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Abréviation

Les abréviations ont généralement été indiquées kodiorme la plus couramment
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Contexte

La diversité actuelle des especes végétales saanmgeultivées est le résultat de
I'évolution biologique et de I'adaptation a la disié des environnements physiques. Pour
’humanité c’est une des ressources pour satisfage besoins élémentaires, d’abord
alimentaires et médicinaux, mais aussi esthétigLessactivités humaines jouent un réle dans
cette évolution, d’autant plus fort que les consaiges et les techniques se développent. Les
échanges et l'introduction d’espéces d’origineatiines ont été d’autant plus importants que
les possibilités de voyage se sont amplifiées. dliaatation des plantes et la sélection
naturelle ou artificielle ont représenté des factedéterminants qui marquent aujourd’hui
notre environnement paysager. Ce patrimoine colséiti cours d’'une longue évolution est la
source des évolutions futures. Mais le développénmansif des activités humaines a un
impact encore mal évalué mais plutét négatif stirecdiversité des especes et des variétés
cultivées La prise de conscience des conséquences et lestémldagir pour conserver,
gérer et valoriser ce patrimoine au niveau monutialété inscrites dans le cadre plus large de
la convention sur la biodiversité a Rio en 1992.nPace contexte, les ressources
phytogénétiques sont constituées par I'ensemble vdegtés cultiveées et leurs especes
sauvages apparentées. Elles se trouvent soit esasrés d’origines des especes soit dans des
collections rassemblées par des professionnels swam@teurs. La France ayant signée la
convention sur la biodiversité a mis en place unl@gigue de conservation et de gestion des
ressources génétigues avec la création du BureauR#ssources Génétiques (BRG),
aujourd’hui fusionné avec I'Institut Francais deBmdiversité (IFB) dans la Fondation pour

la Recherche sur la Biodiversité (FRB).

Le genreHydrangeaest originaire des continents d’Asie et d’Amériqetequelques
échantillons ont été introduits et acclimatés erope a partir du I8°siécle. En France dés
le début du 20éme siecle, des proffessionnelslesmiremiers a créer des variétés nouvelles a
partir des introductions japonaisesHd’ macrophyllaet des centaines de variétés sont
obtenues et diffusées par des horticulteurs demesmmme Mouillére. Cette activité créatrice
durera jusqu’'en 1970 mais aujourd’hui seule la petidna de plants par multiplication
veégeétative reste une activité importante.

La collection du genrélydrangeaimplantée a Angers depuis 1975, est riche de plus
de 800 taxons répartis en treize espéeces intraddittmérique ou d’Asie. Le réseau de

ressources génétigues, constitué sous I'égide da BR 1999, regroupe cing conservateurs



publics et privés. L'objectif est de caractérisedlversité introduite et créée en Europe pour
définir des stratégies raisonnées de gestion ealdesation des ressources.

La majorité des accessions appartiennent a I'esptcenacrophyllaet sont des
sélections anciennes. L’identification de ces tasé&st un des problemes dans la gestion des
collections parce que les dénominations sont faistas et les généalogies sont souvent
inconnues. La plupart des autres espéces sont méwmriant sur le plan génétique et

physiologique gu’horticole.

Problématique

Dans ce contexte la caractérisation de la colleast abordée a plusieurs niveaux. En
premier lieu, l'identification morphologique estatisée sur des criteres botaniques et des
caractéres discriminants entre variétés. Puisrtifleation génétique est effectuée a l'aide de
marqueurs moléculaires mais aussi cytogénétiguesaniiggs d’ADN, nombre de
chromosomes, niveau de ploidie, caryotypes). Ge$in la caractérisation de la diversité
biochimique au niveau des composés phénoliquegerralec la couleur des inflorescences
qui constitue I'un des caractéeres ornementauxliesgitractifs.

La problématique de ce travail est liee a l'origga@ivage des espéces introduites et a
I'histoire de la sélection. D’une part, par rappita diversité interspécifique, quelles sont les
bases chimiques des pigments et co-pigments dargeree ? Existe-t-il une diversité
importante, comment est-elle structurée ? Et deayiart, au niveau de la variabilité
intraspécifiqued’H. macrophylla,quel est I'effet de la sélection artificielle : ¢aéation par

hybridation et sélection de génotypes a-t-elleigpé a augmenter la variabilité ?

Ce manuscrit se divise en trois parties. Apresrgua@isenté le gentdydrangeaavec
les données botaniques, la caractérisation deesssurces génétiques et sa caractérisation
phytochimique, le premier chapitre apporte des médrons concernant les métabolites
secondaires du genre. Nous y découvrirons notamtaentbiosynthése et la régulation de
cette derniére, ainsi que l'implication de ces rmeélitges dans la coloration des fleurs. Ce
chapitre sera aussi I'occasion de présenter lahégetbibliographique effectuée sur I'analyse
structurale de ces métabolites. Cette synthésermmigpda caractérisation structurale des
meétabolites détectés dans les inflorescences die,ggui fait 'objet du second chapitre. Le
troisieme chapitre, quant a lui, a pour objectifardilyser la diversité des composés
phénoligues détectés dans les inflorescences da.deans un premier temps, la structuration
de la diversité interspécifique sera étudiée eppaigant sur les voies de biosynthése et, dans

un second temps, la diversité intraspécifique aaedysée
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Figure I-1 : Répartition géographique des principaés especes du genidydrangeasur
les différents continents (Becue 1999) dans (Guér2002)
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|. Le genreHydrangeal.

Le genreHydrangeal. comprend en une vingtaine d’especes dont legres
d’origine sont répartis sur les continents asiatiguameéricain. Il est bien décrit d'un point de
vue botanique avec cependant plusieures classiinsatjui pour certaines especes laissent des
ambiguités sur les niveaux taxonomiques. Les aadais le domaine de la génétique sont

trés récents et encore relativement partiels.
I. 1. Données botaniques

I. 1. 1. Répartition géographique

Le genre est réparti sur deux continents, dangdass tempérées et subtropicales, a
des altitudes pouvant atteindre 4000 m (FigureA+inexe 1). Sur le continent américain au
nord se trouvent deux especds.:arborescend.. a I'est des Etats-Unis 1. quercifolia
Bartr. au sud-est. En Amérique Centrale et du Sudrauvent les plupart des espéces a
feuillage persistant et a port grimpant. Dans I'tistcontinent asiatique, les especes sont plus
diversifiées et leur répartition est plus ou mdarge. Elles se trouvent au Japon, en Chine, au
nord de I'Inde, au Népal et au Bhoutan, et plusad, au Vietnam, aux Philippines et en
Indonésie.

La premiére espece introduite ddt arborescensL. depuis la Pennsylvanie vers
I'Angleterre par Peter Collinson en 1736. Le nblydrangeaa été utilisé pour la premiere
fois pour désigner cette espece par Gronovius e® £fdlus tard repris par Linné dans
Species Plantarunen 1753 (McClintock 1957). Les premieres introduasi d’Asie sont
celles de I'especkl. macrophyllaSer. aux jardins botaniques de Kew en AngleterreSjra
Joseph Banks en 1789. Ce n’est qu’au milieu di"18iecle gue d'autres espéces sont
introduites en Europe apres des collectes danmBHiya, en Chine sous forme de graines ou
de boutures. Ces introductions ont été diffuséass daute I'Europe. La sélection Hl’
macrophyllaa commencé d’abord en Chine et au Japon bien #izambpe. En Europe, les
horticulteurs ont acclimaté une dizaine d'introdmes dH. macrophyllapuis, a la fin du
19 et surtout au début du P siécle, la sélection s'est développée grace auxcees des
connaissances sur la reproduction et la génétlepsehorticulteurs frangcais comme Lemoine
a Nancy, Mouillere a Venddme, et Cayeux au Havnegte les premiers a créer de nouvelles
variétés par hybridations intraspécifiques et ¢&les phénotypiques dans les descendances,
en recherchant des tiges moins souples et desisoibus soutenus que celle des

introductions. Entre 1900 et 1970, de l'ordre dé® Zalltivars ont été diffusés par trois
5
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générations d’horticulteurs. En Allemagne et auysPRas surtout mais aussi en Angleterre
puis plus tard en Suisse, les horticulteurs oré deénombreuses variétés pour les jardins puis
pour le forcage de plantes en pots avec des paoiasnhauts et des tiges plus rigides
(Bertrand and Lambert 2002).

Quelques autres especes ont fait I'objet d’uneciéle pour leur utilisation paysagere,
commeH. paniculataSieb. etH. quercifolia Bart., mais aussi dans une moindre mesure
arborescens...

La sélection classique a été abandonnée en Frapoésdesnte ans mais se poursuit
aujourd’hui au Pays-Bas, en Allemagne, au Japomowusur I'especéd. macrophyllaSer..

La maitrise de la régénération de bourgeons peultarein vitro a partir de feuilles et de la
transgénése obtenues chézmacrophyllaouvre pour cette espéce de nouvelles stratégies
(Hamameet al.2011).

I. 1. 2. Classifications et phylogénie
Le genreHydrangeal. est rattaché a la famille des Hydrangeaceaemplus a celle
des Saxifragaceae, cette ancienne classificatiaantagté tres contestée par plusieurs
botanistes mais aussi contredite par les analyseshimiques et par les marqueurs
moléculaires. Les analyses a l'aide de séquenaés (Kiang et al. 1993; Soltiset al. 1995)
et mati€® (Xiang et al. 2002) en particulier ont confirmé I'existence dste famille & part
entiére. La sous famille détydrangeoideaecomprend deux tribus, celles deéardiandreae

et Hydrangeaequi comportent respectivement deux et neuf genres.

I. 1. 3. Description botaniques du genre
Ce sont des arbustes a port érigé ou grimpant lderfeuilles simples, caduques ou

persistantes, sont opposées ou plus rarementilléest par trois. Les feuilles peuvent étre

! rbcL: géne codant pour la grande sous-unité dezyme photosynthétique ribulose 1-5 diphosphate

carboxylase/oxygénase (RuBisCO)

2 matK : géne chloroplastique codant pour une matuirapliquée dans I'épissage des ARN de transfert.

% Oboval : présentant la forme d'un ovale dont i grande largeur est située vers le sommet.

* Verticillé : disposé en verticille. Verticilleensemble de piéces, feuilles par exemple, implarggeun axe au

méme niveau.



Tableau I-1 : Classification du genreHydrangea(McClintock 1957)

Section 1 :HYDRANGEA
Sous section 1Americanae
Hydrangea arborescerlis
Hydrangea arboresceris ssp arborescendlcClintock
Hydrangea arboresceris ssp discoloSeringe)
Hydrangea arboresceris ssp radiata(Walter) McClintock
Hydrangea quercifolidBartram

Sous section 2Asperae

Hydrangea sikokiandaximowicz

Hydrangea involucraté&iebold

Hydrangea asper®.Don
Hydrangea asperB®.Don ssp asperdcClintock
Hydrangea asperB®.Don ssp strigosg§Rehder)McClintock
Hydrangea asper®.Donssp robustgHooker f. et Thomson) McClintock
Hydrangea asperB.Donssp sargentianéRehder) McClintock

Sous section 3 Calyptranthae
Hydrangea anomal®.Don
Hydrangea anomal®.Donssp anomal#icClintock
Hydrangea anomal®.Don ssp petiolarigSieb.et Zucc.) McClintock

Sous section 4Petalanthe
Hydrangea hirtg Thun.) Sieb.
Hydrangea scander{.f.) Ser.
Hydrangea scander(t.f.) Ser. ssp scandergcClintock
Hydrangea scandertk.f.) Ser. ssp liukiuensigNaka) McClintock
Hydrangeascandens (L.f.) Sessp chinensigMaximowicz) McClintock
Hydrangea scander(.f.) Ser ssp kwangtungengiserrill) McClintock

Sous section 5Heteromallae
Hydrangea paniculat&ieb.
Hydrangea heteromall®.Don

Sous section 6Macrophyllae
Hydrangea macrophylléThun.) Ser.
Hydrangea macrophylléThun.) Serssp macrophylléicClintock
Hydrangea macrophylléThun.) Serssp serratg Thun) Makino
Hydrangea macrophylléThun.) Serssp stylosgHooker f. et Thomson) McClintock
Hydrangea macrophylléThun.) Serssp chungi{Rehder) McClintock

Section 2 :CORNIDIA
Sous section 1Monosegia
Hydrangea seemanritiley
Hydrangea asterolasi®iels.
Hydrangea integrifolisHayata
Hydrangea oerstedBriquet
Hydrangea peruvianMoricand
Hydrangea diplostemon@onnell Smith) Standley
Hydrangea presliBriquet
Hydrangea steyermark$tandley

Sous section 2Polysegia
Hydrangea serratifoligHooker et Arnoft Philippi f.
Hydrangea tarapotensBriquet
Hydrangea jelskiSzyszlowicz
Hydrangea mathewsBriquet
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ovales, obovales ou elliptiques, & bord entier enté lobéesou non, épaisses ou fines,
glabres ou pubescentes

Les inflorescences sont formées de cymgupées soit en corynibaplati ou
globuleux, soit en panicule Les fleurs, colorées ou non, sont actinomorfthes
hermaphrodites, et différenciées en fleurs stérilest les sépales pétaloitfesont largement
développés, et en fleurs fertiles. Les fleurs [et€risituées en générale a la périphérie, ont 4
sépales pétaloides, 4 pétales, 8 étamines fer#ilds4 styles et un ovaire sup&remais les
ovules ne produisent pas de graines. Les fleutdefeisont formées de 5 sépales, 5 pétales
libres colorés ou non, 8 & 10 étamines. Les stytmt libres ou soudés a leur base selon que
I'ovaire est inféré* ou semi-supére. Le fruit est une capsule, lemngsatrés petites (0,1 a
1mm, 2,5 pour les plus grandes) et tres nombresmasglobuleuses ou en fuseau avec ou
sans appendice.

La classification du genrelydrangeaproposée par McClintock en 1957 est basée
essentiellement sur I'étude d’échantillons d’herbiet prend en compte de hombreux taxons
regroupés en 23 especes. Elle est de ce fait & gyathétique, par comparaison avec les

classifications antérieures. Plus recemment, dedeétchinoises et japonaises ont proposé de

® Lobé : pourvu de lobes. Lobe : division d'une lfeubu d'un autre organe, dans le premier cas,riewipe
lorsque I'échancrure n'atteint pas le milieu degokamoitié du limbe.

® Pubescent : Caractére d’un organe qui possédeailedins plus ou moins espacés, qui est duveteux

" Cyme :inflorescence simple, dans laquelle I'axe princgmkermine par une fleur qui est la fleur centdse
l'inflorescence, les axes secondaires sont égaletaaninés par une fleur et ainsi de suite.

8 Corymbe ‘masculin, inflorescence simple, ressemblant & unleetle car toutes les fleurs se trouvent au méme
niveau ou dans un méme plan, mais dont les pédemeoht inserrés sur la tige de fagon étagée.

° Panicule : inflorescence complexe, en forme deggaomposée, dont les éléments sont soit deseagappit
des cymes.

10 Actinomorphe se dit d'une fleur réguliére, & symétrie axiale.

1 Sépale pétaloide : Chacune des piéces, normaleveetet du calice d’'une fleur angiosperme. On lgs d
pétaloides lorsqu’ils revétent les couleurs vivteatgactives si familiéres pour les pétales.

12 sypére : Qualifie I'ovaire d’une fleur lorsquedeti est situé au-dessus du niveau d’insertiorlesuéceptacle
des pieces florales.

13 Style : Partie du gynécée qui, chez les angiospgrsurmonte le gynécée et se termine par le sigma
surface réceptrice du pollen.

14 Infére : Qualifie I'ovaire d’une fleur. L'ovairese situé au dessous du niveau d’insertion surdeptacle des
piéces florales.



Chun (1954) McClintock (1957) Wei and Bartholomew (2001)

H. asperaD. Don

H. fulvescen®ehder
H. villosaRehder

H. asperaD. Don
H. glabripesRehder > ssp.asperaMcClintock

H. kawakamHayata
H. asperaD. Don
H. kawakamHayata

. ssp.strigosa .
H. strigosaRehder } (Rehder) McClintock { H. strigosaRehder
H. longipesFranchet ssp.robusta H.longipesFranchet
H. rosthorniiDiels (Hooker & Thomson) McClintock H. robustddooker & Thomson
H. sargentianaRehde .
ssp.sargentiana .

H. involucrataSieh I} (Rehder) McClintock { H. sargentiandRehder

H. involucrataSieb.

H. involucrataSieb

H. longifoliaHayata

Figure I-2 : Classifications dans la sous-sectionsgperae selon (Chun 1954), (McClintock
1957) et (Wei and Bartholomew 2001).
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classifications plus détaillées sur les espéeceatiqses (lwatsukiet al. 2001; Wei and
Bartholomew 2001).

Dans la classification de McClintock (Tableau I-G)i est notre référence pour la
collection, les 23 espéces sont divisées en 2osectiHydrangeaet Cornidia. Ces deux
sections se différencient par le caractére caducpexsistant du feuillage. La clé de
détermination (Annexe 2) dans la sectidydrangea qui comprend 11 especes, est basée sur
6 caractéres principaux : la position de I'ovairdgre, semi-supeére), la forme de la capsule a
I'apex'® (tronquée ou conique), puis celle des graines auesans aildd, les pétales tombant
ensemble (calypttd ou séparément et enfin les graines avec ou sapendices,
l'inflorescence plate ou pyramidale. Dans cettetisec la sous-sectiorCalyptranthe est
caractérisée par un port grimpant, et deux desais-sections se distinguent par des espéces
a inflorescences coloréessperaeet Macrophyllae les autres sont a inflorescences blanches.

McClintock (1957) a regroupé sous |'espétemacrophyllad especes, qu’elle met au
rang de sous-especes, en se basant principaleardatcouleur des fleurs (blanches, bleus ou
rose), 'ovaire infére & I'anthé¥epuis semi-supére sur le fruit, la longueur degestet la
forme des graines. Cette classification est coééopar les données sur les quantités d’ADN
et sur la présence d’hybrides fertiles entre les-®speceserrataetmacrophylla(Demilly et
al. 2000; Zonneveld 2004).

La sous-sectiofsperaecomprend trois espécedd, sikokiana, H. involucratat H.
aspera elle-méme constituée de quatre sous-especespera strigosg robusta et
sargentiana Ce sont la forme et la taille des feuilles alisspect et la taille du trichonté
qui permettent de distinguer ces sous-esp&mite partie de la classification se distingue des
classifications chinoises et japonaises de Chub4)JL®t Wei et Bartholomew (lwatsuét al.
2001; Wei and Bartholomew 2001), dans lesquelles smris-especes se trouvent au rang
d’especes (Figure 1-2). De plus, dans la sous-espsmerasont rassemblées en cing espéeces

de la classification de Chun (1954), alors que pfgemment Wei et Bartholomew (lwatsuki

15 Apex :extrémité d'une racine ou d'une tige.

16 Aile : Partie marginale, plus ou moins mince,réutige, d’un fruit, ou d’'une graine, facilitant déspersion
par le vent.

7 Calyptra : sorte de capsule caduque formée pardeses soudés entre eux jusqu’a leur apex etaotbus
ensemble.

18 Anthése : synonyme de floraison ou, de facon pasictive, ouverture des boutons floraux.

¥ Trichomes : ensemble de poils tapissant la sudageorgane végétal.



Planche photos I-1 : Espéces du genrélydrangea H. macrophylla ssp macrophylla
‘Mariesi’ 325 (A), ‘Maman’ 54 (B), H. macrophylla ssp serrata ‘Yesoensis’353 (C),
‘Belladona’ 258 (D), collection a I'’Arboretum Gaston Allard (E)
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et al. 2001; Wei and Bartholomew 2001) en distinguentxdellou une forte ambigtité a ce
niveau.

Dans la sectionCornidia, les 12 espéces sont séparées en deux sous-section
Monosegiaet Polysegia La clé de détermination concerne essentiellendentracteres :
linflorescence avec une ou plusieurs ombéfieglate, arrondie ou en grappe, avec ou sans

fleurs stériles, puis le nombre de sépales etgetdl ou 5), les feuilles ovales ou obovales.
l. 2. Caractérisation des Ressources génétiques du genre

Les collections du genrklydrangeal. sont réparties en Europe dans des jardins
botaniques, Arboretum ou des jardins privés, dentrdle est de maintenir les plantes
introduites a partir de leur aire d’origine et dmserver des cultivars souvent anciens. La
collection qui rassemble plus de 800 accessiofsradretum Gaston Allard a Angers est la
plus importante en Europe non seulement par samdgnambre d’accessions, mais surtout
par les travaux de caractérisations qui ont conduibe part & lidentification fiable des
plantes par marquage moléculaire et d’autre palacquisition de connaissances plus
fondamentales par analyses cytogénétiques.

Les accessions de la collection sont décrites pacriddes morphologiques et les
informations sont rassemblées dans une base deairéiéblie par H. Bertrand (Bertraed
al. 2007). L’'analyse phénotypique montre gu'il existge diversité intra et interspécifique
tres importante et peu exploitée en dehors de le@eggémacrophylla(planche photo I-1, I-2
et I-3).

Les travaux sur la caractérisation de la divergiéétigue ont été conduits en
particulier sur I'organisation génomique par I'apghie cytogénétique (Cerbahal.2001). Il
existe une variation interspécifique de la quardi®DN (de 2 & 5 pg/noyau), mais il existe
aussi une variation intraspécifique importante ain sde l'especeH. aspera(3 a 4,8
pg/noyau). D’autres particularités ont été misegwdence. Le nombre de chromosomes est
2x = 36 pour la majorité des especes sauf dareussectiorAsperaeou il est de 30 chef.
involucratg et 34 cheA. asperaavec une exception pour les accessions KawakaB@ a
chromosomes. Les caryotypes et le marquage demobaomes par fluorochrome banding et
par FISH (fluorescent in situ hybridisatiorgvec deux sondes ADN ribosomiques, révelent

des différences interspécifiques mais surtout speaifiques, entre les quatre sous-espéces

2 Ombelles inflorescence oul tous les pédoncules sont inseréaéme point de la tige, les fleurs sont toutes

disposées sur une méme surface plane ou sphérique.



Planche photos I-2 : Espéces du gentdydrangeg H. asperassprobusta 441A), 396
(B), H. asperasspsargentiana 18§ C), H. asperasspasperagroupe Villosa 343 (D),
groupe Kawakami 352E), H. asperasspstrigosa(F), H. involucrata 355(G et H).
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d’'H. aspera(Mortreauet al.2010). Ces données conduisent a reconsidéreadaifitation de
McClintock pour cette espece et a émettre I'hypsthdun complexe d’espéces.

Par ailleurs, le taux de polyploides est particaligent élevé dans l'espédé.
macrophylla(17% de triploides) et lié a I'impact de la sélatt Il en est de méme cheék
paniculataavec une majorité de tétraploides (Mortreaal.2003).

L’identification variétale et la structuration de diiversité génétique, réalisées a l'aide
des marqueurs moléculaires Inter Simple Sequencped®e (ISSR), révélent un
polymorphisme suffisamment important pour distingee cultivars proches, mais aussi pour
détecter les clones doublons et les mutants dasdl&ction.Les distances génétiques ont été
évaluées entre 380 clonesHd macrophylla avec 67 marqueurs. Les clones introduits
présentent une variabilité génétique importante particulier au sein de la sous-espéce
serrata Sur le dendrogramm les clones se répartissent en trois groupesagsiemblent
d'une part les variétés anciennes a coloris p@leaitre part les variétés plus modernes a
coloris foncés et les polyploides, et enfin lesodtictions et cultivars anciens. L'impact de la
sélection est tres marqué dans cette structuréMontreauet al.2003)

ChezH. asperaetH. involucrata(45 clones), le dendrogramme, établi a partir d& 16
marqueurs, montre une forte structuration correspiondux deux especes et dans les quatre
sous-especes a deux sous-groupes, le premiersargentianaet robustg et le second avec
strigosaetaspera Au sein de la sous-espeaspera les clones a 34 ou 36 chromosomes sont
séparés en une subdivision bien claire (MortrealBR@Des résultats sont en adéquation avec

ceux obtenus par I'analyse cytogénétique.

La diversité morphologique et génétique est impaetalans cette collection tout en
mentionnant que ce n’est qu'un faible échantillgeanon entierement représentatif. Un
autre niveau d’analyse, celui de la biochimie deemétabolisme secondaire, présente le plus
grand intérét. D’'une part, les travaux publiés gudint que dans ce genre existent des
composés pouvant avoir des applications médicin&lgaitre part, il s’agit de connaitre la
diversité des composés phénoliques dans les isflenees colorées ou non

La diversité génétique a été étudiée au niveau a@luega l'aide de 14 marqueurs

microsatellites sur 74 cultivars par Rineheiral. (2006). Il en ressort que la structuration est

2 Dendrogramme : diagramme fréquemment utilisé phustrer l'arrangement de groupes générés par un
regroupement hiérarchique. Les dendrogrammes sonvest utilisés en biologie pour illustrer des

regroupements de genes.

10



Planche photos I-3 : Espéces du genrelydrangeg H. arborescengA), H. quercifolia
(B), H. anomala (C), H. heteromalla (D), H. paniculata (E), H. scandens(F), H.
seemannii(G), H. integrifolia (H).
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en adéquation avec la classification de McClintod®57). Entre les sous-sections
Macrophyllaeet Petalanthe comme entré\speraeet Calyptranthaela distance génétique est
relativement faible (0.38 et 0.33) comparée auxeawous-sections (entre a 0.54 et 0.90). La
diversité intraspécifigue moyenne, évaluée surffeees, est faible (0.28) mais la diversité
moyenne entre especes est plus élevées (0.45)ivessite est essentiellement due a la

différenciation entre les especes (0.62).
|. 3. Caractérisation phytochimique

Dans le genrddydrangeal., seule I'especéd. macrophyllaSer. a été bien étudiée
d’'un point de vue phytochimique, notamment afincdenprendre les phénomeénes physico-
chimiques impliqués dans la coloration des sépglétloides. Les premiers travaux
phytochimiques sur les facteurs pouvant influerlaecouleur des fleurs H. macrophylla
remontent aux années 1930 (Allen 1931; Chenery )13ids tard, Allen est le premier a
s'intéresser a linfluence de l'aluminium sur la ur (Allen 1943). Puis Asest al. ont
étudié particulierement la variété ‘Merveille’ de dous espeamacrophyllaet ont montré la
présence d’anthocyanes, de flavonols et d’acidengiiogies dans les sépales pétaloides
(Asen and Siegelman 1957; Asenal. 1957). Par ailleurs, des travaux plus récentgporteé
sur les feuilles. Murakamét al. ont ainsi mis en évidence la présence de dérieésad
quercétine, du kaempférol et de lisorhamnétinesddpdrangea Dulcis Folium(feuilles
fermentées et séchéeskdgdrangea macrophyll&er.var. thunbergii Makino’) (Murakamet
al. 2001). Une autre équipe a rapporté la présencdecs du kaempférol dans les feuilles
et les racines #H. macrophylla(Subha and Sukumar 2007).

Depuis les années 1980, les études se sont piewipat tournées vers la
compréhension de la couleur. L’équipe de Takedtdiéles complexes impliqués dans la
couleur bleue des sépales et en particulier augigroents. Parmi les acides phénoliques
présents dans les sépales, seuls les dérivés d'qaidejue acylés en position 3 (acide 3-
caféoylquinique 2) et les dérivégis et trans de I'acide 3p-coumaroylquinique?), donnent
une coloration bleue en mélange avec la delphiei8iglucoside et I'aluminium. L'acide
chlorogénique (acide 5-caféoylquinig8e €également présent dans les sépales, ne sentble pa
étre impliqué dans la coloration bleue (Takedal.1985; Taked&t al. 1985).

Les publications traitant des autres especes die gemt rares. Bohmt al ont étudié
les flavonoides de la famille detydrangeacea¢éBohmet al. 1985). lls ont mis en évidence
une différence de composition entre les genresteterau niveau des especes. Quatre especes

du genreHydrangeaont été analyséesH. macrophylla H. anomala H. heteromallaet H.
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guercifolia Des hétérosides du kaempférol et de la quercétine présents dans ces quatre
espéeces sous formes mono, di et triglycosyléeuosijen position 3. Les sucres mis en
évidence sont variés : glucose, galactose, rhanmatosgose. Seules trois publications traitent
de I'étude phytochimique de I'espekk paniculata ;la rutine @5) y est retrouvée dans les
fleurs (Couch and Naghski 1945) et dans les feu{lBaciget al.2006; Lupeaet al.2008).

D’autres types de composeés, n’intervenant pas daosloration, sont aussi présents

dans le genre :

- des terpénoides : triterpenes (Yoshikaatal. 1994) et stéroides (Patnash al.
2001).

- des alcaloides ont été détectés pour la premiegsefnl952 (Ablondet al. 1952).
Certain d’entre eux, isolés d& macrophyllaouH. chinensi&, ont été largement
étudiés pour leur activité antimalariale comme dilachanine A§2) (Patnamet
al. 2001), la febrifugine §3) et l'isofebrifugine (Ishihet al. 2003; Ishihet al.
2003; Khalilet al.2003; Ishihet al.2004; Ishihet al.2007).

- des coumarines et isocoumarines, comme I'hydrangé®), I'umbelliferone
(89), la phyllodulcine 86), les thunberginols A8(), B, C, D, E, F et leur dérivés
(Asenet al. 1960; Suzukiet al. 1977; Yagiet al. 1977; Yoshikawaet al. 1992;
Yoshikawaet al. 1992; Yoshikaweet al. 1994; Khalilet al. 2003; Zhanget al.
2007; Kurumeet al.2008).

- des secoiridoides glycosylés ayant une structureveil® et spécifique des
Hydrangeaont été découverts pour la premiere fois danaheges 1980 (Inouye
et al. 1980) : les hydrangenosides A, B et88)((Sakaiet al. 2007; Nakamurat
al. 2009) et les macrophyllanosides A-89) (Kikuchi et al.2008)

- des stilbenes comme l'acide hydrangéig@@ (Zhanget al. 2007; Zhanget al.
2009).

Il. Métabolites secondaires du genrelydrangeal.

Des généralités sur chaque type de composés aparilel dans la coloration des
inflorescences dHydrangea (flavonoides, anthocyanes, acides phénoliques)t soin
présentées. Les principaux métabolites seconddiregenre ont une origine biosynthétique
commune, la voie shikimate qui conduit pigcoumaroyl-CoA. A partir de ce précurseur la

voie de biosynthése se scinde pour former les feoislles de molécules majoritairement
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présentes dans les inflorescences du genre. Ces woint ici détaillées ainsi que leur
régulation. Enfin est exposée l'implication de cemposés dans la couleur des fleuesles
différents mécanismes physicochimiques de la cttoraen insistant sur le cas unique

relativement bien étudié id. macrophylla
Il. 1. Généralités

II. 1. 1. Flavonoides

Les flavonoides (deflavus jaune en latin) sont des métabolites secondaires
ubiquitaires des végétaux. Plus de 10000 flavosoiddurels ont été décrits a ce jour et leurs
réles sont trés diversifiés. Tous les flavonoidesume origine biosynthétique commune, et,
de ce fait, possedent le méme élément structurélade, 'enchainement 2-phénylchromane
(Figure 1-3). Cet enchainement consiste en deulesyghénoliques A et B, connectés par un
pont a trois carbones communément cyclisé pourdotencycle C.

Les onze classes de flavonoides (Figure 1-4) s@ndigent par la présence ou
I'absence, le degré d’insaturation et d’oxydatiancycle C (Harborne 1988; de Rijkt al.
2006). Dans toutes les classes de flavonoidesiokyrithese justifie la présence fréquente
d’au moins trois hydroxyles phénoliques en positorr et 4’ de la génine. Ces hydroxyles
peuvent étre libres ou éthérifiés.

Dans les plantes, les flavonoides sont souventeptg&ssous forme<- ou O-
glycosylées, ces derniéres apparaissent de |ghusefrequemment (Bruneton 2010). Plus de
80 sucres différents peuvent étre liés aux géniRasmi eux, le D-glucose est de loin le
monosaccharide le plus courant, mais d’autres lesxds D-galactose, le D-mannose et le L-
rhamnose (seul désoxyhexose), ainsi que des psniesB-xylose, le L-arabinose et le D-
apiose sont fréquents. Des acides uroniques (l& gduvent I'acide D-glucuronique) sont
aussi décrits. On rencontre également une quananti® disaccharides dont les plus courants
sont le rutinose et le néohespéridose, des trisaices et quelques rares tétrasaccharides. Les
sucres peuvent a leur tour étre substitués pagmegpements acyles tels que le malonate ou
'acétate (Hollman and Arts 2000). La glycosylati@nd les flavonoides moins réactifs et
plus hydrosolubles, souvent concentdams les cellules de I'épiderme des fleurs, fraits
feuilles (Harborne 1988).

Les flavonoides ont des fonctions diverses, notamirdans la protection contre les

rayons ultraviolets, dans les interactions envieznentales, avec les stress abiotiques ou avec

22, chinensis dans la classification de McClintotk scandens ssp chinensis

13



Structure du cation flavylium

Position des substituants

Anthocyanes Noyau A Noyau B couleur
3 5 6 7 3 4 5

Pelargonidine OH OH H OH H OH H Rouge
Cyanidine OH OH H OH OH OH H Magenta
Péonidine OH OH H OH OCH OH H Violet
Delphinidine OH OH H OH OH OH OH Violet
Pétunidine OH OH H OH OCH OH OH Violet
Malvidine OH OH H OH OCH OH OCH Violet

Figure I-5: Substitution et couleur des anthocyane les plus communs sous forme de

cation flavylium (pH<2)
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les insectes et pathogénes. Il semblerait notammentes flavonoides antioxydants aient un
effet protecteur contre le stress attribué a laessse. lls pourraient également permettre aux
plantes de survivre sur les sols riches en méaxigues comme I'aluminium (Harborne and
Williams 2000).

Les flavonoides de défense peuvent étre soit pnéfeyr soit synthétisés par réponse a
un phénomeéne physique, une infection ou un sthssgeuvent jouer le réle de molécules de
signalisation au niveau des interactions symbiotiqagec, par exemple, des bactéries
fixatrices de N ou des champignons permettant de transférer le€ranix (Shirley 1996). A
linverse, Beaucoup de flavonoides possedent despriptés antimicrobiennes et
antifongiques (Treutter 2005).

Le role des flavonoides dans les interactions pfamsectes est aussi tres largement
accepté. Il existe des insectes qui peuvent sagueses flavonoides synthétisés par les
plantes dans leur cuticule pour s’en servir comnééertse contre les prédateurs. Les
flavonoides peuvent aussi avoir un effet négatimme nourriture dissuasive, comme
réducteurs de la digestion, et comme toxines (Tee@005).

Les flavonoides semblent aussi avoir un role dangettilité végétale, comme par
exemple c’est le cas chez le mais ou le pétunia. plantes déficientes en flavonoides
produisent un pollen qui ne germe pas ou éclategragnd formation du tube pollinique. Une

addition exogéne de flavonols, au pollen déficiezgtore la fertilité (Shirley 1996).

II. 1. 2. Anthocyanes
Les anthocyanes absorbent dans le visible et ssswcees a la coloration des
différentes parties d’'une plante (feuilles, fleursits, graines, tiges, racines). lls jouent un
réle important dans l'attraction des animaux conpo#inisateurs et facteurs de dispersion
des graines car ils constituent la base chimiqueladeoloration des fleurs chez les
angiospermes (Strack and Wray 1994).

Les anthocyanes présentent une structure de basawwmle cation flavylium, forme
stable et colorée, observable en milieu acide sené (Figure I-5). lls sont le plus souvent
penta- ou hexasubstitués par des hydroxyles et/a rdéthoxyles. Le nombre de
groupements hydroxyles a un effet sur la couleuladmolécule en solution acide. En effet,
ces groupements sont dits auxochromes. Leur présemde noyau aromatique provoque un
effet bathochrome, c'est-a-dire un déplacement mhetee d’absorption vers les grandes
longueurs d’onde. Donc plus le nombre de groupesnbptiroxyles est important, plus la

couleur de la solution sera violacée.
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Si la diversité structurale des anthocyanes les pammuns réside essentiellement
dans des différences de substitution en positionst3’ du noyau B (Figure I-5), il existe
environ 300 structures différentes a I'état naturel

Dans la nature, les anthocyanes sont presque tsuipwlroxylés ou glycosylés en
position 3, ce qui entraine une meilleure solubiéit une grande stabilité de la molécule. Il est
également possible de trouver des anthocyanosidggcasylés en 3 et 5; les autres
hydroxyles (en 7, 3'ou4’) sont beaucoup plus rammsubstitués. Les substituants
glycosydiques les plus fréquents sont des monosadeba(glucose, galactose, rhamnose,
xylose et arabinose) ou des di- et trisaccharidmasnds par des combinaisons des
monosaccharides précédents (Brouillard 1982; Bam2010).

De nombreux anthocyanosides peuvent égalementaéytés par un ou plusieurs acides
organiques de plusieurs types :
- acides aliphatigues mono- ou di-carboxyliques (aawi@ique, malonique,
oxalique, succinique).
- acides phénylpropanoiques (acidp-coumarique, caféique, férulique,
sinapique).

- acides benzoiques (acide gallique).

II. 1. 3. Dérivés d’acides cinnamiques
Le terme d’acide phénoligue peut s’appliquer a tées composés organiques
possédant au moins une fonction carboxylique ethyaroxyle phénolique. La pratique
courante en phytochimie conduit a réserver 'emgkicette dénomination aux seuls dérivés
des acides benzoique et cinnamique. Les dérivésdd® cinnamiqueLD(, 92, 93) sont tres
présents dans le monde végétal. lls sont aussiiéssacd’autres molécules sous forme
d’esters, par exemple avec l'acide quiniq9d) ((cas de I'acide chlorogéniqu®) ou sous

forme d’amides, par exemple avec des dérivés dpdamidine (Bruneton 2010).

COOH
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Phosphoénolpyruvate Erythrose 4-phosphate
DAHPSynthétase

3-Deoxy-D-arabino-heptulosonate-7-phosphate
DAHP

3-Dehydroquinate synthase
3-Dehydroquinate

3-Dehydroquinase/Shikimate dehydrogenase
3-Dehydroshikimate

Shikimate kinase

Shikimate

Shikimate 3-phosphate
5-Enolpyruvylshikimate 3-phosphate synthase

5-Enolpyruvoyl Shikimate 3-Phosphate

Chorismate synthase
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Figure 1-6 : la voie des shikimates d’aprés (Herrman 1995; Weaver and Herrmann
1997; Robbins 2003; Vogt 2010)
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Il. 2. Biosynthese

Les acides cinnamiques et flavonoides sont des cedsptés largement répandus
chez les végétaux et pour notre cas, dans leseasfiences du genkydrangea lls ont un
précurseur commun le 4 coumaroyl CoA, synthétisélagparoie du shikimate (Figure 1-6).
C’est aussi la voie de tous les phénylpropanoidasséquence métabolique consiste en la
conversion de métabolites primaires, tels que lesphoénolpyruvate et I'erythrose-4-
phosphate en chorisamate, le précurseur communtrdes principaux acides aminés
aromatiques (phénylalanine, tryptophane et tyrQsehalesp-amino- etp-hydroxy-benzoate
(Herrmann 1995; Weaver and Herrmann 1997).

La phenylalanine ammonia lyase (PAL) et la tyrosi@@monia lyase (TAL),
catalysent la désamination non-oxydative de la yladéanine entranscinnamate. Le
cytochrome P-450 cinnamate-4-hydroxylase (C4H),mege¢r ensuite d’additionner une
fonction hydroxyle en positon 4 du noyau aromatiduester de Co-enzyme A est synthétisé
via I'action de phénylpropanoyl-CoA ligases, telle® d@ 4-coumaroyl CoA ligase (4CL), qui
conduit aup-coumaroyl CoA carrefour de plusieurs voies métigjpels en particulier, acides

cinnamiques, flavonoides et amines polyacyléegu(Eil-7) (Vogt 2010).

MeO = HO, COOH

Coumarines

T |
Flavonoides \ /

o]

< > / /<
Ho SCoA Esters phénylpropanoides
/ p-coumaroyl CoA \
HN NS HO O N
OH

Stilbénes

OH

Amines polyacylées

Figure 1I-7 : Diversification des voies de biosyntree a partir du p-coumaroyl CoA (Vogt
2010)
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II. 2. 1. Flavonoides

La voie des flavonoides est la plus étudiée dansméeabolisme secondaire, pour
l'intérét de ses métabolites impliqués dans de meudes fonctions physiologiques. L'un des
principaux modeles esfrabidopsis thalianaavec, comme outils d’analyse, toutes les
technologies de la biochimie et de la génétiqueémdbire. Plus de 35 genes ont été
identifiés et classés comme génes de structurentpdarr des enzymes, genes de régulation
(facteurs de transcription) ou genes de compartiatient (Yonekura-Sakakibaet al. 2008).
D’autres especes comme le mais, le tabac sont atissées dans cette approche, mais
malgré tout il reste encore beaucoup d’inconnues.

Les flavonoides sont synthétisés au niveau degagistes. La chalcone synthase
(CHS) est la premiere enzyme de cette voie de bibége, c’est un complexe multienzymes
qui catalyse la condensation de 3 molécules de lal@mA avec la 4-coumaroyl-CoA pour
donner une chalcone : la 4,2',4’,6'-tétrahydroxyicbhae. Mais si cette condensation a lieu en
présence d'une polyacétate-réductase a NADPH, clest 6’-desoxychalcone: la
4, 2',4'-trihnydroxychalcone qui est alors forméen E999, une enzyme homologue de la
chalcone synthétase, a été caractérisée diydrangea macrophyllavar. thunbergii
(Akiyama et al. 1999). Les avanceées sur la connaissance des emigmhkquées dans cette
voie sont présentées dans la publication récent®laltens etal. (2010), dont le schéma
général de biosynthese est présenté Figure I-8.

La structure caractéristigue des flavonoides est duela transformation
stéreospécifique, catalysée par une chalcone-ism®gCHI), de la chalcone néoformée en
2S-flavanone (naringénine) (Fowler and Koffas 2089%uneton 2010). Les flavanones,
comme la naringénine représente le carrefour midgieode la synthese de différentes
classes de flavonoides : flavones, isoflavones etddoflavonols, dont les enzymes ont été
caractérises (Figure I-8).

Les flavone-synthases (FNSI et FNSII) introduisene double liaison entre les
carbones en positions 2 et 3 pour donner une flavapigénine. Seul la flavone synthase
FNSI est spécifique des Apiacées, par contre, FStildécrit dans plusieurs familles de
plantes (Martengt al. 2001; Martens and Mithofer 2005). Les isoflavosest formées par
l'isoflavone synthase (IFS synonyme HIS) se retemivaussi dans de nombreuses familles de
plantes (Martenst al.2001; Martens and Mithofer 2005).

Le contrble du flux des flavanones est tenu pdlaleanone-3-hydroxylase (FHT) qui

est en compétition avec FNS | ou Il (Owestsal. 2008). Elle catalyse I'hydroxylation en
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position 3 dune 2S-flavanone pour donner un (2-R-R)-dihydroflavonol
(dihydrokaempférol). Le dihydrokaempférol est leretour vers les autres dihydroflavonols
(Figure 1-8), il peut étre hydroxylé par la flavade 3'-hydroxylase (F3'H) pour donner la
dihydroquercétine ou par la flavonoide 3',5-hydytase (F3'5'H) pour donner la
dihydromyricétine. La flavonol synthase (FLS) irtuit une double liaison entre les carbones
en positions 2 et 3 des différents dihydroflavonmisir donner des flavonols : kaempférol,
guercétine, myricétine (Winkel-Shirley 2001; Winl2Z€l06). Cette enzyme est en compétition
avec les deux enzymes associées dans la voie diescganes : la dihydroflavonol 4-
réductase (DFR), qui réduit les dihydroflavonols erilavan-3,4€is-diols
(leucoanthocyanidines) et la leucoanthocyanidineoxytienase (LDOX synonyme
anthocyanidine synthase ANS) qui est responsabliogigdation et la déshydratation des
différentes leucoanthocyanidines (Winkel-Shirley PODavieset al. 2003; Winkel 2006;
Davies and Schwinn 2007). La derniere étape egflyl@osylation par une flavonoide-3-
glycosyltransferase (3GT) qui stabilise les molésulformées. Par exemple la UDP-
glucose:flavonoid®-glucosyltransférase (UFGT) produit les anthocyaimsespondants : la
pelargonidine-32-glucoside, la cyanidine-@-glucoside et la delphinidine-®-glucoside
(Davieset al.2003).

Dans la voie de biosynthése des flavonoides, lanit@jdes enzymes et des genes
correspondants ont été isolés et caractériséstia garplusieurs especes que ce soit dans le
mais,Arabidopsis les fleurs de pétunia etAhtirrhinum majusles fruits de tomate, pomme,
et raisin (Grotewold 2005; Grotewold 2006). Cepend®ulement quelgues-uns des enzymes
de la voie des flavonoides ont été étudiés au niN@achimique et moléculaire. Quatre
d’entre eux appartiennent a la famille nombreuse2dexoglutarate dépendante dioxygénases
(2-ODDs) : FHT hydroxylating, FLS desaturating, LRANS (hydroxylating/dehydrating)
sont largement distribués alors que FNS | (destitigane se trouve que chez lapiacées
FNS Il est une Cyt P450 monooxygénase beaucoup lpfgement distribuée que FNS |
(Martens and Mithofer 2005) mais qui remplit unedidon équivalente. FLS a une spécificité
large alors que FHT et FNS | montrent une spétéfioeaucoup plus étroite pour le substrat.

Dans les plantes les fonctions des flavonoides diostses (pigments, molécules de
signalisation, protecteurs contre les stress bietejuabiotique, régulateurs de fertilité et de la
biosynthése d'auxines. La biosynthése des flavosoédt régulée dans I'espace et dans le
temps pendant le développement et par des stimliem@ronnement tel que la lumiére, les
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attaques de pathogénes, les stress régulateunideance. Chaque branche de la voie de
biosynthése est sous le contrdle de régulateucsfispes.

