de 8) Dutcher 016000 114
§ Tubes a centri Falcon 15ml (500) Dutcher 352097 88
~‘f—_‘1‘, Tubes a centri Falcon 50ml (200) Dutcher 352098 86
_% Amorces (environ 20 bp) 100uM Eurofins-MWG 8
@ Séquengage (1 Run) Eurofins-MWG 8
Kit d'extraction ARN 250 prep Malchery-Nagel 750
Kit purification ADN Quia-Quick Qiagen
Plaque 96 puits qPCR (20) Applied Biosystems 4306737 148
Film pour plaque 96 (100) Applied Biosystems 4311971 215
Tube pour PCR (barrette de 8 par 250) Dutcher 114
Thermocycleur BioRad 5000
qgPCR 7500 Applied Biosystems 40000
SYBR Green Master Mix (400 réactions) Applied Biosystems 4309155 664
Kit RACE (5 banques) + enzyme Ozyme 830+ 350
Cones afiltre différents volumes (960) Starlab 50
Cones différents volumes (250) Dutcher 3
Bromure d'ethidium (10 ml) 20

237




Annexes

238



Annexes

Annexe 111 : Liste des standards utilisés en GC

Boite Composé Fournisseur Référence n° CAS Toxicité [Quantité
Aldehyde C-9 Payan & Bertrand ? ? 1mL
Alkane standard C;;-Cyo Fluka 04071 ? F-X 2mL
Alkane standard Cg-Cy Fluka 04070 ? F 2mL
Benzoate de benzyl Payan & Bertrand 120-51-4 X 5mL
Benzy! alcool Acros 148390050 100-51-6 X 5mL

1 |(@1S)-endo-(-)-Borneol Aldrich 13,9114 464-45-9 F 259
Bornyl acetate Aldrich B55203 5655-61-8 5mL
Camphre Fluka 21293 464-48-2 F-X 1g
3-Carene Aldrich 11,557-6 13466-78-9 X-N 25 mL
L(-)Carvone Acros 154590050 | 6485-40-1 X 5mL
Caryophyllene Payan & Bertrand 87-44-5 ? 5 mL
Cineole Acros 110340050 [ 470-82-6 5mL
Citral Payan & Bertrand 5392-40-5 X% 5mL
Citronellal Payan & Bertrand 106-23-0 X% 1mL
Citronellol Payan & Bertrand 106-22-9 X% 5mL
B-Citronellol Aldrich 30,346-1 1117-61-9 X 5mL
Citronellyl acetate Payan & Bertrand 150-84-5 ? 5 mL

2 Damascenone Payan & Bertrand 23696-85-7 F 1 mL
a-Damascone Payan & Bertrand ? ? 1mL
B-Damascone Payan & Bertrand ? ? 1 mL
Eugenol Payan & Bertrand 97-53-0 X0 5mL
methyl-Eugenol Payan & Bertrand 93-15-2 Xn 5mL
Geraniol Sigma G5135 106-24-1 X 10 mL
Geranyl acetate Payan & Bertrand 105-87-3 5 mL
Germacrene D RC Treatt Sa 136310 ? ? 10 mL
1-Heptadecene Acros 338330010 | 6765-39-5 ? 1 mL
Hexanal Sigma H9008 66-25-1 X% 100 mL*
trans-2-Hexenal Aldrich 13,265-9 6728-26-3 Xn 10 mL
cis-3-Hexenol Acros 120770100 928-96-1 ? 10 mL
trans-2-Hexenyl acetate Acros 310530500 | 2497-18-9 X 50 mL*
Hexyl formate Aldrich W25,700-1 629-33-4 % 10 mL

