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Introduction 
Les lichens représentent l’association symbiotique entre un champignon (Ascomycota dans 98% des 
cas) et un partenaire réalisant la photosynthèse (algue verte le plus souvent, parfois remplacée ou 
accompagnée par une cyanobactérie). Ce mode de vie singulier, représenté par plus de 18.500 
espèces, confère à cet éco-système une autonomie énergétique permettant de coloniser de nombreux 
biotopes mais également une remarquable résilience à l’égard de stress environnementaux variés. 
Cette résilience tient pour partie à la constitution d’un arsenal de défense chimique recelant de 
nombreux métabolites secondaires uniques dans le vivant. Cette chimiodiversité, essentiellement 
façonnée au travers de trois voies de biosynthèse, compte aujourd’hui plus de 1.000 molécules 
correspondant en fait à une vingtaine de structures de base hautement modulées par des 
réarrangements et des ornementations chimiques. En marge de leur rôle écologique, ces molécules 
sont également dotées de bioactivités variées et souvent significatives, faisant des lichens des 
candidats attractifs et atypiques dans la recherche de nouvelles molécules d’intérêt thérapeutique. La 
valorisation de cette ressource privilégiée doit toutefois s’adosser à des outils de déréplication 
précoces et performants pour pouvoir cerner l’originalité structurale  en amont d’études 
phytochimiques. 
 
C’est dans ce contexte que l’équipe PNSCM (Produits Naturels, Synthèse, Chimie Médicinale) de 
l’UMR CNRS 6226 (Institut des Sciences Chimiques de Rennes) s’appuie sur cette chimiodiversité 
originale pour obtenir de nouvelles molécules valorisables à des fins thérapeutiques ou cosmétiques.  
Les recherches s’y articulent autour de trois approches complémentaires : 
 

 l’extraction, l’isolement et l’élucidation structurale de molécules à partir de sources naturelles, 
les lichens, mais aussi plus récemment  des  cohortes bactériennes qui leur sont associées ; 

 
 la synthèse de composés organiques, y compris de la synthèse totale de produits naturels ; 

 
 les tests permettant la découverte et l’optimisation des composés bioactifs selon des 

approches de chimie médicinale. 
 
Les enjeux de ce travail, entrepris dans le cadre de la première thématique mentionnée ci-dessus était 
double : 

 connaître aussi rapidement que possible et de manière fiable les métabolites secondaires 
d’un lichen (déréplication, chimiotaxonomie…) ; 

 cartographier la distribution des métabolites secondaires au sein de thalles lichéniques. 
L’accès à cette donnée spatiale est d’un intérêt majeur pour comprendre le rôle écologique 
des métabolites secondaires lichéniques. 

 
De succinctes présentations de ce que sont les lichens, leurs métabolites secondaires et les 
méthodes analytiques employées jusqu’à présent pour en réaliser le profilage chimique seront 
abordées au titre d’une première partie de ce mémoire. 
 
Un premier volet de ce travail a donc consisté à développer de nouvelles stratégies analytiques pour 
cerner, en un minimum de temps et de préparation, le profil chimique de lichens. Le second chapitre 
de ce mémoire décrira ainsi l’apport déréplicatif de deux techniques de spectrométrie de masse ici 
appliquées de façon pionnière aux lichens : le DART-MS (Direct Analysis in Real Time) et le LDI-MS 
(Laser Desorption and Ionization).  En parallèle de ces développements analytiques,  il est apparu que 
les apothécies de l’un de nos organismes modèles, Ophioparma ventosa, contenaient de nouvelles 
molécules. L’étude phytochimique ayant permis d’y caractériser 4 nouveaux composés est décrite au 
titre de cette seconde partie. 
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Dans un second temps, ce projet s’est penché sur la localisation des métabolites secondaires au sein 
de thalles lichéniques par imagerie LDI. Sur la base de profils chimiques différents entre les faces 
supérieure et inférieure d’Ophioparma ventosa fournis par analyses DART, des analyses d’imagerie 
LDI ont été menées sur ce lichen pour pouvoir préciser la distribution de tous les métabolites 
secondaires qu’il contient avec une résolution spatiale de 50 μm. Les images acquises ainsi que les 
données d’écologie chimique qui en découlent seront présentées au cours du troisième chapitre de ce 
manuscrit. Les travaux d’histolocalisation entrepris dans le cadre de cette thèse se sont également 
penchés sur les mycosporines lichéniques dans l’idée de mieux comprendre l’implication des 
partenaires de la symbiose lichénique dans la biosynthèse de ces composés, qui sont aussi décrits à 
partir de champignons, d’algues et de cyanobactéries vivant à l’état libre. Cette étude s’est doublée 
d’une analyse du matériel génétique des symbiontes dans l’idée de préciser le(s)quel(s) détien(nen)t 
l’arsenal biosynthétique permettant de former ces composés. 
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PARTIE 1 : LES LICHENS : DE SINGULIERS CHAMPIGNONS 

I. Position systématique des lichens au travers des siècles 
 
Les lichens ont longtemps été des organismes en errance taxonomique à l’instar des champignons 
dont la position systématique est restée erronée pendant des siècles. Jusqu’en 1969, les biologistes 
divisent le Vivant en deux règnes extrêmement simples : les animaux, entités mobiles qui se 
nourrissent en ingérant des proies et les végétaux dont le métabolisme est alimenté par le dioxyde de 
carbone et les nutriments du sol. 
 
Cette classification traditionnelle du Vivant place l’Homme au sommet de ce qui est en fait une 
hiérarchie des organismes. Les autres organismes s’éloignent de ce sommet selon les caractères qui 
leur font défaut. Cette perception du Vivant aboutit à définir des groupes négativement et sont ainsi 
rencontrés chez les végétaux les Cryptogames, dépourvus de fleurs, mais également les Thallophytes 
qui n’ont ni tiges, ni feuilles, ni racines. De la même façon, les champignons sont alors identifiés 
comme des végétaux dépourvus de chlorophylle.  
 
Concernant les lichens, les naturalistes de la renaissance les associent aux mousses et Tournefort a 
été le premier à distinguer ces deux types d’organismes en 1694. Il est toutefois à noter que les 
lichens tels que définis par Tournefort incluent quelques hépatiques, mousses et fougères. Une 
première classification basée sur la morphologie des thalles de ce groupe erroné est proposée par 
l’allemand Dillenius en 1741. Une douzaine d’années plus tard, Carl Von Linné (1707-1778) applique 
la nomenclature binômiale qu’il a créée à de nombreux lichens. Linné et ses disciples rattachent les 
lichens aux algues (Gavériaux, 2006).  
 
Le botaniste suédois Erik Acharius (1757-1819) distingue le premier les lichens des autres 
Cryptogames et référencie les organes présents à la surface du thalle avec les notions d’apothécies, 
de sorédies… Cette nouvelle branche de la Cryptogamie pose les bases de la classification des 
lichens et introduit des genres et des espèces dont beaucoup sont toujours d’usage (Gavériaux, 
2006). 
 
Ce n’est qu’en 1867 que la véritable nature symbiotique du lichen, unissant une micro-algue verte 
et/ou une cyanobactérie à un champignon est décrite pour la première fois par Schwendener et De 
Bary (Honegger, 2000). D’emblée, cette conception révolutionnaire du lichen est reçue avec un 
accueil controversé attirant notamment les foudres du botaniste Wilhelm Nylander (1822-1899) qui 
qualifie cette théorie symbiotique « d’assertion de pure fantaisie » et de « calomnie ». Nylander 
réaffirme en 1896 que les lichens « constituent une noble et vénérable classe autonome de végétaux 
n’ayant rien de sérieusement commun avec les champignons et les algues ». Et ce dernier de 
conclure sur l’idée « que subordonner les lichens aux champignons est encore plus absurde que de 
réunir les Characées aux algues ». Il s’avèrera par la suite que les Characées sont des algues. 
 
Tandis que la dichotomie animal/végétal apparaît vaguement satisfaisante pour différencier des 
organismes visibles à l’œil nu, les limitations associées à cette classification pour le moins simpliste 
deviennent évidentes lorsqu’il s’agit de classer les organismes unicellulaires. Une nouvelle dichotomie 
est alors introduite par le biologiste français Edouard Chatton pour palier à cette insuffisance en 
différenciant les organismes constitués de cellules sans noyaux (qu’il nomme procaryotes) et les 
organismes dotés de cellules à noyaux (les eucaryotes) (Soyer-Gobillard, 1985).  
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Cette importante découverte restructure la conception du Vivant et posera les premières bases vers 
l’actuelle classification distinguant cinq règnes : 

- les procaryotes, organismes unicellulaires dépourvus de noyaux ; 
- les protistes, eucaryotes très généralement unicellulaires ; 
- les végétaux, eucaryotes très généralement pluricellulaires autotrophes, réalisant la 

photosynthèse ; 
- les animaux, eucaryotes pluricellulaires hétérotrophes qui ingèrent ; 
- les champignons, organismes hétérotrophes qui absorbent. 

II. Généralités sur les champignons 
 
Il est donc aujourd’hui admis que les champignons constituent un règne autonome, défini par sept 
caractéristiques fondamentales (Whittaker, 1969) : 

- ce sont des organismes eucaryotes ; 
- ils sont hétérotrophes vis-à-vis du carbone ; 
- ils sont absorbotrophes c’est-à-dire qu’ils absorbent au travers de leur paroi cellulaire les 

nutriments issus d’une digestion extracellulaire qu’ils opèrent grâce à leur arsenal 
enzymatique ; 

- ils sont filamenteux, diffus et tubulaires. L’organisme fongique est très discret dans son état 
végétatif car il est constitué de filaments microscopiques enfouis dans le substrat colonisé (= 
le mycélium). Ce feutrage mycélien permet d’explorer le sol avec une grande finesse et donc 
d’y optimiser le prélèvement d’eau et de sels minéraux. L’agrégation de ces réseaux peut 
parfois rendre le mycélium visible à l’œil nu soit sous la forme de fines toiles soit plus 
rarement sous la forme de structures plus conséquentes évoquant des racines (les 
rhizomorphes) ; 

- ils se reproduisent par des spores ; 
- les spores ne sont pas flagellées (exceptionnellement un seul flagelle) ; 
- leur paroi cellulaire contient de la chitine et jamais de cellulose. 

 
L’un des points fondamentaux de cette ségrégation est donc l’absence de photosynthèse qui rend ces 
organismes hétérotrophes vis-à-vis du carbone, d’où le besoin pour les champignons de se procurer 
dans leur environnement des sources de carbone organique.  
 
Cette contrainte métabolique peut être assumée par trois stratégies différentes, selon la provenance 
des sources de carbone organique (Lewis, 1973) : 
 

- le saprophytisme qui consiste à prélever les nutriments à partir d’un substrat organique mort 
(Figure 1). Ces champignons détiennent un rôle écologique majeur en favorisant la 
décomposition des feuilles et du bois pour réintégrer leurs éléments constitutifs dans la chaîne 
trophique (Grinhut et al., 2007). Ces espèces peuvent être cultivées artificiellement pour peu 
qu’une combinaison adéquate de nutriments leur soit fournie ; 
 



LES LICHENS : DE SINGULIERS CHAMPIGNONS 
 

  

6 

 

FIGURE 1 : TROIS EXEMPLES DE CHAMPIGNONS SAPROTROPHES : A - OUDEMANSIELLA MUCIDA SE DÉVELOPPANT 

GÉNÉRALEMENT SUR DES BRANCHES DE HÊTRE TOMBÉES A TERRE ; B - AGARICUS XANTHODERMA, CHAMPIGNON 

RENCONTRÉ DANS DES PRAIRIES ; C – MITRULA PALUDOSA, ESPÈCE S’ÉTABLISSANT SUR DES DÉBRIS VEGETAUX 

IMMERGÉS. 

 
- le parasitisme, où le prélèvement de matière organique est réalisé au détriment d’un autre 

organisme vivant en lui portant préjudice (parfois jusqu’à le tuer). Des organismes de 
différents règnes peuvent être affectés : plantes (agents de maladies cryptogamiques, 
syndromes racinaires des Armillaires…) mais également parfois des insectes ou encore 
d’autres champignons (c’est dans ce dernier cas de l’hyperparasitisme) (Desprez-Loustau et 
al., 2007) (Figure 2). De tels organismes peuvent également poser de sérieux problèmes pour 
les écosystèmes. Ainsi, une colonie d’Armillaria solidipes détient le titre de plus grand 
organisme vivant puisqu’un individu s’étalant sur près de 9 km² pour un âge estimé à 2.200 
ans a été décrit dans la forêt nationale de Malheur dans l’Orégon où elle décime d’importantes 
populations de conifères (Ferguson et al., 2003) ; 

 

 

FIGURE 2: CHAMPIGNONS PARASITES À L’ÉGARD D’HÔTES DIVERS. A – ARMILLARIA SOLIDIPES EST UN VIRULENT 

PARASITE DES RACINES D’ARBRE ; B – BEAUVERIA BASSIANA EST UN CHAMPIGNON ENTOMOPATHOGÈNE ; C – UN 

EXEMPLE DE MYCOPARASITE : ASTEROPHORA PARASITICA POUSSANT SUR UNE RUSSULE NOIRCISSANTE (RUSSULA 

NIGRICANS). 

 
- enfin, la symbiose désigne l’association durable et mutuellement bénéfique du champignon 

avec un partenaire qui va lui fournir sa matière organique obtenue par autotrophie. Les 
champignons engagés dans des relations symbiotiques incluent les champignons 
mycorhiziens et les lichens.  

 
Dans le cadre des champignons mycorhiziens, le partenaire symbiotique est un végétal et les 
échanges vont se produire au niveau d’une structure mixte : les mycorhizes (du grec « mukês » pour 
champignon et « rhiza » pour racines) (Figure 3). Le feutrage mycélien du champignon entoure ou 
envahit partiellement les racines de la plante pour y prélever les sucres. En contrepartie, le 
champignon offre de l’eau et des sels minéraux prélevés dans les minuscules espaces poraux du sol 
à l’aide de ses fines hyphes, remplissant ainsi le rôle absorptif normalement dévolu aux poils 
absorbants des racines (Selosse et al., 2006). Près de 90 % des plantes terrestres sont ainsi 
mycorhizées et histologiquement, diverses organisations mycorhiziennes peuvent être distinguées 
(Figure 3). Les arbres forestiers des régions tempérées s’associent à des champignons (Bolets, 
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Amanites…) en des mycorhizes sans pénétration cellulaire, où le feutrage mycélien développe un 
manteau autour de la racine (Brundrett, 2009; Malloch et al., 1980). Chez les Orchidées en revanche, 
le champignon est peu abondant autour de la racine, mais pénètre les cellules où il forme des 
accumulations de filaments appelés pelotons (Selosse et al., 2011). 74% des plantes développent des 
associations mycorhiziennes avec des Glomeromycota qui ne donnent jamais de fructifications 
visibles, c’est notamment le cas de la plupart des herbes  mais également des arbres tropicaux et des 
mousses (Ligrone et al., 2007; van der Heijden et al., 2015). Enfin, certaines familles botaniques ne 
sont jamais mycorhizées, c’est notamment le cas des Brassicacées, des Crassulacées et des 
Protéacées parmi d’autres (Lambers and Teste, 2013). 
 