Les génes de régulation qui contrélent directemiantranscription des genes de
structure ont été identifiés a partir de plusieespeces (Moekt al. 1998; Koeset al. 2005).
Dans toutes les espéeces analysées, trois familldactiurs de transcription appelés R2R3
MYB, The basic-helix-loop-helix (bHLH) et WDA40, réignt les génes de la voie de
biosynthése des anthocyanes. D’abord découvertslelmpais (Paet al. 1987; Ludwiget al.
1989; Radicellaet al. 1991), ces facteurs ont «également été trouvés wares les especes
déja citées que ce soit dans les graines, les f{Qitattrocchicet al. 1993; Quattrocchiet al.
1998; Borevitzet al.2000; Neskt al.2000; Paynet al.2000; Mathewst al. 2003; Delucet
al. 2006; Espleyet al. 2007; Delucet al. 2008; Cultroneet al. 2009), ou les fleurs
d’Antirrhinum majus(Martin et al. 1991), de pétunia (de Vette al. 1997), et de gentiane
(Nakatsukaet al. 2008) etc.... La régulation des anthocyanes estliéaction combinée de
ces facteurs de transcription MYB et basic heligpldhelix (bHLH) tres conservés chez les
plantes, et bien illustrée par 'exemplé&dibidopsis thaliangMartin et al. 1991).

Chez Arabidopsis thalianale profil est simple avec les dérivés glucosylés d
kaempférol, quercétine et isorhamnétine qui s’aeadant dans les vacuoles des cellules
épidermiques. Mais dans les tissus la répartitiariey la quercétine prédomine dans les
graines et le kaempférol dans les fleurs, cependans les étamines les deux dérivés sont
présents (Pelletieat al. 1997).

Pour cette espece la production d’anthocyanes giraknthocyanidines est sous le
contréle transcriptionnel d’'un complexe MBW, forip@r I'association de facteur WD repeat
et de protéines MYB et bHLH (Baudgt al. 2004). Des combinaisons particuliéres entre ces
éléments sont associées a la production spécitiguaine ou l'autre branche. De méme les
flavonols sont sous le contréle de trois factewrstrdnscription R2R3-MYBs spécifiques,
nommés PRODUCTION OF FLAVONOL GLYCOSIDE (PFG1/MYB1PFG2/MYBL11,
PFG3/MYB111). Ces régulateurs activent en paralEdegene<HS, CHI, FHT/F3H, FLS1
((Mehrtenset al. 2005; Strackeet al. 2007)). Ces quatre genes peuvent étre co-régulés
(Hartmannet al. 2005). L'analyse de différents mutants touchés dassséquences, montre
gue l'accumulation spécifique de flavonols glycaésyldans les feuilles, les tiges, les

inflorescences et les jeunes siliqtfeslépend de ces régulateurs (Stragkeal. 2007;

2 Silique : fruit sec, plus de trois fois aussi lange large, s'ouvrant en principe en deux valvpargéés par une

cloison sur les bords de laquelle sont attachéegriines.
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Yonekura-Sakakibarat al.2008; Stracket al.2010). Mais dans ces mutants, certains autres
dérivés de kaempférol et quercétine sont présenis ts inflorescences et les siliques
adultes, ce qui montre que cette synthése est indépte dans ces organes (Routalsbial.
2006; Strackeet al. 2010). C’est le cas du pollen ou les deux flavenglycosides
kaempférol-30-diglucoside et quercétine@-diglucoside s’accumulent dans le triple mutant
comme dans le témoin, il existe donc au moins ureadgulateur encore inconnu ou une
autre voie de glycosylation.

L’accumulation de flavonols glycosides spécifiquemirrait dépendre de différents
régulateurs dans divers organes. Par exemple,fafmn de kaempférol-@-rhamnoside-7-
O-O-rhamnoside est dépendante de MYB111 dans Udefemais de MYB 111 et MYB 12
dans les tiges, inflorescences et siliques. La topreest de savoir si 'accumulation est
régulée simultanément par les deux régulateursndépendamment. L'indépendance serait
plus probable si on considére I'exemple des jeupasninations ou l'accumulation des
flavonols dans les différentes parties est congrop@ar I'expression différentielle des
régulateurs.

La biosynthese des flavonoides est localisée damytbsol et plus précisément au
niveau du réticulum endoplasmique, puis ces mabdscide trouvent stockées dans les
vacuoles. Certains dérivés peuvent étre synthétigési dans les vacuoles, qui sont aussi le
siege d’échanges avec le cytosol, d’ions métaligeede métabolites. La biosynthése de
dérivés glycosylés de kaempférol et de quercétstigoessible aussi dans les chloroplastes
(Hernandezet al. 2009). La connaissance des enzymes impliquées Ildainansport et sa
régulation est trés limitée, cependant il existerains trois mécanismes, présentés dans un
article de synthese par Zhao et Dixon (2009). Llesohoides sont transportés dans des
veésicules entourées d’'une membrane d’aprés lesvathems réalisées au microscope. Les
gluthatione S-transférases (GST) seraient impligiuias 'accumulation d’anthocyanes dans
les vacuoles. Aucune forme conjuguée anthocyanédgione n’est décrite chez les plantes,
mais GST peut se lier a 'anthocyane ou au flavgooir former un complexe les protégeant
de I'oxydation et/ou les guidant vers la vacuoles ltransporteurs MATE sont également
impliqués dans le transfert de cations, d’acidemmiques et de métabolites secondaires. lIs
sont des transporteurs secondaires qui dépendentHdATPases puisqu’ils utilisent un
gradient électrochimique (Hpour transporter des molécules a travers les mamb. Dans
cette famille certains ont été caractérisés contana ées transporteurs d’anthocyanes acylés,

chezVitis vinifera(vigne) etSolanum lycopersicuifitomate)(Mathewset al.2003; Gomezt
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al. 2009). Leur spécificité vis a vis du substrat resativement stricte. La glycosylation est
essentielle pour l'importation dans les vacuoless lransporteurs peuvent jouer un role

important dans la régulation des flux et la coutes fleurs en particulier.

II. 2. 2. Dérivés d’acides cinnamiques et amines polyacylées

La biosynthése dans les vacuoles commence paratdio@ de condensation d'un
acide quinique, sur un acigecoumarique catalysée par la hydroxycinnamoyl Cainate
transferase (HCT) (Figure 1-9). Le degré d’hydratign du noyau aromatique de l'acide
formé peut étre modifié avant ou aprés couplagaction dep-coumarate 3-hydroxylase
(C3H) va conduire a l'acide chlorogénig@etandis que I'action de la caffeoyl-Co®-
methyltransferase (CCoAOMT) conduira a I'acide &guinique (Hoffmannet al. 2004;

Luo et al.2008).

La régulation de la voie de biosynthése de cesvekrest encore mal connue.
Cependant, le facteur de transcription AtMYB12gorellement identifié comme responsable
de I'accumulation de flavonols chézabidopsis thalianasemble aussi étre impliqué dans la
biosynthese des acides caféoylquiniques chez latenkn effet, une surexpression de ce
facteur induit I'expression de géenes en amont deola de biosynthese comme ceux codant
pour PAL, C4H et 4CL, mais aussi celle de géenedigués uniquement dans la voies de
biosynthése des acides caféoylquiniques comme KI3H et HQT. Ce facteur induit aussi
une augmentation des acides di et tricaféoylquirsagnez la tomate, suggérant que des genes
supplémentaires, requis pour la biosynthese dearaposés mais encore inconnus, sont aussi
induits par I'expression de AtMYB12 (Lust al.2008).

Ces acides cinnamiques peuvent aussi s’assemblerlewgolyamines pour former
des polyamines acylées présentes en particulierldanmrties sexuées des fleurs (Meeter
al. 1986; Meureret al. 1988; Bokerret al. 1995; Werneeet al. 1995; Nimtzet al. 1996; Lin
and Mullin 1999; Fellenbergt al.2009).

Les dérivés de polyamines comme la putrescm®, (la spermidine 946) ou la
spermine 97), sont formés a partir d'un méme acide aminérgifane. Plusieurs études ont
mis en évidence des acyltransférases responsablesfarmation d’amides a partir d’acides
hydroxycinamiques. En l'occurrence, des spermidipdroxycinnamoyl transférases (SHT)
ont été mises en évidence cheabidopsisthaliana (Fellenberget al. 2009; Luoet al. 2009).

La Figure 1-9 illustre le schéma de biosynthese psépde ces dérivés des jeunes boutons

floraux deArabidopsis thaliana.
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[l. 3. Généralités sur la coloration des fleurs

La coloration rose, rouge, violette ou bleue desr8, des fruits ou d’autres parties des
plantes est généralement due aux anthocyanes. Glésutes offrent un panel de couleur
assez large en fonction des conditions de pH eleurglqueux, mais aussi en fonction de leur
environnement chimique dans la cellule vacuoldd nombreuses études on été menées afin
de comprendre les différents mécanismes physiaoighies responsables de la couleur chez

les plantes, notamment le phénomeéne de co-pign@mtat

II. 3. 1. Anthocyanes et pH

En milieu aqueux, le pH a des effets extrémemenomants sur la structure des
anthocyanes, eux-mémes associés a des changenmeptstants de la couleur du
chromophore (Figure 1-10) (Castafieda-Ovaatial. 2009).

Le cation flavylium est a la fois un diacide fail@eun bon électrophile. En milieu acide
fort (pH = 1), la forme cationique, colorée en reugst stable. En milieu acide faible, c'est-a-
dire pour des pH compris entre 2 et 4, le catiom perdre successivement deux protons ce
qui conduit a une base quinonique neutre (-1H) @ngnique (-2H), stabilisées par
résonance; ces formes quinoniques sont colorébkeanPar ailleurs, a des pH compris entre
5 et 6, I'hydratation de la molécule en positiooo2duit a une pseudo-base carbinol, incolore.
Cette forme est en équilibre avec celle de la cdmaccorrespondante, également incolore.
(Figure 1-10). Pour des pH supérieurs a 7, les aoydines peuvent étre dégradés, si la
fonction hydroxyle en position 3 est libre, en acplenolique et aldéhyde correspondants
(Figure I-11).

La stabilité des anthocyanes est aussi influencééapmubstitution du noyau aromatique
B. La présence de fonction hydroxyle ou méthoxyle & noyau diminue la stabilité en
condition neutre et, par conséquent, la pélargoeidipparait comme I'anthocyane le plus
stable, la delphinidine le moins stable. Par coné® dérivés mono et diglycosylés sont plus
stables dans des conditions de pH neutre. En dffgbyésence d’'un sucre en position 3

empéche la dégradation de I'intermédiaire instébigure I-11).

II. 3. 2. Co-pigmentation
Chez les plantes, les pigments comme les anthosysnsituent généralement dans la
vacuole. Le pH vacuolaire est le plus souvent casrgmtre 4 et 6 (il n’est que tres rarement
inférieur & 3). A ce pH les anthocyanes existerricdsous quatre formes structurales en

équilibre : cation flavylium, base quinonique, baaebinol et chalcone. De plus, certaines de
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ce formes sont instables et peu colorées, voirglones. La co-pigmentation est le principal
mécanisme de stabilisation des anthocyanes some foolorée dans la vacuole. Robinson et
ses collaborateurs ont été parmi les premiers @&robs « I'effet de co-pigmentation »
(Robinson and Robinson 1931), déja noté par Widlst&t Zollinger des 1913 lors de
I'addition de molécules phénoliques incolores (fla@s, flavonols, tannins,...) a une solution
d’anthocyane a des valeur de pH supérieures a [Bstéittier and Everest 1913; Willstatter and
Zollinger 1916).

La co-pigmentation est un phénomene par lequgdiggaents sont liés par association
moléculaire ou par complexation avec d’autres mo&scincolores, qui peuvent étre des
composés organiques ou des ions métalliques psédans la vacuole. Il s’agit du principal
mécanisme de stabilisation de la couleur chez lastgd. Les co-pigments peuvent étre de
différentes natures : flavonoides, alcaloides, aauiles, acides organiques, nucléotides,
polysaccharides, métaux ou autres anthocyanes. chgsigments organiques sont des
systemes riches en électramui sont capables de s’associer avec le catioylflan, lui-
méme appauvri en électrons. Cette association sgppda molécule une protection vis-a-vis
d’attaques nucléophiles de molécules d’eau surdéipo 2 du cation.

Le phénomeéne de co-pigmentation est dit intramddéeusi le co-pigment est lié de
facon covalente au chromophore et intermoléculaird’interaction a lieu entre deux
molécules libres. Un phénoméne d’auto-associatian @essi avoir lieu entre les molécules
d’anthocyanes (Figure 1-12) (Gogb al. 1986).

Il. 3. 2. 1. Auto-association

Les structures correspondant aux formes coloréeamtdocyanes (cation flavylium et
bases quinoniques), peuvent interagir entre ellesndaiere non covalente. Cette auto-
association a été suggerée pour la premiere foispenet al. (1972), qui ont démontré une
augmentation du coefficient d’absorption du specisile se produisant avec I'augmentation
de la concentration d'une solution d’anthocyaness lcomplexes d'auto-association sont
formés par I'empilement vertical des molécules H@ranes et sont stabilisés principalement
par les interactions hydrophobes qui ont lieu elgues noyaux aromatiques (Hoshiebal.
1980; Hoshincet al. 1981; Gotoet al. 1986; Goto and Kondo 1991; Gonzalez-Manzanal.
2008). La formation de ce complexe induit un etigpsochrome de la longueur d’onde
maximale d’absorption (Hoshiret al. 1981).
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[l. 3. 2. 2.Co-pigmentation intramoléculaire

L’élaboration de techniques d’extraction et de fization dans des conditions plus
douces permet de mettre en évidence des anthocyamggexes et extrémement stables a des
pH faiblement acides. Ces anthocyanes présententyp® de substitution complexe,
caractérisé par des séquences de sucres et deegrenis acylés, aliphatigues et/ou
aromatiques, liées a un chromophore flavylium @n#ku moyen de techniques de RMN,
comme la NOESY, des empilements de type « sandwicht été mis en évidence. Les
saccharides flexibles peuvent jouer le role denkeli » et permettent un repliement des
groupements acylés sur la partie plus ou moinsepldn chromophore. Ces liaisons
intramoléculaires bloquent la formation des forrhgdratées du chromophore (Gatb al.
1986; Figueiredet al. 1996). La couleur de ces pigments dépend de pitssfacteurs dont le
pH vacuolaire. Ainsi, chelpomoea tricolorcv. Heavenly Blue, la couleur des pétales passe
du rose au bleu durant la période de floraisonisagde le pH augmente de 6,6 a 7,7. Cette
variation de pH est due a I'expression d'un gehlblHX1) codant pour une protéine
d’échange R/H' qui entraine une accumulation d’osmolytes ionigdesant le stade final
d’ouverture de la fleur (Yoshideat al.2009).

Hondaet al. ont répertorié plus d’'une centaine d’anthocygragacylés (Honda and
Saito 2002). Certains d’entre eux ont été isoléBalrs bleues, permettant ainsi de nouvelles
observations sur les mécanismes de stabilisation celte couleur par interactions
hydrophobiques. L'équipe de Yoshida explique labitité de la couleur bleue par la
contribution des deux résidus caféiques de la gaelphine (Figure I-13) pour la stabilité de
la couleur bleue. L'acylation sur le cycle B cobtreé plus au développement de la couleur
bleue que celle du cycle A. (Yoshidaal.2000).

o
HO OH O OH OH
¢}
(o] o (o] OH
HOHO HO

OH

Figure 1-13: structure de la gentiodelphine

La co-pigmentation intermoléculaire peut aussi asigr a [l'association
intramoléculaire, comme c’est le cas dans les @etaéCeanothus papillosuBloor (1997)
observe ainsi que I'addition, a pH 5.5 de 8 égeintd de kaempférol-3-glucosidédf a deux
delphinidines, I'une monoacylée et l'autre diacyléenduit & une coloration bleue de la
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solution obtenue, parfaitement identique a cells pdétales deCeanothus papillosusSa
conclusion est donc que les deux phénomeénes (cogpigtion intra et intermoléculaire)
contribuent de fagon également importante a I'édabiment de cette coloration (Bloor 1997).

Depuis la fin des années 1980, des pigments coéstil’anthocyanes liés de facon
covalente a d’autres flavonoides ont été isoléstiidaset al.2009). Les anthocyanes peuvent
étre liés a différents types de flavonoides, ppalment flavones (Fossext al. 2007) et
flavonol (Fosseret al.2000) par diesterification avec les acides oxali(fstracket al. 1989),
malonique (Fosseet al.2000) ou succinique (Bloor and Falshaw 2000). &iigaoet al ont
montré des 1996 que la stabilité de ces assodmssiathocyane-flavone était due, comme
pour les anthocyanes polyacylés, a des interactimtsamoléculaires entre noyaux
aromatiques (Figueiredet al. 1996).

[l. 3. 2. 3.Co-pigmentation intermoléculaire

Quand le co-pigment est un autre composé phénoliges interactions non-
covalentes peuvent se former. Ce comportementteédiin phénomene chimique connu
sous le nom de formation de complexe par trangietharge ou interactionin (Da Silvaet
al. 2005). Ce phénomene apparait quand deux entitéshamyes opposees interagissent.
Ainsi, dans l'association de noyaux par des liaistaibles, la densité électronique est
transférée du noyau riche vers le noyau pauvrecdton flavylium des anthocyanes étant
chargé positivement, il constitue un bon candidairpa formation de complexes par transfert
de charge avec des composés de grandes densdtsrétpies. Une étude par spectroscopie
infrarouge a montré l'existence de liaisons hydrnegedans le complexe co-pigmentaire
cyanidine-quercétine (Dimitric Markoviet al. 2005). La formation de ce type de complexe
engendre un changement dans les propriétés spacthal cation flavylium, traduit par des
effets bathochrome et hyperchrome marqués. L'iitiende ces effets est tributaire de
différents facteurs tels que le pH, la températireature du chromophore anthocyanique et
celle du co-pigment, leatio molaire co-pigment/pigment et leurs concentrati@eranacet
al. 1996). L'amplitude de ces effets reste faible &aleurs de pH basses pour lesquelles
'anthocyane est sous la forme de cation flavyliomais augmente ensuite trés rapidement
pour étre la plus intense vers pH 4,5-5. Chez é&argums, la principale différence entre les
fleurs bleues et magenta est le pH vacuolaire sfupleis élevé pour les fleurs bleues, ce qui
favorise donc le déplacement de I'équilibre versfdane quinonique des anthocyanes
(Markhamet al. 1997). Pour ce qui est de l'influence de la nateel’anthocyane, I'effet

augmente avec le degré de glycosylation de celuacto-pigmentation étant plus intense
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pour les anthocyanes diglycosylés en positon 3aggiebmonoglycosylés en 3. Le nombre de
groupements hydroxyles et méthoxyles sur le noyamatique B influe aussi largement sur
la couleur des complexes formés. Par exemple, lehitipe, les pétales violets contiennent
de la delphinidine alors que les pétales rougemges ou roses contiennent des dérivés de
cyanidine ou de pélargonidine (Nakayastaal. 2004; Torskangerpokt al. 2005). Chez les
fleurs deAnagallis monelli L, plus la proportion de malvidine par rapport aédphinidine

est importante dans les pétales, et plus la codesifleurs tend vers le bleu (Quintagtaal.
2007). Des cultivars désladiolus violets contiennent des dérivés de pétunidine et d
malvidine alors que les cultivars rouges contiennemuement des dérivés de pélargonidine
(Takatsuet al.2008).

Enfin, pour une concentration donnée en pigmens, édfets co-pigmentaires
augmentent d’'une maniére spectaculaire avec I'aotatien du rapport co-pigment/pigment.
Par exemple, 'augmentation datio acide phénolique/malvidine en solution induit un
déplacement de lanax vers le bleu, accompagné d'une augmentation desdidbance
(Dimitric Markovic et al. 2000). La nature du co-pigment peut aussi infewerla couleur du
complexe co-pigmentaire (Gomez-Migueizal. 2006). Cette publication donne I'exemple de
la complexation malvidine-8-glucoside 98) avec la (+)-catechin9@), I'(-)-epicatechin
(100), la procyanidin B2X01), I'acide caféiqgue9?2) I'acide p-coumariqued(), la quercitrine
(41) ou la myricitrine 102). La complexation avec I'un des deux flavonaid et 102)va
induire un changement de couleur de la solutiomdtidine-30O-glucoside vers les rouge—

violets alors que les autres molécules plut6t lesrsouge-oranges.

[l. 3. 2. 4.Complexes métalliques

Shibata fut l'un des premiers auteurs a proposexidtence de complexes
magneésium/anthocyane, s’appuyant sur le fait queolaleur bleue des fleurs était en
contradiction avec le pH vacuolaire des cellulebili®a et al. 1919). Les anthocyanes
possédant deux groupement hydroxyle®ho sur le noyau B, (cyanidines, delphinidines et
pétunidines) sont capables de former des compleaeshélation d'ions métalliques a forte

charge positive. Plusieurs types de complexesesonsageables.
Il. 3. 2. 4. 1.Métalloanthocyanes

Le terme de métalloanthocyane se réfere a un compbégmentaire métallique
supramoléculaire auto-assemblé. Ce complexe egpasdnd’anthocyanes, de flavones et de

cations métalliques dans des proportions stcechimués respectivement fixée a 6: 6: 2
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Figure [-14 : Formation d’'un métalloanthocyane par assemblage de six molécules
d’anthocyane, six molécules de flavone et deux caiis métalliques (Yoshidaet al.2009)

Figure 1-15 : Structure du complexe impliqué danda couleur bleue cheH. macrophylla
d’apres (Yoshidaet al.2009)
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(Figure 1-14). Dans une récente revue de Yoshidg die ces métalloanthocyanes isolés de
fleurs et responsables de leur couleur bleue sontitsté la commélinine Gommelina
communiy la protocyanine Gentaurea cyanys la protodelphine Salvia patens la
cyanosalvianine Salvia uliginosa et la nemophiline Emophila menziegii(Yoshidaet al.
2009).

Il. 3. 2. 4. 2.Complexes métalliques « flous » (Fuzzy metal compl@igments)

Dans les fleurs bleues, les métalloanthocyanes m&ativement inhabituels. Cette
coloration bleue résulte le plus souvent de congdepigmentaires métalliques non-
stcechiométriques stabilisés par co-pigmentatiors. @gments sont moins stables, ne sont
bleus qu’en solution aqueuse et leur colorationpat@it pendant lisolement ou la
cristallisation des composés. C’est pourquoi I'egilon du mécanisme donnant lieu a la
couleur bleue dans ce type de complexe est ddfilbur résoudre ce probleme, I'équipe de
Yoshida a proposé une nouvelle méthodologie cardist combiner I'analyse de la vacuole
colorée intacte avec la reconstitutionvitro de la couleur (Yoshidet al.2009).

Cette méthode a été employée pour étudier la daarbleue des sépales pétaloides
d’Hydrangea macrophyllaYoshidaet al. ont ainsi préparé des mélanges de protoplastes
desquels ils ont collecté et analysé uniqguementd#sles colorées (Yoshidat al. 2003). lIs
ont montré que le pH vacuolaire des cellules @las élevé dans les cellules bleues que dans
les cellules rouges. Cependant cette étude a &@igé sur deux cultivars : ‘Narumi blue’ et
‘Kasterin’, il n’est donc pas certain que cettef@iénce soit due a la couleur des cellules. Il
aurait fallut comparer les cellules bleues et reude méme cultivar ayant poussé sur deux
sols différents, I'un favorisant le bleuissementl'atitre non. Itoet al ont analysé la
composition de ces deux variétédHd’'macrophylla cv. Kasterin (rouge) et cv. Narumi
(bleue) et ont montré que tatio molaire entre les acides quinique-3-acy2ée( 7) et la
delphinidine-3-glucoside6@) était plus élevé dans les cellules bleues que Eensellules
rouges, mais que la différence principale résidaits la présence en plus grande quantité des
ions aluminium AY* dans les cellules bleues (la al. 2009). Ce résultat différe de celui
obtenu par I'équipe de Toyama-Kato sur les sépaiésrs (Toyama-Katet al.2003), ce qui
montre I'importance d’isoler et d’analyser uniquermies cellules colorées. Konao al ont
synthétisé plusieurs analogues de co-pigments ddimeconstituein vitro la couleur des
sépales pétaloides #& macrophylla(Kondo et al. 2005; Toyama-Katet al. 2007). lls en
concluent que pour obtenir une couleur bleue stalbést nécessaire d’ajouter, par rapport a
la delphinidine-3-glucoside68), 3 équivalents d’acide quinique-3-acyl2 €t/ou 7) et un
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équivalent d’Af* (Figure 1-15). Le complexe formé entre la delptiing-3-glucosideg8) et
Al®* est bleu mais insoluble dans I'eau. L'additionaepigments permet de solubiliser ce
complexe pour donner une solution bleue stable dkoet al. 2005). L’aluminium se
coordonne a la delphinidine au niveau de deux gmepés hydroxyles eartho du le noyau

B, et avec les atomes d’oxygéne des co-pigmentgalie aromatique du co-pigment peut
ainsi exercer avec le chromophore une action régim par des interactions hydrophobes
entrainant sa stabilisation (Yoshidhal.2009; Schreibeet al.2010).

La présence du chromophore delphinidine est trgmitante dans la coloration du
complexe. Yoshida a expliqué le changement de nodle bleu au rouge des inflorescences
au cours du vieillissement par la transformatios dérivés de delphinidine en cyanidine. Le
mécanisme de cette transformation est encore incdmeyour (Yoshidat al.2008).

Ce type de complexe métallique non-stcechiométrsgueetrouve aussi chez d’autres
fleurs bleues. Les pétales bleu-nuit Meeconopsis grandigontiennent des dérivés de
cyanidine ainsi que des flavonols glycosylés jodantble de co-pigments (Tanals al.
2001). L’équipe de Yoshida a montré I'implicatioasdions F& et M¢f* dans le complexe
responsable de la couleur bleue chEronopsisce complexe étant composé d’'un équivalent
de dérivé de cyanidine, de deux ou plus équivaleatdérives de kaempférol, 1/6 équivalent
de F&" et d'un excés de Mg (Yoshidaet al. 2006). Les pétales dRulipa gesnerianav.
‘Murasakizuisho’ sont généralement pourpres masdhu centre de la fleur. Shefial ont
montré que cette différence entre les cellules regr et bleues des pétales est due a la
quantité d'ion F&. Les autres facteurs pouvant éventuellement infue la couleur, comme
le pH vacuolaire, la structure et la quantité deth@cyanes et des flavonols glycosylés,
restent inchangés (Shogt al. 2007). Momonoiet al. ont cloné un gene de la tulipe
responsable du transport du fer et ont montré gqueansporteur joue un réle important dans

le bleuissement des pétales par 'accumulatiored@omonoiet al.2009).
Il. 4. Analyse structurale
II. 4. 1. Spectroscopie UV-visible

Il. 4. 1. 1.Flavones et flavonols

Les spectres UV-visibles des flavones et des flalgopésentent généralement deux
maxima d’absorption (Mabrgt al. 1970) :
- la bande Il entre 240 et 280 nm associée a I'alasaddu cycle A.

- la bande | entre 300 et 380 nm associée a I'absoebdu cycle B.
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Tableau [-2:

Maxima d’absorbance et spectre UV dequelques flavonoides
représentatifs des principales classes d’apres (dejke et al.2006)

Flavonoide OH OMe  O-glycosyl Amax Spectre UV
Flavones "

5-Hydroxyflavone 5 272, 337 “

Apigénine 57,4 268, 337 o

Lutéoline 57,3, 4 253, 347 p

3-Methylquercétine 57,3, 4 3 255, 355 CE R R

Flavonols b f

Fisetine 3,7,3, 4 253, 370 ';’jzf\

Morine 3,5,7,2,4 263, 380 a J\J\

Quercétine 3,5,7,3,4 250, 370 0 \

Myricétine 3,5,7,3,4,5 255, 378
Isoflavones "

Génistéine 57,4 260, 328 (sh) \/

Biochanine A 57 4 261, 326 (sh)

Daidzéine 7,4 250,302 (sh) "

Formononétine 7 4 249, 302 S
Flavanones

Naringine 5 4 7 284,330 (sh) v

Naringénine 57,4 288, 325 (sh) :f»fi‘h

Hesperetine 57,3 4 289, 330 (sh) iii}
Flavan-3-ols ?f}’ /\

3'-Hydroxy- - S wE W W o

trimgthox%f?aylzgln-&ol 33 57.4 225,290 T heweretn

Flavan-3-ol 3,57 279
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La position de la bande | sur le spectre UV esaataristique du type de flavonoide
considéré et de son degré d’oxygénation. Pourlde®ries, cette bande se situe ainsi entre
304 et 350 nm, tandis que pour les flavonols, &laitue entre 352 et 385 nm (Tableau I-2).
Cependant dans le cas des flavonols substitués sitiopo3 par un méthoxyle ou un
glycosyle, la bande 1 se situe entre 328 et 357spihaux mémes valeurs que la bande | des
flavones.

Lorsque le degré d’oxygénation du cycle B des flemset des flavonols augmente, un
effet bathochronfé apparait avec chaque fonction additionnelle. Ladeall peut étre
dédoublée selon le degré d’oxygénation du cyclePBr exemple, pour les flavones et
flavonols portant 2 ou 3 hydroxyles respectivemamtposition 3’, 4'ou en 3, 4’ et 5, un
dédoublement ou un épaulement de la bande |l pparaitre. Si le cycle B porte une seule
fonction hydroxyle en 4’, la bande Il est par centonstituée d'un seul maximum.
L’augmentation du degré d’oxygénation du cycle A flavones et des flavonols produit un
effet bathochrome notable sur la bande Il et I&gerla bande I. Lorsque les fonctions
hydroxyles en position 3, 5 ou 4’ d’'une flavonediun flavonol sont méthylés ou glycosylés,

un effet hyperchronfé est observé en particulier sur la bande .

Il. 4. 1. 2.1soflavones, flavanones et dihydroflavonols

Les isoflavones, flavanones et dihydroflavonolsdsginguent des flavones et des
flavonols par un spectre UV qui comporte une bahdi&es intense avec seulement un
épaulement et un pic de faible intensité représetasbande |.

Le maximum d’absorption des isoflavones se situeee?45 et 270 nm, alors que
celui des flavanones et des dihydroflavonols sgesgntre 270 et 295 nm (Tableau I-2). Le
degré d’oxygénation du cycle B des isoflavonesfatdé pas le spectre UV tandis que dans le

cas du cycle A, 'augmentation de celui-ci produniteffet bathochrome (Mabset al. 1970).

Il. 4. 1. 3.Anthocyanes
Les spectres UV-visibles des anthocyanes (sous efoda cation flavylium en

condition acide dans le méthanol-HCI) possedent deaxima d’absorption:
- la bande I entre 465 et 560 nm de forte intensis®@ée a I'absorbance du

cycle B.

24 Effet bathochrome : déplacement du spectre d'gtisorvers les grandes longueurs d’onde

% Effet hyperchrome : augmentation de l'intensitgtorption d’une molécule

29






Chapitre | : Travaux antérieurs

- la bande Il entre 265 et 280 nm d’intensité moyerassociée a
'absorbance du cycle A.

La longueur d’onde maximum de la bande | en comditacide dépend de la
substitution du noyau B, les dérivés de la péladjoa absorbant entre 498-513 nm, les
dérivés de la cyanidine a 520 nm et les dérivda delphinidine a environ 532 nm.

Le spectre UV des anthocyanes dépend aussi dunsglpar exemple la cyanidine-3-
O-rutinoside a un maximum d’absorbance a 533 nm tatimnol acide, a 523 nm dans le

meéthanol acide et a 507 nm en solution aqueuse @afen 1998).

Il. 4. 1. 4.Dérivés d’acides cinnamiques

Les acides phénoliques présentant un squelettgpdeatide benzoique, montrent une
longueur d’'onde d’absorbance maximum comprise éfifeet-290 nm. Les dérivés d’acides
cinnamiques possédent une deuxieme bande d’alsoretitre 270 et 360 nm, due a la

conjugaison supplémentaire (Robbins 2003).
II. 4. 2. Spectrométrie de masse

Il. 4. 2. 1.Flavonoides

Devant I'importance biologique considérable dewdtmides, leur séparation, leur
identification et leur quantification dans diverdiaux représentent un véritable enjeu. A ce
jour, plus de 2000 études en spectrométrie de m(&dg des flavonoides ont été publiées.
L’application, ces dix dernieres années, des avwemndeé cette technique aux flavonoides a fait
faire un gigantesque bond en avant a I'étude deaeposeés (Stobiecki 2000). Nous ferons
ici un bilan rapide des différentes techniquesadtés avant de nous pencher sur les éléments
d’identification que procure la SM.

Dans cette partie, nous nous intéresserons edkamgat aux flavonoidegO-
glycosylés de types flavone, flavonol, flavanoneaathocyane, classes les plus fréequemment

rencontrées dans le cadre de nos travaux personnels
Il. 4. 2. 1. 1.Techniques d’ionisation

Les études des flavonoides en SM, effectuées paradm électronique (EI:
Electronical Impact) ou ionisation chimique (CI hénical ionisation), ont apporté par le
passé de nombreuses informations structurales méasssitaient I'analyse en phase gazeuse
des composeés préalablement purifiés et donc laaté&mn des groupements hydroxyles de ces
composeés polaires (méthylation, triméthylsilylatmunacétylation) (Mat al. 1997; Stobiecki

2000).
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Avec lintroduction des techniques d’ionisation pdesorption, l'analyse des
flavonoides glycosylés sans dérivation au préalablalevenue possible. La premiéere de ces
techniques, la désorption de champ (FD : Field OQugwor), a été développée par Beckey et
Shulten (1975), mais les inconvénients liés a éparation de I'échantillon ont restreint son
application. D’autres techniques telles que liatien chimique directe (DCI: Direct
Chemical lonisation), développée en 1977 (Hunt )93M¥ I'ionisation par bombardement
d’atomes rapides (FAB : Fast Atom Bombardement) lid@ype&e en 1982 (Barber 1982), ont
egalement été appliquées avec succes aux flavan¢®lebiecki 2000). L'inconvénient de
ces techniques est I'impossibilité d'un couplagecdaechromatographie liquide (CLHP).

L’electrospray (ESI: ElectroSpray lonisation) &brisation chimique a pression
atmosphérique (APCI : Atmospheric Pressure Chemigaisation) sont des techniques
d’'ionisation douces qui générent principalement dass quasimoléculaires ([M+H]
[M+Na]®, [M+K]*, [M-H] ,...). (Wolfenderet al.2000). Elles sont devenues ces dix derniéres
années, les plus adaptées et les plus populaited’analyse des flavonoides. En effet, grace
a ces techniques, une dérivation préalable n'egs piécessaire et l'analyse, peut étre
effectuée par infusion ou en couplage a la CLHFRglee et al. 2003; Prasaiet al.2004).

En ESI deux modes d’ionisation sont possibles: telend’ionisation négatif ou un
proton est arraché a la molécule et le mode d'aitie positif ou un proton ou adduit
métallique est ajouté a la molécule. Ces deux medas complémentaires et apportent des

informations différentes lors de la fragmentati@s tbns quasimoléculaires formés.
Il. 4. 2. 1. 2.Couplage chromatographie-spectrométrie de masse

L’introduction de la LC-MS pour 'analyse d’extraitégétaux représente un grand bond
en avant dans lidentification en ligne des prosluiaturels. Depuis que lionisation par
electrospray et l'ionisation chimique a pressioma@phérique ont été développées et
combinées a la chromatographie liquide (CLHP-SM)nbmbre de travaux exploitant ces
méthodes n’a cessé d’augmenter d’années en ar®ées$echniques plus sensibles et faciles
a mettre en ceuvre sont utilisées dans de nombeordtoires de phytochimie pour le
criblage et pour la « deréplication » d’extraitg&®aux. La « deréplication » est un procédé
ou des composeés connus sont identifiés en ligne @awir a les isoler de nouveau (Constant
et al. 1997; Wolfendeet al. 2000; Cuyckens and Claeys 2004; Prasdial. 2004). Il existe
de nombreux exemples d’application de cette teclnipaur I'analyse de mélanges de
produits naturels complexes, et en particulier ééanges de flavonoides (Leeal.2005; de
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Figure 1-16 : Nomenclature simplifiée utilisée pourdésigner les fragments de flavonoides
d’apres (Domon and Costello 1988; Ma et al. 1997;uyckens and Claeys 2004)
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Figure 1-17 : Nomenclature et principales fragmentéions des flavonoides en mode
positif, exemple du kaempférol (March and Brodbel2008)
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Rijke et al. 2006; Lhuillier et al. 2007; Xinget al. 2007; Rosenberg 2008; Plazowmit al.
2009; Truchadet al.2009).

Il. 4. 2. 1. 3.ldentification des flavonoides par spectrométrie denasse

Il. 4. 2. 1. 3. aNomenclature

Pour décrire les fragments des aglycones des ftduden obtenus par spectrométrie de
masse, le systeme de nomenclature proposé pat b désormais communément utilisé,
sera employé (Mat al. 1997). Les notation$A+ et''B+ distinguent ainsi les ions primaires
produits conservant les cycles A et B intacts,imelices i et j indiquant la liaison C-C qui a
eté scindée. Dans le cas des flavonoi@eglycosylés, la nomenclature précédente est
complétée par celle de Domon et Costello (DomonG@ostello 1988). ¥y désigne I'ion de
la génine et ¥, lion de la génine portant n glycosides (Figw&6). Dans certains cas, la
position du clivage osidique sera indiquée par xposant. Par exemple,’ydésigne I'ion
résultant du clivage d’un sucre fixé en positiosur la génine (Domon and Costello 1988;

Cuyckens and Claeys 2004).

II.4. 2. 1. 3. bMasse moléculaire

La premiere information que nous apporte la spe@toende masse concerne la masse de
I'ion pseudomoléculaire [M+H](mode positif) ou [M-H] (mode négatif). Les adduits sodium
et potassium ([M+Nd]et [M+K]") ou des complexes moléculaires ([2M+l8l [2M-H] )
sont aussi souvent observés. La masse moléculainke svest pas suffisante pour la
caractérisation des flavonoides, et différents sypke fragmentation a partir de ‘ion
moléculaire existent et sont nécessaires afin didbides informations sur la structure de la

génine, I'enchainement des sucres et leur posstiota structure (Wolfendet al.2000).

Il. 4. 2. 1. 3. ¢cStructure de 'aglycone

Une approche détaillée de la caractérisation dealdie génine d'un flavonoide
consiste a faire subir une fragmentation MS/MS ianl’moléculaire de la molécule
(fragmentation par dissociation induite par cadlisiou CID) puis de sélectionner l'ionyY
(Yo" ou Yy) de la génine pour, a nouveau, lui faire subir dra@mentation par CID
(MS/MS/MS ou MS) (Wolfenderet al.2000).

Les variations les plus importantes dans la stractles aglycones sont le degré
d’oxygénation (fonctions hydroxyles ou méthoxyles)a position en 2 ou en 3 du noyau B

(flavonoides ou isoflavonoides).
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Tableau I-3 : lons fragments observés en mode pasipour les différentes classes de flavonoides (&gke et al.2006)

Composés Substituants lons fragments
-OH -OCH; | [M+H]* %2a%  02g+  13ar 13y MAaAr 04pY [M+H-15]" [M+H-56]" [M+H-42]" [M+H-46]
(-CH3) (-CO-CO) (-GHO) (-H.0O-CO)
Flavones
Apigénine 574 271 - 121 153 119 - 163 - - 229 225
Lutéoline 57,34 287 - 137 153 135 - 179 - - 245 241
Acacétine 5.7 4 285 - 135 153 133 - 177 270 - 243 239
Chrysoériol 57,4 3 301 - 151 153 149 - - 628 - 259 -
Flavonols
Kaempférol 57,4 287 165 121 153 - - - - 231 245 213
Quercétine 57,34 303 165 137 153 - - - - 247 262 229
Myricétine 57,345 319 165 153 153 - - - - 263 277 245
Isorhamnétine 574 3 317 165 151 153 - - - 302 261 275 -
Galangine 5.7 271 165 - 153 - - - - 215 229 225
Flavanones
Naringénine 57,4 273 - - 153 119 147 - - - 231 227
Isoxanthohumol 7,4 5 355 - - 235 - - - - - - -
8-Prényl-naringénine 574 341 - - 221 - - - - - - -
6-Prényl-naringénine 574 341 - - 221 - - - - - - -
Isoflavones
Daidzéine 7.4 255 - - 137 119 - - - 199 - -
Génistéine 574 271 - - 153 119 - - - 215 - -
Formononétine 7 4 269 - - 137 133 - - 254 213 - -
Biochanine A 5.7 4' 285 - - 153 133 - - 270 922 - -
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En ce qui concerne lidentification de la génires fragments deoYes plus informatifs
résultent d'un clivage C-C sur le cycle C. 'analydes ions résultant de ces réactions de type
rétro Diels-Alder (RDA), révele alors le nombrdestype de substituants portés par les cycles
A et B (Cuyckens and Claeys 2004).

— lonisation positive

La voie de fragmentation menant aux ions A et Begsite une coupure des liaisons
C-C en position 1/3, 0/2, 0/3, 0/4, ou 2/4 du cyCleLe schéma de fragmentation dépend
fortement de la classe du flavonoide et de la guhet du cycle C. La Figure I-17 résume
les différentes possibilités de rupture et la nortaace des fragments obtenus (BSI

Les réactions de Retro Diels-Alders (RDA) génétastions fragment$®A* et1*B*
sont la voie de fragmentation la plus importantarpges flavanones, flavones et flavonols.
L'ion A" est dans la plupart des cas le fragment le pluscs.

Pour les flavones et les flavonols, la coupurgesition 0/2 est commune au
niveau du cycle C. L'ion fragmefitB* est formé avec des intensités relatives variarit de
90% selon la nature du flavonoide. Cet ion est gda@ent plus intense chez les flavonols,
moins chez les flavones). L'ion correspondafft® est quant a lui caractéristique des seuls
flavonols (Maet al. 1997). Des fragments moins informatifs, commuisua les flavonoides,
peuvent se former par la perte dgOH(18 u), de CO (28 u), de,id,0 (42 u) ainsi que les
pertes successives de@et CO (46 u). Dans le cas de ces dernieresyiltéatefois noter
gu’elles ne sont pas observées chez les isoflavdvaegroduction du cation radical [(M+H)-
15]", formé par la perte d'un radical méthyle, est pnéid@ante pour un grand nombre de
flavonoidesO©-méthylés. Le Tableau I-3 récapitule les ions fragta obtenus en mode positif

d’ionisation pour les différentes classes de flaidas (de Rijkest al.2006).

- lonisation négative

Le mode de détection négatif est plus sensible panalyse des flavonoides et le
schéma de fragmentation étant Iégerement différent,apporte des informations
supplémentaires et complémentaires sur la structera génine. Le Tableau I-4 récapitule
les fragmentations observées dans ce cas selgpdalé flavonoide considéré (de Rigdeal.
2006). La rupture du cycle C par Rétro Diels-Aldsuscessifs méne aux ioHa et"'B” en
fournissant des informations sur le nombre et petge substituants présents sur les cycles A
et B (Cuyckens and Claeys 2004). Comme dans leduasode positif de détection, la
fragmentation la plus importante résulte de la coaples liaisons C-C en positon 1/3. En

mode négatif, le fragment®A” est ainsi pour la plupart des flavonoides le fragm
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Tableau I-4 : lons fragments observés en mode négfgbour les différentes classes de flavonoides (&ike et al.2006)

Composés Substituants| lons fragments
-OH -OCH; | [M-H]" %°A" %%p %fpA O4pr t2ar t2pg L3Am B3g0 A Y4B 1y hyo151 [M-H-56] [M-H-72]
(-CH3) (-CO-CO) (-CO,-CO)
Flavones
Flavone 221 - - - - - - - - - - - - -
7-Hydroxyflavone 7 237 - - - - - - - - - - - - 165
4'-Hydroxyflavone 4 237 - - - - - - - 117 - - - - -
6,4'-Dihydroxyflavone 6,4' 253 - 134 - - - - - 117 - - - - -
Genkwanine 4 7 283 - - - - - - 151 - - - 268 - -
Apigénine 5,74 269 - - 107 - - - 151 117 - 149 - - -
Chrysine 5.7 253 - - - - - - 151 101 - - - - 181
Acacétine 5.7 4' 283 - - 107 - - - 151 133 - - 268 - -
Lutéoline 57,34 285 - - 107 - - - 151 133 - - - - 213
Flavonols
Galangine 5.7 269 - - - - - - - - - - - 213 197
Kaempférol 574 135 107 - - - 151 - - 161 - - -
Kaempféride 5.7 4 299 - - - - - - 151 132 - - 284 228 212
Quercétine 57,34 301 - - 107 - 179 121 151 - - - - - 229
Morine 57,24 301 - - 107 - - - 151 - - - - - -
Rhamnétine 534 7 315 - - 121 - - 165 - - - 300 - -
Isorhamnétine 57,4 3 315 107 - - - 151 - - - 300 - -
Fisétine 7,34 285 - - - - 163 121 - - - - - 229 213
Flavanones
Naringénine 5,7,4' 271 - - 107 - - - 151 119 - - - - -
Hespérétine 5,7,3' 4 301 - - 107 - - 151 - - - 286 - -
Eriodictyol 57,34 287 - - 107 - - - 151 135 125 - - - -
Isosakuramétine 5.7 4 285 - - - - - - 151 - 251 - 270 - -
8-Prényl-naringénine|  5,7,4' - - - - - - - 219 119 - - - - -
6-Prényl-naringénine 5,7,4' - - - - - - - 219 119 - - - - -
Isoflavones
Daidzéine 7.4 253 - 133 - - - - - 117 - - - 197 181
Génistéine 57,4 269 - 133 107 163 - - - - - - - - 197
Formononétine 7 4 267 - - - 177 213 - 254 - - - 252 - 195
Biochanine A 5.7 4' 283 - - 107 177 229 - 270- - - 268 - 211
3'-Méthyldaidzéine 7,4 3 283 135 148 - - - - - - - 268 - -
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majoritaire. Les isoflavonones font exception awecion ®*B" majoritaire caractéristique
(Hugheset al. 2001). Le degré d’hydroxylation du cycle B a urpaut sur la fragmentation.
Par exemple, pour les flavonols portant 2 hydroxyde plus sur le noyau B (quercétine,
fisétine et myricétine), les ion§%A-H] ™ et [1°B-H]” peuvent étre aisément observés, alors que
dans le cas d’'un cycle B non substitue, I'énergeallision nécessaire a la formation de ces
ions est beaucoup plus élevée (Cuyckenal. 2000; Fabreet al. 2001). La perte de petite
molécules neutres comme CO (-28 u) et,G@@4 u) due a la contraction du cycle C est
caractéristique des flavones (Fabteal. 2001). Enfin, La perte d'$D, [M-H-18] , indique la
présence de 2 groupements OHpetho I'un de l'autre, sur I'un des cycle A ou B (Wt al.
2004).