3 -lonol Fluka 00468 ? 100 pL
a-lonone ? ? 127-41-3 ? 100 pL
3-lonone ? ? 14901-07-6 ? 100 pL
(+/-)-Lavandulol Fluka 61735 58461-27-1 10 mL
Lavandulol acetate Fluka 61736 25905-14-0 5mL
(+)Limonene Acros 179390050 | 5989-27-5 X% -N 5mL
Linalol Payan & Bertrand 78-70-6 X% 5mL
Linalyl acetate Acros 232300050 115-95-7 X% 5mL
Menthofuran Roth 5188.1 ? ? lg
Menthol Fluka 63660 89-78-1 X 100 g*
iso-Menthone Roth 6458.1 491-07-6 ? 1g

4 L-Menthone Acros 203610250 | 14073-97-3 25 mL
Menthy| ester Roth 5189.1 ? ? 1lg
Myrcene Payan & Bertrand 123-35-3 % 5mL
Nerol Payan & Bertrand 106-25-2 ? 5 mL
Nerolidol Payan & Bertrand 40716-66-3 X 1mL
Ocimene Fluka 74730 3338-55-4 1mL
Origan Vert 1 mL
Oxyde de Rose Payan & Bertrand 1 mL
Pheny! acetaldehyde Acros 148181000 122-78-1 100 mL*
Phenyl ethylique alcool Payan & Bertrand ? ? 5 mL
a-Pinene Payan & Bertrand 80-56-8 % -N 5mL
B-Pinene Payan & Bertrand 127-91-3 ? 5 mL

5 |Pulegone Acros 418500050 | 89-82-7 5mL
Saccocalyx saturoides 5mL
Sclareol Fluka 74327 515-03-7 1g
Terpenes d'Orange Payan & Bertrand 5 mL
Terpinen-1-ol-4 Payan & Bertrand 562-74-3 X 5mL
a-Terpineol Payan & Bertrand 98-55-5 ] 5mL
Thymol Acros 150331000 89-83-8 C-N 100 g*
1,3,5-Tri-methoxy-benzene Acros 160550500 621-23-8 X 509
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Annexe IV : Poster MSeasy présenté lors du congrés Metabolomic 2010 Amsterdam 27-Juin/1 Juillet 2010

Mseasy: an R package for pre-processing of
GC/LC-MS data adapted to chemical ecology

Yann Guitton®, Florence Micolé*, Elodie Courtois % Jérdme Mardon ¢, Martine Hossaert-Mckey ©, Laurent Legendre®
Wmmmﬁ . B ) . . ) o
siniversite de Lyon, F-E5003, Lyon, France; Universitz de Saint-Etienne, F-42000, Saint-Etienne, Francz; BVpam, EA 3051; 23 rue du Dr Paul Michelion, F-42000, Saink-Etienne, France.

“ | anormire Evnlution & Diversts Sioiogique UMR CHRS 3174 BAtimeant 453 Univarsits Faul Sanstier 195 route de Narbonne 31062 Touiouss cages 4, Franos
¢ Behavipural Ecology Group, Cantre oEcologie Fonctionrells et Bvolutive URMR CMES 3473, 1949 route de Mands, F-34253 Montoedier, cedex 3, Franoe .
The demacratization of metabaolic analyses has

< Abstract >
the scope of metabolomics to ecological questions. Chemical ecology interprets — ——

the varigtion and diversity of chemical signals of non-model orgenisms in the light of species interoctions. Elucidating the biological
information within such complex signals, using robust statistical analyses, requires a large number of replicates.

We developed on unsupervised pre-processing method, that erates a fingerprinting list from large &C/LC-MS dataset. The
method is based on the clustering of mass spectra ond not require any profile correction. retention time alignment or
rormalization. It is robust to the use of different types of columns and to shifts in retention times particularty commeon for lorge/long-
term experiments. On the two datasets, used for validation we found that the best clustering method for grouping similar mass spectra
was the hierarchical clustering analysis with the Euclidean distance and the Ward linkage. However, it is not excluded that other
clustering algorithms could be more adopted for other datasets. For that reason, we have developed a function to idertify the best

clustering algorithm_for each dataset. Availability + The ‘& package “Mieasy” implementing our pre-processing methad
is frecly available. For mon B users a grophical interface was created.
<__ Process description >

unsupervised pre-processing of 6C /LC-MS data in chemical ecology investigations
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Annexe V : Liste des 141 COV accumulés dans les taxons de lavandes