 

FIGURE 3 : DEUX TYPES DE MYCORHIZES TRÈS RÉPANDUS : A – LES MYCORHIZES À VESICULES ET ARBUSCULES ET B – 

LES ECTOMYCORHIZES. 

L’endosymbiose est un mode de vie découvert plus récemment. Le mycélium se développe alors dans 
les tissus d’une plante sans y provoquer de lésions. Ce partenariat endosymbiotique est bénéfique 
pour le végétal en augmentant sa tolérance à certains stress environnementaux mais également la 
résistance à divers pathogènes via la production de toxines (pour revue, consulter (Rodriguez et al., 
2009)). 
 
Les lichens, notre objet d’étude, résultent de la symbiose entre un champignon qualifié de mycobionte 
(du grec mykês : champignon, et bios : vie) et d’un partenaire réalisant la photosynthèse qualifié de 
photobionte (du grec photo : lumière et bios : vie) qui correspond soit à une algue verte soit à une 
cyanobactérie, parfois les deux. Dans ce cas, le partenaire photosynthétique est généralement 
représenté minoritairement et une communication étroite entre les filaments de champignons et les 
algues peut être observée au microscope : l’on parle d’haustorium (Honegger, 1986a).  
 
La lichénisation représente donc une stratégie nutritionnelle parmi d’autres pour assumer 
l’hétérotrophie des champignons. À ce titre, les lichens ne relèvent d’aucun statut particulier dans le 
règne des champignons. Il s’agit de champignons à part entière. De récentes études démontrent 
d’ailleurs que le processus de lichénisation s’est produit à plusieurs reprises au cours de l’évolution 
des champignons (Gargas et al., 1995). De façon symétrique, le mode de vie lichénisé s’est perdu à 
plusieurs reprises de telle sorte que de nombreux champignons non lichénisés dérivent d’ancêtres 
lichénisants (Lutzoni et al., 2001).  
 
Si les lichens sont des champignons à part entière, le champignon lichénisé acquiert de nouvelles 
propriétés qui vont être brièvement passées en revue. 
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III. Présentation des lichens 

A. Bases métaboliques, caractéristiques physiologiques et 
rôles écologiques 

 
La symbiose lichénique structure un appareil végétatif rudimentaire, le thalle, organisme parfaitement 
autotrophe où la synthèse de matière organique est assurée par l’algue se développant au sein du 
mycélium aérien (Figure 4). L’algue est en contrepartie protégée de la déshydratation par le 
champignon. Ce dernier apparaît clairement comme le partenaire dominant de la symbiose dont il 
assure la reproduction sexuée. L’algue semble à l’inverse détenir des droits limités au sein de cette 
symbiose en étant cantonnée à certaines régions du thalle et en ne se reproduisant pas sexuellement. 
De telles considérations font que la symbiose lichénique est parfois considérée comme un élevage 
d’algues par des champignons plutôt que comme une authentique symbiose. Complètement intégrés 
à la classification des champignons, les lichens (ou formellement, champignons lichénisants) sont très 
majoritairement des Ascomycètes (donnant naissance aux ascolichens dans 98% des cas), les 
quelques 2% restants correspondant à des Basidiomycètes (Lutzoni and Miadlikowska, 2009). Le nom 
du lichen correspond en fait au nom du champignon lichénisant, et avec plus de 18.500 espèces 
décrites (Feuerer and Hawksworth, 2007), il est estimé qu’ils représentent environ 2/5 de tous les 
Ascomycètes connus (Lutzoni and Miadlikowska, 2009) et 1/5 de tous les champignons identifiés à ce 
jour (Honegger, 1998, 1995). 40 genres de photobiontes (25 pour les algues vertes et 15 chez les 
cyanobactéries (Ainsworth, 2008)) ont été décrits dans le cadre de la symbiose lichénique, il s’agit 
dans 90% des cas de photobiontes de type algue verte, essentiellement représentés par le genre 
unicellulaire Trebouxia et le genre filamenteux Trentepohlia. Les cyanobactéries (anciennement 
algues bleues) sont retrouvées chez environ 10% des lichens et appartiennent le plus souvent aux 
genres Nostoc et Scytonema (Friedl and Büdel, 1996).  
 

 

FIGURE 4 : TROIS LICHENS REPRÉSENTANT LES ASSOCIATIONS SYMBIOTIQUES LICHÉNIQUES DANS LEUR DIVERSITÉ. A – 

OPHIOPARMA VENTOSA EST DANS LE CAS DE FIGURE MAJORITAIRE EN ASSOCIANT UN ASCOMYCÈTE À UNE ALGUE 

VERTE DU GENRE TREBOUXIA ; B – LICHINA PYGMAEA RÉUNIT UN ASCOMYCÈTE ET UNE CYANOBACTÉRIE (GENRE 

CALOTHRIX) ; C – DICTYONEMA GLABRATUM ENTRE DANS LES DEUX CAS DE FIGURE MINORITAIRES EN CONTENANT UN 

BASIDIOMYCÈTE ET UNE CYANOBACTÉRIE (CHROOCOCCUS). 

Quelques lichens (3-4%) associent un champignon à deux photobiontes donnant lieu à des symbioses 
dites tripartites (Rai and Bergman, 2002). L’intérêt de telles associations triples réside dans le fait que 
les cyanobactéries sont plus efficaces pour fixer l’azote atmosphérique (Millbank and Kershaw, 1970; 
Palmqvist et al., 1998; Rai and Bergman, 2002). Le photobionte principal est alors l’algue verte, et la 
cyanobactérie est généralement confinée dans des compartiments fongiques appelés céphalodies. 
Ces céphalodies peuvent être externes pour apparaître sous des présentations variables à la surface 
du thalle (e.g Placopsis, Peltigera…) (Figure 5) ou être internes et se développer alors dans 
l’épaisseur de la médulle (e.g Lobaria et Sticta notamment) (Jordan, 1970; Honegger, 2012a). Chez 
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certains lichens toutefois, les cyanobactéries ne sont pas cantonnées à certaines portions du lichen 
mais sont retrouvées sur l’ensemble du thalle. C’est notamment le cas chez Solorina crocea, où la 
couche de cyanobactéries (Nostoc) s’établit juste en dessous de celle occupée par les algues vertes 
(Coccomyxa) (Hawksworth, 1988).  
 

 

FIGURE 5 : DEUX EXEMPLES DE LICHENS À CÉPHALODIES EXTERNES. A – PELTIGERA APHTOSA ET SES CÉPHALODIES 

NOIRES PONCTIFORMES; B – PLACOPSIS GELIDA PRÉSENTE DES CÉPHALODIES ORANGÉES. 

Selon les conditions environnementales, il peut arriver que le mycobionte change de partenaire 
photobionte, ce qui est à l’origine de modifications plus ou moins marquées de la morphologie du 
thalle (on parle alors de phototypes ou de photomorphes) (Tønsberg and Holtan–Hartwig, 1983) 
(Figure 6). Tandis que les lichens à algue verte (ou chlorolichens) peuvent utiliser la vapeur d’eau, les 
lichens à cyanobactéries (ou cyanolichens) ont besoin d’eau liquide (Büdel and Lange, 1991; Taylor et 
al., 1997). De façon générale, les chlorolichens sont associés à des environnements plus secs que les 
cyanolichens. Aussi, ces derniers représentent plus de la moitié des lichens rencontrés en milieu 
tropical humide (Richardson, 2002). 
 

 

FIGURE 6 : LES DEUX PHOTOTYPES DE STICTA CANARIENSIS. A – THALLE À ALGUE VERTE ET B – THALLE À 

CYANOBACTÉRIE PRÉDOMINANTE PRÉSENTANT UNE COULEUR BLEUE/NOIRE EN ENVIRONNEMENT PLUS HUMIDE 

ET/OU SOMBRE, QUELQUES PARTIES ÉPARSES DE THALLES À ALGUE VERTE RESTENT VISIBLES. 

Le champignon, biomasse dominante du lichen, est responsable de la structuration du thalle. Chez de 
rares lichens, le thalle est façonné par le partenaire algal, comme c’est notamment le cas d’espèces 
du genre Coenogonium où les algues filamenteuses (Trentepohlia) confèrent à ces espèces un aspect 
de dentelle (Figure 7). Macroscopiquement, ces lichens ne diffèrent de Trentepohlia libres que par la 
présence d’apothécies éparses, les hyphes myceliennes étant apprimées le long des filaments 
d’algue (Meier and Chapman, 1983). 
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FIGURE 7 : CONTRIBUTION DU PHOTOBIONTE DANS LA STRUCTURATION DU THALLE LICHÉNIQUE. A – PHOTOBIONTE 

UNIQUEMENT LOCALISÉ SOUS LE CORTEX SUPÉRIEUR (MICROSCOPIE ÉLECTRONIQUE À BALAYAGE DU THALLE DE 

PARMELIA SULCATA) ET B – PHOTOGRAPHIE DE COENOGONIUM LEPRIEURII DONT LE THALLE EST STRUCTURÉ PAR UNE 

ALGUE FILAMENTEUSE DU GENRE TRENTEPOHLIA  

Les lichens sont également associés à d’importantes cohortes de champignons épiphytiques et 
endophytiques, dont plus de 1.500 espèces sont actuellement décrites (Hoffman and Arnold, 2010; 
Honegger et al., 2013; Lawrey and Diederich, 2003; Muggia et al., 2013). Cette biodiversité, dont 
l’étude est en plein essor, est à l’origine de molécules originales appartenant à des séries structurales 
variées (Chen et al., 2013; Li et al., 2012; Zhang et al., 2012, 2009). Depuis quelques années, il est 
également établi que les lichens présentent d’importantes communautés bactériennes aussi bien à 
leur surface qu’à l’intérieur de leur thalle, développant des biofilms au niveau de certaines portions de 
thalles (Cardinale et al., 2008, 2006). Ces bactéries contribuent à la symbiose par des fonctions 
multiples à un tel point qu’on parle désormais de bactériobionte. Certaines de ces fonctions incluent la 
nutrition des lichens et certaines souches bactériennes pourraient être d’une importance cruciale pour 
l’approvisionnement en azote, notamment chez les lichens à algue verte (Grube and Berg, 2009), 
mais également en phosphore et en soufre. Le bactériobionte intervient également dans la défense 
contre les agents pathogènes via la sécrétion de puissants antibiotiques (Davies et al., 2005) et dans 
la résistance vis-à-vis de diverses contraintes abiotiques (Grube et al., 2015). Certaines souches 
bactériennes peuvent dégrader les parties sénescentes du thalle au profit de plus jeunes parties du 
lichen (Grube and Berg, 2009). Enfin, la synthèse d’acide indole acétique par les bactéries pourrait 
être d’importance pour structurer le développement du thalle dans son ensemble (Grube et al., 2009; 
Liba et al., 2006). Il est également suggéré que le microbiome puisse favoriser le processus de 
photosynthèse en approvisionnant l’algue en vitamine B12 (Grube et al., 2015).  
 
Les lichens représenteraient ainsi un véritable écosystème où les différents partenaires interagissent à 
des degrés plus ou moins bien établis (Figure 8). 
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FIGURE 8: A) LOCALISATION DES BACTÉRIES SUR UNE COUPE TRANSVERSALE DE THALLE DE LOBARIA PULMONARIA, 
MODÉLISATION TRIDIMENSIONNELLE À PARTIR D’IMAGERIE FISH. LES EUBACTÉRIES (VISUALISÉES EN ROUGE) ET LES 

ALPHAPROTÉOBACTÉRIES (REPRÉSENTÉES EN JAUNE) MONTRENT UNE LOCALISATION UBIQUISTE SUR LES DEUX FACES 

DU LICHEN, À L’INVERSE, LES BÉTAPROTEOBACTÉRIES (ROSES) SONT MOINS ABONDANTES ET CONFINÉES À DES 

RÉGIONS PRÉCISES DU THALLE. B) VUE MODERNE DE LA SYMBIOSE LICHÉNIQUE INCORPORANT LE BACTÉRIOBIONTE ET 

LES RÔLES PRÉSUMÉS DE CHAQUE PARTICIPANT DE CET ÉCOSYSTÈME (FIGURE EXTRAITE DE (GRUBE ET AL., 2015)). 

Les lichens jouent un rôle écologique majeur d’organismes pionniers. Du fait de leur autotrophie, ils 
s’installent sur n’importe quel support où ils constituent souvent la première matière organique à 
s’établir, initiant ainsi les premiers jalons de la chaîne alimentaire (Lipnicki, 2015). Les lichens sont de 
fait répandus à travers toutes les régions du monde et ils représentent environ 8% de la couverture 
terrestre (Larson, 1987), s’installant dans des cours d’eau, au niveau de l’estran, dans des déserts 
arides mais également dans des régions polaires (où certaines espèces peuvent résister à des 
températures extrêmes de -40°C) (Figure 9). La photosynthèse des lichens antarctiques est toujours 
effectuée à des températures avoisinant -20°C avec un record de -24°C atteint chez Cladonia 
alcicornis (Kappen et al., 1996; Lange, 1966; Lange and Kappen, 1972). Divers lichens antarctiques 
hydratés ont pu supporter 12 heures passées dans l’azote liquide sans dommages (Kappen, 1993). 
Des Umbilicaria ont survécu à 10 années de conservation à -20°C sans que cela n’affecte leurs 
performances photosynthétiques et respiratoires pour certains d’entre eux (e.g Umbilicaria deusta) 
(Larson, 1989). L’entreposage pendant 3 années et demie du lichen fruticuleux Alectoria ochroleuca à 
-60°C a permis à ce lichen d’y survivre tout en préservant ses comportements de photosynthèse et de 
respiration (Larson, 1978). Cette extrême résilience fait des lichens des organismes modèles de choix 
pour la recherche en astrobiologie (Sancho et al., 2008). Diverses équipes ont en effet pu démontrer 
la survie de divers lichens exposés à des conditions spatiales (Raggio et al., 2011; Sancho et al., 
2007) ou à une atmosphère martienne (Brandt et al., 2015; de Vera et al., 2014). 
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FIGURE 9 : ILLUSTRATION DES VARIÉTÉS DE BIOTOPES COLONISÉS PAR LES LICHENS. A – LICHINA PYGMAEA EST UN 

CYANOLICHEN SE DÉVELOPPANT SUR L’ESTRAN, NOTAMMENT LE LONG DES CÔTES BRETONNES (ROULLIER ET AL., 
2011), B – LES LICHENS APPARTENANT AU GENRE DERMATOCARPON SONT AMPHIBIES ET SE DÉVELOPPENT SUR DES 

ROCHES SILICEUSES BORDANT LES COURS D’EAU, À MI-OMBRE (FONTAINE ET AL., 2012) C – FLAVOCETRARIA NIVALIS 

RÉALISE LA PHOTOSYNTHÈSE A DES TEMPÉRATURES DESCENDANT A -20°C (KALLIO AND HEINONEN, 1971), D – 

XANTHORIA ELEGANS EST UN LICHEN COSMOPOLITE POUVANT ÊTRE RENCONTRÉ JUSQU’À 7.000 MÈTRES D’ALTITUDE 

DANS L’HIMALAYA (ØVSTEDAL AND SMITH, 2001) ET POUVANT SURVIVRE À UNE ATMOSPHÈRE MARTIENNE 

(BRANDT ET AL., 2015), E – D’IMPORTANTES ÉTENDUES DU DESERT DE NAMIB RECOUVERTES PAR LES THALLES 

FRUTICULEUX DE TELOSCHISTES CAPENSIS (LANGE ET AL., 2006). 