— Aglycones méthoxylées

La fragmentation d’un flavonoide méthoxylé entrdiérmation d’un ion radicalaire
caractéristique [M-H-15] (- CHg) associé au pic de base du spectre de masse Whkivattd
Ekeberg 2003). Justesehal ont étudié tres précisément la fragmentation@éalonoides
méthoxylés en mode négatif : les fragments [M-H-28][M-H-29] sont caractéristiques des
flavonoides monométhoxylés, alors que [M-H-15]M-H-30] et [M-H-28-30]" sont
prédominants dans le cas de flavonoides polymétésxyJustesen 2001). Comme la
fragmentation des isomeres est différente selgosition des groupements méthoxyles, il est
egalement possibleée déduire la position de ces groupements, en ammipk fragmentation des

flavonoides méthoxylés avec celle de témoins eégateméthoxylés

- Anthocyanes

Les anthocyanes étant chargés positivement awe$aikdleurs de pH, leur détection
en électrospray est facile a des faibles voltages [@squels d’autres composés ne sont pas
ionisés. L'electrospray produit dans un premiergsrfion pseudomoléculaire, celui-ci peut
étre fragmenté en modifiant les conditions d’ioti@a(Giustiet al. 1999).

La fragmentation des anthocyan@sglycosylés débute par un clivage de la liaison
osidique. Les masses (m/z) observées pour leshda@nes les plus communs sont de 271
(pélargonidine), 287 (cyanidine), 301 (péonidir8®3 (delphinidine), 317 (pétunidine) et 331
(malvidine). Comme pour les autres flavonoide$rdgmentation de ces génines apporte des
informations sur leur structure. Oliveiedal ont décrit la fragmentation de quatre d’entre eux
(cyanidine, péonidine, delphinidine et malvidine) spectrométrie de masse electrospray et
CID et Cette étude a mis en évidence les différerdiges a la substitution du cycle B

(Oliveiraet al.2001).
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Figure 1-18 : Ruptures homolytique et hétérolytiquede la liaison osidique, exemple de la
guercitrine
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II. 4. 2. 1. 3. dFlavonoide®-glycosylés

La fragmentation des flavonoidg3-glycosylés commence toujours par un clivage
hétérolitique de la liaison glycosidigue menant’ianl Yo par I'élimination du sucre et
rétention de la charge sur I'aglycone (Plaz@tial. 2009). La fragmentation des flavonoides
en mode positif ou négatif permet de déduire lestipaos des glycosylations, le type de

liaison interglycosidique et/ou la nature du suereninal.

— Nombre et types de sucres

Les fragments liés aux saccharides sont raremesdreds sur les spectres de masse
des flavonoides car, lors de la fragmentation, Harge reste généralement associée a
'aglycone. Lors de la fragmentation de I'ion pseudloléculaire, les pertes successives
doivent étre analysées afin de déterminer le norabte nature des sucres liés a I'aglycone.
L’élimination d’'un monosaccharide s'illustre aimsir la perte de 162 u pour un hexose, 146 u
pour un rhamnose, 132 u pour un pentose et 176 un po acide glucuronique. Ces
observation permettent alors de déterminer la aattite nombre de sucres présents au sein
de la molécule (Wolfendeat al. 1992; Cuyckens and Claeys 2004).

— Liaison génines-ose(s)

Plusieurs sites d®-glycosylation sont possibles pour les flavonoidesqui rend la
localisation de cette liaison génine-ose délidasemajorité des substituants osidiques se situe
au niveau des positions 3, 7 ou 4’ de l'aglycona.substitution en position 5 est tres rare
dans la mesure ou cet hydroxyle présente une fegbldivité pour la glycosylation en raison
de son engagement dans une liaison hydrogéne witaulaire avec le groupement
carbonyle en position 4 (Cuyckens and Claeys 2004)

Le site de glycosylation a une influence signifiatsur la fragmentation des
flavonoidesO-glycosylés. En effet, en mode négatif, en plugldiage hétérolytique menant
a l'ion Yq, un clivage homolytique de la liaison osidiquepsdsible, produisant I'ion radical
de la génine [¥-H]" noté Yy (Figure 1-18). La nature et la position du sudfeaent aussi le
clivage de la liaison osidique. Le radical provdnde la quercétine-8-glucoside ou
galactoside est beaucoup plus abondant que celvepant de la quercétine€3+rhamnoside
ou rutinoside. Pour les flavones et les flavonkddondance relative du radical par rapport a
'ion de la génine dépend du degré d’hydroxylatidun cycle B et de la position de la
glycosylation. Pour les flavonols@-glycosylés, le rapport o7Y o augmente avec le nombre
de groupements hydroxyles portés par le cycle Bisagde I'inverse se produit chez les

flavones 70-glycosylées (Hvattum and Ekeberg 2003). En oueeradical n’est observé ni
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Figure 1-19 : Mécanisme possible pour la formationde lion Y* par CID de lion [M+H] © exemple de la naringénine-1-
neohesperidoside (103) d’aprés (Mat al.2000).
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dans le cas des flavanones ni dans celui des diblydicones, ce qui indique qu’une double
liaison en 2/3, adjacente donc au carbonyle entipnst est requise pour la formation d’'un
radical stable de la génine. Ce radical n’estnmamsplus observé dans le cas de flavonoides 3-
meéthoxylés (Cuyckens and Claeys 2004).

La fragmentation de ce radical peut aussi appaies informations, puisqu’en
fonction du site de glycosylation, il est local&éles endroits différents de la molécule. La
fragmentation du radical génine requiert une fodeergie de dissociation. Cette
fragmentation présente des différences avec larfeatption de I'ion génine : les ioisB ™
produits sont plus abondants dans le cas d'ui@gfycosylation alors que pour lesG¥
glycosylations, les ion8"A~ sont relativement plus abondants (Cuyckens éaely€ 2005).

En mode positif, Cuyckens et Claeys se sont penshéfa fragmentation, dans des
conditions hautement énergétiques, de I'ion adtWitiNa]’. Les adduits sodium peuvent étre
tres communs et tres abondants quand la soluti@héét a été stockée dans des récipients en
verre mais leur présence dépend également de laesalionisation employée et de la
géomeétrie de celle-ci. La fragmentation de cetadduit permet de localiser de fagon certaine
la position du groupement osidique. En effet, l&dspnce d’'un ion du cycle B contenant le
résidu osidique indique une liaison osidique eritpws4’; alors que les pertes successives du
sucre et du cycle B sont caractéristiques d’unsdiaen position 3 ; enfin, la perte du cycle B
a la fois a partir de I'ion [M+N4]et de I'ion de la génine est le signe d’une linisa position
7 (Cuyckens and Claeys 2005). Lors de la fragmiemtate I'adduit sodium, il est possible
d’observer I'élimination de la génine et donc lanfation d’'un ion saccharide. Cette
fragmentation peut confirmer, dans le cas de flaide® polyglycosilés, la présence d’une
chaine de sucres située sur une seule positioteffteltl and Brodbelt 2001).

— Lien interglycosidique

Les rutinosides (rhamnosyl€l— 6)-glucose) et les neohesperosides (rhamnosyl-(1
— 2)-glucose), sont les disaccharides les plus camément lies aux flavonoides (Abad-
Garciaet al.2009). De nombreuses études ont été menées aksriibres années afin de les
différencier.

En ESI et FAB', la caractérisation des deux isoméres est basdessintensités des
fragments Y: [M+H-Rha]’, Yo: [M+H-Rha-Glu, et sur la présence d'un ion « inattendu »
appelé Y, formé par la « perte d’un glucose interne ». La@née de cet ion Ypeut induire
en erreur quant a la séquence des sucres. Enaffegn apparait a m/z [M+H]-162u, ce qui
pourrait correspondre & la perte d’'un glucose teai{Figure 1-19). De ce fait, Ypourrait
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Flavonoides O-Hex-rha

UV-Vis
FVNou FVL
Yol >/ A\ Tzl [Vl >21 )
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[M+H]*

[YoI* [M+H]*- 308 u
[Y,]* [M+H]*- 146 u
[Y'] [M+H]*-162 u
[B,]* m/z 309
[B.]* m/z 147

2[Y, ] > [Yol*

| rut |

[Yol* 2 [Y,]*

[Y,]" >> [Yo]*

(18->30)rut | | (18>70)-rut |

Figure 1-20 : Méthodologie pour la différentiation des flavonoides rutinosides (rut) et
neohesperidosides (nhes) basée sur les spectres @V les ions produits par la
fragmentation MS? de [M+H]" (flavone : FVN, flavanone : FVNN, flavonol : FVL)

(Abad-Garcia et al.2009)

Tableau I-5 : Fragmentation MSde I'ion [M-H] ~ des flavonoidesO-glycosylé par deux
glucoses: sophorosides, gentiobiosides et X,Y-dighsides (Ferrerest al.2004)

MS? [M-H]" (m/2) (%)

Composes (M-Hlm/2 (-1209*X ¢ (-162) Y,  (-180) &’ (-324) Yo
Sophorosides (Glc:2)Glc)

Kaempférol 3- 609 448 (3) 429 (28) 285 (100)
Quercétine 3- 625 505 (10) 463 (9) 445 (31) 30D)10
Hypolaétine 7- (80H lutéoline) 625 463 (15) 448)(2 301 (100)
8-OMe-kaempférol 3- 639 459 (79) 315 (100)
Gentiobiosides (Glc(®6)Glc)

Kaempférol 3- 609 447 (1) 285 (100)
Isorhamnétine 3- 639 477 (1) 315 (100)
Patulétine 3- 655 493 (3) 331 (100)
Spinacétine 3- 669 345 (100)
X,Y-di-Glucosides

Kaempférol 3,7- 609 489 (7) 447 (100) 285 (23)
Quercétine 3,4'- 625 463 (100) 301 (33)
Quercétine 7,4'- 625 505 (2) 463 (100) 301 (29)
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étre associé a I'ion yd’'un isomére dont la séquence serait Glu-Rhaeaaude Rha-Glu (Ma
et al. 2000; Cuyckenst al.2001; Maet al.2001).

En 2009, Abad-Garciat al ont développé une méthodologie en mode d’ionisatio
positive pour déterminer la liaison interglycosidégen utilisant un triple quadripdle. (Abad-
Garcia et al. 2009) Cette méthode est basée, comme les référgméeedentes, sur la
fragmentation M&de I'ion pseudomoléculaire. L’élimination du disharide (formation de
I'ion Y¢") est plus favorable pour les isoméres liés ef21a cause des répulsions stériques
entre le rhamnose terminal et I'aglycone (plus peokun de l'autre que lorsque la liaison est
1-6).

Dans le cas des flavonols et des flavones, liritérde I'ion Y;" est plus faible pour
les neohesperidosides. La formation de I'ioeaf également visible.

Le spectre de masse des flavanones est plus coenfléan Y est beaucoup plus
abondant que dans le cas des flavonols ou des #avom il ne dépasse pas 5 % d’intensité
relative. Il est possible de différencier les rusinies et neohesperidosides de flavanones en
comparant l'intensité des ions ¥t Yo" Pour les rutinosides, Yreprésente le pic de base
alors que pour les neohesperosides, I'intensit¥ dest plus faible que celle de'Y(Figure
1-20).

Ferrereset al ont proposé leurs propres régles pour différenememode d’ionisation
négative la liaison interglycosidique au moyen @urappe ionique en se basant sur les ions
Yo, Y1 et Z'. lls appliquent ces regles a d’autres types déyabgides. lls comparent la
fragmentation de flavonoides substitués par deugogkes, soit sous forme @ediglucosides
comme les sophorosides (glucosy(® 2)-glucose) et les gentiobiosides (glucosyl-(2
6)-glucose), soit sous forme de@iglucosides (deux sucres sur deux hydroxyles @iffts).
Dans le cas de®-diglucosides le fragment majoritaire obtenu pab @kt I'ion Yy , aprés
une perte de 324 u (disaccharide complet). Potérdiitier le lien interglycosidique il faut
s’intéresser a la présence du fragment qui est caractéristique de la liaison-L2 (23 a
79% d’intensité relative pour les sophorosides)fragment est absent lors d’une liaisom1
6 (gentiobiosides). Dans le cas flavonoides di-@asides, le fragment majoritaire est
différent, il s’agit de I'ion ¥ (perte de 162 u, un seul glucose), I'ion&® aussi présent (23 a
33% d’intensité relative) et I'ioniZn’est pas détecté (Tableau I-5) (Ferrezeal. 2004).

Il. 4. 2. 2.Dérivés d’'acides cinnamiques, esters de |'acidaique

La difficulté dans I'analyse structurale de eswesl’acide quiniqued4) réside dans

l'identification de la (ou des) hydroxyle(s) engéx)élans une (des) liaison(s) ester(s) avec un
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Tableau 1-6 : Schéma hiérarchique d’identificationpar LC-MS" de dérivés d’acide quinique mono et diacylés d’'ags (Clifford et al.
2003; Clifford et al.2005).

Etapes| lons Identification Abréviation | Action

ion parent m/z 337 acidep-coumaroylquinique (ApCoQ) voir 2
ion parent m/z 353 acide caféoylquinique (ACQ) voir 3

1 ion parent m/z 367 acide féruoyloylquinique (AFQ) voir 4
ion parent m/z 515 acide dicaféoylquinique (diIACQ) voir 5
ion parent m/z 529 acide caféoylféruoylquinique voir 8
pic de base en M3n/z 163 acide 3p-coumaroylquinique (A 3-pCoQ)

2 pic de base en M3n/z 173 acide 4p-coumaroylquinique (A 4-pCoQ)
pic de base en M3n/z 191 acide 5p-coumaroylquinique (A 5-pCoQ)
pic de base en M3n/z 191, pic secondaire m/z 179 (50% du pic de)bas acide 3-caféoylquinique (A 3-CQ)

3 pic de base en M3n/z 173 acide 4-caféoylquinique (A 4-CQ)
pic de base en M3n/z 191, pic secondaire m/z 179 (<5% du pic debas acide 5-caféoylquinique (A 5-CQ)
pic de base en M3n/z 193 acide 3-féruoyloylquinique (A 3-FQ)

4 pic de base en M3n/z 173 acide 4-féruoyloylquinique (A 4-FQ)
pic de base en MSn/z 191 acide 5-féruoyloylquinique (A 5-FQ)

5 MS? m/z 353, pic de base en M®/z 173 acide 4,x-dicaféoylquinique Voir 6
MS? m/z 353, pic de base en M&/z 191 acide dicaféoylquinique sauf en|4 voir 7
MS® m/z 173, MS: pics intenses (50%) a m/z 299 et 203 acide 1,4-dicaféoylquinique (A 1,4-diCQ)

6 | MS®m/z 173, M$: pic moyen (15%) & m/z 335, MSpic intense (>50%) a m/z 179| acide 3,4-dicaféoylquinique (A 3,4-diCQ)
MS® m/z 173, M$: pic & m/z 335 indétectable, MSpic intense (>50%) & m/z 179 | acide 4,5-dicaféoylquinique (A 4,5-diCQ)
MS® m/z 191, M$: pic moyen (>30%) a m/z 335, KISpic intense (>50%) & m/z 179cide 1,3-dicaféoylquinique (A 1,3-diCQ)
7 MS® m/z 191, MS: pic faible (<10%) a m/z 335, MSpic faible (<10%) a m/z 179 | acide 1,5-dicaféoylquinique (A 3,5-diCQ)
MS® m/z 191, MS$ : pic m/z 335 indétectable, MSpic intense (>50%) a m/z 179 | acide 3,5-dicaféoylquinique (A 3,5-diCQ)

8 pic de base en M3n/z 173 acide 4,x-caféoylféruoylquinique Voir 9
pic de base en M3lifférent & m/z 173 acide 3,5-caféoylféruoylquinique voir 12
9 MS® m/z 173, MS: pic secondaire 335 et 349 avec une intensi#0ge acide 3,4-caféoylféruoylquinique voir 10
MS® m/z 173, MS$: pic secondaire 335 et 349 avec une intensi@0ge acide 4,5-caféoylféruoylquinique voir 11
10 pic de base en M3n/z 367, MS: pic secondaire m/z 193 acide 3-caféoyl,4-féruoylquinique
pic de base en M3n/z 353 ou 367 (intensité proche), f48c secondaire m/z179 acide 3-féruoyl,4-caféoylquinique
11 pic de base en M3n/z 367, MS: pic secondaire intense (>50%) m/z 193 acide 4-féruoyl,5-caféoylquinique
pic de base en M3n/z 353, MS pic secondaire intense (>50%) m/z179 acide 4-caféoyl,5-féruoylquinique
12 pic de base en M3n/z 367, pic de base M&/z 193 acide 3-féruoyl,5-caféoylquinique
pic de base en M3n/z 353, MS pic secondaire intense (>50%) m/z179 acide 3-caféoyl,5-féruoylquiniquie




Chapitre | : Travaux antérieurs

(des) dérives cinnamique(s). En effet, quatre hygesxdifférents peuvent étre impliqués
dans cette (ces) liaison(s). Cependant, les différisomeres de position ont un mécanisme de
fragmentation distinct en mode d’ionisation négatiee qui permet leur distinction.
L’ionisation positive n’apportant aucune informatisur ce point ne sera pas détaillée ici.

Clifford et al proposent ainsi un schéma hiérarchique permettatentifier les dérivés
d’acides cinnamiques par LC-MS (Cliffoet al. 2003; Clifford et al. 2005). Ce schéma est
basé sur les différences de fragmentation deg€iffé isomeres (Tableau I-6).

COCH
COOH

= HO,
Ho™ f “OH

R oH
OH
R = H acide p-coumariqugl
R= OH acide caféiqu@2 acide quiniqué®4
R = OCH acide férulique3

Il. 4. 2. 2. 1.Dérivés monoacylés

En mode d’ionisation négative, tous les dérives raopleés d'acide quinique donnent
uniquement I'ion moléculaire [M-H]La masse de cet ion nous renseigne sur la nature de
I'acide greffé sur I'acide quinique (5AQ) : acideféique 92) (C) 353; acide féruliquedp)

(F) 367, acide-coumarique41) (pCo) 337. Lors de la fragmentation en Mdes différences
dans la masse des fragments et dans leur intgesitéent étre observées selon 'emplacement
de la fonction ester. La Figure I-21 résume lacstme des différents fragments pouvant étre
obtenus.

Tout d’abord, il est facile de distinguer une atigla sur I'hydroxyle en position 4, lors de
'observation d’un pic de base a m/z 173, corredpan au fragment déshydraté Figure
I-21). De plus, la M&confirme cette position, par 'importance de Knsité des pics & m/z
93 et 111. Les dérivés acylés en position 5 eid&a@-caféoylquinique (A 3-CQ) donnent
tous des pics de base & m/z 191) @ MS et des ions & m/z 85 §Q127 (Q) et 172 (Q) en
MS3. L’'acide 3p-coumaroylquinique (A3-pCoQ) et I'acide 3-feruoyiigue (A 3-FQ) se
distinguent par des fragments en M8&spectivement & m/z 1634)fet 193 (A). Les acides 3
et 5-caféoylquinique donnent le méme pic de baskl®h mais ils peuvent étre différenciés
par le pic a m/z 179 (A dont l'intensité relative est tres supérieure pbisomere 5 par
rapport a I'isomere 3 (49%s 5%) (Clifford et al.2003).
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Figure 1-21: Structure des fragments dérivés de #cide quiniqgue et des acides

cinnamiques
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Le spectre de fragmentation du A 1-CQ est presdeatigue a celui du A 5-CQ. lIs
peuvent étre cependant différenciés selon leueattilution en phase inverse (Cliffoed al.
2005), ou par comparaison avec des témoins comawsrcbu synthétiques clairement
identifiés (la synthese du A 1-CQ est possible pydrolyse partielle du A 1,3-diCQ)
(Clifford et al.2005; Zhanget al.2007).

Il. 4. 2. 2. 2.Dérivés diacylés

Il s’agit toujours ici d’études réalisée par I'ep@ide Clifford. En 2003.

Position 1 libre Comme dans le cas des dérivés monoacylés, la tstiostien position 4
est caractérisée par la présence d'un pic de bas¢ézal73 en M& Cet ion n'est pas
détectable dans la fragmentation du A 3,5-diCQ, gomduit par contre au fragment
majoritaire Q (m/z 191) en M% ainsi qu’'aux fragments secondaires & m/z 83, (@7 (Q)
et 172 (Q), précédemment observé pour les 3-et 5-ACQ.

Afin de différencier les acides 3,4 du 4,5 dicat§ainique, on peut mesurer l'intensité
relative du fragment £(m/z 335) en M$& Ce fragment est en effet nettement plus intense
dans le cas du A 3,4-diCQ (16% contre moins de 56&6 [@A 4,5-diCQ). De plus, le A 3,4-
diCQ produit les fragments ;Qm/z 191) en M& et @ (m/z 111) en M§ dans des
proportions deux fois plus grandes par rapportamposé A 4,5-diCQ (Clifforet al.2003).

Cas des dérivés 1,x-diacyléSi les molécules sont déja acylées en positioh réste 3
possibilités pour une deuxiéme acylation : en pmsi8, 4 ou 5. Comme pour les dérivés
monoacylés, le A 1,4-diCQ est différenciable du ,8-diCQ et A 1,5-diCQ par la présence
d’'un pic de base & m/z 173 en f18es composés A 1,3-diCQ et A 1,5-diCQ se distamju
par l'intensité relative du fragment,;@n MS (m/z 335), voisine de 35 % pour le A 1,3-
diCQ et de 7% pour le A 1,5-diCQ (Cliffoet al.2005).

Cas des diacylés mixtedes dérivés diacylés mixtes sont des esters ddagidnique
comportant deux groupements esters avec deux agitemmiques différents. Un exemple de
détermination structurale de ces molécules est dopmé Clifford avec les acides
caféoylféruoylquinique (Cliffordet al. 2003), mais en raison de l‘abscence de ce type de
composé dans notre étude, leur analyse structoeasera pas détaillée ici.

Malgré les avancées de la spectrométrie de masseuasl des derniéres années, cette
technique n’est souvent pas suffisante pour identde nouvelles structures de composeés
phénoliques. Elle constitue cependant un préalatulispensable aux techniques de RMN

mono et bidimensionnelles.
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Tableau I-7 : Déplacements chimiques des protons Bf-et -6’en fonction du type de
flavonoides

Flavonoides oxygénés en 4’ H-2',-&, ppm)
Flavanones 7.1-7.3
Dihydroflavonols 7.2-7.4
Isoflavones 7.2-7.5
Chalcones 7.4-7.6
Aurones 7.6-7.8
Flavones 7.7-7.9
Flavonols 7.9-8.1

Tableau I-8 : Déplacements chimiques des différentypes de protons présents dans les
flavonoides

H 8 en ppm
5-OH 12-14
cycle B 6.5-8.1
cycle A 5.7-6.9
H-4 anthocyanes 6.0-8.0
H-2 isoflavones 7.5-8
H-3 flavones 6.3 environ
H-2 flavanones 5.0-6
H-3 flavanones 2.5-3
protons anomériques des sucres  4-6
autres protons des sucres 3-4
méthoxyles 3.54

CHs;du rhamnose 0.85 environ
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II. 4. 3. RMN

Il. 4. 3. 1.Flavonoides

En général, le cycle A des flavonoides est hydxyl position 5 et 7. Les protons H-
6 et H-8 apparaissent sous forme de doublets4.5Hz) entre 5.7 et 6.5 ppm. Le signal du
H-8 est toujours lIégérement plus déblindé que abiuH-6. La présence d’une glycosylation
en position 7 déplace les deux signaux d’envirdh2-ppm. Dans le DMSO, le déplacement
chimique du proton d’'une fonction hydroxyle en 5 sie entre 12 et 14 ppm, ce fort
déblindage étant di a la une liaison hydrogéneraciéie avec la fonction carbonyle en
position 4.

Les protons du cycle B présentent habituellemestdiplacements chimiques entre
6.5 et 8.1 ppm. Ces signaux peuvent apporter desrniations sur le degré d’oxygénation des
cycles B et C. Si le cycle B est oxygéné unigueneenposition 4’, on observera alors deux
doublets J = 8.5Hz). Le doublet des protons équivalents Ht34&’'est toujours plus blindé
(déplacement chimigue compris entre 6.5 et 7.1 pgne) celui des protons H-2' et H-6',
guelque soit le type de flavonoide. Par contrejdplacement chimique du doublet associé
aux H-2' et H-6’ dépend du degré d’oxydation duley€ (Tableau I-7). Le spectre de RMN
des flavonoides oxygénés en position 3’ et 4’ st pomplexe car le cycle B comporte alors
trois protons non-équivalents. Pour les flavortefagonols, le H-5' apparait sous forme de
doublet § = 8.5Hz) entre 6.7 et 7.1 ppm, le H-6" sous formreeddublet dédoublél & 2.5 et
8.5 Hz) et le H-2' sous forme de doubldtg 2.5 Hz). Ces deux derniers ont souvent des
déplacements chimiques proches voire identiquese éh2 et 7.9 ppm. Dans le cas des
flavonoides trihydroxylés sur le cycle B, les praad-2’ et H-6' sont magnétiquement
équivalents. Il en résulte un unique singulet e6téeet 7.5 ppm (Mabrgt al. 1970; Agrawal
and Markham 1989).

Certains déplacements chimiques sont caractéristiguetype de flavonoide étudié
(Tableau 1-8). Par exemple, le proton H-2 d'undlégsmne apparait sous forme de singulet
entre 7.5 et 8.0 ppm, alors que le proton H-3 dfleneone est en général plus blindé (environ
6.3 ppm). Le spectre de RMM des flavanones montre, des signaux caractérestiqu
résultant des interactions entre H-2, Hn3 et H-3;s. Le proton H-2 apparait comme un
doublet dédoublé entre 5 et 6 ppm et les deux psodo position 3 apparaissent sous la forme
d’'un multiplet entre 2.5 et 3 ppm. La situation désydroflavonols est plus simple puisque
seuls deux hydrogénes sont présents sur ces pssitioacun apparaissant sous la forme d’'un
doublet : H-2 a environ 5.2 ppm et H-3 a envirch gpm. Les protons des cycles A et B des
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Tableau 1-9 : Déplacements chimiques des différentgpes de carbones présents dans les
flavonoides d’aprés (Harborne 1988)

13C

3 (ppm)

carbonyle
aromatique
oxygéné

non oxygeéné

aliphatique
oxygéné (sucre)
non oxygéné (C-2, 3 flavanones)
Méthylénedioxyle
O-CH3 aromatique
C-CH3 aromatique CQO-83
C-CH3 aliphatique

210-170

165-155 (sans oxygénatiornép)
150-130 avec oxygénation erp) ; environ 135 pour
C-3-OH
144-135 C-4 anthocyanes
135-125 (sans oxygénation efp)
129-90 avec oxygénation evp) ;
110-102 pour C-3

105-55
80-40 (épicatécGide28 ppm)
environ 100
55-60 (59-64 pour tethodisubstutués)
environ 20
environ 17

Tableau 1-10 : Déplacements chimiques des carbonds cycle C des différents types de
flavonoides (Harborne 1988)

Type aglycone C-2 C-3 >C=0
Chalcones 136.9-145.4 ¢ 116.6-128(@) 188.6-194
Flavanones 75.0-80.3 42.8-44.6 189.5-195.5
Flavones 160.5-165 103-111.8 176.3-184
Flavonols 145-150 136-139 172-177
Isoflavones 149.8-155.4 122.3-125.9 174.5-181
Aurones 146.1-147.7 111.6-111.9(=CH-) 182.5-182.7
Anthocyanes 155-168 136-158 135-144
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aurones présentent des déplacements chimiquesisanib ceux des autres flavonoides. La
seule différence provient du proton =C-H, résonranite 6.4 et 6.9 ppm. Sur le spectre de
RMN-'H des chalcones, les protoaset  de la double liaison apparaissent sous forme de
doublets J= 14-17 Hz), respectivement entre 6.7 - 7.4 et 7.3 ppm.

La RMN du proton est aussi trés utile dans la ddéteation des structures de
flavonoides glycosylés. Par exemple, le proton aramue du glucose a un déplacement
chimique (environ 5.85 ppm) bien différent de celuirhamnose (environ 4.2 ppm). De plus,
la configuration relative du carbone C-1" du sugeut étre déterminée par la mesure du
couplage entre les deux protons H-1" et H-2". Ddm%as dip-glucose, H-1" et H-2” sont
orientés de fagon axial@ € 6 Hz), alors que pour lesglucosides, le proton H-1" est orienté
de fagon équatoriale et sa constante de couplagel@yeoton H-2" est par conséquent plus
faible. Pour les dérivés de rhamnose, on observeingulet a 0.85 ppm intégrant pour 3
protons, caractéristique du gEn position 6.

Le spectre de RMNZC des flavonoides peut aussi étre utile dans léterchination
structurale, le Tableau I-9 résume les différ@atebservés chez les flavonoides.

Les difféerents types d'aglycones ne sont pas djstbles sur la base des
déplacements chimiques des carbones aromatiquescyadss A et B, par contre les
déplacements chimiques des 3 carbones du cyclentCseavent distinctifs. Le Tableau 1-10
résume les déplacements chimiques de ces 3 carpouekes différents types d’aglycones.

Il. 4. 3. 2.Dérivés d’acides cinnamiques, esters de 'acidaique

Le spectre de RMNH des acides phénoliques de type acide cinnamigsk,la
somme des spectres de l'acide quinig®4) et de l'acide cinnamiquegp{coumarique 41),
caféique 92), ou férulique 93)].

Les deux méthylénes de I'acide quiniq@)(présentent un déplacement chimique
situé entre 1.8 et 2.6 ppm. lls apparaissent saus@ms forme de multiplets. Les signaux
correspondant aux H-3, H-4 et H-5 étant généralemmézux résolus, leur attribution peut se
faire grace a leurs constantes de couplage. Eh effibes-ci dépendent de I'angle de liaison
entre les protons voisins. Par exemple, la cors@atcouplagéd, sentre le proton H-4 (axial)
et le proton H-5 (axial) sera plus élevée quge(axial-équatorial) (Morishitat al. 1984). Les
déplacements chimiques de ces protons (compris 8rret 5.6 ppm) sont directement liés a
la substitution des groupements hydroxyles et dép@ndbnc de la position du ou des acides
cinnamiques sur I'acide quinique, les protons @gebanes portant les liaisons esters étant les
plus déblindés (Corset al. 1962; Paulet al. 1998).
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La partie acide cinnamique est reconnaissable gmrdeux signaux de la double
liaisontrans qui ont des constantes de couplage caractéristicpmprises entre 15 et 17 Hz.
Leurs déplacements chimiques varient de 6.1 af@a gour H-8 et de 7.4 a 7.7 ppm pour H-
7. Le nombre et I'appartenance des autres signeuxaiques dépendent du type d’acide
cinnamique. Deux doublets, intégrant chacun poux ggotons, sont observés dans le cas
d’'un acidep-coumarique et un systéme ABX dans le cas dessacaféique et férulique. Un
singulet correspondant a un méthoxyle est obseamné k& cas de I'acide férulique vers 4 ppm.

Forme chaise de I'acide quiniqu@4j
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Figure 1I-1: Exemples de spectre UV pour les troistypes de composés phénolique
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Chapitre 1l. Identification structurale

Afin d’étudier la diversité des composés phénolgjpeesents dans les inflorescences
du genreHydrangea il est nécessaire de développer une méthode panhee les séparer,
de les quantifier et de les identifier. Des métlsoda chromatographie liquide haute
performance (CLHP) couplées a une détection UVbBlksont donc été mises au point (cf.
partie expérimentale). L'analyse des 99 extrait®a@lques des différentes especes, par ces
méthodes, nous a permis de détecter et de quafieomposés phénoliques. Des exemples
de chromatogrammes sont représentés dans les AnBexeb Des analyses structurales en
ligne (CLHP-UV et CLHP-SM) ont ensuite été réalsédans le but d'identifier ces
COMpOSES.

La premiere étape de l'identification a été I'exgdton des différents spectres UV-
visible enregistrés aprés analyses CLHP-UV desaiggtbruts. Les maxima d’absorptions
relevés ont en effet pu étre rattachés a troiggoas de composés phénoliques. ¢hapitre
1.1.4.1p28):

- Les anthocyanes, qui présentent une absorbanecesénét caractéristique entre
465 et 560 nm (bande ) et une absorbance moyemne 265 et 280 nm:
compose$1-80(Figure 11-1 A).

- Les flavonoides, qui présentent un massif a dec (ic Il entre 240 et 270
nm et pic | entre 320 et 380 nm) : compo4¢£s, 12-45 47, 49-52 54 et 55
(Figure 1I-1 B).

- Les dérivés d’acides cinnamiques dont le maximuaisbrption se situe aux
alentours de 320 nm : composkSs, 5, 7-11, 46, 48, 53 et 56-60 (Figure 1I-1
C).

En vue d’obtenir des informations structurales phaosnpléetes sur les molécules
présentes dans les extrait$lgtirangea nous avons entrepris un certain nombre d’analyses
par LC-MS, dans les mémes conditions chromatographiquededtiéspray (ESI) a été
utilisé comme technique d’ionisation tandis qu'ysteme dispersif de type trappe ionique a
permis lI'analyse des différentes especes ioniqueduftes et de leurs éventuelles filiations.
Grace a cette technique, une quatrieme classe lewmma pu étre identifiée dans les extraits
d’Hydrangea Ce sont des dérivés spermidino-cinnamiques. @e e composé n’avait
précédemment jamais été identifié dans le genre.

Aprés analyse des données UV-visible et MS de rtraits, des échantillons témoins
choisis parmi ceux disponibles au sein de notrégewte recherche ont été analysés dans les

méme conditions chromatographiques. Ces témoinsd®miusieurs sources : échantillons
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Tableau II-1 : Liste des témoins utilisés
. Tren m/z m/z
Composé Structure min Amax €N NM M+H]*  [M-H]" Source
Acide 5-caféoylquinique : i Sigma-Aldrich
8 acide chlorogénique 16,0 300 (sh)-326 355 353 (St Quentin Fallavier, France)
Quercétine-30-rutinoside ; i i Sigma-Aldrich
25 rutine 30,5 256-266 (sh)-354 611 609 (St Quentin Fallavier, France
29 Quercétine- ?D-g_alactoade ; 33,1 254-267 (sh)-353 465 463 Extrasynthese
hypéroside (Genay, France)
30 Quercetlne-&)-glycosme ; 33,7 256-266(sh)-354 465 463 Extrasynthese
isoquercétine (Genay, France)
33 Lutéoline-ZO-glucoside 34,7  268-254-349 449 447 (g’étr::}slygtrgenscee)
Naringénine-7O- i Extrasynthese
98 neohespéridoside ;naringin 38,68 283-327 581 579 (Genay, France)
39 Quercétine-30-glucuronide 38,8 256-347 479 477 SONAS*
41 Q”erce(;'l;‘:r':ir};heamnose 39,2 255-266 (sh)-349 449 447 ((E)e(tr:g;ygtrgiii)
44 Apigénine-ZO-glucoside  39.9 267-336 433 431 (g’e‘tr::;ygtrg?‘ii)
48 Acide 1,5-dicaféoylquinique 40,8 300-327 499 515 TEIPMAI
99 Cynarineouacide 1,3 »q5 300327 499 515 ITEIPMAI
dicaféoylquinique
68 Delphinidine-30-glucoside  23,3** 524 465 (g)étr:giyrlltrgens‘ci)
73 Cyanidine-30-rutinoside 29,2** 515 593 Extrasynthese

(Genay, France)

*isolée au laboratoire a partir de Senecio giganteugMezacheet al. 2009), **temps de rétention obtenus

dans les conditions expérimentales utilisé pour Iséparation CLHP-UV des anthocyanes

Sh = shoulder : épaulement



Chapitre 1l. Identification structurale

commerciaux, produits isolés au laboratoire ou aus@p majoritaires déja identifiés dans
d’autres extraits végétaux. Leurs temps de rétenfieLHP), spectres UV et spectres de
masse ont été directement comparés a ceux des sémpoésents dans les extraits. Ces
témoins ont ainsi permis d’identifier 11 composés eldraits dHydrangea(Tableau 11-1).

L’analyse CLHP/DAD/MS a finalement été complétéa, @as de nécessité, par
isolement des composés suivie d’analyses par RMNometnbidimensionnelle de ces
derniers.

L’analyse structurale des composés phénoliquespsésentée par classe chimique en
commencant par les anthocyanes puis les flavonoldesacides cinnamiques et enfin les

dérivés de la spermidine.

l. Anthocyanes

Les anthocyanes étant présents en faibles quaetitéomparaison avec les autres
composeés phénoliques, leur analyse en CLHP a 35@stndlifficile en milieu neutre. En
milieu acide, ils sont facilement distinguables detres composés (absorption a 530 nm),
mais le fait qu’ils soient chargés positivementdréeur séparation malaisée. Le pH est un
facteur relativement important dans la séparates ahthocyanes. En effet, & pH inférieur a
3.2, ils existent sous deux formes distinctescakson flavylium (rouge) et la base quinonique
(bleue). Plus précisément, a pH 1.5 un anthocyanha 86% sous sa forme cation flavylium,
contre seulement 67% a pH 2.5 (da Cecsital. 2000). A pH supérieur a 2, I'élargissement
important des pics chromatographiques résulte ideeftonversion entre ces deux formes,
entrainant une faible résolution et une réductios lilmites de détection (da Costa al.
2000). La polarité de I'aglycone est le facteur enajaffectant la rétention des anthocyanes.
Dans des conditions usuelles, I'ordre d’élution:edérivés de la delphinidine, suivis par
ceux de la cyanidine, pétunidine, pélargonidin@npdine et malvidine. En phase inverse, la
présence d’'un ou plusieurs sucres diminue la rétertes anthocyanes et les diglycosylés

sont généralement élués avant les monoglycosyé&€¢dtaet al. 2000).
l. 1. Spectroscopie UV-Visible

Pour les anthocyanes, la positiondix dépend de plusieurs parametres : le solvant,
le pH et le degré d’hydroxylation du cycle B (BoHr@98). L’analyse CLHP en condition
acide (2% de TFA) permet aux anthocyanes d’étre awsforme cation flavylium et donc
d’absorber dans le visible. L&gax Observés pour nos 20 composés détectés variditda
527 nm. Le solvant dans lequel sont mesurés legregdJV-Visible est le solvant d’élution.
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Tableau 1I-2: Spectres UV-Visible fmax) €t spectres de massan(z des anthocyanes
détectés dans les extraits des 3 espéeces coloraegehreHydrangea

Temps de Spectre Temps de

rétentions UV- rétentions Malgse de Masse des
Composés moyen Visible moyen mollélgﬂlaire fragments Structure
LC/DAD Amax€n LC/MS m/z
(min.) nm (min.) m/z

61 11,3 520 Dérivé de delphinidine

62 13,6 520 Dérivé de delphinidine

63 17,3 524 Dérivé de delphinidine

64 17,6 524 Dérivé de delphinidine

65 18,4 525 Dérivé de delphinidine

66 21,2 526 10,2 597 303 Delphinidine-3-sambubioside
67 23,2 524 Dérivé de delphinidine

68 23,3 524 11,36 465 303 Delphinidine 3-glucoside
69 25,2 521 Dérivé de delphinidine

70 27,0 522 Dérivé de delphinidine

71 27,3 524 9,9 669 507-303 Delphinidine + hexoseétyhexose
72 27,6 524 Dérivé de delphinidine

73 29,2 515 Cyanidine-3-rutinoside

74 314 522 Dérivé de delphinidine

75 33,5 523 Dérivé de delphinidine

76 36,3 521 Dérivé de delphinidine

77 37,1 527 Dérivé de delphinidine

78 38,4 522 Dérivé de delphinidine

79 39,6 527 Dérivé de delphinidine

80 42,7 527 Dérivé de delphinidine
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Dans les conditions classiques (eau/acétonitrileaa/méthanol), les dérivés de la cyanidine
ont unAmax de 515-517 nm et les dérivés de la delphinidinés#@-523 nm (Hong and
Wrolstad 1990). Un seul de nos composés, ayankqdpinférieur a 520 nm, peut étre
identifié comme étant un dérivé de la cyanidiif® (Amax = 515 nm). Les autres composes,
ayant des.max compris entre 520 a 527 nm, peuvent étre ideatd@mme étant des dérivés de
la delphinidine. Le spectre UV des anthocyanes mpausiet aussi de déterminer la position
des glycosylations. En effet, le rapport d’absodeafysonn{Armax €St différent si la position 5
est occupée ou non (Hong and Wrolstad 1990). $iokition 5 est occupée en plus de la

position 3, ce rapport sera beaucoup plus faibéesigeule la position 3 est occupée.
l. 2. Spectrométrie de masse

L’analyse des anthocyanes par CLHP couplée a lerspeétrie de masse est délicate.
En effet, la bonne séparation de ceux-ci nécedsieconditions fortement acides, alors que la
source electrospray du spectrométre de masseare s ces conditions trop acides et trop
chargées en ions. Il a donc fallu adapter la m&hd@nalyse CLHP a l'analyse en
spectrométrie de masse pour obtenir un compromige ame bonne séparation et des
conditions acides pas trop drastiques qui ne risigo@s d’endommager I'appareil.

La structure et donc I'ordre d’élution des anthomaest beaucoup influencée par le
pH, comme nous l'avons vu précédemment. Dans lesdlittmms mises au point lors de
'analyse UV-Visible, une bonne séparation a étewobe, mais pour des pH faibles (2% de
TFA). Pour le couplage CLHP-MS, les conditions chabtographiques ont été modifiées pour
se situer dans une zone de pH plus compatible Bappareillage. Dans ces dernieres
conditions, le nombre de pics chromatographiquesrebs est plus faible et leur résolution
bien inférieure (il y a certainement des coélutfjotisest par conséquent difficile de faire
correspondre un pic de la premiére méthode aveb@mologue de la deuxiéme. La structure
des deux composés majoritaires de I'espdcanacrophyllaétant connue (Yoshidat al.
2008), leur identification dans les deux méthodéteaaiséeqpb et 68). Les especed. aspera
et H. involucrataprésentent un composé largement majoritaire. identification des temps
de rétention de ce composé dans les deux méthodi@scepu étre réalisée. En observant les
temps de rétention de ces 3 composeés dans lescdadkions chromatographiques, on peut
constater une inversion dans l'ordre d’élution (Eabl 11-2). Les trois anthocyanes ayant des
glycosylations différentes, I'équilibre entre letioa flavylium et la base quinonique de
'anthocyane ne s’effectue pas forcement au mémeleld deux formes peuvent avoir des

polarités différentes et donc des temps de rétediftérents a des pH différents.
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Tableau 11-3 : Spectres UVimax en nm) des flavonoides détectés dans les extraits
genre Hydrangea dans les conditions d’analyse CLHP-UV : acétonitle/eau/acide
formique 0,3%

Structure Trmin Bande | Epaulement 300 nm Bande Il
4 Quercétine -3-hexose,-70-hexose 13.39 349 - 255-265(sh)
6 Quercétine -3-hexose,-70-hexose 14.85 353 - 255-265(sh)
12 Quercétine-30-(rhamnose-rhamnose-hexose) 25.35 353 297 255-265(sh
13 Dérivé du Kaempférol 26.15 348 - 262
14 Quercétine-30-(hexose-(1-2)-pentose-(1-6)-rhamnose) 26.36 355 301 256-265(sh)
15 Quercétine-30-hexose-(1-2)-hexose 26.62 354 296 256-266(sh)
16 Myricétine-30O-rhamnose-(1-6)-hexose 26.75 354 296 256-266(sh)
17 Myricétine-30-hexose 27.69 355 - 255-265(sh)
18 Kaempférol-30-(rhamnose-rhamnose-hexose) 28.00 348 298 266
19 Dérivé de la naringénine 28.61 330 (sh) 290
20 Quercétine 30-pentose-(1-2)-hexose 28.50 355 300 255-264 (sh)
21 Dérivé du Kaempférol 28.56 350 nd 266
22 Quercétine 3-pentose-(1-2)-hexose 28.74 356 300 255-266 (sh)
23 Kaempférol 30-hexose-(1-2)-hexose 29.44 347 296 266
24 Dérivé de la quercétine 29.81 355 - 255
25 Quercétine-30-(rhamnose-(1-6)-glucose) 30.54 354 299 256-266(sh)
26 Isorhamnétine ®-pentose-(1-2)-hexose 31.75 354 300 255-266(sh)
27 Dérivé de la myricétine 32.32 354 nd 255-266(sh)
28 Kaempférol 3-rhamnose-(1-2)-hexose 32.38 345 297 5 26
29 Quercétine-30-galactoside 33.06 353 297 254-267(sh)
30 Quercétine-30-a-glucoside 33.71 355 301 256-266(sh)
31 Kaempférol 3-rhamnose-(1-2)-hexose 34.18 348 298 6 26
32 Kaempférol 3-rhamnose-(1-2)-hexose 34.04 348 298 6 26
33 Lutéoline-#O-glucoside 34.78 349 nd 355-366
34 Dérivé de la quercétine 36.82 349 254-268(sh)
35 Kaempférol-30-(rhamnose-(1-6)-glucose 36.92 349 297 266
36 kaempférol-30-(rhamnose (1-6) galactose) 37.86 349 300 266
37 Kaempférol-30-galactoside 38.12 348 298 266
38 Quercétine-30-(pentose-rhamnose) 38.47 354 298 255-266(sh)
39 Quercétine-30-glucuronide 38.78 355 299 256
40 Kaempférol-30-glucoside 38.83 347 298 266
41 Quercétine-30-rhamnoside 39.14 350 300 255-266(sh)
42 Quercétine-30-(xylose-(1-2)-rhamnose) 39.31 350 304 255-365(sh)
43 Naringénine-70-glucoside 39.56 329 286
44 Apigénine-7O-glucoside 39.95 336 - 267
45 Quercétine-30-acétylhexose 39.97 356 296 251-269(sh)
a7 Kaempférol 30-pentose 40.73 348 296 266
49 Kaempférol-30-glucuronide 41.12 349 298 265
50 Quercétine-3D-acétylhexose 41.84 356 299 256-265(sh)
51 Kaempférol-30-(pentose-rhamnose) 42.14 345 nd 265
52 Kaempférol-30-rhamnoside 42.76 344 297 265
54 Kaempférol 30-malonyl-hexose 43.71 348 297 266
55 Kaempférol-30-acétylhexose 46.11 332 294 266

nd = non déterminé ; sh = shoulder : épaulement ;T. temps de rétention en CLHP
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Si ce changement de l'ordre d’élution, selon lesdd@ns chromatographiques, est
facilement observable pour ces composés majostaie n'est pas le cas pour les composés
minoritaires dont la structure est encore inconnue.