Nom Rl calculé |RI selon Adams [Famille de molécule Fonctionalisation
1|cis-3-hexénol 844 844 dérivé AG alcool
2|hexanol 862 863 dérivé AG alcool
3|tricyclene 918 921 monoterpene aliphatique
4|alpha -pinéne 930 932 monoterpéene aliphatique
5|alpha -fenchéne 944 945 monoterpéne aliphatique
6|camphene 945 946 monoterpene aliphatique
7|sabinéne 969 969 monoterpene aliphatique
8|beta -pinéne 973 974 monoterpene aliphatique
9|1-octéne-3-ol 979 974 dérivé AG alcool

10{Inconnu 1 'dérivé d'acide gras' 984 dérivé AG X

11{beta -myrcéne 988 988 monoterpene aliphatique
12|3-octanol 996 988 dérivé AG alcool
13|delta -3-caréne 1005 1008 monoterpéene aliphatique
14|alpha -terpinéne 1013 1014 monoterpene aliphatique
15|p -cymene 1021 1022 monoterpene réduit
16{limonene 1026 1024 monoterpéne aliphatique
17|beta -phéllandréne 1028 1025 monoterpene aliphatique
18(1,8-cinéole 1028 1026 monoterpene alcool
19|Inconnu 2 1032 X X
20|cis-beta -ocimene 1035 1032 monoterpéne linéaire [aliphatique
21|trans-beta -ocimene 1045 1044 monoterpéene linéaire [aliphatique
22|Inconnu 3 'monoterpéne’ 1055 monoterpene X

23|cis -sabinéne hydrate 1067 1095 monoterpene alcool
24{oxyde de linalol (cis) 1068 1067 monoterpéne alcool
25|terpinoléne 1081 1086 monoterpene aliphatique
26|fenchone 1084 1083 monoterpene cétone
27|oxyde de linalol (trans) 1084 1084 monoterpene alcool
28|m-cyménene 1086 1082 monoterpéne aliphatique
29|linalol 1098 1095 monoterpene alcool
30{Inconnu 4 1105 X X
31|fenchol 1115 1114 monoterpéne alcool
32|3-acétate d'octyle 1119 1120 dérivé AG acétylé
33|Inconnu 5 'monoterpéne’ 1121 monoterpene X

34|alpha -élémeéne 1123 1122 sesquiterpéne aliphatique
35|allo-ocimene 1126 1128 monoterpéne linéaire [aliphatique
36|acétate de crésol 1136 1134 X X

37|trans -pinocarvéol 1136 1135 monoterpene alcool
38|camphre 1142 1141 monoterpene cetone

39|trans -alpha -nécrodol 1145 1144 monoterpéne alcool
40(pinocarvone 1157 1160 monoterpene cétone
41(lavandulol 1162 1165 atypique monoterpéne |alcool
42|delta-terpinéol 1167 1162 monoterpéne alcool
43(bornéol 1168 1165 monoterpeéne alcool
44(cis-alpha -nécrodole 1171 1169 monoterpene alcool
45|Inconnu 6 1172 X X
46(Inconnu 7 'monoterpéne’ 1172 monoterpéne alcool
47|terpinene-4-ol 1176 1174 monoterpene alcool