Cette résilience est notamment permise par le phénomène dit de reviviscence qui permet au lichen de 
passer de manière rapide et réversible d’un état sec à un état hydraté (Aubert et al., 2007). Lors 
d’épisodes de précipitations intenses, les lichens à algue verte peuvent se gorger d’eau à hauteur de 
200 à 300% de leur poids sec. Les lichens à cyanobactéries peuvent quant à eux atteindre jusqu’à 
2.000% de leur poids sec (Kranner et al., 2008). À l’échelle cellulaire, de tels cycles de 
déshydratation/réhydratation modifient le pH intracellulaire et la force ionique du cytoplasme en 
favorisant la production de ROS (Mittler, 2002) (pour Reactive Oxygen Species ou espèces activées 
de l’oxygène) à l’origine de stress oxydants pouvant endommager un large panel de biomolécules : 
ADN (génotoxicité), les lipides (peroxydation lipidique) mais également les protéines (e.g oxydation de 
ponts disulfures en radicaux thiyl entraînant des pontages intra- ou intermoléculaires). La colonisation 
de biotopes hostiles expose également les lichens à d’intenses irradiations UV dont les effets 
délétères sont notamment contrés par la présence de pigments corticaux (Nguyen et al., 2013). 

B. Morphologie des lichens 
 
Le mycobionte, qui représente plus de 90% de la biomasse lichénique, est la plupart du temps 
responsable de la morphologie et de la structuration du lichen qui se décline en sept présentations 
principales (Van Haluwyn et al., 2009) (Figure 10) : 

- les thalles crustacés sont les plus communs et sont encroûtants au niveau de leur substrat, 
dans lequel ils pénètrent plus ou moins profondément pour en être difficilement dissociables ; 

- les thalles foliacés ont la forme de feuilles plus ou moins lobées ou découpées et se 
détachent facilement du substrat ; 

- les thalles fruticuleux ont un port buissonnant et vont présenter des lanières plus ou moins  
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ramifiées, dressées ou pendantes. Ils s’ancrent à leur substrat par une surface réduite ; 
- les thalles squamuleux forment de petites écailles qui vont se chevaucher plus ou moins 

partiellement ; 
- les thalles lépreux sont pulvérulents et se détachent aisément de leur substrat ; 
- les thalles gélatineux, très essentiellement des cyanolichens, sont noirs et cassants à l’état 

sec et ont une consistance gélatineuse lorsqu’ils sont hydratés. La morphologie du thalle peut 
être crustacée, foliacée, fruticuleuse ou squamuleuse ; 

- enfin, les thalles complexes ou composites comportent un thalle primaire foliacé adhérent au 
substrat à partir duquel se dresse un thalle secondaire plus ou moins ramifié ou en trompette 
(le podétion). 

 

 
FIGURE 10 : ILLUSTRATION DES PRINCIPAUX TYPES MORPHOLOGIQUES DE LICHENS. A – THALLE CRUSTACÉ DE 

DIPLOICIA CANESCENS ; B – THALLE FOLIACÉ DE VULPICIDA PINASTRI ; C – THALLE FRUTICULEUX DE FLAVOCETRARIA 

NIVALIS ; D – THALLE SQUAMULEUX DE NORMANDINA PULCHELLA ; E – THALLE LÉPREUX DE LEPRARIA 

MEMBRANACEA ; F – THALLE GÉLATINEUX D’ENCHYLIUM TENAX ; G – THALLE COMPLEXE DE STEREOCAULON 

EVOLUTUM. 

Histologiquement, en dépit de ces morphologies remarquablement différentes, les lichens présentent 
une certaine unité mais deux types de structures doivent être distingués (Figure 11) : 

- les lichens à structure homéomère ont des cellules algales réparties uniformément parmi les 
filaments mycéliens ; 

- la grande majorité des lichens adopte une organisation dite hétéromère qui correspond à une 
structure stratifiée comprenant les tissus suivants, de la surface vers la profondeur du lichen : 

o un cortex supérieur formé de filaments mycéliens soudés, à parois plus ou moins 
épaissies ; 

o une couche gonidiale formée par des algues entourées de filaments mycéliens ; 
o une couche d’hyphes plus ou moins densément entrecroisées ou parallèles 

constituant la médulle ; 
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o la face inférieure se termine tantôt par des hyphes s’enfonçant dans le substrat tantôt 
par un cortex inférieur éventuellement muni de rhizines pour s’ancrer au substrat. 

Certains lichens hétéromères présentent une symétrie centrale. De telles structures, qualifiées de 
radiées, possèdent la même trame histologique mais ne contiennent pas de cortex inférieur.  
 

 

FIGURE 11: PRINCIPALES STRUCTURES HISTOLOGIQUES RENCONTRÉES CHEZ LES LICHENS. DE GAUCHE À DROITE : 
THALLE HÉTÉROMÈRE, THALLE HOMÉOMÈRE ET THALLE RADIÉ. 

C. Reproduction des lichens 
 
Les lichens peuvent adopter deux modes de reproduction : soit végétative, soit séxuée. Cette dernière 
modalité implique que les spores fongiques rencontrent par la suite un photobionte pour pouvoir 
reformer la symbiose. De manière générale chez les lichens, la reproduction sexuée est nettement 
prédominante par rapport à la reproduction végétative. Ainsi, 90% des lichens d’Irlande et de Grande-
Bretagne adoptent une reproduction sexuée, tandis que seuls 29% d’entre eux connaissent une 
reproduction asexuée (Murtagh et al., 2000). 
 
La reproduction asexuée ou végétative est assurée par des propagules de dissémination symbiotique 
essaimant simultanément les deux partenaires de la symbiose. Elles sont principalement de deux 
types (Bowler and Rundel, 1975) (Figure 12) : 

- les soralies correspondent à des interruptions du cortex qui laissent échapper de petits amas, 
les sorédies, formés d’algues enchevêtrées dans des filaments mycéliens ; 

- les isidies à l’inverse sont des petites excroissances cortiquées formées d’algues et de 
champignons. 

L’aspect de ces formations et leur implantation sont souvent des critères importants pour 
l’identification des lichens. 
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FIGURE 12: PROPAGULES DE DISSÉMINATION SYMBIOTIQUE RENCONTRÉES CHEZ LES LICHENS. A ET B – SCHÉMAS 

REPRÉSENTANT LES SORÉDIES ET LES ISIDIES. C – SORALIES JAUNES DE PSEUDOCYPHELLARIA CROCATA ET D – ISIDIES 

CORALLOÏDES (NOIRES) DE LASALLIA PUSTULATA. 

 
L’algue ne se divisant que par mitoses, le champignon est le seul à former des organes reproducteurs 
qui vont donc correspondre à des ascomes le plus souvent et parfois à des basidiomes (Bowler and 
Rundel, 1975). 
 
Les Ascomycètes tirent leur nom des asques qui contiennent les spores. Ces dernières sont libérées 
par rupture du sommet de l’asque ou désintégration de leur paroi. Les Ascolichens développent le 
plus souvent des organes reproducteurs sous la forme de disques plus ou moins saillants appelés 
apothécies et dont la structure évoque la fructification d’Ascomycètes non lichénisants comme les 
pézizes (Letrouit-Galinou, 1968). La forme des apothécies est un critère de grande importance pour 
l’identification des lichens. Des critères d’intérêt pour orienter les déterminations sont l’éventuelle 
présence d’algues sur le pourtour de l’apothécie (présence = apothécies lécanorines ; absence = 
apothécies lécidéines), de pédicelles, de cristaux visibles en lumière polarisée (Letrouit-Galinou, 
1968)… Les apothécies dont la longueur excède le double de leur largeur prennent le nom de lirelles. 
Les périthèces désignent quant à eux des ascomes globuleux, qui débouchent à l’air libre par un 
pore apical (Figure 13).   
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FIGURE 13: ORGANES DE REPRODUCTION SEXUÉE CHEZ LES ASCOLICHENS. A – APOTHÉCIES DE TELOSCHISTES 

CHRYSOPHTALMUS ; B – LIRELLES DE GRAPHIS SCRIPTA ; C – PÉRITHÈCES DE PYRENULA LAEVIGATA. 

 
Les Basidiomycètes forment des spores à l’extérieur de cellules fertiles, les basides. Les 
basidiomes sont généralement de petits champignons à lames d’un aspect tout à fait 
semblable à celui de Basidiomycètes non lichénisés (Figure 14). 
 

 

FIGURE 14: BASIDIOMES DE LICHENOMPHALIA MERIDIONALIS. 

D. La phytochimie singulière des lichens 
a.  Diversité structurale et voies de biosynthèse 

 
L’exceptionnelle résilience des lichens tient pour partie à la constitution d’un arsenal de défense 
chimique unique dans le vivant. Le nombre de métabolites secondaires isolés de cette symbiose ne 
cesse de croître. En 2008, 1.050 métabolites secondaires avaient été décrits à partir de lichens 
(Stöcker-Worgotter, 2008). Parmi ces composés, une très grande majorité est propre aux lichens avec 
seulement 5 à 10% d’entre eux décrits chez d’autres organismes (plantes, champignons non 
lichénisés).  
 
Il est communément admis que les métabolites secondaires caractéristiques des lichens sont d’origine 
fongique. De très récentes études ont effectivement pu relier la biosynthèse des différents 
polyacétates à un cluster de gènes fongiques (Abdel-Hameed et al., 2016a, 2016b). Ces résultats 
vont dans le sens d’études plus anciennes qui avaient constaté que la plupart de ces composés peut 
être obtenue par culture du seul mycobionte dans des conditions adéquates. Cependant, certains 
métabolites secondaires ne parviennent pas à être synthétisés par le seul mycobionte ce qui suggère 
de possibles coopérations métaboliques pour réaliser la biosynthèse de ces composés (e.g 
arthothéline) (Brunauer et al., 2006). À l’inverse, Takahashi a décrit la présence de xanthones qui ne 
sont synthétisées que par le mycobionte isolé et ne le sont plus lorsque la symbiose lichénique est 
reconstituée (Takenaka et al., 2000; Tanahashi et al., 1999). La symbiose lichénique rassemble 
également des partenaires dont chacun est connu pour pouvoir isolément les biosynthétiser. C’est 
notamment le cas des mycosporines qui sont synthétisées aussi bien par des cyanobactéries, des 
champignons et des algues vertes. Si le fait d’avoir constamment isolé les mycosporines de 
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cyanolichens jusqu’en 2015 pouvait laisser penser que leur biosynthèse dans le cadre de la symbiose 
lichénique était dévolu aux cyanobactéries, l’isolement de mycosporines à partir du chlorolichen 
Dermatocarpon miniatum doit amener à reconsidérer la question (Nguyen et al., 2015).  
 
La diversité des métabolites secondaires lichéniques est façonnée au travers de trois voies de 
biosynthèse qui sont des plus aux moins représentées (Figure 15) : 

- La voie des polyacétates-polymalonates 
- La voie de l’acide mévalonique 
- La voie de l’acide shikimique 

 

 

FIGURE 15: VOIES DE BIOSYNTHÈSE RENCONTRÉES CHEZ LES LICHENS ET MOTIFS STRUCTURAUX ASSOCIÉS. 

 
D’un lichen à l’autre, telle ou telle autre voie de biosynthèse va être préférentiellement activée pour 
retrouver chez un même lichen des molécules structuralement apparentées (chémosyndrome). Le 
métabolisme secondaire des lichens est hautement modulable. Aussi est-il fréquent de constater que 
des lichens de la même espèce mais de localisations géographiques différentes et/ou confrontés à 
des contraintes écologiques diverses présentent des profils chimiques différents (Bialońska and 
Dayan, 2005). La culture in vitro de mycobiontes de Xanthoparmelia flavecentireagens démontre que 
la synthèse de métabolites secondaires intervient dans des conditions environnementales 
défavorables (appauvrissement du milieu de culture, période de sécheresse, changements de 
température) (Stocker-Wörgötter, 2015). En soumettant ce mycobionte à divers stress 
environnementaux, Stocker-Wörgötter parvient à déclencher la biosynthèse de différents métabolites 
secondaires, soulignant la plasticité dont les lichens peuvent faire preuve pour s’accomoder des 
contraintes écologiques qu’ils subissent. Les connaissances actuelles concernant les voies de 
biosynthèse de ces composés sont rassemblées en Annexe 1 (p. 187). 
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b. Bioactivités des métabolites secondaires lichéniques: de l’écologie 

chimique aux perspectives thérapeutiques 
 

Le rôle écologique assuré par les métabolites secondaires lichéniques reste souvent peu connu mais 
il apparaît clairement qu’ils aident le lichen à se protéger d’environnements hostiles (Stocker-
Wörgötter, 2015).  
 

i. Contraintes abiotiques 
 
Les métabolites secondaires lichéniques sont souvent secrétés à la surface des hyphes fongiques où 
ils sont présents sous forme amorphe ou cristalline (Stocker-Wörgötter, 2008). Les capacités 
d’absorption dans l’UV des principales familles structurales énoncées ci-dessus ainsi que la 
distribution corticale de nombreux composés lichéniques indiquent leur rôle dans la photoprotection 
du lichen (Nguyen et al., 2013). En ce sens, il a été constaté que l’irradiation UV induit la biosynthèse 
de nombreux composés lichéniques : acide usnique (Bjerke et al., 2002; McEvoy et al., 2006; 
Nybakken and Julkunen-Tiitto, 2006), pariétine (Nybakken et al., 2004; Solhaug and Gauslaa, 1996), 
dérivés de l’acide pulvinique (Holder et al., 2000; Rubio et al., 2002; Wynn-Williams et al., 1999)… 
Ces caractéristiques font des métabolites secondaires lichéniques des molécules intéressantes à des 
fins cosmétiques (photoprotection) (Lohézic-Le Dévéhat et al., 2013). De façon intéressante, les 
émissions fluorescentes de l’atranorine ont une longueur d’onde située dans la gamme d’absorption 
des chlorophylles algales suggérant leur possible utilisation dans la photosynthèse (Rao and LeBlanc, 
1965). 
 
Les intenses irradiations UV subies par les lichens mais également les cycles de 
déshydratation/réhydratation génèrent d’importants stress oxydants qui sont combattus par les 
activités antioxydantes de nombreux métabolites lichéniques. Pour l’heure, une soixantaine de 
molécules lichéniques a été étudiée pour leurs propriétés anti-oxydantes. Une revue compilant ces 
travaux est parue en 2014 (Le Dévéhat et al., 2014). 
 