L’analyse de ces dérivés ayant été réaliséeia ldefcette these, le manque de temps
a empéche I'approfondissement des ces analysasésdlution des problemes rencontrés. La
mise au point plus approfondie d'une méthode chtographique suffisamment résolutive,
compatible avec la spectrométrie de masse, estisagev. De plus, les anthocyanes sont des
composeés fragiles qui se dégradent facilementegaios extraits, ayant été analysés 3 ans
apres I'extraction, ont tout a fait pu se dégratigant ce lapse de temps, méme conserves a

-20°C. Une étude de la stabilité des anthocyanes ¢k matrice dans ces conditions de
stockage devra donc étre entreprise.

[l. Flavonoides

Il. 1. Spectroscopie UV-Visible

Pour ce qui est des flavonoides, la positiongit de la bande | nous indique que la
majorité des composés flavoniques appartient prebadit a la classe des flavonols. Pour
ceux-ci, la forme de la bande Il nous permet deipe¢ s'il s'agit d’hétérosides de type
kaempférol (pic unique, Figure 1I-2 B, cas des coagsl3, 18, 21, 23, 28, 31, 32, 35-37, 40,

47, 49, 51, 52, 54 et55) ou bien de type quercétine ou myricétine (présetiocn épaulement
sur le flanc du pic Il, Figure 1I-2A, cas des commes4, 6, 12, 14-17, 20, 22, 24, 25, 27, 29,
30, 34, 38, 39,41, 42, 45 et 50).

250 300 350 400 250 300 350 400
nm nm

(A) quercétine 3-O-rhamnoside 41)  (B) kaempférol-3-O-glucoside (40)
Figure II-2 : spectres UV effectués dans les conibins d’analyse CLHP-UV :
acétonitrile/eau/acide formique 0,3% (A) Type querétine ; (B) Type kaempférol
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(A) Composé 19 (B) Naringénine-7-glucoside

(43)
3491 3359
2552 267.0
38.7
50 300 380 400 250 300 350 400
nm nm
(C) Lutéoline-7-glucoside (D) Apigénine-7-glucoside
(33) (44)

Figure 11-3 : Spectres UV des composés 19 (A), 4B)( 33 (C) et 44 (D) effectués
dans les conditions d’analyse CLHP-UV : acétonitré#/eau/acide formique 0,3%

Kaempférol R'=R°=H, R = OH (285/287)
Quercétine R'=H,R=R=0H (301/303)
Myricétine R'=R=R=OH (317/319)
Isorhamnétine R'=H, R = OH, R = OCH; (315/317)

OH
HO HO o O
SURA 9
OH © OH ©

Apigénine R=H (269271
Lutéoline R=0OH (285/287) Naringénine (271/273)

Figure 1I-4 : Structures des génines ([M-HJ[M+H] Hidentifiées dans les extraits
d’Hydrangea
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La position duvmax de la bande | peut aussi nous renseigner sutelelasiglycosylation
du flavonoide considéré. En effet, lorsqu’un flasbest glycosylé en position 3, un effet,
hypsochrome de 10 a 15 nm est observé par rappspectre UV de la génine libre. Pour les
dérivés du kaempférol, 0g.ax varie de 344 a 350 nm (kaempférol non glycosylé 3®) et
pour les dérivés de la quercétine ou de la myrieétde 349 a 356 nm (quercétine non
glycosylée 370 nm) (Mabret al. 1970). Les flavonols de nos extraits sont donc tous
glycosylés en position 3. L'absence d’'un épaulensnt alentours de 300 nm peut aussi
indiquer la double glycosylation en position 3 eles flavonols (Kite and Veitch 2009), ce
qui est le cas pour les compogés, 13 et24 (Tableau 11-3). Certains composés sont présents
en faible quantité dans nos extraits et la présateecet épaulement n'a pas pu étre
déterminée car leurs spectres UV-Visible sont mahd&17, 21, 27 et51).

Quatre composeés ont un spectre UV différent dei des flavonols (Figure 11-3). En
effet, les spectres UV di9 et 43 présentent un maximum d’absorption a 290 et 283 nm
respectivement, accompagné d’'un épaulement versaid3@Figure II-3 A et B). Ce type de
spectre est caractéristique des flavanones (Ckahith. 4. 1. 2. p 29).La bande Il 88 est
constituée d’'un double pic bien défini centré s&® 2am (Figure 11-3 C). Ce double pic est
caractéristique d’'une flavone dihydroxylée suryele B. La bande | dé4 est centrée sur 336
nm et sa bande Il sur 267 nm, longueurs d’onde ct&natiques d'une flavone
monohydroxylée sur le cycle B (Figure [I-3 D).

Il. 2. Spectrométrie de masse

[I. 2. 1. Structure des aglycones

Les spectres de masse en mode d’ionisation posgtiveegative des flavonoides de
nos extraits ont été enregistrés ainsi que lestrgsede fragmentation MSlans ces deux
modes. La masse de I'ion quasimoléculaire y estroBe. Lors de la fragmentation f&e
cet ion, il se forme un ion correspondant a laénriH (Y) en mode négatif et + H ¢Y) en
mode positif. Le rapporin/z de ces ions est caractéristique du degré d’oxymgénae la
génine (Figure II-4).

Pour les composér3, 21, 24 et 34, aucun spectre de masse interprétable n’a pu étre
obtenu.

Les ions ¥ caractéristiques des dérivées du kaempférol/@287 en positif et 285/284
en négatif) se retrouvent dans les spectres deenmtsd5 composés parmi les 17 dont le
spectre UV correspond a un dérivé du kaempfd@l 43, 28, 31, 32, 35-37, 40, 47, 49, 51,

52, 54 et55). Contrairement a la spectrométrie UV-Visiblesfgectrométrie de masse permet
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Tableau 1I-4 : Spectres de masseaj/z (intensité relative des fragments] des flavonoidesibstitués par un hexose (17, 29, 30, 33, 37, 40,

43 et 44)
Composés 17 29 30 33 37 40 43 44
Identification Myricétine- Quercétine.- Quercéting- Lutéoline.- Kaempférol.- Kaempférql- Naringénine- Apigéning-
3-O-hexose 3-O-galactoside 3-O-glucoside 7-O-glucoside 3-O-galactoside 3-O-glucoside 7-O-glucoside 7-O-glucoside
YolYg 0.8 0.16 0.13 0.95 0.64
[M-H]" 479 463 463 447 447 447 433 431
YO 317 (100) 300.6 (100) 300.6 (100) 285 (100) 28W)1 285 (100) 271 (100) 269 (100)
Yo 316 (80) 299.8 (16) 299.6 (13) 284 (95) 284 (64)
[Y - H- COJ 257 (13)

[Yo H GHOT 243 (53) 227 (27)
[Y o H- COJ 241 (82) 225 (100)
Yo H GOy 217 (49) 201 (19)

[Y - H- CO-COJ 213 (21) 197 (35)
[Y o- H-C,H,0-CO, 199 (83) 183 (35)
[M- H- 2COy" 197 (24) 181 (19)
[Y o- H G0~ C,H,0] 175 (100) 159 (18)
L3n 151 (44) 151 (31)
148"+ 2H 149 (12) 149 (55)
=) 133 (14) 117 (23)
[M+H]* 481 465 465 449 449 449 435 433
YO* 319 (100) 303 (100) 303 (100) 287 (100) 287 (100) 287 (100) 273 (100) 271 (100)
[M+Na]* 487 487 471 471
YO+Na 325 (74) 325 (100) 309 (48) 309 (100)
[B1+Na]+ 185 (100) 185 (60) 185 (100) 185 (51)




Chapitre 1l. Identification structurale

en plus de distinguer la quercétine de la myrieétires données récoltées en UV et SM ont
permis d’identifier 16 composés comme étant dewégide la quercétine (Yam/z303 en
positif et 301/300 en négatif}, 6, 12, 14, 15, 20, 22, 25, 29, 30, 38, 39, 41, 42, 45 et 50.
Parmi les autres composés ayant le méme spectrgug\tes dérivés de la quercétine, 3 ont
pu étre identifiés comme étant des dérivés de kcétine (Yo am/z319 en positif et 317/316
en neégatif): 16, 17 et 27, et un autre, le composgs, comme étant un dérivé de la
méthylquercétine (Yam/z317 en positif et 315/314 en négatif). Pour cenidercompose, la
détermination de la position de la fonction méttstie les cycles A ou B n’est possible qu’en
mode négatif. Lors de la fragmentation M& 26 (fragmentation de ¥ & m/z 315), un
fragment largement majoritairerd/z 300, correspondant a la perte du méthyle, esfffeh e
observé. La perte prédominante de ce fragmentagattéristique du méthyle en position 4’
du cycle B (Justesen 2001).

Dans le cas des flavones et flavanones, le rappurt des ions ¥ et Yy
correspondant a la génine en mode positif et rfégati en accord avec les hypothéses
proposées grace a la spectrométrie UV-Visible. bmmosé33 est bien un dérivé de la
lutéoline (n/z 285/287),43 un dérivé de la naringéninenfz 271/273) et44 un dérivé de
I'apigénine (n/z269/271). Pour le compo4#, la fragmentation MSn’a pas pu étre obtenue,
et la génine ne peut pas étre clairement identifiédfragmentation MSen mode négatif des
composés3 et44 (Tableau 11-4) est caractéristique des flavones flertes de CO (-28 u) et
CO; (-44 u) sont dues a la contraction du cycle C (&ab al. 2001)] et confirme donc leur
structure. La fragmentation en M$e 43 n'a pas pu étre obtenue afin de confirmer la

structure naringénine.

[I. 2. 2. Identification des sucres
Comme nous l'avons vu au chapitre 1. Il. 4. 2. 1(p&dge 32), la spectrométrie de
masse peut apporter différentes informations satriecture des flavonoid€3-glycosylés.

- La masse des fragments perdus lors de la fragn@mtamS’ des ions
qguasimoléculaires nous renseigne sur la nature ebmbre de sucres présents sur la
génine : sucre a 6 ou 5 carbones, désoxyhexosehle@liall-5)

- La présence du radicalbYen mode d’ionisation négatif et son abondancegmport a
I'ion génine (atio Yo./Yo.) peut nous renseigner sur le site de glycosylatimratio
tres supérieur a 1 peut suggérer que le site dmgyjation est sur la position 3 de la

génine, mais ce n’est pas suffisant pour I'affirf@@uyckens and Claeys 2005).
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Tableau II-5 :

Fragments observés en SM des oses

Type de sucre

Cas le plus fréquent

Masse du fragment perdu

Acétylhexose

Acide uronique a 6

carbones

Hexose

Pentose

Désoxyhexose

Malonylhexose

(exemple)
Acgtylglucose 204
Acétylgalactose
Glucuronide 176
Glucose
Galactose 162
Arabinose 132
Xylose
Rhamnose 146
Malonylglucose 86 et 162

Malonylgalactose

Tableau 11-6 : Flavonoides monoglycosylés

~

Numéro Identité
17 Myricétine-30-hexose (glucose ou galactose
29 Hyperoside; Quercétine-3-galactoside
30 Isoquercitrine ; Quercétine-3-a-glucoside
33 Lutéoline-#O-glucoside
37 Kaempférol-30-a-galactoside
39 Miquelianine ; Quercétine-8-p-glucuronide
40 Kaempférol-30-a-glucoside
41 Quercitrine ; Quercétine-@-o-rhamnoside
43 Naringenine-70-hexose (glucose ou galactoge)
44 Apigénine-70O-glucoside
45 Quercétine acétylhexose (galactose ?)
47 Kaempférol 30-pentose (xylose ou arabinos
49 Kaempférol-30-B-glucuronide
50 Quercétine acétylhexose (glucose ?)
52 Afzeline ; Kaempférol-8D-a-rhamnoside
54 Kaempférol malonyl-hexose
55 Kaempférol-30-acétylhexose (glucose ?)




Chapitre 1l. Identification structurale

- La fragmentation de I'ion adduit [M+N&peut apporter des informations utiles a la
caractérisation des flavonoides. En effet, ellane¢r aprés analyse de la perte du
cycle B, de localiser de fagon certaine la positiangroupement osidique (Cuyckens
and Claeys 2005). De plus, lors de la fragmentatiencet adduit, il est possible
d’observer I'élimination de la génine et donc laniation d’'un ion saccharide. Cette
fragmentation peut confirmer, dans le cas de flaides polyglycosilés, la présence
d’'une chaine de sucres située sur une seule pogaiterfield and Brodbelt 2001).

- la présence de certains fragmeftX¢ , Z1, Yo & partir de [M-H] et Y1, Y & partir
de [M+H]’, cf. chapitre 1. Il. 4. 2. 1 .3a. Figure |-16 et 17 @a29 pour la
nomenclature) ainsi que leur abondance peut nowRigmer sur I'enchainement des
sucres dans le cas de flavonoides polyglycosylés.

[l. 2. 2. 1.Dérivés monoglycosylés

Dans les extraits #lydrangea 17 flavonoides monoglycosylés ont été détectés
(Tableau 11-6).

Le composél7 a été identifié partiellement grace a son spedtrenasse. Il s’agit
d’'une génine de type myricétine (@ m/z 319 en mode positif et &/z 317/316 en mode
négatif) glycosylée en position 3 par un hexosetépde 162 u). Les deux hexoses les plus
répandus chez les végétaux sont le glucose etdetgse (Bruneton 2010). Il s’agit donc tres
probablement de la myricétine€3-glucoside ou 3-galactoside. Ces deux molécules ont
d’ailleurs déja été identifiées dans la famille #yglrangeaceae et plus particulierement chez
Decumaria berbera L(Bohmet al. 1985).

Les composéR9 et 30 possédent une génine de type quercétingea¥/z 303 en
mode positif et an/z301/300 en mode négatif), glycosylée en positigmiBun hexose (perte
de 162 u). Or, pour une genine et une positionwduesidentique, les dérivés de galactose
sont plus polaires que les dérivés de glucose, domhase inverse leur temps de rétention est
plus faible (Kite and Veitch 2009). Ces composéd donc identifiés comme la quercétine-3
O-galactoside 29) et la quercétine-®-glucoside 80), ce que confirme une comparaison
directe avec des témoins commerciaux.

Le composé3 et 44 sont des flavonepossédant respectivement une génine de type
lutéoline et apigénine (¥/Yo am/z 287/285 et 271/269 respectivement) glycosyléeupar
hexose (perte de 162 u) qui peut étre placé eroh,4. Le glucose étant plus fréquent que le
galactose, et la position 7 étant la plus fréquenintdycosylée (Bruneton 2010), ces

composeés sont par hypothese identifiés a la lutéahO-glucoside 83) et a I'apigénine-0O-
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Tableau I1-7 : Spectres de massenj/z (intensité relative des fragments] des flavonoidesonoglycosylés 39, 41, 45, 47 49, 50, 52, 54 et 55

Composés 41 52 47 39 49 45 50 55 54
o Quercétine- Kaempférol- Kaempférol Quercétine- Kaempférol- Quercétine- Quercétine- Kaempférol- Kaempférol-3-
Identification 3-O-oc-_ 3-0- _ 3-O-pentose 3-0- _ 3-0- _ ,3-0- ,3-0- ,3-0- O-
rhamnoside rhamnoside glucuronide glucuronide acétylhexose acétylhexose acétylhexose malonylhexose
YolYo 0.17 0.23 0.71 5.88 4.55 0.38 0.60 0.65
[M-H] 447 431 417 477 461 505 505 489 533
[M-H-C,H,0] 463 (32) 463 (87)
[M-H-CO,] 489 (100)
YO 301 (100) 285 (100) 285 (100) 301 (17) 285 (22) 1 @mO) 301 (100) 285 (100)
Yo 300 (17) 284 (23) 284 (71) 300 (100) 284 (100) &B) 300 (60) 284 (65)
[M+H]* 449 433 419 479 463 507 507 491 535
[M+H-C,H,0,]* 449 (100) 449 (100)
YO0* 303 (100) 287 (100) 303 (100) 287 (100) 303 (21) 303 (20) 287 (100) a830)
[M+Na]* 471 455 485
YO+Na 325 (100) 309 (100) 309 (100)
[B1+Na]+ 169 (6) 169 (5)
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glucoside 44). Ici aussi, 'analyse de témoins commerciaux tord ces hypothéses de
structure

Les composés7 et 40 possédent une génine de type kaempférgld¥h/z 287 en
mode positif et an/z 285/284 en mode négatif), glycosylée en positiopaB un hexose.
Comme pour9 et 30, I'ordre d’élution en phase inverse et I'occurremies sucres chez les
végétaux, nous permettent d’émettre des hypotrsdgegurales : kaempférok3-galactoside
(37) et kaempférol-3-glucoside 40). Ces deux composés sont d'ailleurs déja déchiéz c
H. macrophylla(Subha and Sukumar 2007).

Le composet3 possede une génine de type naringéninea(v/z273 en mode positif
et am/z271 en mode négatif) glycosylée par un hexosddqukr 162 u) qui peut étre placé en
5, 7 ou 4. Le glucose étant plus fréquent que dlagose, et la position 7 étant la plus
frequemment glycosylée, ce composé est par hypotigentifié a la naringénine-@-
glucoside.

Lors de la fragmentation M3le I'ion [M+H]" des composédl et 52, une perte de
146 u est observée (Tableau II-7), ce qui est téniatique de la perte d’'un désoxyhexose, le
plus fréquent étant le rhamnose (Bruneton 2010.ibes Y¥" formés ont des/zrespectif &
303 et 287. Ces composeés pourraient donc étre dacéfine-30-rhamnoside 41) et le
kaempférol-30-glucuronide %2). L'analyse d’'un témoin commercial de quercétin®-3
rhamnoside dans des conditions identiques confilngpothése de structure podt.

Le composel7 possede une génine de type kaempférglaivi/z287 en mode positif
et am/z285/284 en mode négatif), glycosylée en positiggaBun pentose (perte de 132 u).
Les deux pentoses les plus répandus dans les plsome le xylose et I'arabinose (Bruneton
2010). Il pourrait donc s’agir du kaempféroelBxyloside ou 30-arabinoside. Ces deux
molécules ont déja été identifiees dans la fantile Hydrangeaceae, particulierement dans
'especePhylladelphus coronerius (Bohm et al. 1985). Cette publication montre aussi
I'absence de dérivé d’arabinose dans les espegd®és$, mais au vue de I'ancienneté de ces
travaux et du manque d’explications justifiant eetaractérisation structurale, nous ne
pouvons totalement exclure la présence de ce saoienotre composeé.

Lors de la fragmentation M3le Iion [M+H]" des composé39 et49, une perte de
176 u est observée (Tableau II-7), ce qui est ténatique de la perte d’un acide uronique a 6
carbones, le plus fréquent étant I'acide glucuroai@Bruneton 2010). Les ionsy'Yformés
ont desm/z respectifs a 303 et 287. Ces composés pourraient éiwe la quercétine-Q-
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Tableau 11-8 : Flavonoides diglycosylés

Numéro Identité
4 Quercétine-30-hexose,-70-hexose
6 Quercétine-30-hexose,-70-hexose
15 Quercétine-30-hexose-(1-2)-hexose
16 Myricétine-30-rhamnose-(1-6)-hexose
20 Quercétine-30-pentose-(1-2)-hexose
22 Quercétine-30-pentose-(1-2)-hexose
23 Kaempférol-30-hexose-(1-2)-hexose
25 Rutine ; Quercétine-®-B-rutinoside (rhamnose-(1-6)-glucose)
26 Isorhamnétine--pentose-(1-2)-hexose
28 Kaempférol-30-rhamnose-(1-2)-hexose
31 Kaempférol-30-pentose-(1-2)-hexose
32 Kaempférol-30-pentose-(1-2)-hexose
35 Nicotiflorine; Kaempférol-30-B-rutinoside (rhamnose-(1-6)-glucose)
36 kaempférol-30-(rhamnose (1-6) galactose)
38 Quercétine-30-(pentose- rhamnose)
42 Quercétine-30-(xylose-(1-2)-rhamnose)
51 Kaempférol-30-(pentose- rhamnose)

Tableau I1-9 : Spectres de massaj/z (intensité relative des fragments] des flavonoide
substitués par 2 hexoses (4, 6, 15 et 23)

Composés 4 6 15 23
Identification Quercétine-30- Quercétine-30- Quercétine-30- Kaempférol-30-
hexose,-70-hexose hexose,-70-hexose (hexose-(1-2)-hexose) (hexose-(1-2)-hexose)
YolYq 0.10 0.88 0.20
Yo'lY." 0.3 0.3 11
[M-H] 625 625 625 609
02 505 (4.4) 505 (3.3) 505 (32)
Yo 463 (100) 463 (100) 463 (33)
Zy 445 (49) 429 (37)
Yo 301 (18.6) 301 (20.8) 301 (100) 285 (100)
Yo 300 (1.8) 300 (88) 284 (20)
[M+H] " 627 627 627 611
o 465 (100) 465 (100) 465 89) 449 (100)
Z 447(10)
Yo' 303 (31.1) 303(29) 303(100) 287 (15)
[M+Na]” 649

[B,+NaJ' 347 (100)
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glucuronide 89) et le kaempférol-8-glucuronide 49). L'analyse d'un témoin de
guercétine-30-glucuronide permet alors de confirmer ces deux thgses structurales.

Les composéds et 50 présentent le méme spectre de masse. Ce sontddaugs de
la quercétine (¥a m/z303 en mode positif et @/z 301/300 en mode négatif). Des pertes
successives de 42 u et 162 u sont observées |desfogymentation de I'ion [M-Hgn MS
correspondant respectivement & une perte dgOG¥ d’'un hexose. La différence entre ces
deux composés peut résider dans la nature de I'eefglacose ou galactose) ou dans la
position de I'acétyle sur le sucre.

Le composés est un dérivé du kaempférol { m/z287 en mode positif et @&/z
285/284 en mode négatif). Une perte de 204 u estrobe, correspondant a la perte d’'un
acétylhexose dont la structure exacte ne peutdléterminée comme précédemment.

Le composé4 est un dérivé du kaempférol{&m/z287 en mode positif). Lors de la
fragmentation de lion [M-H] en MS, seule une perte de 44 est observée, elle peut
correspondre a la décarboxylation d’'une partie agidique. Cette perte est majoritaire pour
les flavonoides glycosylés malonylés (Kachliekial. 2008). En mode d’ionisation positive la
fragmentation de I'ion quasimoléculaire génére uaient I'ion génine Y. La perte de 248
observée peut correspondre a la perte d’'un malmwbse. Des pertes successives de 86 u et
162 u sont observées, correspondant respectivamengroupement malonyl et a un hexose.
La position du malonyl et la nature de I’hexoseaavent étre déterminées.

Il. 2. 2. 2.Dérivés diglycosylés

Dans les différents extraitsilydrangeaanalyseés, 18 flavonoides diglycosylés ont été
détectés (Tableau I1-8). Parmi ceux-ci, 3 furemaceérisés sans ambiguité par comparaison
avec des témoins, ou par purification suivie d'@malyse fine par RMN. Pour les autres,
nous proposons les hypothéses structurales nowwmaaggant les plus plausibles, celles-ci
étant basées sur un certain nombre de parametrestitshj(temps de rétention, analyse
fragmentométrique en MS, occurrence des 0ses...).

Les composéd, 6 et 15 sont des quercétines substituées par deux hekésesm/z
625/627 et perte de 2 x 162 u donnant des iongze801/303) (Tableau 11-9). Lors de la
fragmentation de I'ion quasimoléculaire [M-Hle fragment majoritaire observé est I'ion’ Y
(m/z463) pour les composdset 6, et I'ion Yo (M/z301) pour le composks. Les composés
4 et 6 sont donc des quercétines@lihexose et le composks une quercétin®-dihexose
(Ferrereset al. 2004). Pour les deux premiers, I'absence d’'un @paeit sur le spectre UV

aux alentours de 300 nm nous indique un doubledsitglycosylation en position 3 et 7. Ces
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Tableau 1I-10 : Spectres de masseni/z (intensité relative des fragments] des flavonoides
substitués par un hexose et un rhamnose (16, 25, 35 et 36)

Composés

Identification

16
Myricétine-30-

rhamnose-(1-6)- (rhamnose-(1-6)- (rhamnose-(1-2)-

25
Quercétine-30-

28
Kaempférol-30-

35
Kaempférol-30-
(rhamnose-(1-6)-

36
Kaempférol-30-
(rhamnose (1-6)

hexose glucose) hexose) glucose) galactose)
Yo' Y, 1.7 1.7 2.0 1.8 1.8
2*Y 1Yo 1.2 1.2 1.0 1.1 11
[M-H]~ 625 609 593 593 593
[M-H,0-H] 607 (56)

02y 473 (10)

\2) 447 (18)

Z 429 (56)

Yo 317 (100) 301 (100) 285 (65) 285 (14) 285 (15)

Yo 316 (93) 300 (17) 284 (100) 284 (100) 284 (100)

[M+H] * 627 611 595 595 595

Y, 481 (60) 465 (59) 449 (51) 449 (55) 449 (57)

\4 465 (7) 449 (8) 433 (5) 433 (5)

Yo' 319 (100) 303 (100) 287 (100) 287 (100) 287 (100)
[M+Na]* 633 617 617
[Y1+Na]' 487 (40) 471 (17) 471 (29)
[Bo+Na]’ 331 (100) 331 (100) 331 (100)

[Y o+NaJ 309 (6) 309 (8)
[B1+Na]" 185 (6)




Chapitre 1l. Identification structurale

deux composeés peuvent donc étre identifies comarg des quercétines-3 etOfhexose, les
deux hexoses pouvant étre des galactoses ou dessgducPour le composgs, la
fragmentation de I'ion [M+Nd]formant I'ion [B+Na]" am/z 347 (162+162+23) confirme
I'hypothese d’'une quercétine substituée par uncdisaide (Satterfield and Brodbelt 2001).
L’enchainement 1-2 des deux hexoses se traduiapaésence des ions 2m/z445 et Xy
am/z505 en gquantités non négligeables lors de la fesgation de I'ion quasimoléculaire
apres ionisation négative (Ferreetsal. 2004). Le composé5 peut donc étre partiellement
identifié comme étant une quercétin®3hexose-(1-2)-hexose).

Lors de la fragmentation de l'ion quasimoléculdiveH]  du compos&3, le pic de
base observé est celui de I'iony Y{m/z 285). Il s’agit donc d'un kaempfér@-dihexose
(Tableau 11-9). L’enchainement 1-2 des deux hexasedraduit, comme attendu, par la
présence d'un ioniZintense an/z429 issu de [M-H](Ferrereset al. 2004).23 est donc un
kaempférol-30-(hexose-(1-2)-hexose).

La fragmentation MSdes ions [M+H] des composéss, 28, 25, 35 et 36 engendre
les ions fragments [M+H-1486] correspondant a lion Y (perte d’'un rhamnose), [M+H-
162]° correspondant a lion Y* (perte dun «glucose emie ») [M+H-146-162]
correspondant a I'ion f (perte d’'un hexose par rapport a).YLes ions ¥ formés ont des
m/z respectifs a 317, 287, 303, 287 et 287 (Tabledi®)l Lesratios Yo' /Y." étant compris
entre 1.7 et 2.0 pour ces cing composeés, le groepegtycosylé doit étre situé en position 3.
Le composé25 est donc une quercétine€3(rhamnose-hexosell6 une myricétine-30-
(rhamnose-hexose) et les composg8 35 et 36, des kaempférol-®-(rhamnose-hexose).
Pour les composéR5, 28 et 36, la fragmentation de I'adduit sodium [M+Nagonduisant
principalement a l'ion disaccharide ¢B\Na]" am/z317) confirme la présence de ce dernier
(Satterfield and Brodbelt 2001). Lors de la fragtagan de I'ion quasimoléculaire [M-H]
on observe les iof¥Xy, Y1 et Z~ (respectivement &n/z473, 447 et 429) uniquement pour
le compos&8, ce qui suggere un enchainement 1-2 des sucresceaomposé et 1-6 pour
les autres (Cuyckeret al. 2001). De plus, leatio 2xY1/Y est tout juste égal a 1 poR8 et
est supérieur a 1 podss, 25, 35 et 36 ce qui confirme I'enchainements des sudpisad-
Garciaet al. 2009). Il est a noter que I'ordre d’élution des poses28, 35 et 36 corrobore
cette hypothese [les composésO3hamnose-(1-2)-hexose sont plus polaires que les
composés -D-rhamnose-(1-6)-hexose (Kite and Veitch 2009)]. ampos&8 peut donc étre
partiellement identifié comme étant le kaempfér@-8rhamnose (1-2) hexose), I'hexose

pouvant étre un glucose ou un galactose (il paum&me s’agir d’'un mélange des deux
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Tableau II-11 : Spectres de masseni/z (intensité relative des fragments] des flavonoides

substitués par un hexose et un pentose (20, 22, 26,et 32)

Composés 20 22 26 31 32
Quercétine-30- Quercétine-30- Isorhamnétine-D- Kaempférol-30-  Kaempférol-30-
Identification  (pentose-(1-2)- (pentose-(1-2)- (pentose-(1-2)- (pentose-(1-2)- (pentose-(1-2)-
hexose) hexose) hexose) hexose) hexose)
YolYg 1.85 2.17 0.6 0.54 0.54
Yo'lY," 15 2.0 1.9 11 1.8
2*Y "1 Yo" 1.32 1.02 1.08 1.84 1.14
[M-H]" 595 595 609 579 579
[M-H-OCHg] 578 (10)
02y 475 (12) 475 (14) 489 (10) 458 (6) 458 (6)
\ 463 (21) 463 (23) 477 (6) 447 (14) 447 (14)
Zy 445 (35) 445 (46) 459 (51) 429 (17) 429 (17)
Yo 301 (54) 301 (46) 315 (100) 285 (100) 285 (100)
Yo 300 (100) 300 (100) 314 (60) 284 (54) 284 (54)
MS? 300 (100)
299 (55)
[M+H] " 597 597 611 581 581
Y. 465 (66) 465 (51) 479 (54) 449 (92) 449 (57)
Yo 303 (100) 303 (100) 317 (100) 287 (100) 287 (100)
[M+Na]+ 619 619 633
[B+Na]+ 317 (100) 317 (100) 317 (100)

Tableau II-12 : Spectres de masseni/z (intensité relative des fragments] des flavonoides
substitués par un hexose et un pentose (38, 42 &) 5

Composés 38 42 51
Identification Quercétine-30-(pentose- Quercétine-30-(xylose-(1-2)- Kaempférol-30-(pentose-
rhamnose) rhamnose) rhamnose)
YolYo 0 0.2 1.7
Yo'l 0.2 0.1 0.1
ERENAL) 12 20 17
[M-H] 579 579 563
\ 431 (26)
Zy 413 (29)
Yo 301 (100) 301 (100) 285 (60)
Yo 300 (22) 284 (100)
[M+H] " 581 581 565
o 449 (100) 449 (100) 433 (100)
Zy 415 (11)
Yo' 303 (17) 303 (10) 287 (12)
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puisqu’ils ne sont pas facilement séparables (&ité Veitch 2009)). L'analyse d’'un témoin
commercial, dans des conditions chromatographigleegiques, nous permet d’identifi2b
comme étant la quercétine€(rhamnose-(1-6)-glucose) ou rutosid et 36 peuvent étre
ainsi identifies comme étant des kaempfér@-&hamnose-(1-6)-hexose), ’hexose pouvant
étre un glucose ou un galactose.

Lors de la fragmentation M%le I'ion [M+H]* des composé0, 22, 26, 31 et32, des
pertes successives de 132 u et 162 u sont obsdeaeau 11-11). Les ions ¥ formés ont
des m/z respectifs a 303, 303, 317, 287 et 287. Les coa®@8 et 22 sont donc des
guercétine-30-(pentose-hexose), 26 une isorhamnétine-@-(pentose-hexose) et les
composés3l et 32 des kaempférol-B®-(pentose-hexose). Pour les trois premiers composés,
la fragmentation de I'adduit sodium [M+Nagonduisant principalement a I'ion disaccharide
([Bo+Na]" am/z317) confirme la présence de ce dernier (Satteérdied Brodbelt 2001). Pour
ces 5 dérivés, on peut également remarquer laqmésearactéristique des iofidXy et Z°
lors de la fragmentation de lion [M-H]Dans le cas des dérivés substitués par un
disaccharide hexose-rhamnose ou hexose-hexose, élsenge de ces ions implique
'enchainement 1-2 des deux sucres (Cuyckeinal. 2001; Ferrere®t al. 2004). On peut
supposer qu’il en est de méme pour les dériveditudss par un disaccharide hexose-pentose
(Figure 11-5). Les composé®0 et 22 sont donc partiellement identifiés comme étant des
guercétine-30-(pentose-(1-2)-hexose), le compo6 comme étant I'isorhamnétine3-
(pentose-(1-2)-hexose) et les compa3&xt 32 comme étant des kaempférol=B(pentose-
(1-2)-hexose), les pentoses pouvant étre des asgsnou des xyloses, et les hexoses des

glucoses ou des galactoses.

OH

Figure 11-5: Fragmentations préférentielles des fhvonoides diglycosylés selon
I'enchainement 1-6 ou 1-2 des sucres
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Tableau 11-13 : Spectres de massean]/z (intensité relative des fragments]

des flavonoides triglycosylés

Composés 12
Quercétine-30-

Quercétine-30-

14

18

Kaempférol-30-

Identification  (rhamnose-rhamnose- (hexose-(1-2)-pentose- (rhamnose-rhamnose-
hexose) (1-6)-rhamnose) hexose)

YolYg 1.9 1.4 1.4

Yo'lY." 2.3 5.0 2.4
2%Y "1 Yo"

[M-H]" 755 741 739
Y, 609 (48) 609 (62) 593 (30)
Zy 591 (86) 575 (100)
02y 475 (28)
Y1-
Yo 301 (53) 301 (73) 285 (14)
Yo 300 (100) 300 (100) 284 (19)
[M+H] " 757 743 741

Y,'(-132) 611 (17)

Y," (-146) 611 (79) 597.2 (20) 595 (77)
Y1 (Y5'-146) 465 (43) 465 (37) 449 (41)
Y*( Y ,'-162) 449 (21) 449 (9) 433 (20)

Yo 303 (100) 303 (100) 287 (100)
[M+Na]* 779 763
[Y2+Na]" 633 (30) 617 (23)
[B3+Na] 477 (100) 477 (100)
[B2+Na]" 331 (15) 331 (19)

H.C OH
(o} OH

HO 02X 0
o)

HO
OH

OH

Figure 11-6 : Fragmentation du composé 14



Chapitre 1l. Identification structurale

Lors de la fragmentation MSle Iion [M+H]" des composé38, 42 et51, des pertes
successives de 132 u et 146 u sont observées élabld2). Les ions ¥ formés sont
associés a des pics apparaissant respectivemanz 803, 303 et 287. Les spectres de
fragmentation des composé8 et42 sont quasiment identiques. Seul le pourcentagéotie
[M+H-168]" est Iégérement différent (34 contre 12%). Lordadtagmentation du composé
51, des fragments supplémentaires sont observésappont aux composé8 et42: Y, et
Z1" lors de la fragmentation de [M-KEt Z lors de la fragmentation de [M+H]Le radical
Yo est aussi beaucoup plus abondant. Nous ne poyamsactuellement expliquer ces
différences et donc la détermination structurale cés trois composés n’est donc que
partielle : quercétin®-(pentose-rhamnose) po88 et 42, kaempférciO-(pentose-rhamnose)
pour51.

Il. 2. 2. 3.Dériveés triglycosylés

Le composél2 est un dérivé de la quercétingg(¥m/z303 en mode positif eta/z
301/300 en mode négatif) (Tableau II-13). Lors defragmentation de 'ion [M+H] on
observe la perte successive de trois unités osisligdeux rhamnoses (-146 u x 2), puis un
hexose (-162u). On observe aussi la perte d’umicogk interne » -162u par rapport 5.
Lors de la fragmentation de I'adduit sodium [M+Nag fragment majoritaire est la partie
osidique am/z 477 ce qui correspond au trisaccharide+[®a]” ou [rha+rha+hex+N3] Le
fragment disaccharide pfBNa]" est aussi observé. Plusieurs possibilités sontsageables
pour I'enchainement des sucres : une chaine ranig& deux rhamnoses sont accrochés en
position 2 et 6 de I'hexose), ou bien un enchaimgrieéaire (un rhamnose accroché sur
I'autre rhamnose, lui-méme accroché sur I’hexospasition 2 ou 6).

Le composél8 est un dérivé du kaempférol {¥Ym/z 287 en positif et 285/284 en
négatif) (Tableau I1-13). Il présente la méme fragmation des ions [M+H]et [M+Na]" que
le composél2. Le spectre de fragmentation de I'ion [M-Hst par contre différent, ce qui
pourrait étre expliqué par une modification daesthainement différent des sucres.

Le composél4 est un dérivé de la quercétines@m/z 303 en mode positif et @/z
301/300 en mode négatif) (Tableau 11-13). En UVptésence d’'un épaulement a 301 nm
exclut une double glycosylation en position 3 eDn.est donc en présence d’'une quercétine-
3-O-triglycosylée. Lors de la fragmentation de Iion4M]", deux ions pouvant étre associés
a Y," sont observés : un premier di a la perte d’'ungsendm/z 611 ([M+H-132]) et un
deuxiéme, a la perte d’'un rhamnosm& 597 ([M+H-146]). Cette fragmentation exclut un

enchainement linéaire des 3 sucres. Un ion asaogi@st observé a/z465 indiquant que le
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Tableau 11-14 : Récapitulatifs des flavonoides isébk

Composé Extrait Masse enmg Pureté a 350 nm  par25 nm
35 188 55,7 80 79
40 540 35.6 83 82
154 16.0 86 80
42 347 10,3 81 83
52 540 66,2 71 66
H,0 CD,0D
N
H-6"et H-2’ H-5'et H-3’ cHrh
- srha
=88 J=8.8 H-1"rha
H-1"glu J=12 H sucres
H-8 J=7|4 A
H-6
1H ‘UL
Y Y
2H 2H 1H 1 1H 1H 10H 3H
78 74 70 66 6.2 50 46 42 38 34 1.2 0.8
B
180 160 140 120 100 80 60 40 20

Figure I1-7 : Spectres de RMN'H (270 MHz, A) et**C (67,5 MHz, B) du composé
35 (CDgOD, Otms=0 ppm)



Chapitre 1l. Identification structurale

troisi@me sucre est un hexose ¢f¥62]). La présence d’un ion @/z 449 correspondant a
Y* (perte d’'un « glucose interne ») indique queHamnose se situe sur I’hexose. L'iom&
475 lors de la fragmentation de I'ion quasimoléralM-H]", provient de la coupure [0, 2]
de I'hexose. La perte observée correspond a & plersucre en position 6, additionnée de la
perte d’'une partie de I'hexose. Ici, la masse pereht de 266 u ce qui correspond a 146+120
u, c'est a dire la perte du rhamnose (Figure llk&) rhamnose est donc situé en position 6 de
I’hexose et le pentose en positiorild.est donc une quercétine€B(hexose-(1-2)-pentose-(1-

6)-rhamnose).
[I. 3. Identification par RMN

Afin de compléter lidentification des flavonoidetu genre Hydrangea quatre

flavonoides ont été isolés et analysé par RMN @aabll-14).

lI. 3. 1. Composé 35

La spectrométrie UV-Visible et la spectrométriend@sse nous ont permis de montrer
gue le compos85 possede une structure de type kaempféiOhBamnose-(1-6)-hexose.

En RMN-H, les protons du cycle A d'un flavonoide appaexissntre 6 et 6.5 ppm
(Mabry et al. 1970). Dans cette zone du spectre38¢gFigure 11-7), nous observons deux
protons aromatiques ayant la méme constante deagmipt formant deux doublets$;26.18
et 6.36 ppmJ = 2.1 Hz), typiques d’'un couplage ereta Ces signaux sont caractéristiques
du cycle A d’'un flavonoide substitué en positiorts/ et peuvent étre attribués aux protons
H-6 et H-8 respectivement (Mabet al. 1970). Les protons du cycle B d’'un flavonoide sont
visibles sur un spectre de RMN-entre 6.7 et 7.9 ppm (Mabegt al. 1970). Sur le spectre de
RMN-'H du compos&5, nous observons deux doublets intégrant chacun geux protons
et couplant ertho ady 8.05 (2H, dJ = 8.8 Hz, H-2’ et H-6’) et 6.88 (2H, d,= 8.8 Hz, H-

3’ et H-5). Ce systeme AA'BB’ sur le cycle B noysermet de placer le groupement
hydroxyle en position 4’. Ces données semblenticoef les hypothéses formulées grace a la
spectrométrie de masse quant a la présence deniaegéaempférol. Nous observons les
signaux de deux protons anomériquek; &®.12 (d,J = 7.5 Hz) et 4.52 ppm (d,= 1.2 Hz)
confirmant la présence de deux sucres.

Le spectre de RMN3C du composé35 présente 27 signaux distincts dont 15
correspondent aux signaux de la génine d’un flakded?armi ceux-ci, nous distinguons un

signal a 179.3 ppm correspondant au carbonyle eitiggogl et un signal a 135.5 ppm
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Figure 1I-8 : Spectre HMBC du composé 35 (500 MHzCD30D, é1ms=0 ppm).

Figure 11-9 : Structure du composé 35

Figure 11-10 : Structure du composé 40



Chapitre 1l. Identification structurale

caractéristique du carbone en position 3 d'un flalobes deux signaux a 100.0 et 94.9 ppm
sont caractéristiques des carbones en position8 @ cycle A.

Parmi les autres signaux, nous observons les d#plts chimiques de 9 carbones
aliphatiques oxygénés (entre 68 et 79 ppm), derBooas pouvant correspondre a des
carbones anomériqued:(102.4 et 104.6 ppm) et d’'un carbone d’un groupemethyle §c
18.0 ppm). Ces déplacements sont caractéristigies part, d'un glucopyranose (C-2", C-
3", C-4”, C-5" et C-6" respectivement ac 75.8, 78.1, 71.4, 77.2 et 68.6 ppm) dont on note
(en RMNH) la configurationp grace & la constante de couplage typique de sotorpr
anomeériqueJ=7.5 Hz) et, d'autre part, d’'un rhamnopyranose (C2-3"", C-4"", C-5"" et
C-6"" respectivement ac 72.1, 72.3, 73.9, 69.7 et 18.0 ppm) en configaradi (constante
de couplage du proton anomérique H-I'= 1.2 Hz) (Agrawal 1992; Senatoe¢ al. 2000;
Kazumaet al.2003).

Par ailleurs, les corrélations HMBC observées eldreroton asy 4.52 ppm (H-
1"rha) et le carbone situé& 68.6 ppm (C-6"glu), et celle entre les proton;e8.36 et 3.81
ppm (H-6"glu) et le carbone situéd 104.6 ppm (C-1"rha) ont permis de montrer que les
deux sucres sont liés en 1-6, et d’identifier Iglytioside au rutinose (rhamnopyranosyl-
6)-glucopyranoside). Le rutinose est fixé sur laigé kaempférol en position 3 comme
I'atteste la corrélation HMBC entre le carbone @t3le proton anomérique H-1"(Figure
[I-8). Le composé3d5 peut ainsi étre clairement identifié comme étankdempférol -
rutinoside (Figure 11-9).

lI. 3. 2. Composé 40

La spectroscopie UV-Visible et la spectrométriamisse nous ont permis de montrer
gue le composé0 possede une structure de type kaempféiOHgxose.

Les signaux de RMNH de la zone correspondant aux protons de la gésome
identigues a ceux du compos$h, ce qui confirme I'hypothese formulée grace a la
spectrométrie de masse quant a la présence deniaegéaempférol. Nous observons un
signal de proton anomérique@5.26 ppm (dJ = 7.1 Hz).

Le spectre de RMNC du composé présente 21 signaux distincts dont six
correspondent a des CH aromatiques (DEPT 135). déggdacements chimiques de ces
signaux sont sensiblement les mémes que ceux dpas#85. Parmi les autres signaux,
nous observons les signaux de 5 carbones alipleatioxygénés (entre 63 et 79 ppm) dont un
est un CH et un signal a 105.74 ppm correspondant a unonartanomeérique. Ces
déplacements en RMNC sont caractéristiques d’un glucopyranose (CQ:3", C-4", C-
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Figure II-11 : Spectre de RMNH (500 MHz, A) et'3C (125 MHz, B) du composé
42 (CDgOD, Otms=0 ppm)
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5” et C-6" respectivement &¢ 76.3, 78.9, 72.1, 78.8 et 63.6 ppm) dont on n@tdN-'H) la
configurationp (J = 7.1 Hz) (Agrawal 1992; Senatoe¢al.2000; Kazumaet al.2003).
L’hypothése sur la structure d®, émise grace a l'ordre d’élution et a I'occurrence

des sucres est donc vérifiée, il s’agit bien duigaférol-3O-glucoside (Figure 11-10).

lI. 3. 3. Composé 42

La spectroscopie UV-Visible et la spectrométriamiEsse nous ont permis de montrer
gue le composé2 possede une structure de type quercéti@epntose-rhamnose.