48(p -cymen-8-ol 1178 1179 monoterpene réduit, alcool
49|cryptone 1182 1183 X X
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Nom Rl calculé |RI selon Adams |Famille de molécule Fonctionalisation
50(Inconnu 8 1182 X X
51|Inconnu 9 1186 X X
52|Inconnu 10 'dérivé d'acide gras' 1191 dérivé AG X
53|alpha-amorphéne 1192 1186 sesquiterpene aliphatique
54|alpha -campholénal 1192 1186 monoterpene aldéhyde
55|alpha -terpinéol 1192 1186 monoterpéne alcool
56|myrténol 1192 1194 monoterpene alcool
57|myrténal 1194 1195 monoterpene aldéhyde
58|Inconnu 11 1196 X X
59|verbénone 1202 1204 monoterpene cétone
60|1-acétate d'octyle 1210 1211 dérivé AG acétylé
61|dihydrocarvéol 1214 1212 monoterpéene alcool
62|Inconnu 12 'monoterpéne’ 1215 monoterpene aldéhyde
63|trans-carvéol 1215 1215 monoterpene alcool
64|cis -géraniol 1221 1227 monoterpene linéaire |alcool
65|citronellol 1225 1223 monoterpene linéaire [réduit
66|Inconnu 13 'monoterpéne’ 1235 monoterpene X
67|Inconnu 14 1235 X X
68|cis -citral 1236 1235 monoterpene linéaire |aldéhyde
69|cuminaldéhyde 1238 1238 monoterpene réduit, aldéhyde
70|carvone 1239 1239 monoterpene cétone
71|pipéritone 1246 1249 monoterpéne cétone
72|trans -géraniol 1248 1249 monoterpene linéaire |alcool
73|carvénone 1253 1255 monoterpene cétone
74|acétate de linalyl 1253 1254 monoterpene linéaire |acétylé
75|trans -citral 1266 1264 monoterpene linéaire |aldéhyde
76|acétate de bornyle 1281 1287 monoterpene acétylé
77|acétate de alpha-necrodyle (trans) 1281 1282 monoterpene acétylé
78|Inconnu 15 'monoterpéne’ 1282 monoterpéene X
79|p-cyméne-7-ol 1287 1289 monoterpene réduit, alcool
80|Inconnu 16 1293 X X
81|p-mentha-1-éne-9-ol 1294 1294 monoterpéne alcool
82|Inconnu 17 1306 X X
83|Inconnu 18 'monoterpéne’ 1310 monoterpene cétone
84(Inconnu 19 1327 X X
85|acétate de néryle (cis) 1356 1359 monoterpene linéaire |acétylé
86|Inconnu 20 'sesquiterpene’ 1370 sesquiterpene X
87|acétate de géranyle (trans) 1376 1379 monoterpene linéaire |acétylé
88|Inconnu 21 'sesquiterpene’ 1389 sesquiterpéne X
89|beta -cubébéne 1389 1394 sesquiterpene aliphatique
90|alpha -gurjuneéne 1400 1404 sesquiterpéne aliphatique
91|alpha-santaléne 1414 1416 sesquiterpéne aliphatique
92|beta -caryophyllene 1414 1417 sesquiterpene aliphatique
93|gamma-élémene 1424 1434 sesquiterpene aliphatique
94|trans-alpha -bergamoténe 1428 1432 sesquiterpéne aliphatique
95|Inconnu 22 'sesquiterpene’ 1439 sesquiterpene X
96|alpha -humuléne 1449 1452 sesquiterpene aliphatique