Les métabolites secondaires lichéniques peuvent intervenir dans la tolérance aux pollutions 
notamment liées aux métaux lourds. Différentes substances lichéniques peuvent en effet chélater de 
tels atomes comme les acides psoromique (Purvis et al., 1990), norstictique (Purvis et al., 1987) et 
usnique (Hauck et al., 2008; Takani et al., 2002) notamment. L’acide fumarprotocétrarique de 
Lecanora conizaeoides réduit ainsi l’absorption de manganèse, augmentant la tolérance du lichen à 
des biotopes pollués par ce métal (Hauck and Huneck, 2007a). De la même façon, les métabolites 
secondaires d’Hypogymnia physodes limitent l’influx de Cu++ et de Mn++ au sein du thalle, par 
comparaison à des spécimens débarrassés de leurs polyphénols par rinçage à l’acétone. Les teneurs 
élevées en métaux au niveau des écorces où s’établit ce lichen pourraient être létales au lichen sans 
de telles régulations (Hauck, 2008). Le profil chimique de ce lichen montre une certaine plasticité et il 
est constaté une importante élévation de la production d’acide physodalique lorsque des thalles d’H. 
physodes sont transplantés de sites non pollués vers des sites pollués, suggérant l’implication de 
cette depsidone dans la gestion de ce stress (Hauck and Huneck, 2007b). Il a ensuite pu être établi 
que l’acide physodalique peut lier les métaux lourds pour prévenir leur entrée dans la cellule (Hauck 
and Huneck, 2007a). À l’inverse, les acides divaricatique et usnique favorisent l’absorption de 
micronutriments disponibles en très faible quantité dans l’environnement des lichens (Hauck et al., 
2009b). L’aptitude des métabolites lichéniques à chélater des métaux peut aussi permettre d’effriter le 
support rocheux sur lequel les lichens se développent. Ainsi, l’excrétion d’acide divaricatique au 
contact de la roche est invoquée pour expliquer l’inhabituelle profondeur à laquelle se développent les 
hyphes mycéliennes d’Ophioparma ventosa dans leur substrat (Bjelland and Thorseth, 2002).  
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Il est aussi constaté que des lichens de compositions chimiques proches s’établissent sur des 
substrats de pH voisins (Wirth, 1985). Ainsi, les lichens producteurs d’acide usnique ont un pH de 
prédilection compris entre 4,0 et 4,5 (Hauck and Jürgens, 2008). La présence d’acides forts à la 
surface des hyphes mycéliennes et les propriétés acides de nombreux composés lichéniques laissent 
présager de la possible implication des métabolites secondaires dans la tolérance des lichens à 
l’acidité de leur environnement. En effet, les protons seuls ne peuvent pas franchir les membranes 
cellulaires lipophiles et doivent donc s’associer aux acides présents à la surface des cellules pour 
traverser sous une forme neutre. Une fois cette forme internalisée, la molécule se dissocie dans le 
cytosol pour générer des protons pouvant gravement endommager la cellule. La présence d’espèces 
fortement dissociées peut alors être perçue comme un mécanisme cytoprotecteur et la présence 
d’acides ayant de faibles pKa comme les acides fumarprotocétrarique, perlatolique et thamnolique est 
récurrente chez les lichens rencontrés en milieux acides (Hauck et al., 2009a) 
 
Outre les rôles écologiques précis pouvant être assurés par les métabolites lichéniques, il est 
également envisagé que le tapissage de ces composés renforce l’hydrophobicité des parois cellulaires 
(Honegger, 2012b). 
 
 

ii. Stress biotiques 
 
Un nombre conséquent de métabolites lichéniques impacte également les interactions que développe 
le lichen avec des organismes compétiteurs.  
 
Une trentaine d’études s’est ainsi intéressée aux activités antibiotiques de métabolites lichéniques 
(Shrestha and St. Clair, 2013).  
 
Les lichens sont aussi susceptibles d’être consommés par de nombreux herbivores allant des 
gastéropodes aux vertébrés (Lawrey, 1983). L’herbivorie de lichens reste rare en raison de leur 
pauvre qualité nutritionnelle (Lawrey, 1986), de leur présentation (e.g texture gélatineuse de 
cyanolichens comme les Collema (Rundel, 1978)) mais également de la production de composés de 
défense (Lawrey, 2009). L’allocation de ces métabolites défensifs est souvent asymétrique chez les 
lichens qui vont tendre à les concentrer au niveau des organes reproducteurs (Asplund et al., 2010; 
Hyvärinen et al., 2000) ou des parties juvéniles du thalle (Golojuch and Lawrey, 1988). Des 
observations de terrain et de laboratoire ont permis d’objectiver que les comportements alimentaires 
de nombreux animaux sont guidés par la chimie des lichens et les choix nutritionnels des herbivores 
se portent généralement sur les espèces ne synthétisant pas de métabolites secondaires notamment 
chez des limaces (Lawrey, 1980), des escargots (Gauslaa, 2004), des larves de papillons de nuit 
(Pöykkö et al., 2005; Pöykkö and Hyvärinen, 2003) et des coléoptères (Nimis and Skert, 2006), 
notamment. L’élimination par l’acétone des composés phénoliques des lichens (acetone rinsing) 
annule dans de nombreux cas ces évitements alimentaires, démontrant la défense qu’ils procurent 
(Gauslaa, 2004; Nybakken et al., 2010; Pöykkö et al., 2005). Il est généralement admis que ces 
défenses sont constitutives et ne peuvent pas être induites par broutage du thalle lichénique (Asplund 
et al., 2009; Lawrey, 2009). Une seule publication fait état d’une possible induction par des dommages 
au thalle en décrivant la biosynthèse d’acide rhodocladonique chez Cladonia bacilliformis et C. 
norvegica en réponse aux attaques d’une mite lichénicole (Timdal, 1989). La consommation de 
denrées supplémentées en métabolites secondaires lichéniques peut ralentir la croissance des 
organismes consommateurs (Emmerich et al., 1993; Giez et al., 1994; Slansky, 1979) voire être à 
l’origine d’intoxications aiguës (Cetin et al., 2008; Emmerich et al., 1993; Giez et al., 1994; Slansky, 
1979).  
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La toxicité des métabolites lichéniques s’exerce parfois sur des organismes bien plus conséquents et 
la mort de 400 à 500 élans en hiver 2004 dans l’Etat du Wyoming a été imputée à la consommation 
de Xanthoparmelia chlorochroa et reliée plus précisément à l’acide usnique qu’il contient (Cook et al., 
2007; Dailey et al., 2008). À l’inverse, pour les rennes habitant dans la toundra, les lichens restent 
souvent la seule ressource trophique à disposition et il semble que la tolérance de ces derniers à 
l’égard de la toxicité de l’acide usnique soit notamment médiée par la présence de souches 
bactériennes capables de le métaboliser et de le détoxifier dans leur rumen (Sundset et al., 2008). Il 
est d’ailleurs à noter que l’acide usnique présente une forte hépatotoxicité chez l’Homme et sa 
consommation dans des formules à visée amincissante a entraîné plusieurs décès (Durazo et al., 
2004; Neff et al., 2004).  
 
Nombre de substances lichéniques affectent le développement et la croissance d’organismes 
compétiteurs: mousses, plantes vasculaires et autres lichens. Concernant ce dernier volet, il est ainsi 
constaté qu’un Lepraria lichénicole se distribue de façon non aléatoire à la surface de deux 
Xanthoparmelia morphologiquement similaires mais chimiquement différents, préférant coloniser les 
thalles de X. verruculifera et de X. loxodes (Culberson et al., 1977). Les acides évernique et vulpinique 
s’opposent à la germination des spores de Graphis scripta, de Caloplaca citrina (Whiton and Lawrey, 
1984) et également de Cladonia cristatella (Whiton and Lawrey, 1982). De telles compétitions 
chimiques régissent vraisemblablement les équilibres et les dynamiques au sein de communautés de 
lichens (Armstrong and Welch, 2007). Les acides évernique et squamatique inhibent la germination de 
spores de mousses ainsi que la croissance de leurs protonèmes (Lawrey, 1977). Cladonia stellaris et 
Cladonia rangiferina, deux lichens fréquemment rencontrés dans les forêts boréales, exercent une 
action allélopathique sur le pin gris (Pinus banksiana) et l’épinette blanche (Picea glauca) (Fisher, 
1979). Les composés phénoliques extraits de Lethariella canariensis s’opposent à la germination de 
graines de choux, de laitue, de poivre et de tomate (Marante et al., 2003). L’acide usnique exerce 
également une phytotoxicité marquée à l’égard de végétaux divers. Cette toxicité est notamment 
médiée par une diminution de la fluorescence de la chlorophylle a, une baisse des taux de 
chlorophylle et de caroténoïdes et une baisse de la viabilité cellulaire (Bud’ova et al., 2006; Cardarelli 
et al., 1997; Endo et al., 1998). De façon intéressante, l’acide usnique a tendance à se localiser à la 
surface des cellules de photobionte, les exposant à la toxicité de ce métabolite (Avalos and Vicente, 
1987; Herrero-Yudego et al., 1989; Liao et al., 2010). Il est toutefois constaté que les algues intégrées 
dans la symbiose lichénique sont moins sensibles à la phytotoxicité de cette molécule que des algues 
vivant librement ce qui suggère une longue co-évolution des algues lichénisées (Bačkor et al., 2010). 
Une hypothèse pour justifier l’accumulation d’acide usnique au contact des algues est que cette 
molécule sert à ralentir le métabolisme de ces dernières pour permettre au champignon de maîtriser 
une croissance harmonieuse du thalle et de maintenir un ratio mycobionte/photobionte optimal 
(Bačkor et al., 2010).  
 

c. Approches analytiques pour le profilage chimique de lichens 
 
Cette thématique a fait l’objet d’un chapitre d’ouvrage paru en 2015 (Le Pogam et al., 2015a) 
(Analysis of Lichen Metabolites : A Variety of Approaches In Recent Advances in Lichenology). Le 
texte intégral de cette revue est fourni ci-dessous. 
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E. Conclusion 
 
Le mode de vie lichénique, associant un champignon à un partenaire réalisant la photosynthèse 
(microalgue verte et/ou cyanobactérie) est représenté par plus de 18.500 espèces (Feuerer and 
Hawksworth, 2007).  
 
Bien qu’étant parfaitement intégrés aux champignons, la physiologie particulière des lichens est à 
l’origine d’une chimie unique, avec environ 90% de métabolites secondaires spécifiques aux lichens 
(Stocker-Wörgötter, 2008). Ces molécules sont façonnées via trois voies de biosynthèse 
(polyacétates/polymalonates, shikimate, mévalonate) inégalement fonctionnelles d’une espèce à 
l’autre. Il en résulte une vingtaine de noyaux de base diversifiés par des ornementations chimiques 
voire des réarrangements plus complexes. Nous en retirons quelques informations d’intérêt pour notre 
étude : 

- certaines molécules sont récurrentes au sein de nombreuses espèces (e.g acides usnique et 
stictique, atranorine) ;  

- le taux de matière organique extractible par les solvants organiques est compris entre 5% et 
25% du poids sec du lichen (nettement supérieur à ce qui obtenu chez les végétaux) (Boustie 
et al., 2011) ; 

- les extraits sont quasi-constamment dominés par quelques voire un seul métabolite 
majoritaire masquant les autres composés présents dans le lichen ; 

- la quantité de lichen à analyser (thalles parfois très petits, lichens multiples sur une surface 
réduite) peut être très limitée.   

 
Ces différentes caractéristiques soulignent le besoin de techniques de détection très sensibles aussi 
bien pour passer outre les faibles quantités disponibles que pour contourner « l’arbre qui cache la 
forêt ». 
 
Les métabolites secondaires jouent un rôle majeur dans la symbiose lichénique. Leur abondance et la 
présence récurrente de certains d’entre eux évoquent à la fois des activités pléïotropiques et leur 
caractère incontournable pour le lichen. Un lien étroit existe généralement entre la localisation des 
métabolites lichéniques et le rôle qu’ils jouent dans le cadre de la symbiose (Hauck et al., 2009a) d’où 
l’intérêt de pouvoir préciser finement la façon dont les métabolites se distribuent dans le thalle 
lichénique. Cette observation peut aussi être très informative pour anticiper leurs propriétés physico-
chimiques, biologiques… et orienter vers leurs applications potentielles (thérapeutiques par exemple).  
 



 
  

 

 
 

 

 

 

APPROCHES DÉRÉPLICATIVES 

INNOVANTES EN 

LICHÉNOLOGIE 
  

 
 
 



 

  

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 



APPROCHES DÉRÉPLICATIVES INNOVANTES EN LICHÉNOLOGIE 
 

  

56 

PARTIE 2 : APPROCHES DÉRÉPLICATIVES INNOVANTES EN 
LICHÉNOLOGIE 
Le chapitre précédent a permis de situer l’intérêt que représentent les lichens en pharmacognosie. La 
valorisation de leur chimiodiversité unique repose sur la mise en œuvre de procédés de déréplication 
précoces pour pouvoir y cerner l’originalité structurale en amont d’études phytochimiques. 
 
Les démarches analytiques entreprises dans le cadre de ces travaux se fondent sur des 
caractéristiques des lichens et/ou de leurs métabolites secondaires ouvrant des perspectives 
méthodologiques originales.  
 
En premier lieu, ce travail s’est penché sur un protocole de déréplication très utilisé en lichénologie : la 
Chromatographie Couche Mince (CCM). Les lichénologues utilisent couramment cette technique en 
se limitant à une caractérisation par rapport à des témoins. Les techniques de couplage actuelles en 
laboratoire nécessistent un appareillage dédié (spectrophotodensitomètre, HPLC-DAD+/-MS). 
Soucieux de faire un lien avec l’approche CCM courante en allant au-delà de la caractérisation 
comparative, nous nous sommes intéressés au couplage CCM-ESI-MS. L’utilisation de cette interface 
est en plein essor depuis des années mais n’avait pas encore été appliqué aux lichens. Ces travaux 
se sont inscrits dans le cadre du stage de Master 1 (Spécialité Chimie Moléculaire) d’Aline Pillot 
réalisé d’Avril à Juin 2015. 
 
En second lieu, nous avons voulu étudier l’intérêt de nouvelles approches de spectrométrie de masse 
pour une analyse directe de thalles lichéniques. Les métabolites secondaires lichéniques tendent à 
être secrétés à la surface des filaments mycéliens pour venir y cristalliser (Honegger, 1986b). De 
nombreuses études ultrastructurales en microscopie électronique à balayage à basse température ont 
permis de constater la présence de cristaux de morphologie et de distributions variées au sein de 
différents lichens. Cette accumulation superficielle des composés lichéniques laisse présager de 
possibles profilages chimiques in situ. La distribution superficielle des composés nous a orientés vers 
les analyses de lichens en DART-MS.  
 
Dans le prolongement de ces études, l’accumulation sous forme cristalline au sein des thalles 
lichéniques nous a amenés à explorer récemment l’intérêt de la diffractométrie rayons X. Ces 
expériences de diffraction ont été menées à l’Ecole Nationale Supérieure de Chimie de Rennes (Dr. 
Thierry Bataille, Dr. Laurent Le Pollès). 
 
L’absorption UV de la plupart des métabolites secondaires lichéniques nous a conduits à 
expérimenter le LDI-MS, méthode de spectrométrie de masse pour laquelle la désorption et 
l’ionisation reposent sur une irradiation laser, avec une longueur d’onde située dans le domaine des 
UV dans le cas présent. Ces analyses ont fait l’objet d’une collaboration avec l’Université d’Angers 
(Dr. Andreas Schinkovitz, Pr. Pascal Richomme) et ont utilisé un spectromètre implanté au sein de la 
plate-forme PIAM (Plate-forme d’Ingénierie et d’Analyses Moléculaires). 
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I. Analyses de lichens par CCM-ESI-MS 
 
La Chromatographie Couche Mince reste aujourd’hui la technique d’analyse chimique la plus 
couramment appliquée aux lichens du fait de sa simplicité d’utilisation et du possible profilage de 
lichens à haut débit par cette approche (Le Pogam et al., 2015a). Les méthodes de détection optiques 
et chimiques actuellement employées identifient habituellement des groupes structuraux ou la 
présence de fonctions chimiques mais ne sont pas discriminantes quand il s’agit de distinguer des 
composés individuels, d’où l’intérêt d’associer la CCM à des techniques d’identification à proprement 
parler et notamment à la spectrométrie de masse. Le couplage de la CCM à la spectrométrie de 
masse a donc fait l’objet d’intenses recherches et diverses stratégies analytiques ont émergé pour 
permettre cette association (Cheng et al., 2011).   
 