L’étude des signaux de RMNH de la zone correspondant aux protons de la génine
(Figure 11-11) met en évidence la présence de gubats hydroxyles en position 5 et 7 sur le
cycle A, grace a l'identification d’'un couplageeta(J = 2.1 Hz) des protons H-6 et H-&a
6.14 et 6.30 ppm. La substitution du noyau B edigimée par la présence de trois protons
aromatiques ay 7.34 (d,J = 2.1 Hz), 7.29 (ddJ = 2.1,J = 8.1 Hz) et 6.90 ppm (d,= 8.1
Hz) dont les constantes de couplages indiquenisgoiiment un systeme ABX sur le cycle B
et que celui-ci est donc 3’, 4’-disubstitué. Cest@ns sont respectivement attribués a H-2’,
H-6" et H-5". Le spectre de RMRC du composé?2 présente 26 signaux distincts dont
guinze sont attribuables a la génine flavonoiqaemi® ceux-ci, nous distinguons un signal a
dc 179.3 ppm correspondant au carbonyle (C-4) eigmabkad. 136.6 ppm caractéristique du
C-3 d'un flavonol. Les deux signauxal100.7 et 95.4 ppm sont, quant a eux, caracténessiq
des C-6 et 8 du cycle A. A ce stade, nous pouvons fbrmellement identifier cette génine
de type flavonol comme étant la quercétine.

Les signaux de deux protons anomériques sont aiseiiy 5.33 (d,J = 2.1 Hz) et
4.24 ppm (dJ = 7.4 Hz), confirmant la présence d'un disacclerich faible constante de
couplage du doublet & 5.33 ppm J = 1.4 Hz) est caractéristique d’'une configuraigor.
d’'un rhamnose. Le spectre HMQC nous réveéle la paesde deux signauxdg 3.33 et 3.39
ppm qui sont masqués sur le spectre 1D par lelsignsolvant (CHROD) ady 3.31 ppm.

Sur le spectre de RMKC, 11 signaux de type osidique sont observés. lees d
signaux &¢ 103.2 et 107.8 ppm correspondent a des carbomeséaiues et confirment la
présence de deux sucres. Le signabcal7.8 ppm correspond a un méthyle et est
caractéristique d’'un rhamnose. Les 8 autres signabsgervés entré. 67 et 83 ppm
correspondent a des carbones aliphatiques oxygéaésrrélation HMBC entre le carbone a
dc 136.6 ppm et le proton anomérique H-1"8a 5.33 ppm confirme I'attachement du
disaccharide en position 3 de la génine (Figurg)l-Le signal &c 83 ppm correspond au
carbone qui porte la liaison interglycosidique (dépment chimique plus élevé). Les
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Figure 11-12 : Spectre HMBC du composé 42 (500 MHZZD3;0D, 61tums=0 ppm).

OH OH

Figure [I-13 : Structure du composé 42
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corrélations HMBC observées entre ce carbone & fstons anomeériquessa 5.33 et 4.24

ppm nous indiquent une liaison 1-2 des deux su(fegire 11-12). Deux structures sont
envisageables pour ce composé: la quercétBgB’ -O-arabinopyranosyl-

rhamnopyranoside) et la quercétin®32” -O-xylopyranosyl-rhamnopyranoside). Les
spectresH et**C obtenus dans le méthanol deutéré pour notre asénpnt été comparés a
ceux de ces deux structures présentées dansélatlitte (Nielseret al. 2005). La présence
d’un signal &¢ 78 ppm permet alors d’identifier le compa@s&comme étant la quercétine-3

0O-(2" -O-a-L-xylopyranosyle-L-rhamnopyranoside) (Figure 1I-13).

lI. 3. 4. Composé 52

La spectroscopie UV-Visible et la spectrométriamiesse nous ont permis de montrer
gue le composB2 possede une structure de type kaempfei©OhBamnose

La région aromatique du spectre de RMiNdu composé?2 est identique a celle des
composés3s et 40, ce qui confirme une structure de type kaempfémlla génine. Les
signaux du sucre situés entréy 0.94 et 5.34 ppm sont caractéristiques d’'un
rhamnopyranoside (désoxyhexose le plus communlebgdantes): le proton anomeérique est
observable ay 5.37 ppm et forme un doublet de constante de agegl=1.4 Hz attestant de
la configurationa de la liaison anomérique. Ce proton est couplé€ sveloublet dédoublé a
on 4.21 ppm J = 1.4, 3. 2 Hz) correspondant donc au H-2". Geluest couplé avec le
doublet dédoublé &, 3.72 (1H, ddJ = 3.2; 9.2 Hz) correspondant au H-3”. Le signaya
0.94 ppm intégrant pour trois protons est caratigtie du CH d’'un rhamnose. Apres
comparaison du spectre de RMN avec les donnéea G#érature (Bracat al. 2003), ce
composé peut étre identifié sans ambiguité comraet é¢ kaempférol-®-a-rhamnoside
(Figure 11-14).

Figure II-14 : Structure du composé 52

lll. Dérivés d’acides cinnamiques

Dans les extraits #lydrangea 12 composés présentent un spectre UV caractgresti
de dérivés cinnamiques (Tableau 11-15). Les speaeemasse en mode positif et négatif des
différents composés ont été enregistrés, ainsileurs spectres de fragmentation en’\8
MS3. Ces données spectrales sont toutes caractéestidiesters de I'acide quinique. Le
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mode positif nous permet d’obtenir le nombre d’atighs sur I'acide quinique (AQ) ainsi
gue leur nature (caféique : C, coumarique : pCtértlique : F). En revanche, ce mode ne
permet pas de déterminer I'emplacement des acghti®ar contre, en mode négatif, le
spectre de fragmentation de 'ion moléculaire esactéristique de la position de lI'acylation
de I'acide quinique (Clifforekt al.2003; Cliffordet al.2005).

Les composéyq, 2, 5 et 7-9 sont des dérivés monoacylés, 48 et 53 des dérivés
diacylés. Aucun spectre de masse interprétablg@un’@tre obtenu pour les compo£é40 et
11

Tableau 1I-15: Spectres UV des dérivés d’acides rmiamiques effectués dans les
conditions d’analyse CLHP-UV : acétonitrile/eau/adile formique 0,3% (ACQ : acide
caféoylquinique ; ApCoQ : acidep-coumaroylquinique ; AFQ acide féruoylquinique ;
AdiCQ acide dicaféoylquinique

Tren min| Anax€n nm
1 ACQ? 8.8 319 R
2 A3-CQ 9.5 | 325-300(sh) |
3 11.1 | 327-300(sh) |2+ \
5 ApCoQ? 14.1 307 J
7 A3-pCoQ| 14.9 312 s
8 A5-CQ 16.0 | 326-300(sh Spectre UV d&
9 A3-FQ 18.0 326 e
10 22.4 319 fm A
11 23.9 319 \
46 A3,5-diCQ| 40.1 | 322-300(sh) \
48 A15-diCQ| 408 | 327-300(sh) | i =
53 A x,4-diCQ 8.8 320-300(sh Spectre UV d¢

Sh = shoulder : épaulement ; Tr : temps de rétentioen CLHP-UV
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Figure 11-15 : Spectre de masse (ES) et fragmentation de I'acide chlorogénique (8)

Tableau 11-16 : Fragmentation MS? et MS® en modes positif et négatif des
dérivés d’acides cinnamiques monoacylés mj/z (intensité relative)]

Composés 1 2 5 7 8 9
Identification Ax-CQ ? A3-CQ Ax-pCoQ ?A3-pCoQ A5-CQ AS3-FQ
[M+H]* 355 355 339 339 355 369
335(31) 335(4)
179 (100)
163 (66) 163 (100) 163 (100) 177 (100)
[M-H]" 353 353 337 337 353 367

A 179 (34) 179(36) 163 (100) 163 (100)179 (2) 193 (100)
Q1 191 (100) 191 (100) 191 (10) 191 (4) 191 (100)

Q2 173 (4) 173 (4) 173 (4)

B 135(4) 135 (6) 119 (5) 119 (3)

C 134 (12)
MS? 191 191 163 163 191 193
Q2 173 (77) 173 (72) 173 (87)

B 119 (100) 119 (100)

C 134 (100)
Q7 127 (100) 127 (100) 127 (100)

Q6 111 (40) 111 (37) 111 (37)

Q5 85 (57) 85 (57) 85 (83)

ACQ : acide caféoylquinique ; ApCoQ : acidep-coumaroylquinique ; AFQ acide
féruoylquinique ; AdiCQ acide dicaféoylquinique
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[ll. 1. Dérivés monoacylés

Lors de la fragmentation de Iion [M+Hdes composés, 2, 5 et 7-9, une perte de
192 u, correspondant a la perte d’acide quiniqse,observée. La masse du pic de base
observé correspond a celle de la partie cinnamidrd : acide férulique, 163 : acide
caféique, 147 : acide coumarique).

Le Tableau II-16 résume les fragmentations de oegosés en Mt MS dans les
deux modes d’ionisatiorc. chapitre I Il. 42. 2. Figure [-21 p 39 pour la nemolature des

fragments).

[ll. 1. 1. Dérivés de poids moléculaire 354

Les composéq, 2 et 8 présentent un ion pseudomoléculaire [M}B& m/z 355, ce qui
correspond a des dérivés caféoylquiniques. L'i@yritent an/z 163 correspond a [M+H-
192], c'est-a-dire I'ion moléculaire moins I'acide qujne. L’ion & 731 correspond a I'adduit
sodium du dimére [2M+N3] La fragmentation de l'acide chlorogénique estsenéée en
exemple sur la Figure 11-15.

Les temps de rétention, spectre UV et spectre dsendu compos@ correspondent a
ceux du témoin d’acide chlorogénique (acide 5-cdfponique) présent au laboratoire. La
fragmentation en mode négatif de I'ion pseudo-mdhice [M-H] a m/z353 donne un pic de
base de masse 191, avec un pic secondaire de ressdntensité légerement inférieure a 5
% de celle du pic de base, ce qui correspond blasi@r caféique en position 5 (Cliffort
al. 2003; Clifford et al. 2005). Le spectre de fragmentation M®nfirme cette position. De
plus, ce composé a été isolé de I'extra#O et son spectre de RMNH correspond
parfaitement a celui de la littérature (Paailial. 1998; Nakatanet al.2000; Choiet al.2006).
Ce composeé est connu pour étre majoritaire chepdeeH. macrophylla

Les composés et2 ont la méme fragmentation en mode d'ionisatioratiéy1S? : un
pic de base &n/z191 et un pic secondairaniz179 dont l'intensité correspond a plus de 50%
du pic de base. Selon Clifforet al. (Clifford et al. 2003; Clifford et al. 2005), cette
fragmentation est caractéristique d'un ester eritipns3. Le spectre de fragmentation #1S
confirme cette position.

Néanmoins, les spectres de fragmentation en maddeishtion positif de ces deux
composeés different. L'ion moléculaire du compd&ése fragmente majoritairement en
donnant un ion an/z 163, ce qui correspond, comme pour l'acide chlénogue, a l'ion
[M+H-192]", c'est-a-dire I'ion formé par la coupure entrexygéne de I'acide quinique et le

carbonyle de la partie caféique. Ce fragment esdi alsservé pour le compodé mais le
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Figure 11-17 : Spectre de RMN*H de 2 (500 MHz, CROD, é1ms=0 ppm).
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fragment majoritaire pour ce composé apparam/a 179, ce qui correspond a un atome
d’'oxygéne en plus par rapport au fragment de md€§3 Ce fragment pourrait donc
correspondre a une coupure entre I'oxygéne dedkéaquinique et le C-3 de la partie acide
quinique.

Les spectres UV de ces deux composés sont égalédgenement différents (Figure
[I-16). Pour le composg, on observe un maximum avec épaulement a 326 ons glie pour

le composd, le maximum sans épaulement est centré sur 319 nm.

3264

250 300 350 400
nm

Figure 11-16 : Spectres UV de 1 (rouge) et 2 (blewgffectués dans les conditions d’analyse
CLHP-UV : acétonitrile/eau/acide formique 0,3%

Ces deux composés ont été isolés par chromatogrdfghiclusion et CLHP préparative a
partir de I'extrait des sépales de I'accest60 d’Hydrangea macrophylla(S9 fractions 19-
22 et 23-24). Seul le compo2a pu étre identifié, le compodés’étant dégradé au cours des
différentes analyses de RMN.

Le spectre de RMNH de 2 est représenté a la Figure I-17. Une compara@®rce
dernier avec les données de la littérature (Retudil. 1998; Nakatanéet al. 2000; Choiet al.
2006) montre qu’il s'agit de l'acide 3-caféoylquinie. La partie caféique de la molécule est
en effet représentée par 5 signaux se situant ldamsne aromatique entre 6 et 8 ppm. Les
signaux &y 7.59 et 6.31 ppm correspondent aux protons deuald liaison en 7’ et 8'. Les
trois autres signauxay 7.04 (d,J = 2.0 Hz), 6.77 (dd) = 2.0 et 8.2 Hz) et 6.94 ppm (@=
8.0 Hz) caractérisent un systeme ABX. Ces protons®espectivement attribués a H-2’, H-6’
et H-5'. Le signal &y 5.54 ppm correspond au méthine portant la fonatgter. Le signal a
oy 4.08 ppm est un faux triplet dédoublé. Les valedes] mesurées (3.0 et 7.9 Hz)
correspondent a des conformations de type axialtéqaket axial-axial. Ce proton se trouve
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Figure 11-18 : Spectre NOESY de 2 (500 MHz, CBOD, dé1ms=0 ppm).
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Figure 11-19: Spectres UV de 5 (rouge) et 7 (bleukffectués dans les
conditions d’analyse CLHP-UV : acétonitrile/eau/adile formique 0,3%



Chapitre 1l. Identification structurale

donc en position axiale. Il est par ailleurs cougd@c deux protons en position axiale et un
autre en position équatoriale. Il s'agit donc dibH-Le doublet dédoublé &, 3.67 ppm
correspond au proton en position 4.

Sur le spectre NOESY de ce composé (Figure II-p8)sieurs interactions sont
observées entre : H-4 et H-6ax / H-2ax, H-3 et K/2d2eq et H-5 et H6eq, ce qui confirme

la structure.

[ll. 1. 2. Dérivés de poids moléculaire 338

Les composéSs et 7, am/z339 en mode d’ionisation positive etrdz 337 en mode
d’ionisation négative, correspondent a des acidasaroylquiniques.

En mode d'ionisation négative, le pic de base er &% am/z163 ce qui correspond
a la perte de la partie acide quinique et est tanatique d’un ester en position 3. Le spectre
de fragmentation en MSonfirme cette position (Clifforet al.2003; Cliffordet al.2005).

Comme pour les composés et 2, les spectres UV de ces deux produits sont
légerement différents : il y a un léger décalagemdximum d’absorbance (312 nm pour le
composé€/ et 307 nm pour le compoSgFigure 11-19).

Ces deux dérivés nayant pas été isolés, seulehygmsheses structurales peuvent
étre émises apres une comparaison avec les costpets

Le composé7 présente ainsi un temps de rétention Iégeremers @levé que le
composé et son maximum d’absorbance est Iégérement pbye éll s’agit certainement de
'acide 3-coumaroylquinique qui, par ailleurs, pstsent che#l. macrophylla(Takedaet al.
1985; Kondoet al. 2005). Quant au compoSéqui n'a pas pu étre identifié, il pourrait s’'agir
d’'un homologue du compode

[ll. 1. 3. Dérivés de poids moléculaire 368

Le compos® a un [M+H]'de 369 en mode d’ionisation positive et un [M-Hig 367
en mode d’ionisation négative, ce qui correspondnaacide féruoylquinique. En mode
d’ionisation négative, le pic de base en\3n/z193 est associé a la perte de la partie acide
quinique et est caractéristique d’'un ester en joosB. Le spectre de fragmentation enMS
confirme cette position (Clifforét al.2003; Cliffordet al.2005).

[ll. 2. Dérivés diacylés

Les composéds, 48 et53 sont diacylés, la masse de I'ion moléculaire exlenositif

et sa fragmentation nous indiquent gqu'il s’agitdéeivés de type dicaféoylquinique (Tableau
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Tableau 11-17 : Spectres UV Lmax €n nm) effectués dans les conditions d’analyse
CLHP-UV : acétonitrile/eau/acide formique 0,3% et pectres de massenf/z
(intensité relative des fragments] des dérivés d me chlorogénique diacylés

Composés
Identification

46 48

53

A35-diCQ A15-diCQ Ax4diCQ

Temps de rétention

en min 40,1 40,8 43,6
uv 319-300 (sh) 327-300 (sh) 327-300 (sh)
[M+H]+ 499 499 499
319 (84) 319 (74)
163 (100) 163 (100)
145 (8)
[M-H]- 515 515 515
353 (100) 353 (100) 353 (100)
335 (3)
317 (3)
299 (6)
255 (4)
203 (10)
Q1 191 (1) 191 (3) 191 (1)
A 179 (3) 179 (2) 179 (5)
173 (8)
MS3 sur 353
Q1 191 (100)
A 179 (45)
Q2 173 (4)
B 135 (6)

Sh = shoulder : épaulement



Chapitre 1l. Identification structurale

[I-17). Lidentification de ces composeés peut &rdreprise en utilisant la clé hiérarchique
proposée Clifforcet al (2005) €f. Chapitre I. II. 2. 2. 2. Tableau 1-6 p 38).

Le composé46 présente un ion quasimoléculaire [M-H] m/z 515. Lors de la
fragmentation de cet ion en M&15->353); le fragment majoritairerd/z 191, exclut une
acylation en position 4. Le spectre M% présente pas d'ionnd/z335 et le fragment &n/z
179 correspond & 45% du pic de base efi. M& composé6 peut donc étre identifié comme
étant I'acide 3,5-dicaféoylquinique.

Le composé48 a été identifie comme étant l'acide 1,5-dicaféayiique, en
comparant son temps de rétention, son spectre Wdrespectre de masse avec les composes
contenus dans un extrait éthanolique d’articl@utara scolimugRomaniet al.2006).

La fragmentation M&du compos&3 n’a pas pu étre réalisée et nous ne pouvons donc
pas caractériser sa structure de facon certairem@ins, la fragmentation MSe rapproche
de celle des acides x,4-dicaféoylquiniques obsepageClifford et al (2005), I'ion am/z173
étant plus particulierement présent pour les déragylé en position 4. Cependant, l'intensité
relative des autres fragments ne correspond pastemant aux données de la littérature.
Nous ne pouvons donc pas conclure avec certitud@a quosition de la deuxieme acylation.
En tout état de cause, aucun de ces dérives nespond a la cynarine (acide 1,3
dicaféoylquinique99), ce que démontre une comparaison directe (CLHP-G¥ec un

échantillon commercial.

IV. Amines polyacylées

Les composes6 a 60 présentent un spectre UV de dérivé d’acides cimpags mais un
spectre de masse traduisant la présence dun nonnbpmir d’atomes d'azote
intramoléculaires. Le compo&® a été isolé des extraitd4 et 352 et a pu étre identifié par
analyse en spectrométrie de masse et RMN. Parga@alwvecs6, les composés7-60furent

ensuite directement identifiés par spectrométriendsse.
IV. 1. Composé 56

En mode d’ionisation positif, des ionsndz 632 et 654 correspondant respectivement a
[M+H] " et & [M+Na] ont été observés. La masse paire de ces ionsimdigse la présence
d’'un nombre impair d’atomes d’azote. L’analyse pactrométrie de masse haute résolution
nous conduit & la formule brutesf8ls;N;Os. La fragmentation MSde Iion [M+H]" donne
majoritairement un ion fragmentrd/z470 correspondant a la perte de 162 u. Ce fragment
perdu peut correspondre a un sucre a 6 carbonasiowacide caféique. Un second fragment,
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Tableau 11-18 : Spectre infrarouge de 56

Hencnt origine
1653 Elongation C=0 amide secondaire ou tertiaire
1645 Elongation C=C conjuguée a un C=0
1600 Elongation C=C aromatique
1580 Elongation C=C aromatique
1510 Déformation N-H amide
L L L L L L L L EE L L L L
7.6 7.4 7.2 7.0 6.8 6.6 6.4

Figure 11-20 : Spectre de RMN*H (500 MHz, CD;0D, 81ms=0 ppm) de 56
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plus petit, est observéra/z452, correspondant a une perte de 18 u par rapdboin am/z
470, ce qui pourrait correspondre a une perte deade NH. Le spectre infrarouge nous
révéle la présence de 5 bandes trés intenses & 1683, 1600, 1580 et 1510 ¢mCes
bandes sont caractéristiques d’'un cycle aromatiquee double liaison conjuguée et d’'une
fonction amide (Tableau 11-18). Aucune bande duspene correspond a une fonction amine
primaire, secondaire ou tertiaire ni a une fonctster. Les acides caféiques seraient donc
liés au reste de la molécule par des fonctions esrsécondaires ou tertiaires. Afin de vérifier
la présence d’'un ou plusieurs acides phénoliquedasmolécule, I'analyse par RMN du
compose purifié a été entreprise.

Une premiére analyse dans le méthanol deutéré&é&stmée Figure 1I-20. Ce spectre
de RMNYH est trés complexe, ceci étant peut étre dii ddsepice de conforméres. En effet,
la présence d’'un atome d’azote dans une molécuieipduire un équilibre di a la rotation
des groupements portés par ce dernier, si la eitdes échanges est inférieure a celle de la
fréquence d’observation (ici 500 M cycles par seednBlus la molécule contient d’atomes
d'azote et plus le nombre de conforméres sera imporLe spectre de RMM de la
molécule sera alors d’autant plus complexe.

Afin d’accélérer 'interconvertion des conformemsdonc de simplifier le spectre de
RMN-'H correspondant, une série d’analyse a été réatlade le DMSO-¢la différentes
températures (Figure II-21). Lorsque la températavgmente, on peut remarquer une
diminution du nombre de signaux ainsi qu’un affimeinde ceux-ci (Figure 11-21). Le spectre
réalisé a 50°C étant le plus « interprétable »ngiy aromatiques mieux définis), nous nous
baserons sur celui-ci. L'analyse dans le DMSOadus permet également d’observer les
signaux correspondant aux fonctions hydroxylevengiellement amines ou amides.

Les signaux @y 9.0, 8.7 et 7.8 ppm (Figure 1I-22), intégrant retspement pour 3, 3
et 2 protons, sont absents du spectre de RMMNnregistré dans le méthanol deutéré. Ils

correspondent par conséquent a des protons éclidegea
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C)
7.4 7.2 7.0 6.8 6.6 6.4

Figure I1-21 : Spectres de RMN*H (500MHz, DMSO-d6, 61ms=0 ppm) de
56 : A) 20°C ; B) 50°C et C) 80°C
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3H 3H 2H 3H 10H 2 4H 4HH,O M 2H 4H

LI R I R R I R R R R Rl Rl RN RS LR A L R R R I R R RS I RN R
9.290888684828078767472706.86.6646.2 3.6 3432302826242220181.6

Figure 11-22 : Spectres de RMN2H (500MHz, DMSO-d6, 8tms=0 ppm) de 56 & 50°C

Les signaux entréy 6.2 et 7.4 ppm correspondent a des protons arquesti(Figure
[I-23). Le massif entréy 7.2 et 7.4 ppm, intégrant pour 3 protons, esufzegosition de 3
doublets ayant des constantes de couplage de 15.8,et 15.7 Hz respectivement. Il
caractérise donc 3 doubles liaisdrems Les signaux centrés sty 6.3 ppm, intégrant pour
deux protons, correspondent a deux autres doutdet®ubles liaisonsans(J = 15.7 et 15.6
Hz).

Le signal &y 7.07 ppm, intégrant pour 1 proton, est un doubjahtune constante de
couplage de 2.0 Hz. Il correspond a un proton atiojn@ ayant un voisin eméta Le signal
entredy 6.95 et 7.00 ppm intégrant pour 3 protons estfseposition de plusieurs signaux
dont la multiplicité n’est pas interprétable. Lessihentredy 6.82 et 6.88 ppm, intégrant pour
2 protons, est la superposition de deux doublaieuldés ayant des constantes de couplage
de 2.0 et 8.1 Hz. lls correspondent a deux protyat chacun un voisin errtho et un
voisin enpara.

Le signal entredy 6.75 et 6.81 ppm, intégrant pour 4 protons, estfanh la
superposition de 3 doublets :

- le premier, correspondant a 2 protons equivalasiscentré susy 6.76 ppm
avec une constante de couplage de 8.1 Hz. Il stigit proton aromatique
ayant un voisin eortho.

- un deuxiéme, centré say 6.77 ppm avec une constante de couplage de 15,3
Hz. Il s’agit du signal de la double liaison.

- un dernier, également centré $ur6.77 ppm avec une constante de couplage

de 8,11 Hz. Il s’agit d'un proton aromatique ayamvoisin enortho.
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Figure 11-23 : Expansion de la région aromatique duspectre de RMNH
(500MHz, DMSO0-d6,81ms=0 ppm) de 56 a 50°C
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Figure 11-24 : Spectre de RMN+°C (500MHz, DMSO-d6,5ms=0 ppm) de 56 & 20°C
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Au final, on est en présence de 3 doubles liaisars et de 6 protons aromatiques.
Parmi ces 6 protons, 1 posséde un voisimétg 2 possedent 2 voisins ertho et métaet 3
possédent 1 voisins emtho. Il ne manque donc plus que les 3 protons domtuliplicité est
indéterminée pour former 3 systémes ABX distincts.

Il pourrait donc s’agir des signaux partiellemeamperposés de 3 acides caféiques. Les
2 signaux échangeables intégrant chacun pour ®mmaidy 9.0 et 8.7 ppm seraient alors
associés aux 6 fonctions hydroxyles de ces adrisi les signaux restants, on distingue :

- 2 autres protons échangeabla®;&.8 ppm pouvant correspondre aux protons
de deux groupements NH de fonctions amides.

- 4 signaux ay 1.40, 1.78, 3.23 et 3.45 ppm, intégrant respettard pour 4, 2,
4 et 4 protons, pouvant correspondre a 7 groupem€hnt dont certains
seraient équivalents.

En RMN-3C (DMSO-d6, 20°C) (Figure 1I-24), les signaux autale 5c 165 ppm
correspondent a des carbonyles, certainement ceugrdapements caféiques précédemment
identifiés.

Les signaux @c 110-145 ppm peuvent étre associés aux cycles &igpea et aux
doubles liaisons et correspondent donc aux sigrBasx 3 groupements caféiques. Aucun
signal n’est observé entie 60 et 80 ppm. La molécule ne posséde donc pasrere
aliphatique porteur d’oxygéne sous la forme de ionchydroxyle ou ester. Les 7 GH
apparaissent entég 27 et 45 ppm.

Nous sommes donc en présence d’une molécule ctanp@rgroupements caféiques,
7 CH, et un nombre impair d’azotes, deux sont sousrladad’amides secondaires et un sous
forme d’amide tertiaire.

Dans les généralités du premier chapitre, nous savalbservé que les acides
cinnamiques pouvaient se trouver naturellement gmuse d’amides tels que certains dérives
de la spermidine (Bruneton 2010). Le compb6éourrait donc étre la tricaféoylspermidine.
Dans la bibliographie, seulement deux publicatimesntionnent cette molécule (Bokezhal.
1995; Walterset al.2001)..

En ce qui concerne les signaux correspondant baie spermidine, I'attribution des
protons a été effectuée par comparaison de notatrepevec celui décrit par Bokeat al.
(1995) et celui de la triféruoylspermidine (analpdes récente et effectuée dans le DMSO-d
a 60°C donc dans des conditions plus proche dess)dtZambleet al. 2006). Dans cette

derniére publication sont aussi disponibles lesndes de RMNSC. On peut remarquer que
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les déplacements chimiques des protons et desreglite la chaine spermidine ne varient
guasiment pas selon les substituants (caféiquenaamyl ou féruoyl) et nous pouvons donc
aisément les comparer aux nétres.

Les quatre signauxdy 1.2-1.6, 1.78, 3.23 et 3.45 ppm, intégrant respacient pour
4, 2, 4 et 4 protons, correspondent aux protoria deaine carbonée (Figure 11-25) (Bokern
al. 1995; Zambleet al. 2006).

Figure 11-25 : Attribution des signaux de RMN *H de la spermidine trisubstituée

En ce qui concerne les protons aromatiques, il pgétisé que les signaux d'un
groupement féruoyl ou coumaroyl en position 5 $égérement plus déblindés que ceux des
groupements situés en bout de chaine dans le clstd&ruoylspermidine (Zamblet al.
2006) ou de la tricoumaroylspermidine (Soboktval. 2008). Nous observons ce méme
phénomene pour le compoSé (Figure 11-23) que nous pouvons, ainsi, identiftmmme
étant la tricaféoylspermidine.

Les composesH7-60 sont des composés présentant une structure prbeheelle du
composé 56 (méme spectre UV, masse moléculaire impaire, feagations en SM
similaires). Nous avons entrepris une étude finéadeagmentation MS/MS du compoS6,

d’'une part pour en confirmer la structure et, daytart, afin d’identifier les composgg-6Q
IV. 2. Analyse du spectre de masse du composé 56

En mode d’ionisation positif, les ionsm/z 632 et 654 correspondant respectivement a
[M+H]* et & [M+Na] ont été observés. Les fragmentations erf SMS’ conduisent au
méme ion an/z145 correspondant a la spermidine, apres la pedeessive de 3 fois 162 u et
donc de 3 unités caféiques. Le spectre de fragmm@mide ce composé est similaire a celui de
la N*,N°,N**-tricaféoylspermidine préalablement décrit (Boketral.1995).

Lors de la scission de I'ion [M+H] 2 fragments an/z 470 et 452 sont formés. Le
fragment an/z470, correspondant a une perte de 162 u, peuatiieué a la rupture d’'une
liaison amide entre la spermidine et une molécuéeide caféique (cette coupure pouvant
avoir lieu au niveau des 3 azotes). Lorsque la amupe produit sur un azote terminal, il peut
alors y avoir un départ d’'une molécule deNek qui explique la présence de I'iom#& 452.
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Figure 11-27 : Fragmentation MS°de la tricaféoylspermidine 56
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La Figure 11-26 résume la fragmentation du compeén MS (en rouge la masse des ions

observés, en vert la masse des fragments perdus).

10 -18
-18 1 5 H 470 ——» 452
452 «—— 470 HN" SgToNT TN
162
62 ¢
0 o) \
162 | |
OH OH OH
OH OH OH

Figure 11-26 : Fragmentations MS? de la tricaféoylspermidine 56

Lors de la fragmentation MSde lion &m/z 470 (Figure 11-27), lon fragment
majoritaire ayant um/z de 220 correspond a une coupure entre I'azoteositign 5 et la
chaine propyle. Cet ion peut aussi provenir d’uoapeire de la chaine butyle aprés rupture de
la liaison C6-C7. La perte d'une seconde unitéigat est aussi observée avec I'iom&
308, qui donne ensuite 291 par la perte de 17 w)Mtsque la coupure se fait au niveau
d’'un azote terminal. Le pic minoritairend/z 234 correspond a une coupure entre I'azote en
position 5 et la chaine butyle. Un fragmenh& 163 est aussi observé et correspond a I'ion
caféique et, comme précédemment, la spermidine ¢pajuguée) donne un ionma/z 145.

L’ensemble de ces éléments permettent d'identiféed la tricaféoylspermidine
IV. 3. Identification des composés 57 a 60

Les spectres ESHes composés? et 59 présentent un ion pseudo-moléculaire [M}H
m/z616 et ceux des composE®et 60 am/z 646. Les spectres de fragmentation de ces ions
en MS et MS sont comparables a ceux du compb6gindiquant qu'il s'agit de composés
de la méme famille (Tableau 11-19). Lors de la fremptation M$ de ces composés, on
observe les pertes de 162 et 1461t59) d'une part, 162 et 176 &§ et 60) d’autre part.
Ces pertes montrent la présence d’acide caféigye@@marique (pCm) et ferulique (F). Les
composésh7 et 59 sont des coumaroyldicaféoylspermidines et les am®gb8 et 60 des
féruoyldicaféoylspermidines.

Afin de déterminer I'emplacement des acides (C, pE)o,les spectres de masse des 4
composés ont été comparés aux spectres de massetM&S, obtenus dans les mémes
conditions, de la tricaféoylspermidinggj. La Figure 11-28 représente ainsi les fragmeaoteti

attendues dans les trois cas possibles.
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en bleu)



Chapitre 1l. Identification structurale

Pour le composé57, lion majoritaire lors de la fragmentation KSde [Iion
quasimoléculaire &n/z454, correspond a la perte d’'un résidu caféiqueHM62]. 3 autres
fragments de masse 470, 452 et 436 sont obselvé&griespondent respectivement aux ions
[M+H-pCm]*, [M+H-pCm-NH,]" et [M+H-C-NH,]*. Comme nous le montre la Figure 11-28,
lorsque 'acide coumarique est placé en positide fagment [M-pCm-NH|* ne peut pas se
former, car le N ne peut étre éliminé que lorsque I'une des postiterminales de la
chaine est libre. Ceci confirme la présence d'widtécaféique en position centrale. Lors de
la fragmentation M%de I'ion [M+H-C]+ am/z454, le fragment majoritaire observé présente
un m/zde 204 u qui peut correspondre soit au fragmeaméapar la coupure entre C-4 et le
N-5, dans le cas Ncoumaroyl-N, N'°-dicaféoylspermidine, soit par celui formé par la
rupture de la liaison C6-C7 dans le cas de t&ddumaroyl-N, N>-dicaféoylspermidine
(Figure 11-29). La premiere rupture décrite prédoenitres largement chez ce type de
composé, il s'agit de la-Ncoumaroyl-N, N'%-dicaféoylspermidine57) (Bokernet al.1995).

Pour le compos&9, lors de la fragmentation MSle lion [M+H-C]" & m/z 454, le
fragment majoritaire observé se situemd 220. Ce fragment peut correspondre soit au
fragment formé par la rupture entre le C-4 et N-Bisdée cas Rcoumaroyl-N, N-
dicaféoylspermidine ou de la'f\coumaroyl-N, N°>-dicaféoylspermidine, soit par celui formé
par la rupture de la liaison C6-C7 dans le cas de N-coumaroyl-N, N°-
dicaféoylspermidine (Figure 11-29) La premiére mngt décrite prédominant trés largement
chez ce type de compose, le compa@@ossede trés probablement un résidu caféiquésur
1. Les fragments n/z204 et 218 correspondent respectivement a I'ioméopar la rupture
de la liaison C6-C7 et & I'ion formé par celle @elinison N5-C6 dans le cas dé°N
coumaroyl-N, N°-dicaféoylspermidine. Ces masses ne correspondeatican fragment
possible dans le cas de 1&-8bumaroyl-N, N'°-dicaféoylspermidine. Le compo$® peut
donc étre identifié comme étant 1a%toumaroyl-N, N°-dicaféoylspermidine.

Le spectre de fragmentation K&e I'ion quasimoléculaire @/z646 des composé&s et
60, présente 4 ions @/z484 [M+H-CT, 466 [M+H-C-NHy]"*, 470 [M+H-FT, et 452 [M+H-
F-NH4]". La présence de ce dernier n'est possible queguerde résidu férulique est
positionné sur I'azote en position 1 ou 10. Cexdmmposeés étant de méme nature Sjuet
59, leur ordre d’élution, en fonction de la positidm résidu cinnamique qui les distingue, doit
étre le méme. De plus, le spectre de fragmentati®hdu compos&8 est proche de celui du
composés7, et il en est de méme po@O et 59. Ces deux composés peuvent donc étre
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identifiés comme étant respectivement [&féturoyl-N°, N'°-dicaféoylspermidines8 et la
N*%éruoyl-N', N>-dicaféoylspermidin&0.

Tableau 11-19 : Spectres de masse Mgm/z (intensité relative des fragments] des
composeés 56-60

56 57 59 58 60
Substituant (pCm ou F) en position : 1 10 1 10
MS! [M+H]* 632 616 616 646 646
MS? [M+H-C]" 470 (100) 454 (100) 454 (100) 484 (57) 484 (100)

[M+H -C-NH,]+

[M+H —pCm]+ ou [M+H —F]+
[M+H —pCm-NH,]+ ou [M+H —F-NH,]+

452 (14) 436 (6) 436 (14) 466 (4) 466 (13)
470 (73) 470 (1) 470 (57) 470 (3)
452 (92) 452 (1) 452 (100) 452 (5)

mMs? [M+H-C]* 470 454 454
[M+H -C-NHg]+ 453 (23) 437 (25) 437 (28)
[M+H -C-NH]+ 452 (10) 436 (12) 436 (14)
[M+H-2xC]* 308 (69) 292 (58) 292 (44)
[M+H-C-pCm] 308 (29) 308 (16)

[M+H-2xC-NH3]*
[M+H-2xC-NH,]*
[M+H-C-pCm-NH]*
[M+H-C-pCm-NH,]*
coupure 4 /5
coupure en 5/6
coupure en 6/7

291 (20) 275 (11) 275 (9)
274 (3)
291 (6) 291 (7)
290 (6)
220 (100204 (100) 220 (100)
234 (9) 234 (11) 218 (10)
220 (100220 (75) 204 (67)

[C+H]+ 163 (33) 163 (37) 163 (37)
[PCm+H]+ 147 (30) 147 (29)
[spermidine +H] 145(4) 145@) 145 (5)
MSs? [M+H-pCm]* 470
[M+H-C-pCmJ’ 308 (51)
[M+H-C-pCm- NH,]* 291 (20)
coupure en 6/7 220 (100)
[C+H]+ 163 (52)
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l. Introduction

A partir de la voie de biosynthése connue des dpéspanoidesdf. chapitre I. Il. 2. p
16), un schéma a été établi regroupant les filistides 60 composés phénoliques détectés
dans nos extraits (Figure l1ll-1). Trois familles demposés, ayant comme précurseur
commun lep-coumaroyl-CoA, sont représentées sur cette figlee acides cinnamiques (en
bleu), les amines polyacylées (dérivés de la sputnemi en rouge) et les flavonoides qui sont
majoritairement des flavonols divisés en quatré&gates. Les dérivés du kaempférol (en
vert) et les dérivés de la quercétine (en violet)tdargement répandus. Un seul dérivé de
lisorhamnétine (en marron) est présent ainsi qois térivés de la myricétine (en rose). Les
voies des flavones (en orange) et des flavanomega(me) sont tres minoritaires. Dans les
especes a inflorescences colorées, les anthocyaoes représentés Figure IlI-1) sont
principalement des dérives de la delphinidine.

La glycosylation des flavonols se situe toujourgesition 3. Seuls deux dérivés de la
guercétine 4 et 6) possédent une glycosylation supplémentaire eitigos/. En ce qui
concerne le degré de glycosylation, trois poss#silsont observées : des dérivés mono, di, et
plus rarement, triglycosyléd?, 14, 18et 24). La nature des sucres identifies est variée et
peut étre de type hexose (glucose, galactose, rlsjhinou pentose (xylose, arabinose).
D’autres réactions apparaissent, comme des aaytatithexose par un malonyl4) ou un
acétyle 45, 50 et55), et I'oxydation du glucose pour former I'acideiglironique 39 et49).

Pour les flavonols diglycosylés, les liaisons lighgcosidiques les plus fréquentes sur
un hexose sont les positions 2 et 6 (Bruneton 2Q1&chainement 1-2 est observeé pour les
dérivés hexose-rhamnose, hexose-hexose et hexoges@gel'enchainement 1-6 uniquement
pour les dérivés hexose-rhamnose.

Dans ce schéma général de biosynthése, il s’agtatiyser la répartition des espéces
et sous-especes, définies selon la classificatenMdClintock (1957) en fonction des
caractéristiques spécifiques liées a ces troisliiesrde composés.

Les deux principales voies métaboliques, dérivésides cinnamiques et dérivés des
flavonoides, ont été le fil conducteur d’'une premianalyse globale des résultats qualitatifs
et quantitatifs au niveau interspécifique, puis é€'geconde analyse au niveau intraspécifique,

pour rechercher les composés discriminants.
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Il. Analyse de la diversité interspécifigue des compas@hénoliques

Il. 1. Classification selon la teneur en dérivés d’acidesnnamiques et en

flavonoides

L’analyse des teneurs en polyphénols des especatreniane premiere dichotomie
entre acides cinnamiques et flavonoides. Le classedes espéces puis des accessions selon
la teneur décroissante en acides cinnamiques, métidence la diversité tres importante au
niveau interspécifique mais aussi la variabilitéraspécifique (Figure 111-2). Toutes les
especes synthétisent acides cinnamiques et fladesoinais a des teneurs et dans des
proportions tres différentes qui conduisent a émartir en deux groupes. Pour les six especes
du groupe 1, les teneurs en acides cinnamiquesssgérieures a 100umol/g d’extrai. (
macrophylla H. arborescensH. heteromallaH. paniculata H. integrifolia etH. seemannii)
Pour les cing espéces du groupe 2, les teneursiégesacinnamiques sont faibles, nettement
inférieures a 100 pmol/g d’extraiti( aspera, H. involucrataH. quercifolig H. anomalaet
H. scandens

La représentation en pourcentage de chaque classaep de s’affranchir des
différences de teneur totale en polyphénols et dmmvisualiser les rapports entre les
familles de composés et les voies de biosynthessminantes (Annexe 6). Dans le groupe
1, I'espéceH. macrophyllase distingue par une forte accumulation d’acidesamiques
(>65%) au détriment des flavonoides. Ce rapport@sipris entre 40 et 60% pour les autres
espéeces du groupeH( arborescensH. heteromalla H. paniculata H. integrifolia et H.
seemann)i Dans le groupe 2H( aspera, H. involucrataH. quercifoliag H. anomalaet H.
scandeny c’est la voie de biosynthése des flavonoideseguiprivilégiée. Les pourcentages
d’acides cinnamiques sont beaucoup plus faiblesitgsant entre 2 et 30%.

Les amines polyacylées, dérivés de la spermidima, minoritaires mais se révélent
étre de bons marqueurs pour distinguer les fleemiefls des fleurs stériles dans lesquelles
elles sont absentes ou présentes en tres faiblesitgagFigure 111-2).

Les différences de teneurs constatées entre lestgpes de fleurs ne sont pas plus
importantes que la variabilité intraspécifique et modifient pas I'analyse générale de la
diversité.

La voie de biosynthése de la delphinidine, princgmathocyane dans le genre, est
associée a celles des flavonols. Les dérivés aydhagues sont minoritaires dans les
inflorescences colorées, leurs teneurs ne dépapasn% de la teneur totale en composés
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Figure l111-4 : Distribution des acides cinnamiquesmajoritaires dans les inflorescences
du genre Hydrangea acide 3-caféoylquinique (2), 5-caféoylquinique {8 et 1,5
dicaféoylquinique (48) (umol/g d’extrait)

An, H. anomala ssp. anomal&e H. anomala ssp. petiolari#r, H. arborescensK, H. aspera ssp. aspera
groupe KawakamiV, H. aspera ssp. aspemgroupe Villosa;R, H. aspera ssp. robust&a H. aspera ssp.
sargentiana;St, H. aspera ssp. strigosaje, H. heteromalla;In, H. integrifolia; I, H. involucrata;MM , H.
macrophylla ssp. macrophylld1S, H. macrophylla ssp. serrat®a, H. paniculata;Q, H. quercifolia;Sg H.
scandensSe H. seemanniifs, fleur fertiles;ff, fleurs fertiles.
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phénoliques (Figure 111-3). Leur présence n'a gl @'incidence sur les teneurs ou les
proportions des autres dérivés.

En conclusion, il existe une forte structurationsain du genre. La voie des dérivés
d’acides cinnamiques est majoritaire dans le grdupecelle des flavonoides dans le groupe
2, qui est aussi celui ou les teneurs en compdsé&satiques sont globalement inférieures. La
répartition selon ces critéres sépare les espatestes avec d’'une part. macrophylla et
d’autre partH. asperaetH. involucratg marquant ainsi une premiére différenciation. Resir
autres especes, la séparation existe aussi poutraBacriteres morphologiques importants
dans la classification botanique. Par exemplegesell port grimpant, avec les especes a
feuillage persistart. integrifolia etH. seemanni{sectionCornidia) dans le groupe 1 et celle
a feuillage cadu¢d. anomaladans le groupe 2. Les deux espéeces d’origine aorércaine
rassemblées dans la sous-sectianericanage sont séparées, avét arborescengdans le

groupe 1 eH. quercifoliadans groupe 2.
II. 1. 1. Dérivés d’acides cinnamiques

Parmi les acides cinnamiques (Figure llI-4), seatitle 5-caféoylquinique (acide
chlorogénique8) est présent dans toutes les especes du genrg,l@sateneurs sont tres
différentes entre les deux groupes d’espéces. dongecomposé, I'acide 3-caféoylquinique
(2), est plus discriminant. Il est toujours présehez deux espéces du groupe H,
macrophylla et H. integrifolia, mais il est totalement absent chelz heteromalla H.
paniculataet H. seemanniiLe rapport entre ces deux acides, 3- et 5- c&féoyque, montre
gue l'acylation en position 3 est privilegiée papport a celle en position 5 de l'acide
quinique pourH. integrifolia dans le groupe 1, @i. quercifolig H. scandensH. anomala
dans le groupe 2. Un troisieme composé, I'acidedicaféoylquinique48) est caractéristique
de trois espéces : on le rencontre cHepaniculataou il représente de 10 a 40% des acides
cinnamiques totaux mais aussi chelz heteromallaet H. seemannii Ces especes se
distinguent aussi par l'absence dacide 3-caféoyique @), comme souligné
précédemment.

En résumé, les trois dérivés d’acides cinnamijéset 48 sont de bons indicateurs
de la diversité interspécifique. La différenciatiest qualitative avec I'absence &eet la
présence dd8 pour les trois espécés paniculata H. heteromallaet H. seemannidans le
groupe 1. La différenciation est quantitative aleeprédominance d2 pour trois espéces.

guercifolia, H. anomalaH. scandenslu groupe 2, €il. integrifoliadu groupe 1.
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Figure 111-5 : Distribution des flavonoides dans les inflorescences du genrelydrangea:

teneurs en flavonols, flavones et flavanones (umgld’extrait)
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Figure 111-6 : Distribution des flavonols dans lesinflorescences du genreHdydrangea:
teneurs en dérivés de la quercétine, du kaempférolde la myricétine et de
l'isorhamnétine (Lumol/g d’extrait).