97|cis-beta -farnéséne 1450 1454 sesquiterpéne linéaire |aliphatique
98|allo -aromadendréne 1453 1458 sesquiterpene aliphatique
99|Inconnu 23 'sesquiterpene’ 1454 sesquiterpene X
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Nom Rl calculé |RI selon Adams [Famille de molécule Fonctionalisation
100|germacréne D 1475 1484 sesquiterpene aliphatique
101|phényléthyl-2-méthylbutanoate 1481 1486 X X
102|beta -sélinéne 1482 1489 sesquiterpéne aliphatique
103|Inconnu 24 1482 X X
104|Inconnu 25 'sesquiterpene’ 1486 sesquiterpene X
105|bicyclogermacréne 1488 1500 sesquiterpéne aliphatique
106|Inconnu 26 'dérivé d'acide gras' 1489 dérivé AG X
107|delta -sélinéne 1489 1492 sesquiterpene aliphatique
108|alpha -phéllandrene 1493 1500 monoterpene aliphatique
109|Inconnu 27 'sesquiterpéene’ 1493 sesquiterpéne X
110[Inconnu 28 'sesquiterpene’ 1496 sesquiterpéne X
111|alpha-bisaboléne 1497 1506 sesquiterpene aliphatique
112|E,E-alpha -farnéséne 1501 1505 sesquiterpene linéaire |aliphatique
113|beta -bisaboléne 1503 1505 sesquiterpene aliphatique
114|Inconnu 29 'sesquiterpene’ 1503 sesquiterpene X
115|alpha -chamigrene 1504 1503 sesquiterpene aliphatique
116|cubébol 1509 1514 sesquiterpéne alcool
117|Inconnu 30 'sesquiterpene’ 1513 sesquiterpéne X
118|Inconnu 31 'sesquiterpéene’ 1513 sesquiterpene X
119|trans -calameéne 1513 1521 sesquiterpene aliphatique
120|Inconnu 32 'sesquiterpéene’ 1518 sesquiterpéne X
121|Inconnu 33 'sesquiterpéne’ 1526 sesquiterpéne X
122|Inconnu 34 'sesquiterpéene’ 1526 sesquiterpene X
123|cis-gamma- bisaboléne 1536 1529 sesquiterpene aliphatique
124|sélina-3,7(11)-diéne 1536 1542 sesquiterpene aliphatique
125|Inconnu 35 'monoterpene’ 1547 monoterpéene X
126|germacrene B 1551 1559 sesquiterpene aliphatique
127|Inconnu 36 'sesquiterpéene’ 1557 sesquiterpéne X
128|cis-alpha -muuro-5-éne-4-ol 1564 1559 sesquiterpéne alcool
129|germacrene D-4-ol 1570 1574 sesquiterpene alcool
130|oxyde de caryophylléne 1574 1582 sesquiterpene époxy
131{Inconnu 37 'monoterpene’ 1576 monoterpene X
132|viridiflorol 1587 1592 sesquiterpéne alcool
133|lédol 1596 1602 sesquiterpéne alcool
134|1,10-di-epi-cubénol 1611 1618 sesquiterpene alcool
135|Inconnu 38 'sesquiterpéene’ 1623 sesquiterpéne X
136{Inconnu 39 1630 X X
137|epi-alpha -cadinol 1635 1638 sesquiterpene alcool
138|Inconnu 40 'sesquiterpene’ 1650 sesquiterpene X
139|Inconnu 41 1651 X X
140{Inconnu 42 1597 X X
141|érémophilene 1492 1490* sesquiterpene aliphatique