Le couplage CCM/MS est à l’origine de contraintes inédites par rapport à d’autres techniques 
chromatographiques comme l’HPLC ou la GC puisqu’au terme du processus chromatographique, les 
composés restent adsorbés à la surface de la silice plutôt que d’en être élués par un flux liquide ou 
gazeux. Deux grandes approches peuvent être mises en œuvre pour permettre le couplage à la 
spectrométrie de la masse (Morlock and Schwack, 2010) : 

- les techniques dites d’élution qui consistent à dissoudre le composé in situ pour ensuite 
l’acheminer vers le spectromètre de masse en maintenant un débit liquide stable. L’interface 
CAMAG acquise par le laboratoire s’inscrit dans cette première stratégie ; 

- les techniques basées sur la désorption font appel à des sources pouvant générer des ions à 
partir d’une surface comme la CCM. Dans ce second cas de figure, les sources les plus 
souvent associées à l’analyse de CCM sont le MALDI, le DART, mais également le SIMS 
(Secondary Ion Mass Spectrometry) ou encore le DESI (Desorption Electro Spray Ionisation). 

 
Concernant les lichens, si de judicieuses standardisations intervenues au cours des dernières 
décennies ont permis d’améliorer grandement la fiabilité des identifications de composés lichéniques 
permises par CCM (Culberson and Kristinsson, 1970; Culberson et al., 1981) (standardisation des 
solvants de migrations, migrations avec phases mobiles multiples, présence d’étalons internes), la 
distinction de certains composés (e.g depsides à chaînes aliphatiques, depsidones polaires) reste 
complexe. Dans de tels cas de figures, des analyses CCM complémentaires doivent être mises en 
œuvre comme la migration dans d’autres solvants « à la carte » dédiés à la séparation de composés 
précis (Culberson et al., 1981) ou encore l’hydrolyse acide ou la méthylation par le diazométhane 
lorsque les composés parents se distinguent mal (Culberson, 1972).  
 
L’intérêt de la spectrométrie de masse couplée à la CCM pour l’identification de composés lichéniques 
a fait l’objet du stage de Master 1 d’Aline Pillot. Ces analyses CCM/ESI-MS (mode négatif) se sont 
déroulées en deux temps, s’intéressant d’abord aux seuils de détection de différentes molécules 
lichéniques pures couvrant les principaux groupes structuraux lichéniques puis une quinzaine de 
lichens ont ensuite été étudiés par cette approche, livrant des profils chimiques satisfaisants. En 
parallèle, l’analyse CCM-MS du lichen subantarctique Usnea trachycarpa a pu mettre en évidence des 
signaux ne correspondant à rien de décrit jusqu’à présent dans cette espèce, révélant le potentiel 
déréplicatif de cette méthode.   
 
Ces travaux ont fait l’objet d’une publication à soumettre dans The Lichenologist.  Le supplément 
relatif à ce draft constitue l’Annexe 3 (p. 210). La rédaction de cette publication n’est pas encore 
finalisée. 
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Mass spectrometry as a versatile ancillary technique for the rapid in 

situ identification of lichen metabolites directly from TLC plates 

Pierre Le Pogam, Aline Pillot, Françoise Le Dévéhat, Anne-Cécile Le 

Lamer, Béatrice Legouin, Aurélie Sauvager, Alice Gadea, Damien Ertz, 

Joël Boustie 

Abstract: 

Thin Layer Chromatography still enjoys a wide-spread popularity among lichenologists as one of the 

fastest and simplest analytical strategies, remaining today the primary method to assess the chemical 

content of lichens. The pitfalls associated with this approach are well known as TLC leads to 

characterize compounds rather than identifying them, which might lead to erroneous assignments, 

accounting for the long-held interest in hyphenating TLC with dedicated identification tools. As such, 

commercially available TLC/Mass Spectrometry (MS) interfaces can be easily connected to any brand 

of mass spectrometer without adjustments. The spots of interest are extracted from the TLC plate to 

retrieve mass spectrometric signals within a single minute, thereby ensuring proper identification of 

the chromatographed substances.  The outcomes of this hyphenated strategy in the specific field of 

lichens is illustrated by describing the TLC migration and direct MS analysis of (i) single lichen 

metabolites of various structural classes and later emphasized through the chemical profiling of  

crude acetone extracts of (ii) a set of lichens of known chemical composition and at last (iii) applied 

to a lichen of unknown profile, Usnea trachycarpa.   
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Introduction 

As a simple, cost-effective and easy to operate chromatographic technique, Thin Layer 

Chromatography (TLC) remains today the primary method to assess the chemical content of lichens 

(Le Pogam et al. 2015a). The use of new plates for each separation bypasses memory effects 

associated to column based chromatographic techniques so that TLC is a fitting tool for the direct 

analysis of crude extracts with minimal preparation procedures. Likewise, the spotting of many 

samples on a TLC plate makes this technique appropriate for high-throughput analyses. Despite these 

advantages, the separative efficiency of this rapid and simple chromatographic technique is usually 

low and most often leads to characterize compounds rather than properly identifying them. 

In the specific field of lichenology, many efforts were undertaken to improve both the reproducibility 

and the separation efficiency of TLC. Regarding the first aspect, standardized methods for routine 

identification of lichen products by TLC were published in 1970 (Culberson & Kristinsson 1970). These 

still widely followed guidelines include three standard solvent systems for migration and assign 

unknown spots to Rf classes defined by comparison to two common lichen metabolites used as 

marker controls (atranorin and norstictic acid) to limit Rf varying problems. Identification possibilities 

can further be narrowed down according to (i) the appearance of the spot under visible light, (ii) the 

short and longwave UV light exposure color reaction after H2SO4 spraying as well as (iii) the 

microchemical reactions and (iii).  In cases when metabolites cannot be satisfactorily separated by 

TLC, some derivatizations like acidic hydrolysis or methylations proved useful to identify the parent 

molecule (Culberson 1972). It is noteworthy that two-dimensional TLC was sometimes applied for the 

separation of complex mixtures (Culberson & Johnson 1976). Secondly, to improve separation 

efficiency, refined TLC techniques arose including High Performance TLC (HPTLC) that uses gel 

particles of small diameter as the stationary phase (4-6 μM instead of the nominal 5 to 20 μM for 

regular TLC plates) to increase the number of interactions with the chromatographed molecules 

(Siouffi 2005; Sherma 2008). HPTLC separation was performed in the same standardized conditions 

on a set of 69 lichen substances and their Rf values were collated by Arup and co-workers (Arup et al. 

1993)..  

To characterize unknown metabolites, one can refer to the aforementioned papers that gathered the 

chromatographic behaviors of lichen metabolites. Informatic tools can now also assist the 

identification process. For such purposes, LIAS metabolites is a database containing 881 lichen 

compounds in which the identification of metabolites is guided through a set of characters such as Rf 

values in standardized solvents, long wavelength UV exposure and microchemical reactions among 

others (Rambold et al. 2014). Although such techniques enable sensitive detection of lichen 

compounds, these methods are not comprehensive and being based on functional groups, they 

poorly discriminate between individual compounds. Hence, even when Rf values and spectroscopic 

characteristics are fully consistent with that of a standard, one should keep in mind that the capacity 

to determine molecular structures through such detection techniques remains limited and risky 

(Cheng et al. 2011). As such, numerous abusive shortcuts led to erroneous assignments when it 

comes to discriminate between closely related metabolites. However, by 2016, TLC still remains the 

prevalent analytical approach to study lichens chemistry often without the support of other 

analytical approaches.   

Such observations account for the long-held interest in the hyphenation of TLC with analytical tools 

dedicated to proper structural elucidation. For this purpose, mass spectrometry is an attractive 

candidate as it is one of the most versatile structure elucidative analytical approach by measuring the 
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mass to charge ratio (m/z ratio) of charged species produced by an ion source and might as well 

provide further details regarding substructures through fragmentation. Therefore, coupling of planar 

chromatography with mass spectrometry has been a field of very high level of research over the last 

decades (Sherma 2010) which resulted in a commercially available TLC-MS interface in the middle of 

2009.  If these hyphenated approaches garnered a considerable interest in the wider field of natural 

products, no application to lichen material was described prior to this paper, as far as could be 

ascertained.  

The present study evaluated the adequacy of Negative Ion ElectroSpray Ionization (NI-ESI-MS) for the 

straightforward identification of lichen metabolites directly from TLC plates. For this purpose, a wide 

range of lichen substances were analyzed as single molecules to assess both the versatility and the 

sensitivity of the technique. Subsequently, this TLC hyphenated approach was applied to the crude 

acetone extracts of a set of lichens of known chemical composition to validate the method in regular 

TLC conditions. A specific emphasis is given on cases where traditional where traditional methods of 

detection does not provide a reliable identification of lichen metabolites. At last, the ability of the NI-

ESI-TLC-MS to identify unknown molecules is evidenced through the case of the subantarctic lichen 

Usnea trachycarpa.  

Material and Methods 

Lichen material and compounds 

Single compounds used in this manuscript belong to the library of single lichen compounds of UMR 

CNRS 6226 PNSCM, being isolated and identified through extensive spectroscopic studies during 

previous phytochemical investigations. Pure compounds were dissolved in acetone and the migration 

used toluene/acetic acid (17/3) as a mobile phase. Acetone extracts were obtained extracting 1.0 gr 

of ground lichens with 3 mL of analytical grade solvent. Place of harvest and herbarium codes are 

given in Table 1 for all species considered in this paper. 

Lichens Voucher specimen  Sampling site, collection date 

Cladonia portentosaa JB/05/48 Lot, France, 2005 

Cladonia pyxidata a JB/11/133 Savoie, France, 2011 

Flavocetraria nivalisb JB/02/37 Pyrénées, France, 2002 

Lecidella asemaa 2014/JYM/04 Bretagne, France, 2014 

Lethariella canariensisb JB/04/41 Madère, Portugal, 2004 

Ophioparma ventosaa JB/09/58 Tyrol, Austria, 2009 

Pannaria rubiginosab   

Pertusaria amaraa JB/07/108 Brittany, France, 2007 

Pseudevernia furfuraceac JB/00/04 Limousin, France, 2000 

Pycnothelia papillariaa JB/?/94 Brittany, France, 2007 

Ramalina cuspidata var. 

stenocladaa 

JB/11/e495 Brittany, France,  2011 

Ramalina siliquosa var. 

crassaa 

JB/11/e496 Brittany, France,  2011 

Ramalina siliquosa var. 

zopfiia 

 Brittany, France,  2011 

Roccella phycopsisd JB/05/46 Brittany, France, 2005 

Tephromela atraa JB/05/e56 Brittany, France, 2005 

Usnea trachycarpaa JB/14/203 Iles Kerguelen, France, 2013 

Xanthoparmelia pullaa JB/15/204 Ile-de-France, France, 2015 

Xanthoria parietinaa JB/06/59 Brittany, France, 2006 
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Table 1 : List of species, sampling locations and dates for the lichens used in the study. Letters 

indicated as superscripts after lichens’ names refer to the solvent system used for the migration of 

the plate. a: toluene/ethyl acetate/formic acid (70/25/5) ; b : toluene/acetic acid (17/3) ; c : 

toluene/formic acid (85/15) and d : chloroform/acetone 3/1. 

Chromatographic procedures 

Samples were applied to 10x20 cm silica gel pre-coated 60F254 plates (Merck) by an Automatic TLC 

Sampler III (Camag). For pure compounds, the analyses were first attempted depositing 10 μL of a 

dichloromethane solution at 0.1 mg/mL. If the molecule was properly detected at this first 

concentration, new analyses were performed reducing the concentration of the solution (down to 

0.01 mg/mL) and/or the deposited volume (down to 5 μL). In case of unsatisfactory detection from 

the initial conditions, these parameters were increased with maxima of 0.5 mg/mL and 20 μL. Crude 

acetone extracts were prepared at a concentration of 0.5 mg/mL in dichloromethane while single 

molecules were prepared at different concentrations to determine the limits of detection (LOD) and 

ten microliters aliquots of the samples were applied as 5 mm streaks, 1 cm from the lower edge, 

unless otherwise specified. Thereafter, each plate was transferred to a pre-saturated development 

chamber, using the solvent systems described in Table 1. The plates were developed with a fitting 

solvent mixture to a migration distance of 70 mm. Plates were then monitored under white and 

ultraviolet light (254 and 365 nm) and the spots to be desorbed were circled with a pencil.  

TLC-NI-ESI-MS analysis 

The TLC-MS interface (Camag TLC-MS Interface, Muttenz, Switzerland) is fitted with a flowpump of 
which the inlet is connected to an HPLC pump (TSP Spectra System P1000XR, Thermo Scientific, 
Waltham, Massachussets, USA) while the outlet is attached to an expression CMS single quadrupole 
(Advion) equipped with an ElectroSpray Ionization (ESI) probe. The oval-shaped extraction head (4x2 
mm) was used for the extraction of the compounds from the TLC plate. The mass spectra were 
obtained in situ using a 9/1 mixture of methanol/water (both supplemented with 0.1% formic acid) 
as extracting solvent with a flow rate of 0.2 mL/min during one minute per spot of interest. Full scan 
mass spectra were recorded in the Negative-Ion (NI) mode in a mass range of 100 to 1200 Da 
applying the following parameters: detector gain 1200, ESI voltage 3.5 kV, capillary voltage 180 V, 
source voltage 20 V, source voltage dynamic 20 V, nebulizer gas pressure 60 psig, desolvation flow 
gas rate 4L/min, capillary temperature 250°C and gas temperature 20°C. Data processing and 
evaluation for MS measurement were performed with the Data and Mass Express 2.2.29.2 software 
(Advion). A didactic overview of the analytical process of TLC-ESI-MS is provided in the Supporting 
Material. 
 
Results  

Analysis of single lichen metabolites 

Single lichen metabolites from various structural series were first analyzed by TLC-MS. Both their 

spectral signatures and limits of detection are collated in Table 2. 

Structural class Compound Nominal 

Mass (Da) 

Rf Main signals Limit of detection 

(μg) 

Depsides Atranorin 374 0.79 195+177 0.5 

Evernic acid 332 0.45 331+167 0.5 

Depsidones Variolaric acid 314 0.14 313 2 

Dechlorodiploicin 388 0.62 387 0.1 

Dibenzofuran Usnic acid 344 0.71 343 <0.05 
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derivatives 

Diphenylethers β-collatolic acid 526 0.26 525 1 

Xanthones Secalonic acid D 638 0.28 637 10 

Paraconic acid Lichesterinic acid 324 0.43 323 1 

Pulvinic acid derivatives Vulpinic acid 322 0.88 321 0.1 

Table 2 : Mass spectrometric signals and limits of detection for a set of different lichen metabolites 

encompassing the main structural series. Rf were determined using toluene/acetic acid (170/30) as 

mobile phase. 

Most molecules could be detected in the low microgram range but two tested molecules displayed 

higher limits of detection: 3-dechlorodiploicin and secalonic acid D. As an illustration, four of these 

mass spectra are depicted in Figure 1. 