An, H. anomala ssp. anomal&e H. anomala ssp. petiolari#r, H. arborescensK, H. aspera ssp. aspera
groupe KawakamiV, H. aspera ssp. aspemgroupe Villosa;R, H. aspera ssp. robust&a H. aspera ssp.
sargentiana;St, H. aspera ssp. strigosaje, H. heteromalla;In, H. integrifolia; I, H. involucrata;MM , H.
macrophylla ssp. macrophylld1S, H. macrophylla ssp. serrat®a, H. paniculata;Q, H. quercifolia;Sg H.
scandensSe H. seemanniifs, fleur fertiles;ff, fleurs fertiles.
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Il. 1. 2. Flavonoides : flavonols, flavones et flavanones

Dans cette famille, les flavonols sont majoritaid@sns le genre, tandis que les
flavones et flavanones (dérivés de la naringénsm)t peu représentées (Figure III-5).
Cependant, les flavone83 et 44) sont spécifiguement synthétisées chiepaniculata Les
deux flavanones1@ et 43) sont réparties plus souvent chidz macrophylla et chezH.
heteromallaH. asperaH. involucrataetH. seemannii

Dans la principale catégorie, les flavonols, lesivéé de la quercétine et du
kaempférol sont prédominants (Figure l111-6). Lesuxdeautres flavonols, dérivés de la
myricétine et de I'isorhamnétine, sont raremensenés, mais le dérivé de I'isorhamnétitée
apparait a des teneurs plus importantes eheseemanniou tres faibles ched. aspera.

Classées par teneurs décroissantes en dérives dpiel@étine, les espéces se
répartissent a nouveau en deux groupes :

- le groupe Q1, défini par une prédominance en derde la quercétine, rassemble des
especes telles qud. quercifolia H. heteromalla, H. paniculata, H. arborescens, H.
anomala, H. integrifolia et H. seemannitn dehors dél. scandensge groupe rassemble
toutes les espéces a inflorescences blanches.

- le groupe K1 est caractérisé par une prédominaesalérivés du kaempférol et rassemble
H. scandengt les espéces colorédd.:macrophyllaH. involucrata et H. aspera.

La synthese de ces analyses conduit au classememisgeces selon leurs principales
caractéristiques chimiques : d’'une part la teneuraeides cinnamiques et d'autre part la
prédominance des voies de biosynthese des dérivésaelmpférol ou de la quercétine
(Tableau llI-1 et Figure IlI-7). Un troisieme crigg le rapport entre les deux acides
cinnamique<2 et 8, complete le classement. La structuration esefettassez proche de la
classification botanique puisque la plupart descesp se trouvent rassemblées par sous-
sections. Seules les especes de la sous-sektimnicanaeet de la sectiorCornidia sont

séparées selon ces trois criteres.
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Figure IlI-7 : Distribution des composés phénoliqus dans les inflorescences du genkydrangea(classement par teneurs décroissantes

en dérivés de la quercétine) (umol/g d’extrait)An, H. anomala ssp. anomal®e H. anomala ssp. petiolarishr, H. arborescensK, H. aspera ssp. aspera
groupe Kawakamiy/, H. aspera ssp. aspegaoupe Villosa;R, H. aspera ssp. robust&a, H. aspera ssp. sargentiangt, H. aspera ssp. strigos#le, H. heteromallajn,
H. integrifolia; I, H. involucrata;MM , H. macrophylla ssp. macrophyllMS, H. macrophylla ssp. serrat&®a, H. paniculata;Q, H. quercifolia; Sc H. scandensSe H.
seemanniifs, fleur fertiles;ff, fleurs fertiles
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Figure 111-9 : Distribution des hétérosides flavondiques selon la nature du sucre

directement lié en position 3 de la génine (teneuen pmol/g d’extrait). An, H. anomala ssp.
anomala;Pe H. anomala ssp. petiolaridir, H. arborescensiK, H. aspera ssp. aspera groupe Kawakavhi;
H. aspera ssp. aspegroupe Villosa,R, H. aspera ssp. robust&a, H. aspera ssp. sargentian&f, H. aspera
ssp. strigosaHe, H. heteromallajn, H. integrifolia; I, H. involucrata;MM, H. macrophylla ssp. macrophylla;
MS, H. macrophylla ssp. serrat®a, H. paniculata;Q, H. quercifolia;Sc, H. scandensSe H. seemannii.
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II. 1. 3. Glycosylations

Dans le genrédydrangea les glycosylations des flavonols sont de natualigsrses.
Ces composes, en effet, sont toujours glycosylgsosition 3 mais par des sucres différents
(Figure 111-8). Un méme sucre peut aussi se troligead des génines différentes. Dans le cas
des composés présentant une glycosylation identiques utiliserons le terme d’homologue
glycosidique. Par exemple le kaempféraD3jlucoside 40) et la quercétine-®-glucoside
(30) sont deux homologues glycosidiques. Pour lesofials polyglycosylés, les réactions
enzymatiques se font en plusieurs étapes. Un premoge est lié a la génine, puis un second
se lie au premiegtc L'analyse de cette diversité est donc d’aborcébamir le type de sucre
attaché en position 3 de la génine, lors de la @mamnglycosylation (Figure 111-9). La
distribution des hétérosides flavonoliques montoesala prédominance des hexoses, qui se
trouvent dans toutes les accessions.

La glycosylation des flavonols par un rhamnoseuastritere de différenciation entre
especes. En effet, celle-ci concerne uniquerkkrdaspera, H. involucrataet H. quercifolia
dont les composés majoritaires sont des dériveogigrosylés par un rhamnosgl(et 52).

Les dérivés glycosylés par un hexose acylé ou oxgié eux aussi plutbt rares, mais sont
présents a des teneurs relativement importantegz ke espécedd. integrifolia et H.
heteromalla Les flavonols glycosylés directement par un pengrs position 3 sont rarement
présents et a de faibles teneurs, il en est de npdueceux dont la glycosylation n’a pas pu
étre déterminée (c’est d’ailleurs la raison deckrtitude sur leur structure).

L’association avec un second sucre, lié en gémérgremier hexose, constitue la base
d'une deuxieme analyse (Figure llI-10). Les déridégycosylés sont trés discriminants au
niveau interspécifique. Sedl. anomalasynthétise majoritairement trois dérivés diglydésy
par un rhamnose-pentos88( 42 et 51). La deuxiéme glycosylation sur I'hydroxyle en
position 7 de la géninel (et 6) est spécifique del. paniculataet H. arborescensDe méme,
les dérivés hexose-(1-2)-hexodb et 23) se trouvent a des teneurs plus importantes khez
paniculata.Les dérivés pentose-(1-2)-hexo2d€,(22, 26, 3let 32) sont souvent présents a
des teneurs plus importantes chdz macrophylla H. integrifolia et H. paniculata Les
dérivés rhamnose-(1-6)-hexosd&6( 25, 35et 36) sont peu discriminants au niveau
interspécifique. Parmi eux, sels et 35 sont présents a des teneurs plus importantesiaans
plupart des espéces et notamment dhiearborescensLes dérives triglycosylés sont plutot

rares. Seule une accessiorHiaaspera (154§n contient a des teneurs importantes.
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Figure IlI-10 : Distribution des flavonols glycosyEs par un hexose en positon 3 (umol/g d’extraifin, H. anomala ssp. anomal®e, H. anomala
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En conclusion, les dérivés glycosylés directemantyn rhamnose en position4l(et
52) sont un critere de distinction tres clair dans #®us-section®\sperae Americanae
Calyptranthae Tableau l1ll-1). La présence d’'une deuxiéme glycatsyh, sur une autre
position de la géninel(et 6), permet aussi de distinguer deux especes comnpaniculata
etH. arborescens.

Tableau 1lI-1: Répartition des especes du genréHydrangea selon les indicateurs :

teneurs en dérivés d’acides cinnamiques, du kaempt# et de la quercétine, rapport

entre les acides cinnamiques (2) et (8) et les dé&s glycosylés par un rhamnose en
position 3 (en rouge).

Kaempférol majoritaire Quercétine majoritaire

Cornidia (2)>(8)
H. integrifolia

Cornidia (2)<(8)
) _ ) H. seemannii

Acides cinnamiques

teneuf>100_um0|/g Macrophyllae (2)<(8) Heteromallae (2)<(8)

d'extrait H. macrophylla H. paniculata

H. heteromalla

Americanae (2)<(8)
H. arborescens
Americanae (2>(8)
Petalanthe 2)>(@®) H. quercifolia
Acides cinnamiques - scandens Calyptranthae (2)>(8)
teneur<100umol/g H. anomala
d’extrait
Asperae (2<(®)
H. aspera

H. involucrata

[l. 2. Structuration de la diversité

Deux types de méthodes statistiques peuvent élissitpour analyser la structuration
de la diversité chimique au sein du genre :
- des méthodes supervisées ou l'on cherche a produimmatiqguement des
regles a partir d'une base de données contenaekdewples de cas déja traités
[analyse factorielle discriminante (AFD), arbresdéeision...].
- des méthodes non supervisées sans samieori ou le programme traite ces
données comme des variables aléatoires pour metireévidence des
similitudes et difféerences au sein de la base denées [Classification

hiérarchique, analyse en composantes principal€®JA.].
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A : Observations (axes F1 et F2 : 41,02 %)
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B : Variables (axes F1 et F2 : 41,02 %)
1
quercétines
0,75 .
flavones
05
0,25
- myricétines
x
)
5 ° -
o isorhamnétings
u
s acides naringénines | amine§
cinnamiques polyacylées
-0,5 4
0,75 .
-1
-1 0,75 -0,5 -0,25 0 0,25 05 0,75 1
F1(21,36 %)

Figure IlI-11 : Analyse en composantes principalesles teneurs en composés phénoliques dans le genre
Hydrangea A : Représentation graphique du plan 1-2 de 'ACPB : Cercle de corrélation des variables
dans le plan 1-2 de I'ACP
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Nous avons ainsi employé deux méthodes, ACP et ARl comparé les résultats
obtenus.

L’ACP est une méthode linéaire de changement dahlas qui permet une réduction
de la dimensionnalité de I'espace pour ainsi obtemé représentation simplifiée d’'un espace
complexe. Dans notre cas, les 99 accessidAgdiiangeasont représentées par 58 composes
guantifiés. L'espace est donc initialement a 58eatisions. Une projection de I'espace a 58
dimensions sur un ou plusieurs plans a deux dimmeagiermet d’observer plus aisément les
différences entre les especes. C’est ce qui dtéevec cette ACP.

Une premiére analyse en composantes principalesr@pasentée ici) a étéalisée
sur I'ensemble des 58 variables et a produit S5pomantes, ce qui signifie que l'information
se répartit dans un espace a 55 dimensions. Lissctitmposantes les plus informatives (F1,
F2 et F3), ne représentent que 28% de l'informainbale. Afin d’augmenter ce pourcentage
de représentation, une diminution du nombre deabtes de départ a été envisagée. Une
nouvelle ACP a alors été effectuée en ne choisissant qu8 teseurs globales suivantes :
acides cinnamiques, amines polyacylées, flavonésyas de la naringénine, dérivés du
kaempférol, dérivés de la quercétine, dérivés dmyecétine et dérivés de l'isorhamnétine
(Figure 111-11). Cette ACP a produit 8 composarggscipales, I'information se répartissant
donc dans un espace a 8 dimensions. Comme il y &uwariables, cela signifie également
gue ces derniéres, définies en utilisant les tenglabales, ne sont pas corrélées entre elles et
gu'’il est donc pertinent de les employer conjoirgatpour décrire les échantillons. Les deux
composantes les plus informatives (F1 et F2), meésentent que 41% de l'information
totale. L'observation des figures selon ce plan piejection est donc insuffisamment
explicite, mais quelques remarques peuvent néanrdtimsaites.

Dans le cercle de corrélations, les variables les pprésentatives de la diversité se
répartissent dans toutes les directions de l'espaes teneurs en dérives d’acides
cinnamiques sont représentées par la partie négdéiVaxe 1 et de I'axe 2, celles des dérivés
du kaempférol par la partie négative de I'axe 2ppposition avec celles des dérivés de la
guercétine et des flavones représentées par ia pasditive de cet axe.

Dans la répartition graphique, la majorité des ssioms dH. macrophyllase situe
dans la partie négative du plan mais plusieurs @spersées dans la partie positive montrant
la diversité intraspécifique. Les accessiond.daspera H. involucratg H. scandenst H.
seemanniide la sectiorCornidia, dans la partie inférieure droite du plan, seiristent par

des teneurs faibles en acides cinnamiques et fertedérives du kaempférol. Dans la partie
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Tableau I11-2 : Matrice de confusion de I'AFD des eneurs globales en composés
phénoliques des espéces du gertgdrangea

S g S © w
= = © =
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H. macropphylla 46 0 0 O 0 0O O O 0| 44 100,00p06
H. aspera 0O 12 3 0 0 2 0 0 3| 20 60,00%
H. involucrata | O 0 5 0 0 0 0 0 0 5| 100,00%
H. arborescens| 0 0 0o 2 0 1 0 0 0 3| 66,679
H. quercifolia | 0 0 0 0O 3 3 0 0 0 6| 50,009
H. anomala 0 0 0 0 1 2 0 0 0 3| 66,67%
H. heteromalla| 0 0 0 0 1 0 1 0 0 2 | 50,00%
H. paniculata | O 0 0 3 1 0 O 6 0| 10| 60,00%
H. scandens 0 0 0 0 0 0 0 0 2 2 | 100,00%
Total 46 12 8 5 6 8 1 6 5 97 81,44%
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supérieure du plan, les six autres espéces aesflences blanches ne forment pas de sous-
groupes bien identifiés. Par exempte, paniculataest bien caractérisé par les dérivés de la
quercétine et les flavones mais les points sopedégs tout au long de I'axe 2.

Cette méthode non supervisée montre une strucioreglativement faible basée sur la
prédominance des voies des acides cinnamiques,gleetcétine ou du kaempférol. Elle n'est
pas assez représentative des variables choisies.autre méthode a donc été testée et
comparée a celle-ci : I'analyse factorielle diséniamte (AFD).

Le principe de I'AFD est trés similaire a celui ®CP, mais avec deux différences
importantes : (i) la définitioma priori de classes et (ii) la projection réalisée de wide que
I'on maximalise les distances entre les classeadetplus les distances entre individus) afin
de mettre en évidence les facteurs expliquantif&sehces entre les classes défiragsriori.

La qualité de I'AFD est évaluée par la matrice dafasion. Elle représente le pourcentage
d’observations bien classées, c’est-a-dire le pmiege d’observations qui ont été classees
posterioridans la classe proposg&@riori par I'opérateur.

L’analyse comporte 9dbservations réparties en 9 classes définies coétarg les
espéeces dHydrangea Le calcul nécessitant au moins deux individus graupe, les deux
especes de la secti@ornidia, H. integrifolia etH. seemannjin’ont pas été retenues. L’AFD
est alors réalisée avec les mémes variables catareag que I'ACP et comme variable
qualitative I'espéce. La matrice de confusion évadiugualité de I'analyse (Tableau l1lI-2).
Dans notre cas, il est bien sir nécessaire guesfgces soient reclassées en large proportion
dans leur classe d'origine. Si ce n’est pas le cals, signifie que les variables choisies (la
composition chimique) ne sont pas pertinentes ou swuffisantes pour distinguer les
espéeces. Dans cette analyse, le pourcentage tataledsions bien classées est de 81%. La
discrimination observée entre les espéces estawnecte H. macrophylla, H. involucratat
H. scandengnt des pourcentages de classement de 100%.desdpeces contiennent donc
des molécules caractéristiques permettant de béen différencier. On observe des
pourcentages plus faibles pour les espéces cortarans d’échantillons, ce qui est normal
car 'AFD est une analyse statistique : plus ldsaétillons sont nombreux dans une classe,
mieux les contours de la classe peuvent étre géfini

Dans le plan des axes F1 et F2, 86% des variabiglica&tives sont représentées
(Figure 111-12). Cette représentation est donc filaisle que celle qui résulte de 'ACP, ou la
perte d’information est nettement plus importamans le cercle des corrélations, les trois

familles les plus représentatives de la diversitasdee plan sont les teneurs en acides
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A : Observations (axes F1 et F2 : 85,74 %)
5
[}
° ° ®
L ) ¢
} °% e H. macropphylla
[ ]
° o” o *e e H.aspera
[ ]
. - teobs, o H.invol
— Qe c o .involucrata
X ‘ ®oe &% ° , .
o ° Wohe ° o f e H.arborescens
8: 1 T '. e H. quercifolia
o % o o ® H. anomala
3 1 H e H. heteromalla
[ ]
K ¢ e H. paniculata
5 N N ® H. scandens
6 4 2 0 2 4 6
F1(55,62 %)

B : Variables (axes F1 et F2 : 85,74 %)
1
0,75 7
quercétines
0,5 acides T flavones
cinnamiques
0,25 T
;:? 0 r;aringé?ines . . : :
-t myricétines
o
o
~ 0,25 .
(V'8
amines
05 1 polyacylées
l isorhamnétine
0,75 T
kaempférols
-1
-1 075 05 025 0 0,25 0,5 0,75 1
F1 (55,62 %)

Figure I11-12 : Analyse factorielle discriminante (plan 1-2) des teneurs globales en
composés phénoliques des espéces du geHgalrangea A : Représentation graphique,
B : Cercle de corrélation des variables.



Chapitre Ill. Structuration de la diversité des poseés

cinnamiques dans la partie négative de I'axe 2ese&n dérivés du kaempférol dans la partie
négative de l'axe 1, et celles de la quercétines danpartie positive des deux axes. Ceci
signifie que les acides cinnamiques, ainsi quedérs/és du kaempférol et de la quercétine
sont les composés qui présentent les plus grantfésedices entre les especeblgldrangea
Dans la représentation graphique, les especes fortras groupes bien distincts (Figure
11-12):

- un premier groupe homogene dans la partie négalivd’axe 2 du plan,
constitué uniquement des accessionsldmacrophylla est caractérisé par des
teneurs fortes en acides cinnamiques,

- un deuxiéme groupe dans la partie supérieure damtestitué des trois especes
H. asperaH. involucrataetH. scandensgst caractérisé par des teneurs faibles
en acides cinnamiques et la présence plus ou nmop@tante suivant 'axe 2
de dérivés du kaempférol et de la quercétine,

- un troisieme groupe dans la partie supérieurealdhitplan, constitué des cinq
autres espécesi( paniculata H. heteromallaH. arborescens, H. anomalagt
H. quercifolig est caractérisé par des teneurs plus importantdérares de la

quercétine, en opposition aux dérivés du kaempférol

Cette AFD illustre graphiquement une structuratdmn la diversité interspécifique,
avec une premiére séparation entre les espéceshblret colorées due aux teneurs
différentes en dérivés de la quercétine et du ké&nwmip Une seule espéce parmi les blanches,
H. scandensse distingue des autres par son profil générag &btonde séparation est tres
nette au sein des especes colorées, en liaison lavearticularité d4. macrophyllaa
synthétiser préférentiellement des acides cinnarsique

Comparée a I'ACP, cette analyse offre ainsi une Iieilleure représentation de la
variabilité. En effet, le pourcentage de reprédariades variables, soit 86%, est beaucoup
plus élevé comparé aux 41% obtenus par 'ACP. Geiiieur est tres nettement supérieure au
seuil de 70% généralement admis comme seuil raibtarte représentativité des espaces
complexes. Sur la représentation en AFD, les palats chague groupe sont plus regroupés
gue sur celle de 'ACP et la structuration est arte.

. Analyse de la variabilité intraspécifique

Dans le but d’affiner les résultats obtenus lorsl’dealyse globale et d’introduire

'analyse de la variabilité intraspécifigue, uneca®de AFD a été conduite avec les 58
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Figure 11I-13 : Analyse factorielle discriminante (plan 1-2) des teneurs en composés
phénoliques des espéces du genydrangea A : Représentation graphique, B : Cercle
de corrélation des variables.



Chapitre Ill. Structuration de la diversité des poseés

variables descriptives afin d’en rechercher les pleginentes (Figure IlI-13). En effet, le
regroupement des variables selon leur famille alumiengendre une perte d’information,
notamment sur les différences de glycosylation. Wfi@mation complémentaire indiquant
'appartenance des accessions aux sous-especema@duite dans I'analyse. Les accessions
d’H. macrophyllasont divisées selon les sous-espé&msata et macrophyllaet I'especeH.
asperaest divisée en 4 selon les sous-espespera, strigosa, robustat sargentiana H.
anomalan’a par contre pas été divisée en ses deux spésesanomalaet petiolaris la
premiere n‘ayant qu’'un seul représentant. Dang @talyseH. integrifolia et H. seemannji
représentées chacune par une seule accessionpa®obmme précédemment été retenues.

Cette AFD a produit 12 composantes, les trois pegsi représentant 86 % de la
variabilité. Nous étudierons les plans 1-2 (Figlid3) et 2-3 (Figure IlI-14). L'association
de ces deux représentations nous montre bien wretwsttion forte des accessions selon les
especes ou les sous-espéeces botaniques. La nisramnfusion nous indique un pourcentage
d’observations bien classées de 100%, ce qui impleue les variables analysées permettent
de caractériser correctement les groupes défirest-a-dire, les especes et sous-especes
botaniques.

Plusieurs especes sont nettement séparées desdarneeles deux plans.

- H. paniculatase situe dans la partie supérieure droite du pl@net n’est pas
bien représentée par I'axe 3. Les accessions de espece sont caractérisées
par l'association de quatre composés issus des tvoies métaboliques
principales : l'acide 1,5-dicaféoylquiniqué8], I'acide x,4-dicaféoylquinique
(53), la quercétine-3-O-(hexose-(1-2)-hexoB) (et le kaempférol-®-hexose-
(1-2)-hexoseZ3). En complément, dans le profil, les deux flavod@st44 sont
spécifigues mais ne se trouvent que dans cingel#fsaccessions

- H. heteromallaest relativement proche di& paniculatadans les deux plans, ce
gui n’est pas surprenant puisque ces deux espppastiannent a la méme sous-
section Heteromallae Cette espece est caractérisée principalementgax
acides : l'acide 1,5-dicaféoylquiniquég) et I'acide x,4-dicaféoylquiniquesg)
dans les deux plans. Les autres composeés, prasmamsette zone du plan, qui
caractérisenH. paniculata(15, 23,. 33 et44) sont absents ché#. heteromalla
(Tableau 111-10, Tableau IlI-12 et Tableau llI-13)axe 4 permet de mieux
différencier ces deux especds. heteromallaest caractérisée par la partie

positive de I'axe en oppositionth paniculatareprésentée par la partie négative.
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Figure IlI-14 : Analyse factorielle discriminante (plan 2-3) des teneurs en composés
phénoliques des espéeces du gertlgdrangea A : Représentation graphique, B : Cercle
de corrélation des variables.



Chapitre Ill. Structuration de la diversité des poseés

La partie positive de I'axe 4 est définie par lesnposés caractéristiquesHd’
heteromalla: I'acide x,4 dicaféoyl quiniques@), le kaempférol-32-(rhamnose
(1-6) galactose)36), la quercétine-3-galactosidg29) et les deux quercétine-
3-O-acetylhexosedp et50).

- H. arborescengst située dans la partie inférieure gauche du pla et du plan
2-3. Elle est caractérisée par I'association de a@piposés des trois familles : la
quercétine-3-(rhamnose-(1-6)-hexose2q), les acides cinnamiquds 2 et 11
dans les deux plans et la quercétin@-Baamnoside4l), le kaempférol-39-a-
glucoside 40) et le kaempférol-B-rhamnosided2) uniquement dans le plan 1-
2.

- H. anomalaest située proche du centre dans le plan 1-2estitlonc difficile
d’identifier les composés caractérisant cette esmsns ce plan. Par contre,
dans le plan 2-3, elle se distingue dans la pa#dgative de I'axe 3, définie par
trois composés ayant une glycosylation similaile guercétine-3-(pentose-
(1-2)-rhamnose) 38) et la quercétine-8-(xylose-(1-2)-rhamnose)4p), qui
sont spécifiques de la sous-esppetolaris et le kaempférol-8-(pentose-(1-
2)-rhamnose)q1).

- les deux sous-espécedHd’aspera sargentiana et robustase situent dans la
partie inférieure droite du plan 1-2. Elles se diétat nettement de I'ensemble,
et en particulier des deux autres sous-especess Etint caractérisées par les
amines polyacylées6, 58 et 60, les dérivés du kaempférd8, 35 et 49 et
l'isorhamnétine26. Ces deux sous-especes ne sont pas caractérsdese 3.

- Les deux sous-espécesHd’aspera, asperat strigosa sont toujours proches
dans ces deux plans mais sont mieux caractérisésdelalan 2-3 par les deux
dérivés kaempférol-8-rhamnosideq?2) et quercétine-®-rhamnoside41).

- H. involucratase trouve au centre du plan 1-2 et ne peut éttanglie deH.
guercifoliaet H. macrophylla Dans le plan 2-3, cette espéce se retrouve proche
des deux sous-especedHd’aspera asperaet strigosa Elle est caractérisée
uniquement par 'axe 3 dans ce plan et donc pamésie composés que les
deux sous-espéeces Hl’ aspera Pour reussir a différencier clairement ces
especes, il faut s'intéresser a I'axe 6 qui neasgmte que 2% de la variabilité.
On peut donc en conclure que les différences sesfaibles.
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Chapitre Ill. Structuration de la diversité des poseés

- H. scandensdans les deux plans, se trouve proche du cebétte espéece a un
profil extrémement simple, marqué surtout par wrd dérivé, le kaempférol-3-
O-glucoside 40), qui est aussi présent chez de nombreuses asfpéses.

Les deux autres especdd, macrophyllaet H. quercifolia ont une position tres
centrale ce qui rend I'analyse des composeés digwims plus difficile :

- H. quercifolia est trés riche en dérivés de la quercétine et niteijement en
guercétine-3-rhamnoside 41). La quercétine-®B-(rhamnose-(1-6)-hexose)
(25), la quercétine-3-galactoside 49), la quercétine-®-glucoside 80) et la
guercétine-39-glucuronide 89) sont présentes a des teneurs importantes chez
cette espece d'aprés I'étude des tableaux de dsrfééleau IlI-12 et Tableau
[11-13). La dispersion de ces variables dans chages quarts du plan peut
expliquer la position centrale de cette espéce.

- Les deux sous-especesidmacrophyllane peuvent étre distinguées que dans le
plan 2-3 et sont trés proches du centre, tout comdmguercifolia Il est donc
difficile de conclure sur les différences de conipms. Toutefois, la sous-
especeserrataest caractérisée par la partie positive de 'axa@s que la sous-
espéecanacrophyllaest caractérisée par la partie négative du méme ax

Cette analyse montre une différenciation au nivepécifique et sous-spécifique.
L’especeH. asperaest subdivisée nettement en trois sous-groupdsraacrophyllaen deux.
L’analyse fine des données est présentée dansragraphes suivants, par espece ou groupe

d’especes, dans le but de déterminer les spéé#idié chacune d’entre elles.

[ll. 1. H. macrophylla

Cette espéce est représentée par quarante acceskBmsies parmi les deux sous-
especesnacrophyllaetserratg pour représenter la variabilité qui existe dansdllection. Ce
choix est basé essentiellement, pour la sous-espacphylla,sur la gamme de couleur des
inflorescences, résultat de la sélection menédgsahorticulteurs depuis l'introduction de
cette espéce en Europe. Les variétés introduitesciennes sont, en général, de couleur rose
pale ou clair et les variétés modernes présentmntaloris beaucoup plus foncés tirant vers le
rouge pourpre. Les coloris sont indiqués en référenda charte de la Royal Horticultural
Society, RHS, utilisée dans la description desetési (Tableau IlI-3).

L’analyse de la variabilité intraspécifique a paljectif de comprendre quel a été
I'effet de la sélection : la variabilité actuellstelle quantitative ou qualitative, autrement dit

les coloris intenses ont-ils une base chimiquetdsfite ? Existe-t-il des différences entre les
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Tableau IlI-3 : Teneurs par classe de composés phéiiques dans les fleurs stériles de
'especeH. macrophylla(pumol/g d’extrait).

[
D | o Somme par classe de composés
2187 Coordonnées *
3 % § RHS Acides ; ... | Myricétine| Naringéning 15,0nojdes AR KIQ
31z 8 Anthocyanes . | Kaempférol Quercéting
A cinnamiques 17 43 totaux
1 62A 63C nd 3715 36.6 7.8 - - 44.5 8.4 4,7
11 72D 8,2 317.1 103.0 - - 13.4 116.5 2.7 -
13 73C 7,5 327.0 56.1 14 - - 57.6 57 40t
26 63A 19,2 649.4 162.7 29.5 - 20.4 212.6 31 556
28 64D 11,7 544.7 80.6 - - - 80.6 6.9 -
33 58C 7,2 264.7 57.0 3.0 - 14.5 74.5 3.6 190
45 63B 11,5 273.9 52.8 8.6 - 6.8 68.2 4.0 6,1
46 BC 0.0 171.6 55.0 18.7 - 10.2 83.8 20 2,9
54 58C 10,0 747.1 181.1 3.9 - 28.1 213.1 35 46,4
59 58C 10,2 253.9 43.1 4.6 - 8.9 56.6 4.5 9,4
60 59C 31,9 701.5 103.5 4.9 - 17.6 126.0 56 211
65 BC 0.0 406.2 83.8 14 - - 85.2 48 59,9
76 BC 0.0 429.0 81.6 5.0 - - 86.5 5.( 16,8
< | 106 63B 16,6 671.9 158.4 14.9 - - 173.3 3.5 10)6
=, |108 60A 16,6 584.8 157.2 18.4 - - 175.5 3.8 8,5
5 |115| 60A 60B 33,3 711.8 91.5 135 - - 105.0 6.8 6,8
8 127 59D 22,9 743.3 82.6 2.4 - 12.6 97.6 76 34/4
E 129 63B nd 574.1 110.3 15.0 - - 125.3 4.6 7.4
137\ 75D 61D nd 196.8 67.9 - - 27.4 95.3 2.1 -
157, 57B 58B 12,3 806.9 65.4 6.3 - - 717 113 104
212 69A 4,9 359.0 62.1 3.1 - 19.9 85.1 4p  20{0
269| 53D 59C 32,0 764.9 87.7 3.7 - - 914 84 23
292| 70D 73B 10,1 641.9 101.1 9.7 - - 110.7 58 104
309 65A 3,6 366.3 72.2 1.2 - 19.1 92.5 40 60|2
325 65D 0.0 279.6 68.7 1.8 - 14.8 85.4 3.8 38{2
433| 73B 73D 0,4 216.8 35.4 9.2 - 5.1 49.7 4.4 3,8
439| 80D 72D nd 661.8 96.7 3.4 - - 100.1 6.6 284
540/ 68C 68D nd 891.8 90.8 16.4 - - 107.2 8.8 55
541| 63A61B 16,7 501.3 80.3 7.0 - - 87.3 57 11p
544 62B 62A 3,2 387.0 28.6 15 - - 30.1 1209 191
570 63A63B 16,1 586.0 1154 4.2 - - 119.6 49 275
591 68B nd 257.6 84.7 19.6 - 14.8 119.0 22 43
193 61C 64C nd 412.9 1425 85.7 - - 228.2 1.8 14,7
258 68B nd 509.2 98.2 5.4 - - 103.5 49 182
< | 349| 59D 60D nd 354.3 39.1 5.3 - - 44.4 8|0 7,4
© | 383| 59D 60D nd 343.6 49.1 15.7 - - 64.9 53 31
§ 408 157D nd 385.1 61.6 30.6 - - 92.2 412 2,0
444 73D nd 280.8 56.9 21.8 17.6 - 96.2 29 2|6
511 nd nd 790.0 147.5 5.3 - - 152.8 52 27,8
583 70D nd 262.7 66.3 9.4 - - 75.6 35 7.1

*RHS : Charte de la Royal Horticultural Society ** A/F : Rapport des teneurs en dérivés d'acide
cinnamique et de flavonoides *** K/Q Rapport des teeurs en dérivés du kaempférol et de la quercétine.
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deux sous-especes ? La variabilité est analységirdaressant d’abord au rapport entre les
classes de composés, puis plus précisément a lposition pour chacune d’elle. Elle porte
sur les composés des fleurs stériles, les fleutitefe étant souvent trés rares pour les variétés
issues de sélections.

Les 33 composés présents dans I'espécmacrophyllase répartissent entre les trois
classes chimigues majeures (Tableau IlI-3) : acaiesamiques (14 composeés), dérivés du
kaempférol (19 composés), dérivés de la quercéBimemposes), et entre deux autres classes
mineures : les dérivés de la myricétine (myricéBA@-hexose 17) et les flavanones
(naringénine-M-hexose43).

Comme nous I'avons vu précédemment, les acidesrii@s sont toujours présents
a des teneurs plus importantes que les flavonoidals, entre accessions, les rapports varient
de 2 (accession$6, 137, 591, 193a plus de 12157, 544. Toutefois, les teneurs totales en
dérivés d’acides cinnamiques ou en flavonoides swmhdpendantes, aucune corrélation
significative entre celles-ci n’étant observéé €R0,23 pour la sous-espésecrophyllaet
0,19 pourserratg).

Dans la classe des flavonols, les dérivés du kaawlpSont majoritaires avec des
teneurs qui varient de 28 (accesst@) a 181 umol/g d’extrait (accessiéd), soit dans un
rapport de 1 a 6. Les dérivés de quercétine sargepts a des teneurs souvent faibles ou
méme nullesX1, 28, 13Y. Le rapport entre ces deux catégories peut @teguuilibré avec
des valeurs autour de 2, par exemple dans les sigosg6 ou 193, 408, 444serratd.
Cependant, aucune corrélation n’existe entre lesutes de ces deux types de flavonols{R
0,17 pour la sous-espéagacrophyllaet 0,18 pouserratg. Les composés mineurs comme
les dérivés de la naringénine ne sont synthétigésdgns un tiers des accessions de la sous-
especanacrophyllaet ceux de la myricétine dans une seule acce&&iah de la sous-espéece
serrata

Les teneurs en anthocyanes sont, comme attendee$pittement corrélées (R = 0,84)
a l'intensité de la couleur des accessions classgéscatégories : blanc, rose pale, rose clair,
rose, rose fonce et pourpre. Les teneurs sont ésespentre 0.4 et 33 umol/g d’extrait et sont
du méme ordre de grandeur que celles des dérivéa deercétine mais elles restent tres
inférieures aux autres classes. Dans cet échami@tm) l'accessior60 est un mutant
spontané a inflorescences pourpres, isolé d'undication de I'accessioB9 (Figure 111-15).

La comparaison de ces deux variétés indique gueriesipales voies métaboliques sont

concernées par cette mutation : les teneurs em@@hes sont, d'une variété a l'autre, trois
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Tableau IlI-4 : Teneurs en anthocyanes et acidesrmamiques des fleurs stériles dH.

macrophylla(umol/g d’extrait)

) Anthocyanes Acides cinnamiques
é’é Numérq Monoacylés Diacylés Indéterminés
n § |d'accessio
66 68 1 2 5 7 8 9 46 48 583 3 10 11
1 nd nd - 19.0 - - 338.735 - 4.2 - - 6.2 -
11 09 73| 29 833 - 26 221.2- - - - - 71 -
13 06 69| 36 1069 - 26 199556 21 - -l - 67 -
26 23 141| - 752 - - 557.9 - - - - 126 83 54
28 1,0 10,7 - 45.8 - 1.9 473.66.2 - 3.3 -11.710.2 1.9
33 0,6 6,6 - 27.3 - - 225829| 19 19 - - 49 -
45 1,0 105 - 31.6 - 1.6 228.12.8 - 2.6 - 11558 -
46 0.0 0.0 - 6.8 - - 159511 - 42 -| - - -
54 05 88| 34 264813 12.34425 15.8| - - - |23 48 -
59 05 8.2 - 188 - - 2236- |29 21 -| - 65 -
60 43 239| 25 147.0 - 29 518.214.2| - 2.9 - 119100 19
65 0.0 0.0 - 56.4 - - 340.35.3 - - - - 42 -
76 0.0 0.0 - 22.7 - 2253718 14 - - - - 106 -
106 0,8 158| 15 970 - 45 548.8.4| - - - 12394 -
2 108 |09 157| - 1072 - - 4731 - | - - - | - 45 -
s 115 1,4 263| - 269 - - 6722- | - - - |- 127 -
% 127 2,0 209| 25 1609 - 6.4 549.5104| - 3.8 - 12871 -
S 129 nd nd - 66.2 19 4.2 486.4.2 - - - 12981 -
137 nd nd - 7.2 - - 1734 - 28 7.1 - - 6.3 -
157 1,0 10,5 - 33.8 - 45 752.46.0 - - - - 103 -
212 0,1 4,1 1.9 50.7 - 12 27749 | 42 7.3 - - 111 -
269 19 265| - 225 - - 7303 - - - - | - 121 -
292 0,9 8,3 - 4.1 - 49 624.2 - - - - - 86 -
309 0,2 2,8 1.6 54.8 - - 2949 - 1.8 59 - - 73 -
325 0.0 0.0 1.1 26.5 - 35 232.&8| 19 15 - - 98 -
433 0,0 103 - 119 - - 191.321| 36 - -| - 80 -
439 nd nd | 24 1358 - 2.6 4906140/ - 29 - |33102 -
540 nd nd - 1870 - 17.6 671.7 8.2 - - - - 7.3 -
541 2,1 145| 1.2 544 - 3.9 426.4.3 - - - 13182 -
544 0,3 2,9 - 399 4.0 158141 4.4 - 1.1 - - 73 11
570 1,7 14,3 - 28.0 - 1.8 538.72.7 - 2.2 - 13096 -
591 nd nd - 300 6.2 23.3186.4 3.3| - - - | - 46 3.4
193 - 245 - - 365.214.8| - - - |- 83 -
258 2.8 116.8 - 195 359.0 29| - - -1 - 81 -
. 348 59 58.9 - 1.4 258.93.2 - - - - 259 -
® 383 - 62.4 - - 268.06.2 - - - - 71 -
§ 408 1.1 499 - 12.73025 4.1 - 15 28| 2174 1.2
444 3.8 122.7 - 1.8 146.2 3.1 - - - - 34 -
511 4.1 206.1 - 3.7 554.413.3| - - - - 84 -
583 23 375 - 3.8 208.2 - - - - | - 108 -
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fois plus importantes (10 et 32 umol/g d’extrajreme celle des acides cinnamiques (254 et
701 pmol/g d’extrait). Les teneurs des dérivés denkpférol sont 4 fois plus élevées (43 et
181 umol/g d’extrait) et celle des dérivés de lainggnine deux fois (9 et 18 umol/g
d’extrait), tandis que celles des dérivés de quiEre&ont constantes et faibles.

En résumé, les profils des accessions, sur cesagiglobaux, montrent une grande
variabilité liée a l'indépendance des critéres ysed, que ce soient les teneurs en dérivés
d’acides cinnamiques, en flavonoides, en dérivékadumpférol ou de la quercétine. Mais,
plus précisément, comment s’exprime la variabilitéaspécifique au sein de chaque classe

de composés ?

Y T G AR

Figure 11I-15 : A : Inflorescences de I'accessionMerveille’ (59) et B : de sa forme
mutante ‘Merveille Sanguinea’ €0) (H. macrophylla ssp. macrophyl)a

[ll. 1. 1. Dérivés d’acides cinnamiques

Dans la catégorie des acides cinnamiques (Tabledy I'acide chlorogéniqueg) est
tres majoritaire dans toutes les accessions. Hitpléar, 157 et 269 atteignent demaximade
plus de 700 pmol/g d’extrait et se différencient pa facteur 5 des accessictsy 137et444
qui ont les teneurs les plus faibles, autour de uH@ol/g d’extrait. Pour l'acide 3-
caféoylquinique %), copigment de la delphinidine, les différencesresmirofils sont trés
importantes, entre un maximum de 265 pumol/g d’éxpaur I'accessiorb4 et des valeurs
inférieures a 10 pour les variétd6, 137, 292Le composélO est présent dans toutes les
accessions (except®) mais en plus faibles teneurs (de 3.4 a 26 pnubddxfrait).

Parmi les composés minoritaires, I'acidp-8eumaroylquinique®), autre copigment
connu, et l'acide 3-féruoylquiniqueé)( sont présents dans une majorité d’accessiors. Le
autres {, 3, 5, 11, 46, 48, Y&pparaissent toujours en faibles quantités (efiée a 5 pmol/g

d’extrait) et dans un nombre réduit d’accessions.
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Tableau 11I-5: Teneurs en flavonols des fleurs stdes d’H. macrophylla (umol/g

d’extrait)
, Dérivés du kaempférol Dérivés de la quercétine
Sous- Numeéro - - - - - r

espécd  accession Monoglycosylés Diglycosylés Monoglycosylés Diglycosylés T
37 40 52| 23 28 31-3235 36/29 30 41| 15 20-22 25 1

1 - 8.0 - - - 287 - - - - - - 7.8 - -

11 3.3 475 - - - 522 - - - - - - - - -

13 3.2 154 - - 104 271 - - - - - - 1.4 - -

26 11.3 488 - - - 1025 - - - 19 - - 277 - -

28 48 242 - - 140 375 - - - - - - - - -

33 14 187 - - - 369 - - - - - - 3.0 - -

45 3.0 149 - - - 349 - - - - - - 8.6 - -

46 28 171 - - - 351 - - - 1.7 - - 17.0 - -

54 7.7 56.9 - - 11.3 105.2 - - - - - - 3.9 - -

59 1.6 155 - - - 26.1 - - - - - - 4.6 - -

60 54 355 - - - 62.6 - - - - - - 4.9 - -

65 3.8 278 - - - 522 - - - - - - 14 - -

76 25 247 - - 53 491 - - - - - - 5.0 - -

© 106 115 40.8 - 19 115 902 24 - - - - - 14.9 - -
=, 108 8.1 485 - - - 987 18 - - - - - 18.4 - -
s 115 41 209 - | - - 650 14 ~-| - - - - 135 - | -
8 127 2.8 36.2 - - - 435 - - - - - - 2.4 - -
g 129 47 428 - - - 599 29 - |15 - - - 135 - -
137 1.2 143 - - 181 342 - - - - - - - - -

157 27 150 - - - 477 - - - - - - 6.3 - -

212 30 236 - |12 - 293 49 -| - - - - 3.1 - -

269 32 272 - - - 574 - - - - - - 3.7 - -

292 6.7 327 - - - 591 26 -| - - - - 9.7 - -

309 3.4 209 - - - 478 - - - - - - 1.2 - -

325 3.0 18.7 - - 203 250 17 - - - - - 1.8 - -

433 1.6 122 - - - 2.7 - - - - - - 9.2 - -

439 55 331 - - - 58.1 - - - - - - 3.4 - -

540 - 193254/42 - 360 - 6.0 - - 5.4 - 10.9 - -

541 53 21.2 - - - 53.8 - - - - - - 7.0 - -

544 1.7 7.3 - - - 196 - - - - - - 1.5 - -

570 52 222 - |25 - 825 29 -| - - - - 4.2 - -

591 - 231 - (242 88 233 16 38 - - - 3.2 164 - -

193 - 617 - |10.7 - 17.6 524 - - 249 - 19.0 21.0 20.8] -

258 22 379 - - - 4.4 53.7 - - 1.7 - - - 3.7 -

© 349 15 80 - - - 55 242 - | - - - - - 53| -
§ 383 22 116 - - - 51 303 - - 3.6 - - - 12.1| -
3 408 15 155 - | - - 446 - - | - - - - 306 - -
444 - 9.5 16.5/15.0 - - 159 - - 3.7 7.2 - - 53| 55

511 - 219 - 241 - 72.8 19.8 89| - - - 21 3.2 - -

583 - 8.6 - - - - 577 - - - - 1.6 - 7.7 -

ri
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Quelques profils se distinguent particulierementl’desemble par leurs caracteres
qualitatifs et surtout quantitatifs : 'accessihest riche en acide 3-caféoylquiniq@ ais
aussi en acides @-coumaroylquinique q) et 3-féruoylquinique 9). L'accession269 se
distingue par son profil tres simple mais des tenéuntes, alors que la variédé a un profil
également simple mais des teneurs en acides santaibles. Cependant, en ce qui concerne

les profils des acides cinnamiques, aucune différ@ecressort entre sous-especes.
lll. 1. 2. Flavonols

Les profils flavonoliques des deux sous-espécedifencient par contre aisément
(Tableau III-5). Dans la sous-especeacrophylla les composés majoritaires sont le
kaempférol-30-(pentose-(1-2)-hexose1 et 32) et le kaempférol-3-O-glucosd(). Leurs
différences quantitatives varient d’'un facteur & 2 a 105 pumol/g d’extrait) ou méme 7 (8 a
57 umol/g d’extrait). La sous-espes@rataest plus hétérogene et se distingue souvent par le
kaempférol-30-rutinoside 85). Les autres composés minoritaires ne sont pasfispes : le
kaempférol-30-galactoside37) est présent en assez faible teneur (maximum depdrol/g
d’extrait) chez la majorité des accessions et ErkzEérol-30-(rhamnose-(1-2)-hexose2q)
n'est présent que dans huit accessions. Les comp@s&6 et 23 sont détectés dans un
nombre réduit d’accessions et différencient ledilgrdb40 et 591 (macrophyllg, 444 et 511
(serratgd. Les accessions40 et 511 sont en fait des hybrides entre les deux souszespe
L’accession511 a un profil particulier se rapprochant deacrophyllapar sa teneur en
composésl et32 et deserratapar les teneurs plus fortes en compgséd.'accessiorb40se
démarque par la présence des deux homologues glypass41 et 52 comme c’est le cas de
'accessiord44 de la sous-especerrata L'accessiord08 a un profil de typenacrophylla
Son identification sur des critéres botaniques destteuse. A travers ces deux exemples,
lanalyse du profil des composés phénoliques peutaimement aider a lidentification
lorsqu’il y a ambiguité au niveau des criteres molpgiques.