NB: les molécules inconnues sont caractérisées par un MS et Rl
NB: prédiction de la famille chimique des composés inconnus sur la base de fragments de masse spécifiques

RI*: référence externe au livre de Adams
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Annexe VI : Liste des synapomorphies, autapomorphies et homoplasies

Nom Synapomorphie [Homoplasie intraclade [Homoplasie sur le genre |Autapomorphie
1|cis -3-hexénol non non oui non
2[hexanol non non non oui
3|tricycléne sgenlavandula |oui non non
4|alpha -pinéne non non oui non
S|alpha -fenchéne non non non oui
6|camphéne s gen lavandula non non non
7[sabinéne non non oui non
8|beta -pinene non non oui non
9|1-octéne-3-ol non non oui non

10{Inconnu 1 'dérivé d'acide gras' non non oui non
11|beta-myrcene non non oui non
12|3-octanol non non oui non
13|delta-3-caréne non non oui non
14|alpha -terpinéne non non oui non
15|p-cymene non non oui non
16{limonéne non non oui non
17|beta-phéllandréne non non oui non
18]1,8-cinéole s gen lavandula oui non non
19{Inconnu 2 sgenlavandula |oui non non
20(cis-beta -ocimene non non oui non
21{trans-beta -ocimene non non oui non
22|Inconnu 3 'monoterpéne’ non non non oui
23|cis -sabinéne hydrate s gen lavandula oui non non
24|oxyde de linalol (cis) sgenlavandula |oui non non
25|terpinoléne non non oui non
26|fenchone non non oui non
27|oxyde de linalol (trans) s gen lavandula oui non non
28|m-cyménéne sec pterostoechas |oui non non
29(linalol non non oui non
30|Inconnu 4 s gen lavandula oui non non
31{fenchol non non oui non
32|3-acétate d'octyle non non oui non
33|Inconnu 5 'monoterpéne’ non non non oui
34|alpha -élémeéne sgenlavandula |oui non non
35|allo -ociméne non non oui non
36[acétate de crésol non non non oui
37|trans -pinocarvéol sgenlavandula |oui non non
38|camphre s gen lavandula non non non
39|trans -alpha -nécrodol sec stoechas oui non non
40|pinocarvone sgenlavandula |oui non non
41(lavandulol s gen lavandula oui non non
42|delta -terpinéol sgenlavandula |oui non non
43|bornéol s gen lavandula non non non
44|cis-alpha -nécrodole non non non oui
45(Inconnu 6 non non non oui
46|Inconnu 7 'monoterpéne’ sgenlavandula |oui non non
47|terpinene-4-ol s gen lavandula oui non non
48|p-cymeén-8-ol non non oui non
49|cryptone sgenlavandula |oui non non
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Nom Synapomorphie [Homoplasie intraclade [Homoplasie sur le genre |Autapomorphie
Inconnu 8 sgenlavandula |oui non non
Inconnu 9 s genlavandula |oui non non
Inconnu 10 'dérivé d'acide gras' non non non oui
alpha -amorphéne non non oui non
alpha -campholénal sec stoechas oui non non
alpha -terpinéol non non oui non
myrténol sgenlavandula |oui non non
myrténal s genlavandula |oui non non
Inconnu 11 s gen fabricia oui non non
verbénone sgenlavandula |oui non non
1-acétate d'octyle non non non oui
dihydrocarvéol non non non oui
Inconnu 12 'monoterpéne’ s gen fabricia oui non non
trans -carvéol sgenlavandula |oui non non
cis-géraniol sec pterostoechas |oui non non
citronellol non non non oui
Inconnu 13 'monoterpéene’ sec pterostoechas |oui non non
Inconnu 14 s gen fabricia oui non non