 

Figure 1: NI-ESI mass spectra recorded directly from TLC plates for some single lichen metabolites (at 

twice the limit of detection given in table 1). All molecules displayed here exhibit quasi-molecular M-

1 signals as base peaks. The fragmentation of evernic acid reveals its monoaromatic building blocks 

as depicted below. The complex signal pattern of dechlorodiploicin is related to the presence of 

chlorine atoms in this depsidone. 

   

TLC-NI-ESI-MS Chemical profiling of lichens of known chemical composition 

TLC-MS afforded a quick and easy identification of lichen metabolites produced by an array of 

different lichens enlisted below, with most compounds being detected as quasi-molecular ions (Table 

3).  
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Lichen Rf* MS signals 

(a.m.u.) 

Nominal mass 

(Da) 

Compound 

Cladonia portentosa 0.62 443+237 444 Perlatolic acid 

0.78 343 344 Usnic acid 

Cladonia pyxidata 0.29 471+355 472 Fumarprotocetraric acid 

Flavocetraria nivalis 0.71 343 344 Usnic acid 

0.78 351 352 Pinastric acid 

0.88 321 322 Vulpinic acid 

Lecidella asema 0.65 359 360 Asemone 

0.75 373 374 3-O-methylasemone 

0.69 393 394 Thiophanic acid 

0.81 407 408 3-O-methylthiophanic acid 

Lethariella 

canariensis 

0.03 271 272 Canarione 

0.78 195+177 374 Atranorin 

0.81 407+211+1

95+177 

408 Chloroatranorin 

Ophioparma ventosa 

(without 

apothecium) 

0.34 225+181 420 Thamnolic acid 

0.62 387+209+1

95 

388 Divaricatic acid 

0.77 343 344 Usnic acid 

Pannaria rubiginosa 0.79 

 

361 

 

362 Pannarin 

Pertusaria amara 0.41 413 414 Subpicrolichenic acid 

0.46 441 442 Picrolichenic acid 

Pseudevernia 

furfuracea 

0.36 469 470 Physodic acid 

0.41 483 484 2’-O-methylphysodic acid 

0.79 195 + 177 374 Atranorin 

0.81 407+211+1

95+177 

408 Chloroatranorin 

Pycnothelia 

papillaria 

0.58 323 324 Protolichesterinic acid 

0.80 177 374 Atranorin 

Ramalina cuspidata 

var. stenoclada 

0.42 371 372 Norstictic acid 

Ramalina siliquosa 

var. crassa 

0.19 387 388 Salazinic acid 

0.76 343 344 Usnic acid 

Ramalina siliquosa 

var. zopfii 

0.29 343 344 Hypoprotocetraric acid 

0.84 343 344 Usnic acid 

Roccella phycopsis 0.06 421+271+1

81+167 

422 Erythrin 

0.41 299 300 Roccellic acid 

Tephromela atra 0.31 511 512 α-alectoronic acid 

0.42 525 526 α-collatolic acid 

0.62 411 412 Gangaleioidin 

0.79 195+177 374 Atranorin 

Xanthoparmelia 

pulla 

0.64 387+209+1

95 

388 Divaricatic acid 

0.68 415+209+1

65 

416 Stenosporic acid 
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Xanthoria parietina 0.64 269 270 Emodin 

0.83 Not 

detected 

284 Parietin 

 

Table 3 : Chemical profiling of various lichen species using TLC-NI-ESI-MS: Rf and mass spectrometric 

signals for detected secondary metabolites. * Solvent systems used as mobile phases are given in 

Table 1 (Material and Methods). 

To further evaluate the extent of the advantages offered by TLC-MS hyphenation, MS detection was 

attempted on metabolites that are tricky to discriminate using TLC. To assess whether TLC-MS is able 

to address these routine queries, the TLC depositions associated to these plates were performed 

manually, according the widely followed guidelines published by Elix & Ernst-Russell (1993). 

One such example is that of aliphatic chains-bearing depsides, here emphasized through the specific 

examples of divaricatic acid (Ophioparma ventosa) and perlatolic acid (Cladonia portentosa). Even 

though Rf values of these very common depsides are supposed to discretely increase with the total 

length of their side chains, their TLC behavior remains virtually identical, precluding their 

unambiguous assignments. Hence, the reliable TLC identification of these molecules should rely on 

chromatographing their hydrolysis products which are readily distinguishable (Culberson & Culberson 

1966; Culberson 1972). Using MS as an ancillary technique bypasses the mandatory need for 

chemical derivatization and provides a straightforward and unambiguous identification of these 

depsides as illustrated in Figure 2.   

 

Figure 2: Developed TLC plate (under UV 254 nm) of acetone extracts of Cladonia portentosa and 

Ophioparma ventosa and NI-mass spectra of their aliphatic depsides with their chemical structures. 

While TLC-MS afforded complete chemical profiles for most lichens described throughout this paper, 

the specific case of Xanthoria parietina is worth mentioning. The TLC-MS profiling of Xanthoria 

parietina only revealed emodin, failing to reveal any further anthraquinone, including the very major 

parietin. Adversely, the chlorinated xanthones of Lecidella asema could be satisfactorily detected 

unlike secalonic acid A. The mass spectra obtained from these lichens as well as the chemical 

formulae of the detected and not detected compounds supporting further discussion are gathered in 

Figure 3. 
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Figure 3: Developed TLC plates of acetone extracts of Xanthoria parietina (under UV 254 nm) and 

Lecidella asema (under white light) with NI-mass spectra of the detected compounds. The plate of 

Lecidella asema reveals the imprints left after desorption by the oval elution head. Their chemical 

structures are represented with a specific emphasis on the chemical features of interest (hydrogen 

bonds and red circled free phenol groups to support the discussion). 

TLC-NI-ESI-MS Chemical profiling of lichens of Usnea trachycarpa 

As a lichen of unknown composition, the chemical analysis of Usnea trachycarpa was of particular 

significance. This lichen species is known to produce various secondary metabolites including usnic 

acid, depsidones (norstictic and salazinic acids) and an array of six closely related paraconic acid 

derivatives (Elix et al. 2007). Hence, three couples of isomers differing in the position of the double 

bond (either exocyclic and endocyclic) were described from this Usnea: muronic and isomuronic 

acids (366 Da), murolic and neuropogolic acids (368 Da) and 13-acetoxyprotolichesterinic and 13-

acetoxylichesterinic acids (382 Da), respectively (Bodo & Molho 1980; Ghogomu & Bodo 1982). All 

these substances could be detected in a straightforward manner even though couples of paraconic 

acids could not be discriminated by TLC owing to their very close physico-chemical features (Figure 

4). Indeed, such derivatives of lichesterinic and protolichesterinic acid are known to be very difficult 

to separate using classical chromatographic techniques, pledging for the development of refined 

strategies to purify them (Horhant et al. 2007).  These analyses also revealed the occurrence of an 

unknown metabolite with m/z 340.  
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Lichens Rf Signals  Identified metabolite Nominal mass 

Usnea trachycarpa 0.15 387 Salazinic acid 388 

0.24 339 Unidentified compound 340? 

0.27 367 Murolic and/or 

neuropogolic acids 

368 

0.40 365 Muronic and/or 

isomuronic acids 

366 

0.44 371 Norstictic acid 372 

0.44 381 13-

acetoxyprotolichesterinic 

acid and/or 13-

acetoxylichesterinic acid 

382 

0.85 343 Usnic acid 344 

Table 4 : Chemical profiling of Usnea trachycarpa using TLC-NI-ESI-MS: Rf (in toluene/ethyl 

acetate/formic acid 70/25/5) and mass spectrometric signals for detected secondary metabolites. 

The chemical profile provided by TLC-NI-ESI-MS was compared to that granted by in situ  DART-MS, 

an emerging analytical strategy for the high-throughput chemical profiling of lichens. The NI-DART-

MS  analysis performed on the whole lichen does not reveal any further metabolite; highlighting the 

completeness of the information brought by TLC-NI-ESI-MS.   The assigned elemental composition of 

m/z 340 provided by DART-HRMS, corresponding to a putative C19H32O5 (for the neutral species) may 

support further structural determination. 
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Figure 4: Developed TLC plate of the acetone extract of Usnea trachycarpa (under UV 254 nm) with NI-mass spectra of the detected compounds. 
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Discussion 

The overall findings of this study highlight the versatility of mass spectrometric detection to afford an 

expeditious identification of various lichen structures from all the main structural series directly from 

regular TLC plates and within a minute. Most interestingly, the mass spectra obtained from lichen 

compounds most often display prevalent quasi-molecular ions and can thus be easily and 

straightforwardly interpreted. Among the tested compound that encompass a major part of lichen 

chemodiversity, only depsides were significantly dissociated. Such fragmentations might be 

considered as an added value in the identification process of depsides as it provides further clues 

regarding the monoaromatic subunits of the depside structure, especially when the deprotonated 

ion is still present in the mass spectrum (e.g erythrin, divaricatic acid, evernic acid, perlatolic acid, 

chloroatranorin). The observed fragments are indeed released through the cleavage of the ester 

bond to afford the detection of either the carboxylic acid (S ring) and/or alcohol part (A ring) of the 

depside. These dissociation are consistent with that described from various mass spectrometry 

techniques (Huneck et al. 1968; Holzmann & Leuckert 1990; Le Pogam et al. 2015c).  In a rather 

limited number of cases (i.e atranorin and thamnolic acid), the lack of the deprotonated species 

complicates the assignment of the metabolite. Yet, the arising of characteristic fragment ions still 

represents a valuable contribution to the identification process in conjunction with mutually 

supportive data. 

Regarding the sensitivity of the technique, most molecules could be detected in the low microgram 

range. One can however note that two pure molecules displayed higher limits of detection which 

emphasize two limitations of the technique. At first, variolaric acid displays a slightly higher limit of 

detection of 2.0 μg, which is 20-fold that of the other studied depsidone: 3-dechlorodiploicin, 

indicating that the difficult detection of the former is not related to its depsidone scaffold. This 

difference is not related to the ionization efficiency of these molecules because the same detection 

threshold is obtained when directly injecting these two depsidones into the mass spectrometer. 

Hence, it can be assumed that variolaric acid, as a very polar compound, is hardly extracted from the 

silica gel, accounting for the higher detection threshold when compared to that of the apolar 3-

dechlorodiploicin. This difficult elution of low Rf compounds from the plate might account for the 

difficult TLC-MS detection of such compounds.  

Likewise, secalonic acid D detection by TLC/MS is much less sensitive than that of the other tested 

compounds. Due to secalonic acid D being the sole single lichen xanthone available during the course 

of this study, no limit of detection could be determined on a further molecule of this structural 

group. Nevertheless, the extensive chemical profiling of the xanthone-producing Lecidella asema 

demonstrates that TLC-MS can afford a sensitive detection of xanthones.  A similar phenomenon is 

reported with the anthraquinones of Xanthoria parietina in which the very major parietin (ca. 95%) is 

not detected by mass spectrometry (Piattelli & de Nicola 1968) whereas the minor emodin (1.5%) is 

satisfactorily detected. This limitation does not refer to a specific drawback of TLC-MS hyphenation 

but is related to the ElectroSpray Negative Ionization process that mainly facilitates the formation of 

deprotonated ions . A closer look at the structure of these undetected compounds reveal that their 

phenolic groups are in vicinity to a hydrogen bond acceptor moiety. In such cases, the instigation of 

intramolecular hydrogen bonds prevents the formation of the [M-H]- ions. Conversely, metabolites 

displaying a free phenolic group could be easily deprotonated and satisfactorily detected (emodin 

and xanthones of Lecidella asema) (Le Pogam et al. 2015c). A possible way to overcome this 

limitation would be to hyphenate TLC with ion sources that enable the formation of radical ions, 

bypassing the need to deprotonate the molecule. A good candidate for such purposes is the Laser 
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Desorption Ionization (LDI) source which was recently proven to afford a complete chemical profile 

of the lichen Xanthoria parietina from its acetone extract (Le Pogam et al. 2015c). A few publications 

reported on successful TLC/LDI-MS hyphenation for the detection of different structural groups 

(Shariatgorji et al. 2009) and we are currently attempting this analytical strategy for the identification 

of lichen metabolites from TLC plates. 

In all these cases, it thus appears that the lower sensitivity observed for these molecules depends on 

their individual physico-chemical properties rather than on their structural class. These limitations 

should be kept in mind to account for the poor detection of some lichen compounds. 

The adequacy of TLC-MS to discriminate between closely related metabolites is demonstrated here 

through the expeditious discrimination of aliphatic depsides that remains a vexing problem when 

using traditional detection approaches of TLC. In this paper, the very closely related perlatolic acid 

and divaricatic acid are unambiguously discriminated. 

A further outcome is that the mass spectra presented in Figures 2 and 3 were obtained from 

manually spotted plates. Hence, TLC-MS is versatile regarding the amount of extract deposited on 

the plate and routine manually-prepared TLC plates are perfectly relevant to afford mass 

spectrometric detection, bypassing the mandatory need for expensive automated deposition 

facilities. It can therefore be imagined that ambiguous TLC plates regularly prepared by lichenologists 

could be forwarded to analytical chemistry platforms for subsequent mass spectrometric analyses. 

While TLC-NI-ESI-MS appears as a valuable approach for the identification of lichen compounds for 

chemotaxonomic purposes. This technique might be of interest from a chemist view to evidence 

original lichen molecules and possibly streamline their isolation, as evidenced here through the 

example of Usnea trachycarpa. The loss of two less CH2 units between this unknown signal and that 

of murolic/neuropogolic acids may be indicative of a shorter side chain containing two less CH2 units 

than these latter compounds, which would be in agreement with its higher polarity. This finding 

paves the way for further phytochemical investigation of Usnea trachycarpa, to definitely confirm 

this assumption by elucidating the structure of this metabolite. For such purposes, it is worth noting 

that the TLC-MS interface also enables collecting the eluted compounds for any further offline 

analyses, including NMR spectroscopy (Adhami et al. 2013). 
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II. Nouvelles techniques pour l’analyse de lichens in situ 

A. Apport déréplicatif du DART-MS 
 
Le développement de méthodes de criblage rapides et de techniques d’identification in situ représente 
aujourd’hui un enjeu majeur dans des domaines aussi variés que la recherche de nouvelles 
molécules, la sécurité alimentaire, les expertises toxicologiques (Figure 16)… Les avantages de ces 
approches tiennent à l’accélération du processus déréplicatif en minimisant la préparation de 
l’échantillon (qui peut être virtuellement nulle) et la durée de l’analyse en elle-même, à l’économie de 
solvants tout en évitant les artéfacts pouvant être associés aux procédés d’extraction et de 
purification. Aussi, les techniques de spectrométrie de masse réalisant l’analyse d’échantillons en 
conditions ambiantes  (DART-MS, DESI-MS…) ont connu un essor considérable durant ces dernières 
années et ont notamment fait montre de leur aptitude à détecter des métabolites secondaires au sein 
de matrices biologiques variées (notamment de végétaux) voire à y zoner leur répartition (Li et al., 
2013).  
 