Les profils en dérivés de la quercétine dans la -espgécemacrophylla sont
extrémement simples, avec les seules quercétibgintose-(1-2)-hexos€q et 22) qui
sont les homologues glycosydiques des composégitaags de type kaempferoBl et 32)
décrits précédemment. La quercétin®-8rhamnose-(1-6)-glucose2y) différencie les deux
sous-especes : présente dans 6 accessions deskesp@ceserrata (3.7 a 20.8 pmol/g
d’extrait), elle est totalement absente chez lassspecemacrophylla Le rutinose
(rhamnose-(1-6)-glucose), commun aux deux homolmglgosidiques?b) et (35), pourrait

étre une caractéristique de la sous-espenata
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Des profils attirent l'attention par leur différencgualitative. C’est le cas des
accession$40 et 444 qui se distinguent par la synthese des homologaempférol-30-
rhamnoside §2) et quercétine-3-O-rhamnosidell). Le profil de I'accessionl93 est
remarquable parce qu’il est particulierement riehequercétine. Il associe quatre composeés :
guercétine-32-glucoside 80), (25), (20 et 22), et quercétine-B-hexose-(1-2)-hexosd ).

De plus, dans ce profil, se trouvent tous les @ériglycosylés homologues du kaempférol et
de la quercétine a des teneurs importantiset 30, 35 et 25, 23 et 15 mais aussi3l et 32)
avec @0 et22).

La seule delphinidine-8-glucoside §8) représente en moyenne 85% de la teneur
totale en anthocyanes de cette espéce. La delpterBdD-sambubiosidegb) est détectée a
des teneurs environ dix fois moindres dans la ptupas cas. D’autres dérivés de la
delphinidine sont présents mais minoritaires dalespéce. Comme il est précisé
précédemmentt. chapitre Il. I. p 63), il est difficile de les quifier et de les identifier dans

nos extraits compte tenu de I'avancée de nos traaane sujet et des problémes rencontrés.

A travers cette analyse, il ressort, pour la sameemacrophylla que la variabilité
des profils polyphénoliques est forte au niveawuntjtatif mais faible au niveau qualitatif. La
sélection réalisée par les horticulteurs a pams dariétés a inflorescences roses, souvent
pales, avait pour objectif d’obtenir des colorispsoutenus, rouges ou pourpres. Ces variétés
plus récentes ont les mémes caractéristiques Maigsique les accessions anciennes, les
différences étant essentiellement quantitatives, llgarichissement en delphinidine@-
glucoside 8) bien connue dans cette espece

La sélection a porté sur une base génétique éteoifeartir d’'un nombre réduit
d’introductions comme 1212 ‘Joseph Banks’ originaire de Chine et introduit1&t89 ou le
325 ‘Mariesi’ introduit en 1880. A partir de semis tMariesi’, Lemoine obtient en 1904
‘Mariesi Perfecta’ 292) qui est choisie dans la descendance pour sonicalose vif
inhabituel. Sans connaitre le géniteur male qut ééns doute trés pale, la comparaison des
profils peut quand méme étre intéressante. L’augatient des teneurs est constatée pour la
plupart des composés que ce soient les anthocyaaissaussi les dérives du kaempférol ou
de la quercétine. Seul l'acide cinnamiq@g rharque une nette diminution dans le profil de
292 Le méme type de résultat est constaté en complasptrofils de59 ‘Merveille’, rose
foncé, obtenu par Cayeux en 1928, et son mutantppmule 60 ‘Merveille Sanguinea’,
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Tableau I1I-6 : Teneurs par classe des composés pidiques dans les fleurs di. asperaet H. involucrata (umol/g d’extrait). fs : Fleurs

stériles, ff : Fleurs fertiles

Espéce Sous-espece Numér_o fs Jff | Anthocyanes| Acidgs Flavonoides Kaempférol| Quercétine Myricétine | Isorhamnéting Flavanonges Amine§ AJE* K/Q
groupe accession cinnamiques 16 17 26 19 polyacylées b
obusta 396 ff 0.75 42,4 124.4 10,8 105,7 0 58 2.1 0 30,9 0,38,10

441 ff 0.0 19,3 128,2 77,7 49,2 0 0 1,3 0 71,8 0,15 81

154 ff 2.0 12,1 95,3 74,9 16,4 o 11 3,0 0 85,3 0,13 574

sargentiana 154 fs 0.0 44,0 284,6 258,0 23,8 0 0 2,8 0 0,0 0,15 1d

188 ff 3.9 19,4 177,2 130,3 424 0 0 45 0 130,77  0,11,073

413 ff 14.0 68,4 120,0 77,2 40,0 1,3 0 1,5 0 34,0 d,57,93

413 fs 0.0 100,3 205,6 81,3 108,2 0 q 0 16,1 0,0 4,49 0

463 ff nd 50,4 237,9 164,7 70,9 0 0 2,3 0 35,5 0,21 22

© strigosa 481 ff 13.4 55,2 257,0 181,4 74,5 11 ¢ 0 0 53,2 0,21,442

o 481 fs 0.0 79,2 234,3 64,8 169,5 0 0 0 0 1,9 034 0

o) 483 ff nd 81,7 248,4 171,3 77,0 0 0 0 0 45,9 0|33 2|

< 483 fs 0.0 82,7 237,5 48,5 189,1 0 0 0 0 0,0 0,35 0

aspera/ 352 8.3 56,6 321,8 214,1 104,7 0 0 2,9 0 81,5 0,18,052
Kawakami

343 ff 12.0 40,3 109,7 90,5 17,9 0 0 1,4 0 29,4 0,37 075

371 ff nd 45,8 133,1 108,2 23,2 0 0 1,6 0 39,8 0,34 74

371 fs nd 41,5 2241 209,1 15,0 0 0 0 0 2,7 0/19 13

Fﬁﬁgg 613 ff 223 48,5 177,8 155,1 21,1 0 0 1,7 0 39,1 0,27,357

613 fs nd 48,6 371,8 324,2 47,6 0 0 0 0 0,0 013 6

343A  ff 17.3 43,6 179,5 143,6 32,9 0 0 2,9 0 58,7 0,24,364

343A  fs nd 69,3 367,0 352,7 14,3 0 0 0 0 0,0 0|19 24

164 ff 11.0 29,3 181,2 152,1 29,1 0 0 0 0 43,2 0,16 35

© 355 ff 14.0 46,9 228,0 188,8 39,2 0 0 0 0 42,7 0,21 14

§ 372 fs nd 50,5 201,9 108,3 93,6 0 0 0 0 0,0 025 1

E! 418 fs nd 60,5 255,6 195,8 41,3 0 0 0 18,5 0,0 24 4

= 419 ff nd 43,2 2227 125,5 74,6 0 0 0 22,5 0,0 0,19 81

= 419 fs nd 41,2 197,4 115,1 67,6 0 0 0 14,8 0,0 421 1

485 fs nd 108,3 107,7 70,4 37,3 0 0 0 0 0,0 101 1

623 ff 6.2 37,0 136,5 111,7 23,6 0o 11 0 0 26,8 0,27 734

91

81

* A/F : Rapport des teneurs en dérivés d’'acides cmamiques et de flavonoides ** K/Q : Rapport des tezurs en dérivés du kaempférol et de la quercétine
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obtenu par Truffault en 1938. Tous les composésautent dans des proportions de 2 ou 3
fois mais pour I'acide, il I'est de 7 fois.

Les différences qualitatives se trouvent entredlasx sous-especes avec les composeés
glycosylés 25 et 35 associant la quercétine et le kaempférol au raénqui caractérise
serrata Malgré le faible effectif analysé, cette souseegpmontre une plus forte variation
gualitative, comme par exemple I'accessi®B qui est tres originale de par son profil en
flavonols. Cette sous-espéce a été trés peu soani&ssélection et offre des possibilités de

diversification par des hybridations entre ces deaxs-espéces.
lll. 2. H. aspera et H. involucrata

Ces deux especes ont été introduites, acclimatéesnservées dans des collections
mais n’ont jamais été sélectionnées ni diffuségeaade échelle. Contrairement aux variétés
d’H. macrophylla les inflorescences sont de type sauvage et to@ss d’une majorité de
fleurs fertiles colorées et de quelques fleursletblanches, sauf dans le groupe Villosa ou
'ensemble est coloré. Les analyses ont été réalisar les deux types de fleurs dans huit des
vingt accessions et les différences qui peuverdtexientre les deux types sont soulignées
dans chaque cas.

L’'un des principaux objectifs de ce travail étaiév@luer la variabilité biochimique
entre les quatre sous-espécds.disperaet de la comparer a la variabilité cytogénétique. E
effet, des différences importantes ont été révépeesl’analyse des quantités d’ADN, des
caryotypes et de I'organisation des génomes argdi@ude dedoci codant pour les ARN
ribosomiques (Mortreaat al. 2010). La question étant de savoir si la varigbijenétique et
la variabilité biochimique, a travers I'analyse desnposés phénoliques, convergent ou non.

Au sein dH. involucratg I'objectif est de comparer les accessions dais sont des
mutants de couleur des inflorescenc®&2( 418et 485 qui ne synthétisent pas de dérivés de
delphinidine, et une4(l9) qui est un mutant viridescént

La majorité des composés détectés au sein du gereynthétisée par ces deux
especes (47 sur 60). Contrairement a I'espeamacrophylla une des caractéristiques de ces
deux especes est la prédominance de flavonoideso(fparés aux acides cinnamiques (A)
(Tableau 11I-6). Le rapport A/F est en moyenne déb(nais deux accessions se démarquent :

485 (H. involucratg, pour laquelle A/ 1 et413 (H. asperasspstrigosg dont le rapport est

1 viridescent : linflorescence garde une colomtigerte ou légérement verte due & la persistancéa de

chlorophylle dans les cellules.
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Tableau IlI-7 : Teneurs en dérivés d’acides cinnangues et amines polyacylées dans les fleursHd’asperaet H. involucrata (umol/g
d’extrait). Fs : Fleurs stériles, ff : Fleurs fertiles

] Dérivés d'acides cinnamiques Ami | &
Espéca Sous-espéce / groupe a'\(l:lég]sesrign fs /ff Monoacylés Diacylés | Indéterminés mines polyacylees
1 2 7 8 9| 4648 53| 3 10 11 | 56 57 58 59 60
robusta 396 ff | - - - 424 - - - - - - - 117462 13 16 44
441 ff | - - - 150 ~-|15 - 28| - - - |446 116 2,2 134 -
154 ff | - - - 1221 - - - - - - - | 53,312,1 4,0 43 11,6
sargentiana 154 fs | - - 181218 -| - - -| - 41 - - - - - -
188 ff | - - - 194 - - - - - - - | 88,417,6 3,8 6,6 14,3
413 ff | - 247 - 392 2% - - -120 - - 248 20 16 3,7 19
413 fs |1,7 443 - 474 23 - - - |25 - 21 - - - - -
463 ff | - - - 492 - - - -|12 - - 248 13 - 95 -
o strigosa 481 ff | - - - 533 -|19 - - | - - - 139920 13101 -
% 481 fs | - - - 792 - - - - - - - 19 - - - -
@ 483 ff | - - - 744 -|44 - - |- - 29|32318 2866 25
T 483  fs | - - - 814 -| - - - 13- - | - - - . .
aspera Kawakami 352 ff |- 104 - 356 ~-|7,136 - | - - - |643 54 24 3,3 6,2
343 ff | - - - 403 -| - - - - - - 1234 - 12 - 438
371 ff | - - - 445 -| - - -|14 - - 1322 - - - 76
371 fs | - - - 401 -| - - -] 14 - - 2,7 - - - -
aspera Nillosa 613 ff | - 125 - 360 -| - - -| - - - 128923 14 41 24
613 fs | - 347 - 140 -| - - -| - - - - - - - -
343A ff | - - - 436 -| - - - - - - | 43,735 19 6,7 3,0
343A fs | - - - 693 - - - - - - - - - - - -
164 ff |- 16 12 266 - - - - - - -1 10,9 - - 323 -
© 355 ff | - - - 469 -| - - - - - - 80 - - 34,7 -
IS 372 fs | - 172 73 260 - - - -| - - - - - - - -
%’ 418 fs | - 264 - 342 -| - - -| - - - - - - - -
= 419 ff|l- 73 11920 - - - ~-| - 40 - - - - - -
T 419 fs|- 60 59 227 - - - - 3®8B5 - - - - - -
485 fs | - - - 1083 - | - - - | - - - - - - - -
623 ff |- 16 - 274 -| - - -] 80 - - 70 - - 19,7 -




Chapitre Ill. Structuration de la diversité des poseés

de 0.5. Les deux types de flavonoides prédominaot# des flavonols :dérivés du
kaempférol (K) et dérivés de la quercétine (Q).rapport K/Q entre ces deux classes est
compris entre 2 et 5 dans les fleurs fertiles, meid étre trés supérieur dans les fleurs stériles
(10 a 25) ou méme inversé dans le cas de la spésesirigosa(0.1-0.7). L'accessio396
(robustg, avec trés peu de dérivés du kaempférol et atraioe une forte teneur en dérivés
de la quercétine, a un profil tout a fait partieuli

Le dérivé de la naringéniri® est caractéristique de trois profi,3 (strigosg, 418 et
419 (H. involucratg. Les amines polyacylées, dérivés de la spermidioigt un bon indice de
la fertilité des fleurs car elles sont quasimeneabss dans les fleurs stériles.

Les anthocyanes extraites des fleurs fertiles pa¥dentes a plus faibles teneurs dans
les sous-espécesirgentiana(154 et 188) et robusta(441). Mais sur I'ensemble ces teneurs
sont comparables a celleHi’macrophylla

Sur ces critéeres globauy, il existe peu de difféiaion entre les quatre sous-especes
mais l'analyse fine de la répartition des composéms chaque classe apporte des

informations trés intéressantes sur les variatiotnaspécifiques.
lll. 2. 1. Dérivés d’acides cinnamiqgues et amines polyacylées

Parmi les dérivés d’acides cinnamiques (Tableai)lIl'acide chlorogéniques] est
majoritairement présent dans toutes les accesditisemere 3-caféoylquiniquez) et le 3-
coumaroylquinique ) sont souvent minoritaires ou méme absents. Cepéntiais
accessions #. asperase démarquent par leur teneur en ce composb2 et 613 (asperg
et413(strigosg. Il en est de méme des deux accessiazet418 (H. involucratg.

Les amines polyacylées sont associées aux profésspécifiques (Tableau IlI-7.
asperasynthétise majoritaireme®6 alors queH. involucratasynthétise majoritairemes9.

Des dérivés feruolyb8 et60 sont absents chét involucrata
[ll. 2. 2. Flavonols

Les deux espéces sont caractérisées par la prédendeux dérivés du kaempférol
monoglycosylés, le kaempférol@3rhamnoside §2) et le kaempférol-&-glucoside 40)
(Tableau I11-8). Les profils des sous-espéesagyentianaet robustase distinguent nettement
des deux autres par I'absenceS®emais aussi par la plus forte teneur en dérivéydagylé
kaempférol-3-O-glucose-(6-1)-rhamnos@&5)( Au sein de ce groupe le kaempférol

triglycosylé 18 a une teneur remarquable dans la seule accessh. (Le profil de
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Tableau IlI-8 : Teneurs en dérivé du kaempférol etde la quercétine dans les fleurs d.

Fleurs stériles, ff : Fleurs fertiles

asperaet H. involucrata (umol/g d’extrait). fs :

Dérivés du kaempférol

Dérivés de quercétine

§ eiﬁgi;/ Numéro | fs Monoglycosylé Diglycosylé i Monoglycosylé Diglycosylé A
kG e accession /ff onoglycosylés iglycosylés glycosylés onoglycosylés iglycosylés glycosylés
37 40 47 52 49 54 55 2823 31+432 35 36| 18 13| 29 30 41 39 | 15 20422 25 42 34| 12 14
obusta 396 | ff| - - - - 50 - -| - - - 59 -] - -|25 162 11 29814 14 563 - - | - -
441 | ff |59 294 - - 63 - 13/ - - - 348 - | - -|32 94 - - - 118279 - - | - -
154 | ff | 1,9 19,7 41 - - - - - - - 115 - |36 -| 78 - - - 11 - 62 - -|66 25

sargentiana 154 fs | 6,8 44,1 - - 9,5 - -1 204 - - 226 - |154,5 - - 6,4 - - 1,2 - 57 - -110,5 -
188 | ff | 34 454 - - 99 - 20 - - - 695 - | - -| - 40 - - | 57 138 190 - - | - -
413 | ff | - 435 - 190 - 53 - | - - - 82 -| - 1411 78 94 -| - 118 78 11 - | - 21
413 |fs| 15 249 - 31 - 85 - | - - - 103 - | - -]21 201 492 - | - - 321 53 - | - 14
463 | ff |20 316 15 1232 24 - -| - - - 23 -| 18 - 83 67538 - | - 78 26 - -| - -
s| strigosa 481 | ff |21 31,3 1,7 1312 24 - -|73 - - 37 -| 16 4 94 6150 - | - 11,3 21 - -| - -
] 481 |fs| - 68 - 522 14 - - | - - - - 45 - - - 201628 - | - N I
@ 483 | ff| - 429 - 1203 14 - -| 24 - - 28 -| 16 4 27 8453 - |22 89 13 - -| - -
T 483 | fs| - 52 - 394 - - - | - - . - 39 - -| - 541759 - | - - 78 - - - -
asperal | 4o, |\ g |70 475 - 1823 - - - | - - - 74 - - -| 11,9 134667 - |66 135 45 - -| - -

Kawakami

343 | ff | - 425 - 399 37 - -| - - - - 34 10 | - 37 68 6114 - - | - -
371 |f |12 703 - 31,7 38 - -| - - . - - 13 4 - 49 41 1 23120 - - - | - .
371 |fs| 21 485 18 1422 85 - -| - - - 60 -| - - - 47 87 - | - . 16 - -| - -
Eﬁﬁgggl 613 | ff |19 720 - 660 25 - -| 23 29 - 57 -| 18 -| 70 - 103 - |70 20 18 - -| - -
613 | fs| 22 424 - 2649 60 - -| - - . - 86 - - - 642376 - | - - 36 - -| - -
343A | ff | - 942 - 424 31 - -| - - - 18 - 21 - 69 53 66143 - - - | - -
343A | fs| - 775 - 2586 11,2 - -| - - - 53 | - - - 36107 - | - - e
164 | ff | 1,9 21,7 33 1015 - - - |151 47 39 - - | - - - 771 214 - | - - A
© 355 | f | - 131 - 1447 27 - -|19548 41 - -| - -| - 16 376 - | - - e
g 372 |f# |18 206 - 800 35 - -| - - . - 26 - - 30 127771 - | - - 38 - -| - -
E! 418 |fs| - 145 - 1745 26 - -| - - 16 16 10 - 4 - - 322 - | - - 21 - 70 - -
s 419 | ff| - 43 - 1169 1,2 - -] 13 - - - 1,8 - 4 - 35697 - | - . 1,4 - -| - -
= 419 |fs| - 43 - 1083 1,0 - - | - - - - 15 - - - 33643 - | - - e
485 |fs| - 100 - 604 - - - | - - - - - - | 14 49 301 - | - - 23 - - - -
623 |ff |19 230 - 586 75 - - |13421 54 - -| - -| - 75 151 - | - - 1,1 - -] - -
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I'accessior396 (robustg est aussi remarquable par sa pauvreté en déngaeglycosylés du
kaempférol, contrairement a I'ensemble.

Le profil général dH. involucratase distingue trés peuHll’ asperaseule la présence
des deux dérivés kaempférolB{pentose-(1-2)-hexose)31 et 32) marque une petite
différence. Les mutant$72 418,419 et485ne synthétisent pas les dérivés diglycosgiest
23.

Les différences entre fleurs fertiles et stéril@sts noter : dans les deux sous-espéces
asperaetstrigosg un déficit du compos40 est constaté dans les fleurs stériles. Chez ks sou
especsstrigosa,la méme chose est observée pour le comp@sélors qu’au contraire, une
forte augmentation de la teneur de ce composébssingée chez pour la sous-espaspera
groupe Villosa. Ce groupe est caractérisé par kessf stériles colorées, mais I'hypothése
d’un lien possible avec ces différences chimiquegewg étre confirmée.

Dans les profils des deux especes, deux composgségfiominentdl et 30 sont des
homologues glycosidiques des dérivés du kaempset 40. La quercétine-®-rhamnoside
(42) se trouve a des teneurs importantes, mais conm@éeégemment pour le composé
homologue kaempférobp), le groupesargentiana robustan est dépourvu. L’autre composé
est la quercétine-@-glucoside 80), présente dans toutes les sous-especes. Le dérive
diglycosylé @5), comme son homologue3s), renforce la singularité des sous-espéces
sargentianaetrobustavis a vis des deux autres. De plus, le pra%ib se distingue la encore
par la synthése de la quercétin@3ucuronide 89). Le dérivé triglycosyld 2, comme pour
son homologuel@®) précédemment, rend unique le profilkel (sargentiand.

L’espéce H. involucrata se distingue par l'absence des dérivés querc8tine-
(pentose-(1-2)-hexose2@ et 22) a I'inverse de leur homologue kaempférol. Le d&re la
guerceétined4 est uniquement présent dans le profil du mutast

A travers cette analyse, la variabilité qualitatoanduit & séparer I'espeee aspera
en deux sous-ensembles sur des criteres qualigatifgsantitatifs. Le premier est constitué par
les sous-espécesargentiana et robusta caractérisées par l'absence des composés
homologues2 et 41 et les teneurs plus importantes en composés homes3§ et 25. Le
second est formé par les sous-espespgraet strigosaqui sont en opposition par rapport a
ces COMposes.

Dans le premier groupe, les deux accessidigl) (et 396 possédent des profils
singuliers :154 est caractérisé par les dérivés triglycosy8set 12, 396 quant a lui est
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Tableau IlI-9: Synthése des données cytogénétiquede la sous-sectionAsperae:
guantité d’ADN, nombre de chromosomes, formule chrmosomique et localisation des
loci par FISH (Mortreau et al.2010)

Nombre de

Nombre et position des locus

Espeéces et Quantité Chromosomes Formule
sous-especes /groupe  ADN pg/2C 5 chromosomique* locus locus18S-5,8-
n
5S S26S
H. involucrata 4,9 30 2st+7sm+6m| 1 paracentromériqué télomérique
H. a. sargentiana 3,0 34 0 st+8sm+9m 1 télomérique 2 télomésque
H. a. robusta 3,0 34 2st+8sm+7m| 1 paracentromérigu2 télomériques
H. a. strigosa 3,4 34 2st+8sm+7m| 1 paracentromérigu2 télomériques
H. a. asper&Villosa 34 34 2st+8sm+ 7m 1 paracentromérique 2 télomériques
B chromosomes

H. a. asper&Kawakami 4,7 36 3st+9sm+6n 1 paracentromér

gQetélomériques

*st subtélocentriquesmsubmétacentriquem métacentrique
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caractérisé par la quasi absence de dérives mausylgs du kaempférol et au contraire une
richesse en dérivés monoglycosylés de la quercgfine

Dans le second groupe, la sous-esmdgosaest plus riche en composB? et 41 que la
sous-especaspera en ne considérant que le groupe Villosa. Le pudi 'accessiom13
(strigosg est original par la présence de I'acide 3-cafgaiylique @) et de composés mineurs
comme le54. Le profil de352 (asperaKawakami) est plus proche de la sous-espéigosa
sur ces critéres quantitatifs.

H. involucrataest plus riche en dérivés du kaempf@@123, 31 et 32 et au contraire
ne synthétise pas les dérivés de la querc&®n0 et22 qui le différencient di. aspera Les
mutants372 418 419 et 485 se distinguent des accessions sauvages par |@bsknces
mémes composél, 23, 31 et32).

Chez I'espéceH. aspera I'analyse cytogénétique, résumée dans le Table&y a
montré une variabilité intraspécifique importantéi gonduit a émettre I'’hypothése qu'il
s’agirait d'un complexe d’espéces (Mortregtual. 2010). Seules les sous-espestigosaet
asperagroupe Villosa sont proches par la quantité d’ABiNe caryotype. Les sous-espéeces
sargentianaet robustaont la méme quantité d’ADN mais I'organisation dgmomes est
différente comme le montre les caryotypes et I'fdtion in sitt’. Le génotype352 est trés
différent pour tous les criteres évalués, que adesmombre de chromosomes, 2n = 36 et non
34 chromosomes comme les autres génotypes, ldqgtesquantité d’ADN et le caryotype.
La similarité entre les deux niveaux d’analyserestarquable. En effet, la structuration de la
diversité au niveau biochimique est proche de adilgervée au niveau cytogénétique. Dans
les deux approches, une séparation marquée ressartles deux sous-espésasgentianaet
robusta d’une part,strigosa et asperagroupe Villosa d’autre part. Mais le génotypg2
Kawakami, tres différent par ses caractéristiqugegenétiques, a cependant les mémes
caractéristiques en composés phénoliques que odgroupe.

Finalement dans cette collection les quelques septants de cette sous-section
Asperaeoffrent une variabilité relativement importantegme si I'effectif réduit est un

facteur limitant nos possibilité d’interprétation
lll. 3. Analyse de la diversité chez les autres especes

L’analyse globale a déja montré que, comparéeseaprces dites colorées, celles a
inflorescences blanches sont toutes caractériséesgsateneurs élevées en dérivés de la

2 Hybridationin situ : technique permettant de visualiser la localisatles génes.
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Tableau 1lI-10 : Teneurs par classe chimique, desomposés phénoliques dans les especes a infloresesrilanches (umol/g d’extraitfs :
Fleurs stériles, ff : Fleurs fertiles

Section Sous-section Espécse ;%ués(‘;e a'\élé;nsesrigr ;? Acides Flavonoides Kaempférol Quercétine Myricétine Isorhamnetine Naringenine Flavones pcﬁ;glg)i?aes A/F* K/Q**
27 16 26 19 43 44 33
345 fs| 215.0 242.5 26.0 216.6 - - - - - - - 6.0 0.90,12
arborescens 370 fs| 112.7 167.0 48.9 118.1 - - - - - - - 4.7 0.70,41
166 fs| 354.6 354.7 68.5 286.2 - - - - - - - 4.1 1.00,24
93 fs| 16.4 149.1 4.7 144 .4 - - - - - - - - 0.1 0,03
Americanae 94 fs| 42.5 353.9 10.7 343.3 - - - - - - - - 0.1 0,03
ifoli 205 fs| 36.6 180.2 5.8 174.4 - - - - - - - - 0.2 0,03
querciolia 206 | fs| 31.8  430.2 15.7 4146 - - - S - |01 0,04
393 ff| 29.8 173.1 33.0 137.8 - 2.3 - - - - - 21.0| 0.2 0,24
393 fs| 30.0 341.4 9.1 332.3 - - - - - - - - 0.1 0,03
anomala| 344 fs| 7.8 250.2 13.0 237.2 - - - - - - - - 0.03 0,05
Calyptranthe| anomala petiolaris 347 fs| 44.6 166.0 20.2 145.7 - - - - - - - - 03 0,14
140 fs| 4.3 159.1 16.6 140.7 1.9 - - - - - - 1.2 | 0.03 0,12
145 ff| 31.6 233.8 233.8 - - - - - - - - - 0.1 -
Hydrangea| Petalanthe | scandeng 145 | fs| 255 2236 2175 61 - - - - - - - - 0.1 3566
heteromalla 537 fs| 385.4 376.3 12.3 325.5 - - - - 385 - - - 1.0 0,04
354 fs| 364.6 316.4 9.6 306.8 - - - - - - - 5.2 1.20,03
151 ff | 436.3 196.7 20.8 111.1 55 - - - -4.2 55.2 33.0 2.2 0,19
424 fs| 336.7 258.4 30.0 199.4 - - - - - 4.4 247 1.2 1.3 0,15
425 fs| 217.7 226.2 35.8 190.4 - - - - - - - 1.9 1.0 0,19
Heteromalla 426 fs| 216.4 315.4 31.6 233.9 - - - - - 3.6 46.3 - 0.7 0,14
iculata 434 fs| 164.8 257.9 54.0 203.9 - - - - - - - - 0.6 0,26
panicu 445 | ff| 1495  66.7 7.0 40.7 - ; - -39151 252 | 22 017
445 fs | 306.3 192.0 25.9 111.9 - - - - - 8.2 46.0 - 16 0,23
446 fs| 199.6 204.4 61.0 141.0 - - - - -24 - - 1.0 043
450 fs| 187.1 162.8 28.0 119.8 - - - - - - 150 3.8 1.2 0,23
495 fs| 275.3 426.3 136.0 290.2 - - - - - - - - 0.7 0,47
Cornidia integrifolia 143 fs| 346.1 205.6 28.9 176.7 - - - - - - - - 1.70,16
seemannii 155 fs| 164.6 144.3 3.0 113.4 - - 15.5 12.3 - - - - 1.10,03

* A/F : Rapport des teneurs en dérivés d’'acides cmamiques et de flavonoides ** K/Q : Rapport des tezurs en dérivés du kaempférol et de la quercétine
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guercétine (Tableau l1lI-1), a I'exceptionH]’ scandengjui ne suit pas cette regle et se
distingue de I'ensemble avec le profil le plus denpn nombre de composés. Le critére
majeur qui scinde ce groupe, est la teneur en s@dwmamiques. En complément, I'AFD
réalisée sur I'ensemble des especes a aussi $aibrte des spécificités fortes pour quatre
especes H. paniculataet H. heteromallaH. arborescengt H. anomala(Figures 1. 13 et
l1l.-14). Dans le panel, deux especes sont mieprésentées que les autrkis,quercifoliaet

H. paniculata pour lesquelles seules des variétés pour jardinétd sélectionnées. Les
variétés améliorées Id. paniculata de la collection sont toutes polyploides, la plupar
tétraploides, seuld95 est diploide sans doute du fait de son originevagel 1l s’agit de
rechercher les composés les plus discriminants ee especes.

Les huit espéces a inflorescences blanches setisgSpat en deux grands groupes,
selon la teneur en acides cinnamiques et le rapfértentre ces acides et les flavonoides
totaux (Tableau Il1I-10) :

- Un premier groupe est constitué par les trois espacfaible teneur en acides
cinnamiques totaux (<100umol/g d’extrait) et unpagp A/F inférieur & 0.5:
H. quercifolig H. anomalaetH. scandens
- Un deuxieme groupe est constitué par les cinq su@speces a forte teneur en
acides cinnamiques totaux (>100umol/g d’extraitWiretrapport A/F supérieur
a 0.5:H. arborescensH. heteromalla H. paniculata H. integrifolia et H.
seemannii
Dans ce second groupd. paniculata se distingue spécifiguement par la présence des
flavones : lutéoline--glucoside 83) et apigénine-1-glucoside 44).

Le rapport entre dérives de kaempférol et de qtiacdK/Q) est particulierement
faibles, de I'ordre de 3%, pott. quercifolia, H. anomal@spanomalaH. heteromallaet H.
seemannii A I'opposé celui d4. scandensnontre un déficit quasi total de quercétine. Dans
H. paniculatales deux accessiod€6 et495se démarquent avec des rapports plus équilibrés,
dus a des teneurs en dérivés du kaempférol pltesfor

Les dérivés de myricétine, d’isorhamnétine et dengénine ne se retrouvent que
dans quelques accessiortd. seemanniise démarque par la présence des dérives de
lisorhamnétine26 et de la naringénind9. Une seule accessioB37 (H. heteromalla
synthétise le dérivé3.

Ces données confirment que c’est la voie des dedeéla quercétine qui prédomine

dans la biosynthése des flavonols.
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Tableau 1lI-11 : Teneurs en dérivé d’acides cinnangjues et amines polyacylées dans les espéces a liefloences blanches (umol/g

d’extrait) fs : Fleurs stériles, ff : Fleurs fertiles

, Dérivés d'acides cinnamiques Amines
Section Sous-sectior] Espéce Sou‘s- Numeéro | fs M & i A A iné olyacylées
espéce | accession| ff onoacylé Diacylé Indétermings Polyacy
1 2 7 8 9 46 48 53 10 11 56 57 19
345 fs| 1.3 33.2 - 167.8 3.3 - - - 4.5 4.8 - - 6.0
arborescens 370 fs| - 5.7 - 100.1 - - - - 4.1 2.7 - - 47
166 fs| 7.7 1285 - 2013 93 - - - 7.8 - - - 41
93 fs - 15.3 - 11 - - - - - - - - -
Americanae 94 fs | 2.8 34.5 - 4.0 1.3 - - - - - - - -
quercifolia 205 fs| 2.9 26.9 15 4.2 1.2 - - - - - - - -
206 fs| - 31.8 - - - - - - - - - - -
393 ff - 151 46 5.6 4.5 - - - - - - - 21p
393 fs| - 25.0 - 4.9 - - - - - - - - -
anomala 344 fs - 7.8 - - - - - - - - - - -
Calyptranthe anomala petiolaris 347 fs| 3.7 32.3 - 8.5 - - - - - - - - -
140 fs| - 2.8 - 14 - - - - - - - - 12
145 ff - 22.2 - 9.5 - - - - - - - - -
Hydrangea| Petalanthe scandens 145 fs ) 18.0 ) 76 ) i i ) ) i i ) i
heteromalla 537 fs| - - - 348.4 - - 147 79 14.4 - - - -
354 fs| - - - 313.0 45 - 244 113] 113 - - - 5P
151 ff - - - 3456 34 | 27 733 70 4.3 - 44 - 286
424 fs| - 11 - 275.6 - - 522 - 7.8 - - - 1.2
425 fs| - 1.7 - 157.8 128| - 401 - 5.3 - - - 19
Heteromalla 426 fs| - - - 170.0 - - 392 138 5.3 - - - -
paniculata 434 fs| - - - 120.0 114, - 335 - - - - - -
445 ff - - - 80.1 - - 668 25 - - 56 2.7 17/0
445 fs| - - - 243.3 - - 579 - 5.1 - - - -
446 fs| - - - 131.6 12.7| - 553 - - - - - -
450 fs| - 1.6 - 1412 11.3| - 304 - 2.6 - - - 3.8
495 fs| - - - 190.3 - - 780 25 4.5 - - - -
Cornidia integrifolia 143 fs| 45 2273 3.6 80.4 7.4 - 229 - - - -
seemannii 155 fs - - - 151.7 - - 130 - - - -
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lll. 3. 1. Dérivés d’acides cinnamiques et amines polyacylées

Il existe une opposition forte entre les deux greupéfinis par leurs teneurs en acides
cinnamiques qui se traduit aussi par la répartities dérivés majeutset 8 (Tableau I11-11).
Dans le premier groupe a faible teneur en acidesaaniquesH. quercifolia H. anomalaet
H. scandens l'acide 3-caféoylquinique2j est majoritaire et dans le second groupe c’est
'acide 5-caféoylquinique ou acide chlorogéniq@ qui est le dérivé principal, avec une
exception :H. integrifolia. Pour ce groupe, l'acide 1,5-dicaféoylquiniquiB)(est aussi
caractéristique des profils, excepté chezarborescensLes autres composes tels dui 9
ou 53 par exemple sont minoritaires dans ce groupe.

En ce qui concerne les amines polyacylées, seulN{&coumaroyl-N, N°-
dicaféoylspermidine59) est a teneur plus élevée dans les fleurs fedilds quercifoliaet H.

paniculata Les composés6 et57 sont minoritaires.
lll. 3. 2. Flavonols

La voie des dérivés du kaempférol est souventdaibht active (Tableau I1I-12),
excepté cheH. scandengjui se distingue par la teneur la plus forte dé&svds mono-, le
kaempférol-30-glucoside 40) et diglycosylé, le kaempférol-3-rutinoside (rhamnose-(1-6)-
glucose) 85). Les profils dH. arborescenssont aussi simples et ce sont les deux mémes
composés 40 et 35 qui sont les seul dérives du kaempférol présengss dans des
proportions différentes.

DansH. paniculata I'accession de type sauvag85 se distingue tres nettement des
accessions polyploides par l'identification de deax mémes dérivéd4(q et 35). De plus la
présence du kaempférol€-galactoside I7) et 'absence du kaempférol&-hexose-(1-2)-
hexose 23) compléetent I'opposition marquée entre ces profiks variabilité est faible entre
les polyploides, seules les accessidd4 et 446 ont deux autres dérivés diglycosyl@&d et
32).

Pour les autres espéceddt. quercifolia anomala, heteromalla, integrifolia et
seemannjiles teneurs sont extrémement faibles. Cependarg Baccessiol393 les fleurs
fertiles ont une teneur un peu plus forte pourclemposés kaempférol-3-glucuronide 49)
et kaempférol-39-(rhamnose (1-6) galactos&g.

La voie de biosynthése des dérivés de la quercésihau contraire trés active comme

le montrent les teneurs élevées comprises entreetl®@00 (Lmol/g d’extrait) dans toutes les
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Tableau I1I-12 : Teneurs en dérivés du kaempférol dns les especes a inflorescences blanches (umoléxtdait) . fs : Fleurs stériles, ff :

Fleurs fertiles

ri

3 Drivés de kaempférol
Section Sous-section Espéce ;%lésc'e a'\(l:légqsesrigr ::? Ploidie Monoglycosylés Diglycosyles T
37| 40 47 49 52 55|28 23 31+32 35 36 51 21|18
345 fs| 2x - - - - - -] - - - 260 - - - -
arborescens 370 fs| 2x - 113 - - - - - - - 377 - - - -
166 fs| 2x - 6.6 - - - - - - - 619 - - - -
93 fs| 2x - - - - 21 - |- 13 - 1.4 - - - -
Americanae 94 fs| 2x 1.8 - - - 37 - | - - - - 52 - - -
quercifolia 205 fs| 2x 1.2 - - - 15 - | - - - 1.3 1.7 - - | -
206 fs| 2x - - - - 6.1 - | - - - 50 46 - -| -
393 ffl 2x - - - 118 - - |26 - - - 186 - - | -
393 fs| 2x - - - - 22 - | - - - 41 27 - -| -
anomala| 344 fs| 2x 3.8 - - - - - - - - - 79 - - |12
Calyptranthe anomala petiolaris 347 fs| 2x 6.4 38 - - - -] - - - - 41 59- | -
140 fs| 2x - - - 3049 - (24 - - 23 29 - -|11
145 ffl 2x 5.4 171.4 - - - - - - - 57.0 - - - -
Hydrangea Petalanthe scandens 145 |fs| 2x |51 1583 - - - - | - - - 542 - . |-
heteromalla 537 | fs| 2x ) i I . ) - 123 - - -
354 fs| 2x 56 4.0 - - S - - - - - -] -
151 ff| 6x 15 21 - - 4537 - 91 - - - - - -
424 fs|  4x - 1.2 1314 - ~-| - 245 - - - - 1.5 -
425 fs|  4x 10 17 - 12 - - -300 - - - - 1.9 -
Heteromalla 426 fs| 4x - 18 2812 - ~-| - 258 - - - - - -
paniculata 434 fs| 4x 29 41 - - - -] -31.8 136 - - - 14§ -
445 ff| 4x - - 14 - - -132 24 - - - - -] -
445 fs| 4x - - 47 - - 23| - 189 - - - - - -
446 fs|  4x - 45 - - - -| - 159 406 - - - - -
450 fs|  4x - - 45 - - - |- 235 - - - - - -
495 fs| 2x |16.2 90.7 - 19 - -| - - - 27.2 - - - -
Cornidia integrifolia 143 fs| 2x 8.4 - - - - - 24 - 131 - - - -1]5.0
seemannii 155 fs| 2x 3.0 - - - - - - - - - - - - -
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especes a inflorescences blanches (Tableau lllek8gpté cheH. scandensomme cela a
déja été souligné.

PourH. arborescense composé monoglycosylé quercétin®-2fucoside 80) et son
derivé diglycosylé quercétine3-(rhamnose-(1-6)-glucos®%), homologues des dérivés du
kaempférol40 et 35, déja présents dans ce profil, sont majoritaires.pt@&sence de ces
homologues met en évidence la similitude des m@astenzymatiques, celles de la rhamnose
transférase en position 1-6, indépendamment durstikaempférol ou quercétine.

DansH. quercifoliales profils sont plus complexes, caractérisésl’pasociation de
guatre dérivés monoglycosylés : la quercétine-w@vmoside41) majoritaire, la quercétine-
3-O-galactoside 29), la quercétine-8-glucoside 80) et la quercétine-8-glucuronide 89).

Le seul dérivé diglycosylé important est la quens8-O-p-(rhamnose-(1-6)-glucosey)
déja mentionné précédemment. La variabilité enteessions est quantitative : par exemple
entre93 et 206 la teneur totale est trois fois plus forte, cetféédence se retrouve au niveau
de chaque composé dans des proportions qui vaeehta 4.

Les deux sous-espéecesHd anomalaont en commun les dérivés monoglycosylés
guercétine-39-galactoside 49) et quercétine-®-glucuronide 89) mais se distinguent par la
teneur er29 et surtout par les dérivés diglycosylés. Les ca@p®0 et 22 sont absents dans
la sous-especeetiolaris qui synthétise spécifiguement la quercétin®-B¢ylose-(1-2)-
rhamnose) 42). L’'accession347 synthétise les deux dérivés quercétin®-B¢ylose-(1-2)-
rhamnos€42) et quercétine-8-(pentose- rhamnoselg), a partir du méme compodé.

L’espéce H. heteromallaest I'une des plus riches en dérivés de la queeét
essentiellement monoglycosylés : quercétine-§alactoside 49), tres majoritaire, et
guercétine-39-glucoside 80). Il existe entre les deux accessions une dif@ajqualitative
importante avec le compos® qui est un dérivé aceétylhexose, dont la naturetnfms
completement identifiée. L'accessi@®4 est la seule a synthétiser ce compds®, (mais
aussi le quercétine acétylhexogkb)(qui est structurallement tres proche du prenlies
dérivés diglycosylég5, 20 et22 sont aussi présents moindre teneur.

Pour H. paniculata I'accession495 présente des particularités similaires a celles
observées précédemment dans la voie des dérivékaelmpférol (Tableau 111-13). Le
parallele entre les deux voies est évident avgrdaence d80 et de son dérivé diglycosylé
25, comme des homologud§ et 35, mais aussi la plus forte teneur en com@&&ouplée a
'absence du composé diglycosyl®, comme c’est le cas pour les dérivés homologues du

kaempférol37 et 23. Il en est de méme dans les profils des accesgiolyploides, qui
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Tableau IlI-13 : Teneurs en dérivés de la quercétim dans les espéces a inflorescences blanches (pgnd¥éxtrait) fs : Fleurs stériles, ff :
Fleurs fertiles

Dérivés de la quercétine

Section Sous-section Espéce Sous-espéagméro accessionfs ff Monoglycosylés Diglycosylés Tri
29 30 41 39 45 50 15 20+2225 42 38 4 6 12 14

345 fs - 2.0 - - - - - 2.1 208.7 - - - 38 - -

arborescens 370 fs - 27.2 - - - - - 1.3 883 - - 13 - - -

166 fs - 5.8 - - - - - 1.6 276.0 - - - 28 - -

93 fs | 323 8.2 711 124 - - - - 203 - - - - - -

Americanae 94 fs | 65.9 40.9 146.7 11.7 - - - 16 765 - - - - - -
quercifolia 205 fs | 34.7 239 709 87 - - - 1.0 352 - - - - - -

206 fs |127.4 32.1 1453 33.1 - - - 28 737 - - - - - -

393 ff | 44 267 512 26 - - - 10.2 426 - - - - - -

393 fs | 51.8 625 58.1 39.7 - - - 3.3 117.0 - - - - - -

anomala 344 fs | 166.9 - 36 179 - - - 48.9 - - - - - - -

Calyptranthe| anomala L 347 fs | 33.8 3.6 - 193 - - - - - 739 151 - - - -

petiolaris

140 fs | 15,5 16.3 - 412 - - - - 52 624 - - - - -

Hydrangeal Petalanthe | scandens 145 fi i i ) i i i i i i i T
145 fs - - 5.0 - - - - - 1.1 - - - - - -

heteromalla 537 fs |244.2 335 27 59 - - - 6.0 332 - - - - -

354 fs | 123.5 25.9 - 6.7 27.7115.2| - 4.6 3.2 - - - - - -

151 ff | 6.3 7.2 1.9 - 71 -1639 211 - - - 35 - - -

424 fs | 9.0 55 - - - - 1113.6 56.7 - - - 1343 46 44

425 fs | 8.8 5.3 - - - - 11459 84 2.1 - - - 19127 53

Heteromalla 426 fs | 2.8 3.2 - - - - 1120.1 100.1 - - - - 2038 20
paniculata 434 fs | 15.2 11.2 - - - - 1101.7 652 1.9 - - - - 52 3

445 ff | 2.0 1.6 - - - - 1152 111 34 - - - 1748 1.0

445 fs | 2.6 - - - - - | 686 21.3 20 - - - 33114 2.7
446 fs | 5.2 9.4 - - - - 51.1 70.8 - - - - - 27 1.8

450 fs | 2.9 3.8 - - - - 1109.7 14 - - - - 19 - -

495 fs | 29.3 179.7 - - - - - - 812 - - - - - -

Cornidia integrifolia 143 fs | 33.6 34.3 - 385 - - - 70.3 - - - - - - -
seemannii 155 fs | 34.5 48.4 - 201 - - - 2.9 7.6 - - - - - -
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accumulent les dérivés diglycosylgs, 20 et 22 eux-mémes issus des monoglycosyl@set
30. Cependant si la situation est équivalente podétesé15 et son homologu23, il n’en est
pas tout a fait de méme pazl et22, leurs homologue81 et32 ne se retrouvant que dans les
deux profils434 et446.

Ce qui différencie les polyploides 195 sont respectivement les activités (1-,)-
galactose ou glucose transférase [(1-2galT) oug(dFR)] et (1,6)-rhamnose transférase (1-
6RT). Les composés triglycosyld® et 14 formésvia cette derniére activité sont présent
uniquement chez les polyploides.