cis -citral s gen fabricia oui non non
cuminaldéhyde non non non oui
carvone sgenlavandula |oui non non
pipéritone non non non oui
trans-géraniol non non oui non
carvénone non non non oui
acétate de linalyl non non oui non
trans -citral s gen fabricia oui non non
acétate de bornyle sgenlavandula |oui non non
acétate de alpha -necrodyle (trans) [non non non oui
Inconnu 15 'monoterpéne’ s gen lavandula oui non non
p-cyméne-7-ol sgenlavandula |oui non non
Inconnu 16 sgenlavandula |oui non non
p-mentha-1-ene-9-ol s gen fabricia oui non non
Inconnu 17 non non oui non
Inconnu 18 s gen fabricia oui non non
Inconnu 19 non non non oui
acétate de néryle (cis) sgenlavandula |oui non non
Inconnu 20 'sesquiterpéne’ sec stoechas oui non non
acétate de géranyle (trans) non non oui non
Inconnu 21 'sesquiterpéne’ non non non oui
beta-cubébene non non non oui
alpha -gurjunéne sgenlavandula |oui non non
alpha -santaléne non non non oui
beta -caryophylléne non non oui non
gamma -élémeéne non non oui non
trans-alpha -bergamoténe sgenlavandula |oui non non
Inconnu 22 'sesquiterpéne’ sgenlavandula |oui non non
alpha -humuléne non non oui non
cis-beta -farnésene non non oui non
allo -aromadendréne sec stoechas oui non non
Inconnu 23 'sesquiterpéne’ sgenlavandula |oui non non
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Nom Synapomorphie [Homoplasie intraclade [Homoplasie sur le genre |Autapomorphie
germacréene D non non oui non
phényléthyl-2-méthylbutanoate non non non oui
beta-sélinéne non non non oui
Inconnu 24 non non non oui
Inconnu 25 'sesquiterpéne’ sec stoechas non non non
bicyclogermacréne non non oui non
Inconnu 26 'dérivé d'acide gras' sec stoechas oui non non
delta -sélinéne sec stoechas non non non
alpha -phéllandréne non non oui non
Inconnu 27 'sesquiterpéene’ sec stoechas oui non non
Inconnu 28 'sesquiterpene’ sgenlavandula |oui non non
alpha -bisaboléne sec stoechas oui non non
E,E-alpha-farnéséne non non oui non
beta -bisaboléne non non oui non
Inconnu 29 'sesquiterpéne’ non non non oui
alpha -chamigréne non non non oui
cubébol sec stoechas oui non non
Inconnu 30 'sesquiterpene’ sec lavandula oui non non
Inconnu 31 'sesquiterpéne’ sec stoechas oui non non
trans -calamene sgenlavandula |oui non non
Inconnu 32 'sesquiterpene’ sec lavandula oui non non
Inconnu 33 'sesquiterpéne’ non non non oui
Inconnu 34 'sesquiterpene’ sec stoechas oui non non
cis-gamma- bisaboléne sgenlavandula |oui non non
sélina-3,7(11)-diéne sec stoechas non non non
Inconnu 35 'monoterpéene’ non non non oui
germacréne B non non oui non
Inconnu 36 'sesquiterpéne’ sec stoechas oui non non
cis-alpha -muuro-5-éne-4-ol non non non oui
germacrene D-4-ol non non oui non
oxyde de caryophylléne non non oui non
Inconnu 37 'monoterpéene’ non non non oui
viridiflorol sgenlavandula |oui non non
lédol s gen lavandula oui non non
1,10-di-epi-cubénol sgenlavandula |oui non non
Inconnu 38 'sesquiterpene’ non non non oui
Inconnu 39 non non non oui
epi-alpha -cadinol non non non oui
Inconnu 40 'sesquiterpene’ non non non oui
Inconnu 41 non non non oui
Inconnu 42 sec stoechas non non non
érémophiléne non non non oui