 

FIGURE 16 : PRINCIPALES TECHNIQUES DE SPECTROMÉTRIE DE MASSE À IONISATION AMBIANTE ET QUELQUES 

POSSIBLES APPLICATIONS (TIRÉ DE (LI ET AL., 2013)) 

 
Pour autant, aucune méthode de spectrométrie de masse ambiante n’avait été appliquée à un 
quelconque lichen lorsque ces travaux ont été engagés en 2013. Ces méthodes répondent bien à 
certaines contraintes inhérentes aux lichens comme la faible quantité de matériel disponible et la 
possibilité d’analyser des spécimens ancrés sur leur support, ce qui revêt un intérêt particulier pour les 
lichens qui en sont difficilement dissociables (espèces crustacées). 
 
L’apport déréplicatif du DART a été évalué au travers de différents modèles d’étude qui ont été décrits 
dans plusieurs publications. 
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a. Profilage chimique de Lichina pygmaea 
 
Classification : 

- Embranchement : Ascomycètes 
- Classe : Lichinomycètes 
- Ordre : Lichinales 
- Famille : Lichinacées 
- Genre : Lichina 
- Espèce : pygmaea 

 
Notre premier modèle d’étude, le cyanolichen Lichina pygmaea, est constitué d’un thalle fruticuleux, 
brun olive à noir lorsqu’il est humide. Il forme des tapis lâches et étendus sur les rochers, de 8 à 10 
mm de hauteur. Ses rameaux sont aplatis avec un diamètre de l’ordre de 0.5 mm. Les ascocarpes 
sont terminaux avec des apothécies apparaissant gonflées, sous la forme de disques punctiformes 
bruns pâles de 2 mm de diamètre. L’hyménium est constitué d’asques cylindriques étroites contenant 
chacune 8 spores. Ces dernières sont incolores, simples, ovales et de dimension 22-25 x 12-15 μm. 
Lichina pygmaea possède un cortex bien développé. Les couches sous-corticales et la médulle sous-
jacente contiennent le photobionte qui a longtemps été rattaché à des cyanobactéries du genre 
Calothrix mais que de récentes études génétiques rapprocheraient plutôt de Rivularia (Ortiz-Álvarez et 
al., 2015). 
 
Cette espèce a été étudiée pour s’intéresser à la détection de sucres et de composés azotés dont la 
mycosporine sérinol (Figure 17). Les mycosporines sont des molécules dotées d’un intérêt particulier 
dans le domaine de la photoprotection. Une analyse phytochimique poussée de ce lichen a été 
réalisée au sein du laboratoire par une doctorante précédente (Dr. Catherine Roullier, sous la direction 
du Dr. Marylène Krugler et du Pr. Joël Boustie) (Roullier et al., 2009).  
 

 

FIGURE 17: PHOTOGRAPHIES DE LICHINA PYGMAEA ET STRUCTURE DE SES MÉTABOLITES SECONDAIRES DÉTECTÉS EN 

DART-MS  
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La déshydratation de la mycosporine sérinol sous l’effet des conditions d’ionisation DART a été 
étudiée sur le plan thermodynamique en faisant varier la température de la source d’ions pour avoir 
accès aux données thermodynamiques de cette réaction et ainsi pouvoir évaluer sa vraisemblance 
dans le milieu naturel. Ces travaux ont fait l’objet d’une publication dans le Journal of Mass 
Spectrometry qui est fournie dans la suite de ce document. Les groupes structuraux identifiés sont des 
sucres, des acides aminés et une mycosporine. 
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b. Profilage chimique d’Ophioparma ventosa et études 
phytochimiques associées 

 
Un second volet de l’étude DART s’est articulé autour d’un chlorolichen crustacé alpin, Ophioparma 
ventosa.  
 

- Embranchement : Ascomycètes 
- Classe : Lécanoromycètes 
- Ordre : Lécanorales 
- Famille : Ophioparmacées 
- Genre : Ophioparma 
- Espèce : ventosa 

 
Ophioparma ventosa est un lichen crustacé dont le thalle est bien délimité au pourtour et qui arbore 
une couleur jaune plus ou moins nuancée de verdâtre ou de gris. Le thalle, dont l’épaisseur va de 2 à 
10 mm, est crevassé et présente une surface aréolée-verruqueuse. La micro-algue verte est de type 
trébouxioïde. Les apothécies, lécanorines (dont le rebord régresse toutefois au cours du 
développement), sont caractérisées par une vive coloration rouge-écarlate et mesurent de 2 à 4 mm 
de diamètre. Les asques contiennent 8 spores incolores contenant 5 à 7 cloisons et sont de 
dimension 40-50 x 4-5 μm. Une description histologique plus précise de ce lichen est fournie dans la 
publication relative à l’imagerie des composés au sein de coupes d’Ophioparma ventosa. 
 
Ce lichen, de chimie complexe et variable (May, 1997; Skult, 1997), est caractérisé par la présence de 
polyphénols lichéniques typiques appartenant à plusieurs familles structurales (depsides, 
dihydrodibenzofurane, naphtoquinone, acides gras, parfois depsidones). Ce lichen arbore de nettes 
différences de couleur entre ses apothécies de couleur rouge et le reste du thalle qui présente des 
teintes variables allant du gris au vert en passant par le jaune, ce qui en fait également un modèle de 
choix pour réaliser de l’histolocalisation. Le profilage DART-MS directement réalisé sur du lichen 
broyé a permis de générer un profilage chimique complet et a notamment révélé la présence d’acide 
miriquidique, depside rare et inconnu à ce jour chez O. ventosa, soulignant l’intérêt du DART pour la 
déréplication de polyphénols lichéniques. L’exhaustivité de l’information fournie par le DART-MS a pu 
être établie par une analyse phytochimique complète de ce lichen. Des analyses comparées des faces 
supérieure et inférieure de ce lichen au thalle épais livrent également quelques premiers éléments 
concernant la distribution des composés dans le lichen. Cet axe de travail a donné lieu à un article à 
paraître en 2016 dans Phytochemical Analysis (Le Pogam et al., 2016a). Les documents 
complémentaires associés à cette publication sont présentés en Annexe 4 (p. 214). Les familles 
structurales identifiées au DART lors de ce travail sont les suivantes : depsides, depsidones, 
naphtoquinones, dihydrodibenzofurane et acides gras (Figure 18). 
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FIGURE 18 : PHOTOGRAPHIE D’OPHIOPARMA VENTOSA ET MÉTABOLITES SECONDAIRES ISOLÉS AU COURS DE L’ÉTUDE 

PHYTOCHIMIQUE ASSOCIÉE 
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Lors de l’étude phytochimique d’Ophioparma ventosa, il est apparu que ses apothécies concentraient 
plusieurs pigments tandis que la littérature ne fait état que d’un seul, l’haemoventosine, même si 
différents articles avaient déjà décrit la présence de pigments non identifiés et présents à l’état de 
traces dans les organes reproducteurs d’Ophioparma ventosa (Rycroft et al., 1995). Sur la base de ce 
constat, une étude phytochimique des seules apothécies du lichen a été engagée et s’est soldée par 
l’isolement de six naphtoquinones, dont l’haemoventosine. Pour les cinq autres quinones, l’une d’entre 
elles, l’anhydrofusarubine lactone est ici décrite pour la première fois chez un lichen tandis que les 
quatre autres correspondent à de nouvelles structures : l’ophioparmine, deux épimères de la 4-
hydroxyhaemoventosine et un isomère de la 4-hydroxyhaemoventosine dont la stéréochimie n’a pas 
pu être complètement établie (Figure 19). Ces travaux ont été réalisés en collaboration avec le Dr. 
Bandi Siva, doctorant en chimie à l’époque qui avait été accueilli à Rennes d’avril à juin 2014 (sous la 
direction du Dr. Suresh K. Babu) dans le cadre du LIA Franco-Indien. Les modélisations de 
dichroïsme circulaire ont quant à elles été réalisées par le Dr. Jérôme Graton et le Pr. Denis 
Jacquemin (CEISAM, Nantes). 
 

 

FIGURE 19: NAPHTOQUINONES ISOLÉES AU COURS DE L’ÉTUDE PHYTOCHIMIQUE MENÉE SUR LES APOTHÉCIES 

D’OPHIOPARMA VENTOSA 

 
Cette étude phytochimique et l’élucidation structurale de ces nouvelles structures est décrite au titre 
d’un article paru dans Journal of Natural Products en 2016. Son supporting material peut être consulté 
en Annexe 5 (p. 234). 
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c. Profilage chimique de lichen divers pour la détection d’autres 
classes structurales 

 
L’adaptabilité du DART-MS à d’autres groupes structuraux a été décrite secondairement dans d’autres 
papiers qui ne se focalisent pas directement sur les travaux entrepris dans le cadre de cette thèse : 

- La déréplication de xanthones directement depuis un thalle de Lecidella asema non broyé en 
DART positif dans une revue parue dans Molecules en 2016 (Le Pogam and Boustie, 2016). 
Le texte intégral de cette publication est fourni en Annexe 6 (p. 257). 

- La détection de dérivés de l’acide pulvinique au travers du profilage in situ de thalles entiers 
de Vulpicida pinastri (Legouin et al., submitted.). 

- L’analyse d’acides paraconiques depuis des fragments entiers d’Usnea trachycarpa (cf. 
chapitre CCM-MS) (Annexe 3, p. 210). 
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B. Déréplication par diffraction par poudres des rayons X : 
application à quelques lichens appartenant au genre 
Cladonia 

 
Plus encore que la présence des métabolites secondaires lichéniques en surface des filaments 
mycéliens, leur cristallisation extracellulaire (Honegger, 1986b) représente une opportunité pour 
développer des méthodologies analytiques innovantes.  
 
L’identification des métabolites secondaires lichéniques selon la morphologie des cristaux qu’ils 
forment représente l’une des premières méthodes pour identifier les molécules issues du lichen. Cette 
approche historique développée par Asahina reposait sur les cristallisations d’extraits lichéniques 
totaux dans des systèmes de solvants particuliers (Shibata, 2000). Si cette technique d’identification 
rudimentaire ne permettait généralement d’apprécier que le métabolite majoritaire, la variété de 
formes et de couleurs obtenue par ce procédé dit de microcristallisation est très conséquente (Huneck 
and Yoshimura, 1996). De nos jours, la diffraction de monocristal par rayons X représente sans doute 
la technique analytique la plus informative, livrant jusqu’à la stéréochimie absolue d’une molécule 
(Deschamps, 2010). Les analyses par diffraction des rayons X en pharmacognosie interviennent donc 
dans les stades ultimes de l’étude phytochimique, à des seules fins d’élucidation structurale de 
molécules isolées (Gaudêncio and Pereira, 2015). 
 
L’absence de méthode de déréplication fondée sur la diffraction rayons X tient certainement au fait 
que peu de matrices naturelles cristallisent autant leurs métabolites secondaires que les lichens. 
Compte-tenu du caractère très inhabituel de cette méthode en déréplication, les principes de la 
diffraction des rayons X par la matière cristallisée sont brièvement rappelés en Annexe 2 (p. 200).  
 
Des essais en diffraction par poudre des rayons X ont été menés sur trois lichens du genre Cladonia 
relativement difficiles à distinguer sur la seule base de critères morphologiques : Cladonia arbuscula, 
C. ciliata et C. rangiferina.  Ces trois lichens présentent des profils chimiques simples (comprenant un 
ou deux métabolites secondaires dominants) et qui en font de bons candidats pour la mise au point de 
nouvelles méthodes analytiques. En ce sens, ces Cladonia avaient déjà été étudiés au moyen d’une 
autre approche déréplicative innovante (Miglietta and Lamanna, 2006) : la RMN 13C du solide (C-13 
CP MAS NMR pour Cross Polarization Magic Angle Spinning) (Figure 20).  
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FIGURE 20 : CLADONIA UTILISÉS LORS DES ANALYSES DÉRÉPLICATIVES PAR DIFFRACTION DE RAYONS X : 
PHOTOGRAPHIES ET MÉTABOLITES SECONDAIRES MAJORITAIRES. 

Les diagrammes de diffraction ont été enregistrés à l’aide d’un diffractomètre de rayons X sur poudre 
haute résolution PANalytical Empyrean opérant en géométrie Bragg-Brentano θ-θ. La longueur d’onde 
Kα du cuivre (λKα1 = 1.5406 Å, λKα2 = 1.5444 Å) est sélectionnée à l’aide d’un miroir multicouches 
plan. Les échantillons sont positionnés sur des porte-échantillons silicium afin d’éviter la contribution 
du fond continu aux diagrammes de diffraction. La statistique de comptage est adaptée en fonction de 
la réponse du détecteur 2D. Le traitement des données est effectué à l’aide du logiciel PANalytical 
Highscore. 

Les analyses sont directement effectuées sur des lichens broyés pendant deux minutes (hachoir-
mixeur Seb Rondo 500) et les diffractogrammes permettent de retrouver des signatures spectrales 
correspondant à celles des composés attendus (Chollet-Krugler et al., 2008). Les broyats sont tamisés 
sur deux grilles (80 et 125 μm) pour évaluer le rapport phases cristallines/phases amorphes au sein 
de ces différentes fractions. Quatre échantillons ont donc été considérés pour chaque lichen : le lichen 
broyé non tamisé, les particules supérieures à 125 μm, la fraction allant de 80 à 125 μm et les 
particules inférieures à 80 μm.  
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Concernant Cladonia portentosa, les études menées en RMN du solide avaient permis de caractériser 
dans l’échantillon la présence des acides usnique et perlatolique. La diffractométrie rayons X permet 
de détecter ces deux espèces (Figure 21). 
 

 

FIGURE 21: DIFFRACTOGRAMMES RAYONS X SUR POUDRES RELATIFS À CLADONIA PORTENTOSA ET À SES 

MÉTABOLITES SECONDAIRES. NOIR, POUDRE TOTALE DE LICHEN SANS TAMISAGE (APRÈS SOUSTRACTION DU FOND 

CONTINU) ; ROUGE, ACIDE PERLATOLIQUE ; BLEU, ACIDE USNIQUE. 

La comparaison des diagrammes de diffraction du Cladonia portentosa mixé selon le tamisage est 
donnée (Figure 22). 

 

FIGURE 22: DIFFRACTOGRAMMES RAYONS X SUR POUDRES RELATIFS À CLADONIA PORTENTOSA : NOIR, NON 

TAMISÉ ; ROUGE, FRACTION SUPÉRIEURE À 125 ΜM ; BLEU, GRAINS COMPRIS ENTRE 80 ET 125 ΜM ET VERT, GRAINS 

INFÉRIEURS À 80 ΜM. 
Le fond continu, caractéristique de phases amorphes est particulièrement notable pour les fractions 
non traitées et de granulométrie > 125 μm. La contribution est moindre pour la fraction comprise entre 
80 et 125 μm et le rapport phases cristallines/phases amorphes y semble le plus élevé. Le tamisage à 
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grains < 80 μm supprime efficacement la contribution des amorphes mais ne permet pas de récupérer 
une fraction cristalline importante.  
 
Le diffractogramme de l’acide usnique correspond à des cristaux orthorhombiques déjà décrits dans la 
littérature (Jones and Palmer, 1950). Afin de visualiser ces cristaux et de voir si deux populations 
cristallines peuvent être distinguées, des thalles de Cladonia portentosa ont été visualisés en 
Microscopie Electronique à Balayage. Ces analyses ont été menées au Centre de microscopie 
electronique à balayage et microanalyse (CMEBA) par Francis Gouttefangeas et Loïc Joanny. 
L’analyse de podétions intacts révèle la présence de nombreux cristaux à la surface des filaments 
mycéliens (Figure 23).  
 