Dans la sectioi€ornidia, les deux espéces. integrifolia etH. seemannicontiennent
les mémes dérivés monoglycosy®g 30 et la quercétine-8&-glucuronide 89) et ne se
différencient vraiment que par la teneur en dérdigb/cosylés?0, 22 et 25. En comparaison
avec la voie kaempférol, l'activité de la (1,2)-pese transférase (1-2PT) est plus importante

chezH. integrifolia dans les deux cas.

Il ressort de cette analyse que la biosyntheseagunkférol est trés réduite chiez
guercifolia et H. heteromallacomparée celle de la quercétine 30 fois supérieGedte
répression peut étre due a une régulation de Vigetile F3'H ou a une différence d’affinité
de la FLS vis-a-vis des deux substrats dihydrokaéropkt dihydroguercétine. La voie de
biosynthése des dérivés de la quercétine est estn@mt diversifiée avec de nombreux
dérivés mono et diglycosylés. Le méme schéma éaibleadans le groupe des especes a port
grimpant soit cadud{. anomala soit persistantH. integrifolia et seemannji

Dans l'espéceH. paniculatales deux voies de biosynthese s’expriment, cedle d
dérivées du kaempférol et celle des dérivés de leragtine. La comparaison entre une
accession sauvage et les 9 variétés amélioréeplpimgs montre une différence marquante.
La réaction liee a la (1-6)-rhamnose transférangedes dérives du kaempférdD et 35
comme entre les dérivés de la quercétBte et 25, caractérise l'accessiod95 Les
polyploides sont eux caractérisés par les actigétactose ou glucose transférase et pentose
transférase en position 1-2 qui les séparent netiedu sauvage. L’échantillonnage sauvage
est trop restreint pour en tirer des conclusionnidi®#es et 'hypothése d'un effet de la

polyploidie sur I'expression des genes correspasdaste a verifier.
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Tableau I11-14 : Spécificité de chaque espéce, seaspeces ou groupe

Groupe 1 Groupe 2
guantité acide phénol>100 et A/F*> 0.5 guantité acide phénol>100 et A/F*> 0.5
. AC|d_es Kaempférol  Quercétine Autres K/IQ** . AC|d_es Kaempférol  Quercétine  Autres  K/Q**
cinnamiques cinnamiques
H. aspera
H. macrophylla 8 ++ 52++ (fs) ;
ssp. macrophylla  48;9;7 31+32++ 43 >1 SSP. aspera 40++18 ; 47 15 26 >1
groupe villosa
H. aspera
H. macrophylla  8++;48; . . . 41++ "
ssp. serrata 53:9:7- 35++ 12;14 ;15 24 >1 ssp. aspera 48 52++ ; 40+ 15 - 26 :
groupe kawakami
52++ ; 40+
25++ H. aspera AP 41++ 26 ;
H. arborescens 9 52 466 Al <1 ssp. strigosa 9 54; 1.3 (41?) 14: 42 - 19 <1
18;47;
: : 18++(154) ; caa-
H. heteromalla 8% 52 29++ 45 <1 H. aspera 7 40+ 55; 2314515 5e09 5
53;9,2 50 359 ssp. sargentiana 47 52 41
15++
. . . 2147 4et6;12; 33:44 H. aspera . 55 >
H. paniculata  48++;53;9 31432 : 55 - 14" 27 <1 ssp. robusta 53;2 50 25+ 26 7
45(157)
H. integrifolia 428>+8+; ; 31#32,18; 20et22++ <1 H. involucrata 7 S2++ 34 >1
e 9-7 40 ; 52 41 ' 31+32 ;47 ;
. 48++ . i 26;19;27; - 2>8; 25++;
H. seemannii > 40; 52 41;30++ 43 <1 H. quercifolia 9:7 40 204+ 414+ <1
Iégende en rouge composés totalement absents H. petiolaris 2>8 51;18 A2++ ;38 <1
’ ' 20et2241
en vert composés spécifiques H. anomala 2>8 ;8 18; 52 29++ <1
++ composé est majoritaire H. scandens 2>8 40++ 20 et 22 >1

* A/F : Rapport des teneurs en dérivés d’acide cinmmique et de flavonoides ** K/Q Rapport des teneursn dérivés du kaempférol et de la quercétine darss
fleurs stériles
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lll. 4. Détermination de I'espéce et de la sous-espece déuaccession a partir

de la composition chimique de ses inflorescences

Le Tableau IlI-14 résume les analyses précéder@edce a cette analyse de la
diversité, il serait possible d’'identifier une ass®n a partir de son profil polyphénolique. Les
critéres sont choisis en considérant les partitékade chaque espéce ou groupe d’especes
décrites tout au long de ce chapitre. D’abord chggres globaux comme les rapports A/F et
K/Q permettent de scinder le genre en 4 groupespdees comme nous l'avons vu en
premiere partie de ce chapitre. Ensuite, I'absetecggrésence spécifique ou la présence
majoritaire de certains composés sont utiliséesmermriteres pour aboutir a la détermination
de I'espece ou de la sous-espece. Les criteresndifctation et la classification en résultant

sont présentés Figure I1I-16.

Groupe 1 GenreHydrangea Groupe 2
Quantité acides cinnamiques > 100 et A/F > 0.5 Quantité acides cinnamiques < 100 et A/F < 0.5
Sauf 413 et 485
Groupe 1-K Groype 1-K Groupe 2-K Groupe 2-Q
FsK>Q FsK<Q FsK>Q FsK<Q

H. macrophylla

2<8 2>8‘ 2<8 2>8 2<8 2>8
H. integrifolia H. scandensH. aspera
Et613 fs H. involucrata
Sauf613 fs
25et 35+ 25et 35 - 33,44 52 - 52+ 42+ 29+ 41+
et15
H. macrophylla H. macrophylla H. paniculata H. aspera ssp. robusta H. petiolaris  H. Anomala H. quercifolia
ssp. serrata ssp. macrophylla Sauf 495 H. aspera ssp sargentiana
Sauf408
H. aspera ssp aspera
H. aspera ssp strigosa
25et35+ 35- H. involucrata
29 - 2-
H. arborescens
30+>29 [ ] 29+>>30

H.seemannii  H. heteromalla

Figure 111-16 : Classification des criteres pour lindentification des espéces tHydrangea.
A : Dérivés d’acides cinnamique$ : Flavonoide K : Dérivés du kaempférglQ : Dérivés de la quercétine
Fs : Fleurs stériles + : Présent a des teneurs importante Absent
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IV. Discussion

Cette analyse de la diversité des composés phémeslidans le genidydrangeaest la
premiere a étre réalisée de fagcon aussi approfoBdidement une référence bibliographique
datant de 1985, s’intéressant a quelques espedadatuille des Hydrangeacae, a été trouvée
(Bohm et al. 1985). Il s’agit d’'une étude peu détaillée des posés phénoliques, insistant
surtout sur les différences entre 9 genres. Nateall apporte donc des connaissances
nouvelles pour ce genre, sur les voies de biosgetlet les composés phénoliques présents
dans les fleurs des 11 especes étudiées. il pemsst d’évaluer le niveau de différenciation
qui existe entre especes et sous-especes parsknpeede composeés spécifiques et de profils
originaux. il compléte les données botaniques atétigues acquises et permet des
comparaisons sur la structuration de la diversit@sidifférents niveaux. Ces connaissances
participent a une meilleure gestion des ressougéegtiques mais aussi a développer des

stratégies raisonnées de valorisation.
IV. 1. Diversité phytochimique au sein du genrédydrangea

La voie de biosynthese des phénylpropanoides estétudiée et largement répandue
chez les végétaux. Les composés qui ont été ceasdédans le genrelydrangeasont
connus et se retrouvent dans un grand nombre d&atamilles d’Angiospermes (Harborne
and Mabry 1982; Harborne 1988; Harborne and Wiliai®94; Williams 2007; Bruneton
2010).

La caractérisation phytochimique des fleurs steriles 11 especes et 8 sous-espéces
étudiées montre une forte diversité qualitativeqeantitative dans les deux familles de
dérivés, acides cinnamiques et flavonoides. Cettactérisation conduit a faire I'analyse de
la diversité dans ces voies métaboliques et diétéds niveaux de différenciation entre
especes et sous-especes. Les composeés d’'unenifsimille, des amines polyacylées, sont
liés a la fertilité des fleurs, les fleurs stérifésn synthétisant pas ou trés peu. La comparaison
entre espéces sur I'éventuelle spécificité de oesposés ne peut étre faite étant donné que
I'étude a porté sur les fleurs stériles chez la@iug’entre elles, hormid. aspera

La différenciation entre espéces se traduit qualéement par la présence ou I'absence
de composés détectés au stade de début de floralsomiveau quantitatif, seules les
différences trés importantes sont considérées l@&es aux caractéristiques génétiques,
puisque une part de la variation est due a I'envieoment, ces conditions n’étant que

partiellement contrdlées en situation de culturémeure comme c’est le cas a I’Arboretum.
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: composé présent dans toutes les espéces
FHT Hydrangea: majoritaire de I'espéce
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N/
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H. paniculata 495(2n) H. aspera, H. a. aspera, Grimpant Grimpant H. a. aspera,
H.involucrata H. a. strigosa H. quercifolia H. quercifolia  H. a. strigosa
H. involucrata H. heteromalla H. heteromalle H. involucrata
H. quercifolia
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H. paniculata(4n), Grimpant
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Figure IlI-17 : Schéma récapitulatif de I'expressim de la voie de biosynthese des flavonoides dangyenre Hydrangea FHT, flavanone-3-
hydroxylase;F3'H, flavonoide 3'-hydroxylase=3'5'H, flavonoide 3’,5’-hydroxylase:LS, flavonol synthaseGIuT, glucose transféras&alT, galactose transféradeT,
pentose transférasBT, rhamnose transféraskgT, acétyl transféras&lucT, glucuronide transférasgn), diploide;(4n), tétraploides
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Selon les études de Zidomet al (2001 et 2002), les variations saisonnieres $00inNs
prononcées dans les inflorescences qui sont refanusles études de chimiotaxonomie chez
Lactuceae

Dans la voie des acides cinnamiques, sur le plahtafifadeux des trois principaux
composeés sont discriminants. L'acide 3-caféoylayuigi @) est absent dans quatre espédes
heteromalla H. paniculata H. seemanniiet les deux sous-espéceargentianaet robusta
d’'H. aspera L'acide 1,5-dicaféoylquinique4@), caractérise les trois espéces déja citées
heteromalla H. paniculata H. seemanniiainsi que I'especél. integrifolia. Les enzymes
responsables de la synthése de ces composés dadmaes. L’acide 3-caféoylquiniqug) (
semble étre formé parans-estérification de I'acide 5-caféoylquiniqu@),(mais les enzymes
et les genes impliqués dans cette réaction sooremeéconnus (Joét al.2010).

En ce qui concerne les flavonoides, la voie deybith&ese des flavonols est largement
majoritaire, et la flavanone-3-hydroxylase (FHT)t @& ce fait la principale enzyme,
transformant la naringénine en dihydrokaempféraul& H. paniculata synthétise des
flavonesvia I'activité d’'un cytochrome P450, la flavone syrghdl (FNSII), qui est la plus
répandue dans le regne végétal (Martens and Mit26fe5).

Les deux flavonols majoritaires (kaempférol et gagne) ont comme précurseur
commun le dihydrokaempférol (Figure 111-17). Il gey avoir compétition entre ces deux
voiesvia les deux enzymes clés, la flavonoide 3'-hydroxg/I@s3’'H) et la flavonol synthase
(FLS). L'importance relative des deux voies de Wmkese et la prédominance possible de
'une sur l'autre pourrait étre aussi due a la fagon de l'activité de la F3'H et/ou a une
différence d’affinité de la FLS vis-a-vis du sulast(Davies and Schwinn 2007; Strackeal.
2010).

En ce qui concerne les glycosylations des flavonods sont les mémes fonctions
enzymatiques qui conduisent a la formation desvdgnmonoglycosylés, que le substrat soit
le kaempférol ou la quercétine (Figure 1lI-17). ldsux voies de biosynthése sont tout a fait
paralléles, avec la formation, pour chacune, ddrgugroupes de dérivés homologues, qui
sont respectivement40 et 30, 37 et 29, 52 et 41, 49 et 39. Les glycosyltransférases
spécifiques ajoutent en position 3 de la géniné woiglucose (3GIuT), soit un galactose
(3GalT), soit un rhamnose (3RT), soit un acide gtanique (3GlucT) (Vogt and Jones 2000;
Bowleset al.2005).

Pour les dérivés diglycosylés, de la méme facadeux voies de biosynthese sont

paralléles, avec pour chacune, trois groupes deé&dehomologues principaux3s et 25, 31-
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32 et20-22 qui dépendent bien sir de la synthése des précans®is aussi de I'activité et de
la régulation des transférases. Il s’agit de I&)¥thamnose transférase (1-6RT) et de la (1-2)-
pentose transférase (1-2PT).

Partant de ce schéma général, la structurationadeiviersité géenétique peut étre
présentée comme des variantes entre ces différaxtegposantes, qualitatives avec la
présence ou I'absence d'activités enzymatiques antgatives avec la prédominance ou non
de la voie de biosynthése du kaempférol sur celleadjuercétine (Figure IlI-17).

La biosynthése dans la voie du kaempférol estf&ibte pour les especes grimpantes
(H. anomala H. seemannjiH. integrifolia) ainsi quH. quercifolia et H. heteromalla Au
contraire chezH. scandensc’est la voie de biosynthése de la quercétine egti quasi-
inexistanteJaissant supposer un déficit au niveau des actiH®H ou FLS. Dans les autres
especes I'une des voies est plus active quangtaewt : celle du kaempférol chidz aspera
H. involucrataetH. macrophylla celle de la quercétine cheizpaniculataetH. arborescens

Parmi les quatre enzymes qui catalysent la formates composés monoglycosylés,
seule la 3GIuT est présente dans toutes les especesandengtH. arborescensqui ont le
profil le plus simple, ne présentent que cettevdétiLes deux autres sont discriminantes :

- l'activité 3RT est tres peu fréquente dans le getrees discriminante au niveau
spécifigue mais aussi intraspécifique. Elle ne eome que trois especed.
aspera, H. involucrateet H. quercifolia Elle sépare nettement les deux sous-
especesasperaet strigosa des deux autresargentianaet robusta qui en sont
dépourvues. Chez le premier groupe, l'activité @¢tec enzyme conduit aux
composégll et52

- l'activité 3-GlucT est caractéristique des espegempantes, caduquedH.(
anomalg ou persistantesH; seemannjiH. integrifolia), d’H. quercifolia et H.
heteromalla Dans les autres especes, des traces des con#8ee89 laissent
penser gu’elle peut étre trés faiblement active.

Pour les diglycosylations, l'activité 1-6RT n’esbsgénte que dans le groupe des
espéeces grimpantes. L'activité 1-2PT est aussicamactéristigue de ce méme groupe. Ces
deux catalyses enzymatiques sont présentestth@acrophyllamais la premiere prédomine
nettement dans la sous-espgegataet la seconde damsacrophylla

Ces six activités sont les plus importantes poangrendre la diversité qualitative de

la voie des flavonols au niveau spécifique.
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Les deux autres voies des flavonols minoritairessda genre sont tres spécifiques. La
voie dérivée de lisorhamnétine est spécifiquél.dseemanniiavec I'activité de laO-
méthyltransférase (OMT) et les deux activités dgsogsyltarnsférase : 3 GluT ou GalT
suivie de 1-2PT pour aboutir au deérivé diglycosgieé L’absence d'autres dérivés de
lisorhamnétine pourrait impliquer une spécificdé certaines glycosyltransférases vis-a-vis
du substrat. La voie de biosynthése des dérivés agricétine avec I'activité F3'5’'H, 3GIuT
ou GalT donne le dérivé monoglycosf#iédans I'accessiod44 (H. macrophylla.

L’activité 7GIluT est commune aux trois voies déeisée la naringénine : celle des
flavonols, en particulier pour les dérivés de l&mgétine, avec les composégt 6 qui sont
spécifiqgues d. paniculataet dH. arborescenscelle des flavones, avec les compd3gst
44, est spécifique ¢H. paniculata et celle des flavanones, avé8, est spécifique ¢.
macrophyllaet d'H. heteromalla(537). Le composéd.9, non identifié, n’est présent que dans

trois accession55 (H. seemannjiet418 419 (H. involucratg.

La différenciation phytochimique entre ces onzecesp est importante. Cependant les
especes et sous-espéces appartenant aux mémesestoiss sont souvent proches. C'est le
cas dH. heteromallaet H. paniculata des espéces grimpantes caducques et persistaates.
contraire dans la sous-secti@mericanades deux especes. arborescen®t H. quercifolia
sont trés différentes par leurs profils. Les deartgiches en quercétine mais celui de la
premiere est extrémement simple tandis que celuiladeeconde est au contraire tres
complexe. Ces deux especes ont été classées partragpur origine géographique qui est
I’Amérique du Nord (McClintock 1957). De récentdsides de phylogénie, basées sur cing
séquences chloroplastiques, montre que ces deugesspéent séparées dans deux groupes
bien distincts (Samaiet al.2010). Les auteurs proposent alors de modifieldssification de
McClintock et de créer une sous-section pour I'esg8. arborescensselon le code de
nomenclature. Les données phytochimiques obterargsamsi en accord avec cette analyse
phylogénétique.

Dans la sous-sectioAsperae H. involucrataet les deux sous-espéce$idaspera
strigosa et asperaont des profils tres proches, mais les deux sepeseessargentianaet
robusta se distinguent nettement de cet ensemble. La gdigephytochimique au sein de
'especeH. asperaest a rapprocher des résultats obtenus par I'smatytogénétique qui
montrent des différences importantes en hombrehdenmsomes et formule caryotypiques

entre ces sous-espéeces (Mortredial. 2010). L'analyse de la diversité par les marqueurs
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moléculaires ISSR montre aussi la présence de deus-groupes, avesargentiana et
robustad’une part etstrigosa asperad’autre part. L'analyse phytochimique confirmeteet
subdivision en deux groupes au sein de cette espéas dans la sous-espéespera

Kawakami 852) ne se distingue pas des autres d’'un point dekiyechimique alors qu’il se
différencie nettement par les analyses cytogéndigi@ quantité d’ADN, le nombre

chromososmique biens supérieurs mais aussi le gagjot
IV. 2. Variation intraspécifique dans I'espéceH. macrophylla

Dans I'espécél. macrophylla I'effet de la sélection dans la sous-esp@eerophylla
se traduit par un coloris plus intense qui n'edtdu’a I'accumulation de delphinidine€3-
glucoside (68) et non a la diversité des anthocyahes profils en dérivées d’'acides
cinnamiques ou en kaempférol présentent essentiefiedes différences quantitatives. Le cas
du mutant ‘Merveille Sanguine&0 comparé a ‘Merveille59 montre une augmentation de 2
a 4 fois des teneurs des dérivés analysés hormisdm la quercétine. Le feuillage est aussi
plus foncé avec des tons pourpres. Il s’agit prtdmbnt d’'une mutation au niveau de la
régulation en amont des voies des acides cinnamsigu#avonols non spécifique des tissus
floraux. Il peut s’agir de l'activation de la phéalanine ammonia-lyase, PAL, enzyme clé
qui catalyse la premiére étape de la voie des phepanoides et qui contrblerait le flux de
'ensemble des voies (Howlest al. 1996) Les facteurs R2R3-MYB controlent la
transcription des genes de la voie de biosynthesefldvonols cheArabidopsis thaliana
(Mehrtenset al. 2005; Stracket al.2010). Cette fonction a été confirmée par des rexpees
de transgénése montrant que I'expression consgtate AtMYB12 chez le tabac augmente
les teneurs en dérivés glycosylés de quercétikaashpférol mais aussi I'activation de la voie
des acides cinnamiques dans les feuilles et darfeles (Luoet al.2008). Par contre dans ce
cas le niveau des anthocyanes est plus faible jee ke témoin, montrant la compétition
entre les deux voies, flavonols et anthocyanes.

Seuls quelques hybrides entre les deux sous-espatekes profils en flavonols plus
complexes alliant les caractéristiques des dewgimas. La voie des dérivés de quercétine est
extrémement pauvre et faible dans la sous-especeophylla Par contre chegerrataelle
est plus diversifiee et est une source de vari@bithportante a exploiter pour la création
variétale comme en témoignent les quelques hybeadak/sés. Les anthocyanes dérivés de la
cyanidine ne sont synthétisées qu’aprés la floraans les sépales pétaloides de plusieurs
cultivars et leur conferent un avantage ornementaressant (Yoshidat al. 2008). Il est

certainement possible de diversifier la gamme desears en introduisant par hybridation
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dirigée le- ou les- génes de la voie de biosynthdes dérivés de cyanidine qui
s’exprimeraient au moment de la floraison. C’est das voies de valorisation des ressources
génétiques pour I'espéte macrophylla Les autres passent par I'hybridation interspgadi

ou la transgénese.
IV. 3. Amines polyacylées, marqueurs de la fertilité

En ce qui concerne les amines polyacylées, lewsepee ou absence est en lien avec
le type des fleurs, fertiles ou stériles. Les ftedites stériles ne se distinguent que par les
sépales pétaloides tres développés et I'ovairersupa centre tous les organes reproducteurs
sont présents, le pollen est fertile mais malgngrésence d'ovules, il N’y a pas formation de
graines. L'analyse phytochimique étant globalesil difficile de savoir si I'absence d’amines
polyacylées est liee a cette différence de fextii@melle ou a des différences au niveau des
sépales pétaloides ou encore a des différenceditqtigses entre organes. En effet, dans
certains cas ces molécules ont été détectées nurs &eneurs trés faibles dans les fleurs
stériles de plusieurs accessions, comme c'estdgaaexemple pouwt81l et 371 (H. aspera
Tableau 111-6) o424, 425 et450 (H. paniculata Tableau I111-10).

La présence d’amines polyacylées est souvent @gsadia croissance des plantes, en
particulier le développement de la fleur. Leur acolation est clairement corrélée avec
linitiation et le développement floral (Martin-Tgay 1985; Kakkar and Rai 1993; Bassatd
al. 2010). Il existe des types de dérivés associesoaganes floraux et considérés étre des
marqueurs de fertilité. Par exemple chez le talesccaféoylputréscine et caféoylspermidine
s’accumulent dans les organes femelles alors qaedig@-coumaroylputréscine, di-
coumaroylspermidine gt-coumaroyltyramine apparaissent en abondance @snarthéres
(Cabannest al.1981).

La stérilité méale a été beaucoup plus étudiée ehalmbreux exemples montrent
gu’elle est le plus souvent associée a une rédudiola quantité des polyamines et de leur
conjugués (Martin-Tanguyet al. 1982; Aribaud and Martin-Tanguy 1994; Aribaud and
Martin-Tanguy 1994) mais des contre-exemples exisheissi (Rastogi and Davies 1990).
Des dérivés conjugués de spermidine et de puteestihété trouvés dans les antheres ou le
pollen chez une grande partie des Angiospermess mac une grande diversité dans les
degrés de substitution. Les amines polyacylée shBlre essentielles pour la formation du
pollen, sa viabilité ou sa germination (Bassetrdl.2010). Dans le cas de I'access#88 (H.
macrophyllg, 'absence de dérivés dans les fleurs fertileglesifiee par le fait qu’elle ne

forme pas d’anthéres, ni de pollen par conséquent.
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Cette étude a permis dans un premier temps la téasation structurale et la
guantification de 60 composés phénoliques présians les inflorescences de 99 génotypes
répartis dans 11 especes du gettydrangea La plupart des especes étudiées le sont pour la
premiere fois d’'un point de vue phytochimique. \thsgqng composés ont pu étre identifies
totalement, grace a des témoins commerciaux, alj/aa en ligne (couplage CLHP-UV et
CLHP-SM) ou la purification et 'analyse par RMNoW les autres, l'identification n’est que
partielle, mais elle reste suffisante pour I'analge la diversité effectuée lors de ce travail.
Certain composés, comme les amines polyacylées,dgsncomposeés originaux puisqu’ils
sont identifiés ici pour la premiere fois dansdanflle des Hydrangeaceae voire méme dans le
régne végétal en ce qui concerne faphtoumaroyl,N,N°-dicaféolyspermidine59) et la N-
féruoyl,N',N°-dicaféolyspermidineg0).

En termes de caractérisation de la diversité desoweces génétiques du genre,
'analyse de la diversité phytochimique a partinrd’échantillonnage de 11 espéces, 8 sous-
especes et 99 génotypes apporte des connaissancasles sur le genrélydrangea Ces
connaissances sont extrémement intéressanteslear@telent des différences importantes
aussi bien entre les espéces qu’entre les sousessp@e travail nous amene a I'étude de
I'expression de la voie de biosynthése des compasé&soliques dans les différentes espéeces.
En effet, I'analyse globale selon le type de compogacide cinnamique, kaempférol,
guercétine...) nous montre une premiére structuratmarspecifique. Cette structuration
résulte de régulations et d’expressions différeetesamont de la voie de biosynthése des
composés phénoliques. L'analyse plus fine des terdmichaque composé nous amene a une
structuration elle aussi plus fine qui nous mon&aliversité & un niveau intraspécifique,
correspondant a I'expression des genes respongabléactivité enzymatique dans la partie
terminale de la voie de biosynthése.

Les différences phytochimiques entre les espécesoes-espéces et donc la
structuration de la diversité inter et intraspégif est en accord avec les résultats de
cytogenétiques précédemment obtenues, notammere €ai concerne la sous-section des
Asperag ou l'on retrouve les deux mémes groupes biergwifftssargentiana-robustaet
aspera-strigosa

Malgré I'échantillonnage restreint, limitant I'imf@étation, ces résultats donnent des
informations importantes sur la diversité des cosdésgphénoliques au sein déglrangeaet
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sur les potentialités de valorisation de ces resssuren fonction des possibilités

d’hybridations ou du développement de biotechnel®gidaptées.

Perspectives

En ce qui concerne la caractérisation structurae domposés phénoliques des
inflorescences du genrélydrangea la mise au point d'une méthode d'analyse des
anthocyanes a été débutée au laboratoire. L'optiois de cette méthode est a envisager afin
d’identifier les anthocyanes responsables de larabbn dans les especes colorées du genre.
L’analyse structurale de ces composés ainsi queperification est indispensable pour la
suite des recherches, notamment en ce qui condarnempréhension de la couleur des
sépales. Des tesits vitro sur la coloration des deux especes coloreessperaetinvolucrata
pourraient étre réalisés, comme I'a déja fait I'guile Kondo pouH. macrophylla(Kondo
et al. 2005; Toyama-Katoet al. 2007), afin d’identifier la composition des comyss
moléculaires responsables de la coloration de aes elgpeces. D’autres parametres pouvant
jouer un role dans la coloration, comme le pH vaaivel et la composition en ions
meétalliques des cellules, devront également étrsidérés afin de comprendre les différences
de coloration entre la sous-sectidMacrophyllae largement étudie, et sperae trés peu
développé d'un point de vue ornemental et doncpegsétudié.

Ces connaissances fondamentales devraient coraluine meilleure exploitation des
ressources géenetiques pour innover dans la créa#inétale, en dehors des standards des
variétés dH. macrophylla

La valorisation des ressources génétiques passdepastratégies d’hybridations intra
et interspécifique a partir des especes qui ontdexctéres originaux en particulier la couleur
et les floraisons estivales. Mais les barrieresegeoduction entre espéces sont importantes.
L’étude de ces barrieres fait actuellement I'olgjet travaux au laboratoire GenHort. Des
hybrides interspécifiques ont été obtenus qui prtése des caracteres tres originaux.
L’analyse chimique de ces hybrides et la compana® leurs profils avec ceux de leurs
parents devrait permettre de mieux orienter legéggies de sélection.

131



Chapitre IV. Matériels et méthode






Chapitre IV. Matériels et méthode

CHAPITRE IV. MATERIELS ET METHODE........ccoccvimrmrssssesssesssesssmsssmsssssssssssssssses 131
. MAtEriel VEGATAl .....cceiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiicsiisssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssnas 133
Il. Extraction du mélange flavoniqUe........ccceeeiriiiiiiieeeeiiiiiiccsneeeessssscsssnneeesssssssssssnnsesssssssssnnsesnssns 133
Ill. Méthodes de séparation analytique et préparative des composés phénoliques............ccccureeunn 134
Il. 1. Chromatographie liquide haute performance (CLHP)........ccccveeeiiiiecciee e 134

lll. 1. 1. Analyse des acides cinnamiques, flavonoides et amines polyacylées.........ccccccceeeennnnne 134

I, 1. 2. Analyse des anthOCYaNES........cceiiiiieciiiiiiee ettt e e e e e e e e e e e aetae e e e e s eeannnes 135

I1. 2. Purification des dérivés PhENOIIGUES .........cccvvieriiiciiieiieciee ettt et 136

II. 2. 1. Purification sur gel de SEphadex LH20 ..........coocuiieeeciiieeiie e eee e 136

Il 2. 2. Purification par CLHP Préparative...........ceeiiieciiiiie ettt eetree e e e e e 137

IV. Méthode d’identification Structurale.........ccoiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiirrrrrrrssssssssssssssssssssssssssnes 138
IV. 1. Spectrométrie de MasSe (SIM) .....ceeccuiieiciiee e e et e e e e re e e e tre e e stae e e s e streeeenraeesnneeas 138
IV. 2. Spectrométrie INfraroUge (IR) ......occcviii ittt ee e e et ae e e e tre e e e aree e eaneas 139
IV. 3. Spectrométrie de résonnance magnétique nucléaire (RMN) .........ccceeeveiiiiiieeecieeeeciee e 139

V. Données spectrales des composés phénoliques identifiés...........ccceevrrrrririrrirrrrrsrsssssscsscssssssssnnns 140
VI. Quantification des composés phénoliques du genre Hydrangea.......ccccceeeevveeeeereerisccssneeenennnenes 166
VIl. Analyses multivariées.................. Eeeeeesssssssssessesesssesassssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssans 167
BIBLIOGRAPHIE.........coiitrrrrrsrrernesssessmsssmsssnsssssssssssssssssssssssssssssssssssssmsssnsssns senssnnssasanses 168

132



Auvril Mai Juin Juillet Aot Septembre

H. scandens
H. petiolaris
H. heteromalla
H. serrata

H. macrophylla

H. arborescens
H. quercifolia

H. seemanii —
H. integrifolia
H. paniculata

H. involucrata

H. aspera

Figure IV-1 : Période de floraison des différentegspeces
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Figure IV-2 : Fleur stérile d'H. macrophyllaau stade bouton (A) et avancée (B)
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Figure IV-3 : Fleurs stériles et fertiles d’'une inforescence dH. aspera ssp. aspera
groupe Villosa
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|. Matériel végeétal

Le matériel végétal est constitué par 99 accessjangseprésentent onze espéces et 8
sous-especes dans la collection implantée a I'atbor Gaston Allard a Angers. Le matériel
veégetal a été récolté entre juin et septembre dal@@riode de floraison de chaque espéece
(Figure 1V-1). La récolte des inflorescences aeftéctuée au stade début de floraison quand
les boutons floraux sont colorés ou blancs just@ntiwu au moment de leur ouverture,
(Figure 1IV-2). Les fleurs fertiles et les fleurgskes ont été analysées séparément mais pas
sur 'ensemble des échantillons (Figure 1V-3).

Certaines accessions avaient déja été récoltéesléar travaux préliminaires réalisés
par Jean-Francois Gonnet au Laboratoire de Phytoehiet Valorisation Industrielle,
Université Claude-Bernard-Lyon 1 (données non galli. Ces extraits ont servi a la
caractérisation des profils de quelques accessions.

Apres la récolte, les inflorescences ont été traxeshambre froide pour garantir une
meilleure conservation. Les sépales et les boutoraux ont été séparés des tiges a la main.
Le matériel végétal a ensuite été congelé a I'aligpiéde puis broyé a I'aide d’'un mixeur. La
poudre obtenue a ensuite été placée dans desesaosgtlation et stockée a -80°C en attente

d’extraction.

ll. Extraction du mélange flavonique

L’extraction a été effectuée pour la majorité deseasions sur environ 20 g de pétales
congelés par 3x150 mL d'un mélange méthanol/étharidll. Celle-ci a été réalisée
extemporanément pour éviter toute dégradation dgegnts. Pour certains échantillons, la
matiere fraiche congelée n’a pas pu étre pesée ebllme de solvant nécessaire a leur
extraction a donc été choisi de fagcon a recousriotalité de la poudre. Pour les tres petites
guantités, un minimum de 100 mL de solvant a éisditafin d’obtenir un volume
suffisamment important dans le ballon.

Le mélange a été porté a ébullition (70°C) pendarg vingtaine de minutes. Le
matériel végétal a ensuite été filtré et soumiséisatonde extraction identique a la premiere.
L'extraction a été répétée une troisieme fois afn bien extraire tous les pigments et
copigments. Les échantillons en grosses gquantiésn@me été extraits jusqu’a cinqg fois,
I'extrait étant toujours coloré aprés 3 extractioApres filtration du solvant, le matériel
veégetal a été récupéré et mis a déshydrater avdé&u70°C pendant 24 heures, en vue de
déterminer la masse de matiere florale séche &xtiag filtrat contenant les pigments a été
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Tableau IV-1 : Nombres de clones récoltés par espgesous espéeces et groupe.

nombre de
Section Sous-sections Espéces Sous-espécédsroupe Abréviation clones féC?fﬂé
fs
Americanae H. arborescens Ar 3
H. quercifolia Q 5 1
H. involucrata I 4 4
aspera Ka\{vakami AAk 1
Asperae Villosa AAv 3 4
H. aspera strigosa ASt 3 4
robusta AR 2
Hydrangea sargentiana ASa 1 2
Calyptranthe H. anomala H. angma!a A !
H. petiolaris Pe 2
Petalanthe H. scandens Sc 1 1
H. heteromalla He 2
Heteromallae .
H. paniculata Pa 8 2
macrophylla MM 32 2
macrophylla H. macrophylla serrata MS 3 4
H. seemannii Se 1

Cornidia Monosegia . o
o g H. integrifolia In 1
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concentré sous vide a 40°C et son volume a étéagusfiole jaugée avec du méthanol puis
conservé au congélateur.

Les extraits n'ont jamais été évaporés a sec pausecde risque de dégradation. Afin
de déterminer la masse d’extrait obtenue, noussapoiievée, évapore puis pesé 3 fois 1 ml de
chaque extrait. En faisant la moyenne de ces 3ewaksconcentration massique de I'extrait
en mg/mL a été déterminée. En multipliant cette eotration par le volume total de I'extrait,
la masse totale extraite a été calculée.

99 extraits ont été réalisés (Tableau IV-1). Toules données concernant ces
extractions sont représentés Annexes 7 a 10.

Pour les extraits réalisés a Lyon, nous ne dispopasge toutes les informations, a
savoir le volume de solvant utilisé lors de I'ektian, la masse de matiere seche résiduelle et

le volume de I'extrait.

lIl. Méthodes de séparation analytique et préparative de s

composés phénoliques
lll. 1. Chromatographie liquide haute performance (CLHP)

La chromatographie liquide haute performance (CLH#} une technique de
séparation analytique présentant un haut pouvorésieution, permettant une quantification
précise des molécules et pouvant étre automatisite méthode couplant la CLHP avec un
détecteur a barrette de diodes (DAD) ou un speét@e masse a ionisation électrospray a
été mise au point, afin d’'optimiser la séparatitan,quantification et l'identification des

composeés phénoliques contenus dans les extrafigltingea

ll. 1. 1. Analyse des acides cinnamiques, flavonoides et amm
polyacylées

La phase stationnaire choisie pour la séparatibrumes phase inverse constituée de
silice greffée avec un ligand en C6 et un groupampdinyle. Des études réalisées sur la
sélectivité de ce type de colonne montrent quedesposés aromatiques ont une meilleure
rétention sur les colonnes phénylhexyl par rappax alcanes. Ce phénomene est di aux
interactions orbitales-n entre la phase et I'analyte. (Snydgral. 2004; Croe<t al. 2005;
Marchandet al.2005)

Lors de la mise au point des conditions chromafdycpies, il a été observeé que le pH

de la phase mobile avait beaucoup d’influence sar résolution des composeés,
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Tableau 1V-2 : Gradient d’élution pour le profil fl avonique

Temps en

! % de A % de B remarque
min
0 90 10
18 90 10
19 82 18
33 82 18
34 75 25
41 75 25
42 70 30
50 70 30
52 10 90 lavage
62 10 90 lavage
64 90 10 rééquilibrage
72 90 10 rééquilibrage

Tableau 1V-3 : Gradient d’élution utilisé pour I'an alyse CLHP des anthocyanes

Tem%s en % de A % de B Remarque
0 80 20
3 80 20
23 55 45
27 55 45
44 10 90 lavage
46 10 90 lavage
48 80 20 rééquilibrage
58 80 20 rééquilibrage

Tableau 1V-4 : Gradient d’élution utilisé pour I'an alyse CLHP-SM des anthocyanes

Temps en

min % de A % de B Remarque
0 80 20

26 80 20

29 40 60

32 40 60

33 0 100 lavage

43 0 100 lavage

44 80 20 rééquilibrage

54 80 20 rééquilibrage
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particulierement pour les acides phénoliques. dadormique a été choisit pour acidifier la
phase mobile car il est volatil et compatible aves analyses en CLHP couplée a la
spectrométrie de masse. Une concentration forexigle améliore la séparation des composés
mais diminue la durée de vie des colonnes et pgéedtar I'ionisation en electrospray. Une
valeur intermédiaire a donc été choisie afin d’'obteine séparation optimale dans des
conditions convenables pour le matériel.

L’appareil utilisé pour la séparation est un chrtogeaphe Alliance 2695 (waters)
comprenant : une pompe quaternaire, un injecteimnaatique et un détecteur multi-longueur
d’'onde a barrette de diodes Waters 996. La sépardti été effectuée sur une colonne
Phenomenex gemini C6-Phenyl (diametre interne :n®; longueur : 100 mm ; taille des
particules : 3,5 pm).

L’extrait a été dilué dans le mélange de solvanfazetonitrile (90/10) et a été placé
dans un vial de 2 mL. La séparation a été réaligdee a un gradient (Tableau IV-2), le
solvant A étant de I'eau acidifié avec 0,3 % d'acfidrmique et B de I'acétonitrile. Le débit
utilisé a été de 1 mL/min et le volume d’injectida 10, 20 ou 50uL selon la concentration
des échantillons.

La détection a été effectuée entre 195 et 900 npoer ce type de composeé les
chromatogrammes a 350 nm ont été interpréteés.

Sur la totalité des 99 échantillons étudiés, 60musas ont été détectés a 350 nm. Les
composeés ont été numérotés selon leur ordre délatel a 60 pour les acides phénoliques
et flavonoides.

Les Annexes 3 a 5 donnent un exemple de profibfiaoue par espece, sous espéce ou

groupe.

ll. 1. 2. Analyse des anthocyanes

La séparation des composés a été effectuée sympamedl Alliance 2695 (Waters) sur
colonne Waters X-Terra MS C18 de longueur 150 maméire 2,1 mm et taille de particule
3,5 um. La séparation a été réalisée grace a uhiegta(Tableau IV-3), le solvant A étant
eau/acide trifluoroacétique (98/2) et B eau /adéiteiacide trifluoroacétique (70/30/2). Le
débit utilisé a été de 0,25 mL/min. La CLHP a étéupiée a un détecteur de
spectrophotométrie a barrette de diodes et la tidtedes anthocyanes a été enregistrée a 530
nm. Cette détection permet d’observer dans l'éxtmaiquement les dérives de type
anthocyane. A cette longueur d’onde spécifique, dafes métabolites secondaires des
extraits appartenant a d’autres classes chimigreparticulier les flavonoides, ne sont plus
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4g d’extrait

LH-20
MeOH/H20
(80/20 v/v)
——> F33-36
—> F37-42
—> F56-63

—> F71-82

Acide chlorogénique] 261,3 mg a 90,1 %
Acide chlorogénique8) 389,6 mg a 84,2 %
Kaempférol-30-glucoside 40) 49,5 mg a 80,0 %
Kaempférol-30-rhamnoside §2) 64,7 mg 71,0 %

Figure IV-4 : Colonne S8540 H. macrophylla

5,65 g d’extrait (250 mL)

Extraction
liquide-liquide

Cyclohexane: 0,490 g

MeOH: 4,426 g

LH-20
MeOH/H,0
(80/20 v/v)

ACN/H,0

—> F19-22109,5 mg

CLHP prep [—> Composél) 3,9 mga 76 % dégradé

Identification impossible
—> Acide 3-caféoylquinique2j 6,6 mg a 83%

—> F23-34608,1 mg

CLHP prep

ACN/H,0

—> Acide 3-caféoylquinique2 11,1 mg a 86%

Figure IV-5 : Colonne S9 Extrait 250H. macrophylla

5,86 g d’extrait (200 mL)

Extraction
liquide-liquide

—> Cyclohexane: 0,97

L—> MeOH:4,79 g

LH-20
MeOH/H20
(80/20 v/v)

8

F100-120 161,3 mg

CLHP prep
ACN/H,0

Kaempférol-30-rutinoside 85) 55,7 mg a 80%

Figure IV-6 : Colonne S10188 H. aspera ssp. Sargentiana
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détectés. Les échantillons sont préparés de laemarsuivante : un aliquote de 400 pl
d’extrait est dilué dans 2 ml de mélange eau/acgil@ni90:10) + 20 ul d'acide chlorhydrique
0,5N. La solution est filtrée s'il apparait un g@td. Les volumes d’échantillons injectés sont
de 20 pl.

Sur la totalité des 99 échantillons étudiés, 20musas ont été détectés a 350 nm. Les
composés ont été numeérotés selon leur ordre délulie61 a80 pour ces anthocyanes.

La méthode analytique utilisée pour la quantifmatdes anthocyanes n'a pas pu étre
transposée en couplage avec la spectrométrie deemaduant comportant trop d’acide. La
séparation a donc été effectuée sur une autre rl@n accord avec une référence
bibliographique (Chandrat al. 2001) : Hypersil HP ODS, de longueur 250 mm, diaené
mm et taille de particule 5 pum. L'extrait de 200 aLété dilué dans 2 mL de mélange
eau/acétonitrile (90 :10), sont ensuite ajoutés 200d’acide chlorhydrique 0,1%. La
séparation a été réalisée grace a un gradient/\arg A étant : eau/ acide trifluoroacétique
99,9/0,1 (v/v) et B : eau/ acétonitrile/ acide apéd/ acide trifluoroacétique 50,4/48,5/1/0,1
(v/viviv) (Tableau 1V-4). Le débit des pompes di/aots a été réglé sur 0,8 ml par minute et
un volume de 20 pl a été injecté. La détectionatgbhocyanes a été réalisée par le détecteur
UV a la longueur d’'onde de 530 nm. Un split a diésé entre la sortie du détecteur UV et le
spectrométre de masse pour obtenir un débit del/@iinuentrant dans le spectrometre de

masse.

lll. 2. Purification des dérivés phénoliques

1. 2. 1. Purification sur gel de Séphadex LH20

L’analyse en ligne ne permettant pas une identiicacompléte des composés, la
purification de certains d’entre eux a été realisée

L’extrait hydro-alcoolique a, dans un premier ten#ié débarrassé de sa chlorophylle
par extraction liquide/liquide en ampoule & décapte ajout de 30 ml de dichlorométhane,
de chloroforme ou d’hexane pour 100 ml d’extraibdération a été renouvelée deux fois.
Les phases aqueuses ont ensuite été rassembtegpetées a sec sous vide. Le résidu ainsi
obtenu a ensuite été repris par 10 ml d’'un systde®©H/H,O a 60/40 (v/v) avant la
purification sur gel.

Le gel de Séphadex est une phase d’exclusion s&ggi sépare les composés selon
leur taille. Cette méthode a été choisie afin gmssr les dérivés d’acide chlorogénique (plus
petits : par exemple MM=354) des flavonoides mondiglycosylés (plus volumineux : par

exemple MM=432-610). En chromatographie d’exclusles,molécules de grande taille sont
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10,2 g d’extrait (250 mL)

Extraction
liquide-liquide

LH-20
MeOH/H20
(80/20 v/v)

—> Cyclohexane:4,2g

——> MeOH:6,8¢g

> F110-113 Kaempférol-30-glucoside 40) 16 mg a 86,4%

L—> F234-250 Tricaféoylspermidine§6) 131 mg a 88%

Figure IV-7 : Colonne S11154 H. aspera ssp. Sargentiana

7,0 g d’extrait (400 mL)

LH-20
MeOH/H20
(80/20 v/v)

—> MeOH:6,2g

L

Extraction liquide-liquide

> Cyclohexane:0,8¢g

—> F29-39 Acide 3-caféoylquinique2) 53,9 mg a 87,9%
—> F50-53 Acide chlorogénique8) 15,8 mg a 93,6%
—>  F54-57 Acide chlorogénique8) 12,6 mg a 81%
—> F62-65 Rutinoside 25) 11,3 mg a 76,9%
—> F66-69 Rutinoside 25) 15,7 mg a 82,3%
—>  F95-114 88,3 mg
LH-20
MeOH/H20
(80/20v/v) ——> F17-24 Quercétine-39-(xylose-(1-2)-rhamnoset®) 10,3 mg a 81%

F197-287  Quercétine-30-rhamnoside 41) 66,2 mg a 92,4%

Figure 1V-8 : Colonne S12347 H. anomala ssp. petiolaris
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trop volumineuses et ne pénetrent pas dans les pa® billes du gel. Elles devraient par

conséquent étre éluées plus rapidement que leegatolécules retenues plus longtemps
dans le gel. L'ordre d’élution observé n’est paglhent en accord avec la taille de nos

molécules. Les acides phénoliques (plus petits) aét €lués en premier, suivis par les

flavonoides monoglycosylés puis diglycosylés. Enfrrincage au méthanol a permis d’éluer

les composés6 a 60 qui sont des dérivés de la spermidine. L'ordrdutién semble suivre

ici la polarité des molécules et non leur taille. del de Séphadex LH-20 peut étre apparenté
ici a une phase stationnaire apolaire, la chrommapige se déroulant alors comme une

chromatographie en phase inverse.

La mise au point de cette méthode a été faite ssredtraitd’Hydrangea macrop