NB: les molécules inconnues sont caractérisées par un MS et RI
NB: prédiction de la famille chimique des composés inconnus sur la base de fragments de masse spécifiques
RI*: référence externe au livre de Adams
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GPS et altitudes des taxons

Coordonnées

Annexe VII

Espéce pays altitude Coordonnées GPS
Lavandula angustifolia culture n.d [N 4550.669 |E 5 58.399
Lavandula angustifolia Mill. ssp. pyrenaica (DC.) Guinea var. pyrenaica Espagne n.d |NA4125.617 |WO 042.244
Lavandula angustifolia Mill. ssp. pyrenaica (DC.) Guinea var. turolensis (Pau) O. Bolos & J. Vigo Espagne nd |N4017.701 |WO 0 30.506
Lavandula antineae Maire ssp. antineae Algérie* n.d |N2326.440 |E 6 11.653
Lavandula aristibracteata A.G. Mill. Somalie n.d |N 10 48.000 |E 47 22.000
Lavandula buchii Webb & Berthel. lles Canaries | 155 m [N 28 31.409 |[WO 16 11.607
Lavandula buchii Webb & Berthel.(gracile) vert lles Canaries | 192 m [N 28 21.934 |WO 16 52.984
Lavandula CANARIENSIS VAR CANARIAE lles Canaries | 123 m [N 28 23.730 |[WO 16 39.380
Lavandula citriodora A.G. Miller Yémen nd |N1517.371 |E 44 09.476
Lavandula coronopifolia Poir. VAR OCCIDENTALIS Maroc 706 m [N 29 44.341 (WO 07 55.018
Lavandula coronopifolia Poir. VAR ORIENTALIS Jordanie 386 m |N 30 38.825|E 35 31.256
Lavandula dentata L. var. CANDICANS Maroc 70m [N 31 47.504 (WO 09 34.079
Lavandula dentata L. var. dentata sud du Maroc| n.d [N 30 19.564 [WO 08 33.889
Lavandula DHOFARENSIS SSP DHOFARENSIS Oman nd |N 17 13.342 |E 54 4.249
Lavandula lanata Boiss. Espagne 777 m |N 36 45.064 [WO 04 55.776
Lavandula latifolia Medik. Espagne 531 m |N 42 39.767 (WO 03 01.890
Lavandula macra Baker SE duYémen|[ n.d |N1558.168 |E 48 45.890
Lavandula mairei Humbert var. antiatlantica_Maire Maroc 1564 m [N 29 44.612 |WO 08 49.529
Lavandula mairei Humbert var. mairei Maroc 1362 m [N 30 47.584|WO 06 43.338
Lavandula maroccana Murb. Maroc 484 m [N 31 12.742|WO 08 04.417
Lavandula minutolii Bolle var. minutolii lles Canaries | 640 m |N 27 55.213 (WO 15 33.374
Lavandula multifida L. Sud Tunisie nd |N3253.394 |E 10 16.589
Lavandula pedunculata (Mill.) Cav. ssp. ATLANTICA Maroc 1919 m [N 30 51.393|WO 08 23.262
Lavandula pedunculata (Mill.) Cav. ssp. lusitanica Portugal 54 m |N 39 16.526 |WO 08 33.117
Lavandula pedunculata (Mill.) Cav. ssp. pedunculata (Mill.) Samp. ex Rozeira Espagne 631 m [N 40 35.418 |WO 06 40.396
Lavandula pedunculata (Mill.) Cav. ssp. sampaiana Rozeira Portugal 313 m |N 39 55.797 (WO 07 38.261
Lavandula pinnata L. f. lles Canaries | 370 m |N 29 07.992 (WO 13 30.311
Lavandula pubescens Decne. Jordanie 469 m [N 30 39.267 |E 35 32.490
Lavandula rejdalii_ Upson Maroc 1239 m [N 29 51.192 |[WO 09 00.333
Lavandula rotundifolia Benth. Var. "flora rosea"” Cap Vert nd |N 14 55.485 WO 24 21.793
Lavandula rotundifolia Benth. Var. "flora violacea" Cap Vert n.d |N 14 55.485 |WO 24 21.793
Lavandula stoechas L. ssp. LUISIERI Portugal 187 m |N 37 29.912 |WO 08 16.330
Lavandula tenuisecta Coss. ex Ball. Maroc 1777 m |N 31 34.521 |WO 05 53.418
Lavandula viridis L'Hér. Portugal 440 m [N 37 19.279 [WO 08 32.062
Lavandula x intermedia Emeric ex Loisel. culture n.d |N4550.669 |E 5 58.399
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Annexe VIII : Annexes numériques

MacroGC.xls : fichier Excel pour la compilation et le prétraitement de données de GC-FID
ou GC-MS issues du logiciel Chemtation d’Agilent. Pour éditer le code le mot de passe est :

admin.

RTAlign.pl : programme en Perl destiné a aligner les pics de différents chromatogrammes

(format Agilent) selon leur temps de rétention. Ouverture possible avec un éditeur de texte.

MSeasy et MSeasyTkGLI : packages R pour le prétraitement de données de GC-MS (format
Agilent et ASCII)

Alignement_trnk_avandulaFAS : fichier au format fasta contenant 1’alignement des séquences
trnK de 30 taxons de lavande, de la mélisse et du basilic. Ouverture possible avec BioEdit ou

des logiciels permettant la lecture du format fasta.

MatriceCOV.xls :Matrice des COV détectés en GC-MS dans les échantillons de lavande du
chapitre 2 au format Excel.

Ces documents sont consultables a 1’adresse internet suivante : https://dossier.univ-st-

etienne.fr/lbvpam/public/AnnexesNumeriques/

En cas de difficultées vous pouvez contacter le laboratoire BVPAM par email
bvpam@univ-st-etienne.fr
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