 

FIGURE 23: FORMATIONS CRISTALLINES À LA SURFACE DU CORTEX SUPÉRIEUR DE CLADONIA PORTENTOSA OBSERVÉES 

EN MICROSCOPIE ÉLECTRONIQUE À BALAYAGE (X 5000) 

Cette présence superficielle et la forme des cristaux évoquent l’acide usnique, molécule présentant 
une distribution corticale chez de nombreux lichens (McEvoy et al., 2006; Nybakken and Julkunen-
Tiitto, 2006). L’acide perlatolique étant décrit comme un composé médullaire (Hauck et al., 2009a), 
l’étude de coupes transversales de podétions est nécessaire pour voir si les cristaux de ce depside 
sont morphologiquement distincts de ceux d’acide usnique. De façon notable, un gradient de cristaux 
est observé le long des podétions avec une présence nettement plus importante dans les tissus 
jeunes (haut des podétions) que dans les parties basales du lichen, en accord avec les données de la 
littérature concernant l’acide usique (Mirando and Fahselt, 1978). 
 
Cladonia rangiferina quant à lui contient de l’acide fumarprotocétrarique et de l’atranorine. Ces deux 
molécules peuvent être caractérisées directement depuis le lichen broyé et non tamisé (Figure 24).  
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FIGURE 24 : DIFFRACTOGRAMMES RAYONS X SUR POUDRES RELATIFS À CLADONIA RANGIFERINA ET À SES 

MÉTABOLITES SECONDAIRES. NOIR, POUDRE TOTALE DE LICHEN SANS TAMISAGE (APRÈS SOUSTRACTION DU FOND 

CONTINU) ; BLEU,  ACIDE FUMARPROTOCÉTRARIQUE ; ROUGE, ATRANORINE. LES PICS MARQUÉS EN VERT SONT 

ASSOCIÉS À LA PRÉSENCE DE QUARTZ DANS L’ÉCHANTILLON. 

 
Le tamisage n’exerce pas d’influence notable sur l’analyse du diagramme pour ce lichen (Figure 25).  
 

 

FIGURE 25 : DIFFRACTOGRAMMES RAYONS X SUR POUDRES RELATIFS À CLADONIA RANGIFERINA : NOIR, NON 

TAMISÉ ; ROUGE, FRACTION SUPÉRIEURE À 125 ΜM ; BLEU, GRAINS COMPRIS ENTRE 80 ET 125 ΜM ET VERT, GRAINS 

INFÉRIEURS À 80 ΜM. 

Dernier lichen étudié pour l’heure par diffraction par les rayons X, Cladonia ciliata var. tenuis est un 
lichen caractérisé par la présence d’acide usnique (Hauck and Jürgens, 2008). Cette molécule 
parvient à être détectée directement depuis le lichen broyé et non tamisé (Figure 26) 
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FIGURE 26: DIFFRACTOGRAMMES RAYONS X SUR POUDRES RELATIFS À CLADONIA CILIATA ET À L’ACIDE USNIQUE. 
NOIR, POUDRE TOTALE DE LICHEN SANS TAMISAGE (APRÈS SOUSTRACTION DU FOND CONTINU) ; ROUGE, ACIDE 

USNIQUE. LES PICS MARQUÉS EN VERT SONT ASSOCIÉS À LA PRÉSENCE DE QUARTZ DANS L’ÉCHANTILLON ET CELUI EN 

BLEU CORRESPOND À LA PRÉSENCE DE NACL. 

Une nouvelle fois, le tamisage 80 μm < grains < 125 μm semble le plus adapté mais l’identification se 
fait correctement avec l’échantillon non tamisé (Figure 27). 

 

FIGURE 27: DIFFRACTOGRAMMES RAYONS X SUR POUDRES RELATIFS À CLADONIA CILIATA : NOIR, NON TAMISÉ ; 
ROUGE, FRACTION SUPERIEURE À 125 ΜM ; BLEU, GRAINS COMPRIS ENTRE 80 ET 125 ΜM ET VERT, GRAINS 

INFÉRIEURS À 80 ΜM. 

Si ces premiers résultats démontrent la faisabilité de cette approche très originale, des compléments 
sont à prévoir pour estimer le potentiel de la diffraction de poudres aux rayons X pour le profilage 
chimique de lichens broyés, notamment l’analyse de lichens de chimie plus complexe. Pour appliquer 
la méthode à de véritables fins déréplicatives, une banque de données compilant les 
diffractogrammes de composés lichéniques devra être constituée.  
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III. Apport du LDI-MS pour la déréplication de lichens 
 
Le LDI-MS s’inscrit dans les méthodes d’ionisation/désorption laser dont la déclinaison analytique la 
plus fréquemment rencontrée est le MALDI (Matrix Assisted Laser Desorption and Ionization Mass 
Spectrometry). De telles analyses requièrent l’adjonction de molécules de matrice absorbant à la 
longueur d’onde du laser utilisé. Les mécanismes régissant l’ionisation MALDI sont complexes et 
restent encore débattus aujourd’hui mais il est admis que l’irradiation laser désorbe et ionise dans un 
premier temps les molécules de matrice puis qu’un transfert de charge intervient pour permettre 
ensuite la détection des analytes (Karas et al., 1987; Zenobi and Knochenmuss, 1998). Il y a de fait 
une détection conjointe des analytes et des molécules de matrice, ce qui va obscurcir le signal dans 
les régions de basses masses molaires (typiquement en dessous  de 700 à 1.000 unités de masse 
atomique selon la matrice utilisée) (Figure 28). Ce phénomène dit d’interférences matricielles explique 
que cette méthode de spectrométrie de masse soit plutôt orientée vers la détection de molécules de 
masses molaires élevées et à ce titre notamment la protéomique. Les techniques de 
désorption/ionisation laser représentent pourtant des candidats attractifs pour la déréplication car ces 
analyses sont très rapides, peu coûteuses et peuvent être automatisées (Manna et al., 2011; Pavarini 
et al., 2012).   

 

FIGURE 28 : PRINCIPE DE L’IONISATION MALDI ET HOMOLOGIES STRUCTURALES ENTRE LE DIHYDROXYBENZOATE 

(MATRICE COMMERCIALE) ET L’ACIDE USNIQUE 

Sur la base de l’absorption UV  de la majorité des métabolites secondaires lichéniques et des 
similitudes structurales entre les polyphénols lichéniques et des matrices commercialement 
disponibles, il a pu être établi que l’acide usnique présente des propriétés matricales indiquant par la 
même que ce composé est capable de s’auto-ioniser i.e sans avoir besoin d’y adjoindre une matrice 
(Schinkovitz and Richomme, 2015). Au travers de l’analyse de 25 composés purs représentatifs de la 
chimiodiversité lichénique, l’auto-ionisabilité des molécules lichéniques appartenant à 11 grands 
groupes structuraux de métabolites lichéniques a pu être caractérisée. Dans un second temps, le 
potentiel déréplicatif du LDI en mode d’ionisation négatif a été évalué sur une quinzaine d’extraits 
lichéniques de composition connue. Du fait de l’ionisation douce déclenchée par la source LDI, les 
spectres permettent généralement une identification facile des métabolites, le plus souvent par leurs 
ions quasi-moléculaires.  L’aptitude du LDI à former des radicaux permet de détecter des espèces 
difficilement déprotonables en mode négatif (e.g quinones instiguant des liaisons hydrogène intra-
moléculaires)  non détectables dans ce même mode en ESI. L’ensemble des données en lien avec le 
LDI est compilé dans un article paru en 2015 dans Analytical Chemistry et intitulé « Matrix-Free UV-
Laser Desorption and Ionization Mass Spectrometry ». Les données complémentaires de cette 
publication font l’objet de l’Annexe 7 (p. 288). 
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PARTIE 3 : HISTOLOCALISATION DE COMPOSÉS LICHÉNIQUES 

I. État de l’art 
 
Un second grand axe de travail entrepris dans le cadre de cette thèse avait pour objectif de préciser la 
distribution tissulaire des métabolites lichéniques. 
 
Peu de travaux se sont penchés jusqu’à présent sur l’histolocalisation fine des composés lichéniques 
bien que la répartition inhomogène de composés lichéniques ait pu être constatée au sein du thalle de 
plusieurs lichens, vraisemblablement en lien avec le rôle écologique de ces molécules. Il est ainsi 
souvent constaté que les organes reproducteurs du lichen vont concentrer davantage de polyphénols 
que le reste du thalle, sans doute pour procurer une défense chimique à ces précieux organes pour la 
pérennisation de l’espèce (Asplund et al., 2010; Hyvärinen et al., 2000). La caractérisation de ces 
aires de distribution repose essentiellement sur des méthodes chimiques (réactions thallines) ou 
optiques (profils de fluorescence UV) (Kauppi and Verseghy—Patay, 1990) qui dans les deux cas 
distinguent mal les composés individuels (cf. Chapitre CCM-MS) ou sur des extractions d’organes 
ciblés suivies d’une étude phytochimique traditionnelle mais dans ce cas de figure, les détails fins de 
la répartition des molécules sont perdus. La seule étude ayant réalisé une véritable histo-localisation 
de composés lichéniques est une analyse par spectromicroscopies infrarouge et Raman ayant précisé 
la distribution de l’acide usnique au sein de différentes espèces de Cladonia, atteignant une résolution 
spatiale de l’ordre de 15 μm (Liao et al., 2010). 
 
L’essor relativement récent de l’imagerie par spectrométrie de masse (MSI pour Mass Spectrometry 
Imaging) offre de nouvelles techniques pour accéder à la distribution spatiale des composés présents 
dans un échantillon. Schématiquement, l’acquisition de ces données se décompose en quelques 
grandes étapes (Esquenazi et al., 2009) (Figure 29): 

- la préparation de l’échantillon est plus ou moins longue et exigeante selon la nature de 
l’ionisation mise en œuvre (e.g pulvérisation de la matrice dans le cadre des analyses 
MALDI…) ; 

- la seconde étape représente l’acquisition des données à proprement parler. Pour ce faire, 
l’échantillon est déplacé pour permettre à la source d’en ioniser différentes positions selon un 
quadrillage prédéfini. Un spectre de masse est alors généré en chacun de ces points ; 

- le troisième temps correspond à un traitement graphique des données. Chacun des signaux 
d’intérêt va être associé à une couleur qui sera ensuite utilisée pour représenter la présence 
du composé avec une intensité d’autant plus marquée que le composé est abondant. Les 
molécules peuvent ensuite être associées à leur structure histologique d’appartenance en 
superposant les aires de distributions ioniques à une image optique de l’échantillon.  

 



HISTOLOCALISATION DE COMPOSÉS LICHÉNIQUES 
 

 

133 

 

FIGURE 29: PRINCIPE DE L'ACQUISITION DES DONNÉES EN IMAGERIE PAR SPECTROMÉTRIE DE MASSE LDI  
(ADAPTÉ DE (GREER ET AL., 2011)) 

 

Les sources d’ion les plus classiquement employées en imagerie par spectrométrie de masse sont le 
MALDI, le DESI et le SIMS.  À noter que des analyses LAESI (Laser Ablation ElectroSpray Ionization) 
ont permis de réaliser de l’histolocalisation tridimensionnelle au sein de feuilles d’Aphelandra 
squarrosa (Nemes and Vertes, 2009).  
 
Compte-tenu de l’ionisation satisfaisante des composés en LDI, les analyses d’imagerie par 
spectrométrie de masse entreprises dans le cadre de cette thèse ont été engagées avec cette source 
d’ions. Le LDI-MSI a été utilisé au service de deux problématiques différentes qui vont être abordées 
séquentiellement au titre de cette troisième partie : 

- l’histolocalisation des composés polyphénoliques au sein du thalle d’Ophioparma ventosa. 
Ces analyses ont fait appel aux appareillages de la plate-forme BIA de l’INRA de Nantes dans 
le cadre d’une collaboration avec Audrey Geairon et le Docteur Hélène Rogniaux ;  

- l’imagerie de la mycosporine sérinol au sein du cyanolichen Lichina pygmaea pour tenter de 
mieux comprendre la contribution des symbiontes dans la biosynthèse de ces composés. 
Cette thématique s’accompagne d’une étude concernant l’équipement génétique des 
partenaires  réalisée en collaboration avec le Dr. Yanyan Li (UMR 7245 CNRS/MNHN, Paris 
5). Les premières étapes de ces travaux de biologie moléculaire ont fait appel à l’expertise du 
Pr. Annie Guiller (Université Jules Verne, Amiens). 
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II. Distribution tissulaire des composés produits par 
Ophioparma ventosa par LDI-MSI : écologie chimique 

 
L’étude de la répartition des métabolites secondaires au sein du lichen Ophioparma ventosa a été 
engagée sur la base des analyses DART-MS qui indiquaient une répartition asymétrique des 
composés qu’il contient (comparatif face supérieure vs. face inférieure). La localisation tissulaire de 
l’acide miriquidique, depside que nous avions décrite pour la première fois chez Ophioparma ventosa 
représentait un intérêt supplémentaire à cette analyse d’imagerie. Les métabolites secondaires 
principaux isolés à partir de ce lichen ont pu être imagés avec une résolution spatiale de l’ordre de 50 
μm à partir de coupes réalisées par un cryotome (40 μm d’épaisseur) (plate-forme H2P2, Dr. Alain 
Fautrel) ou manuellement à la lame de rasoir. Les contours de distribution des composés sont 
cohérents avec les rôles écologiques précédemment décrits pour ces différentes molécules. 
 
Ces analyses sont compilées dans un article devant être soumis très prochainement à Scientific 
Reports. Une version avancée de ce draft est fournie à la suite tandis que les données 
complémentaires peuvent être consultées en Annexe 8 (p. 323). 
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III. Étude de la contribution des symbiontes dans la 
biosynthèse de composés : application à la biosynthèse 
de la mycosporine sérinol de Lichina pygmaea par une 
approche alliant imagerie par spectrométrie de masse 
et génétique 

 
Une autre problématique ayant conduit à des analyses d’imagerie LDI est la biosynthèse des 
mycosporines au sein du cyanolichen Lichina pygmaea. Ces métabolites secondaires étant décrits 
aussi bien chez les cyanobactéries que chez les champignons, la contribution des différents 
partenaires de la symbiose lichénique dans l’élaboration de ces structures n’est pas actuellement 
connue. En ce sens, il peut être intéressant de savoir lequel des symbiontes concentre ces molécules 
ainsi que de s’intéresser au contenu génétique des partenaires pour voir qui est doté de l’arsenal 
enzymatique permettant d’assurer cette biosynthèse. 

A. Mycosporines : données structurales et connaissances 
sur leur biosynthèse 

 
Les mycosporines et les acides aminés mycosporine-like (ou MAA pour Mycosporine Amino Acids) 
sont des métabolites secondaires contenant un noyau cyclohéxénone ou cyclohéxénimine. Les 
délocalisations électroniques prenant place au sein de ces motifs structuraux sont à l’origine d’une 
photo-absorption très marquée dans le domaine des ultraviolets, avec un maximum d’absorption 
respectivement centré sur 310 et 330 nm pour des coefficients d’extinction molaire atteignant 40.000 L 
mol-1 cm-1 (Oren and Gunde-Cimerman, 2007) (Figure 30). Par ailleurs, l’hydrosolubilité, la 
photostabilité et l’atoxicité de ces molécules en font d’intéressants candidats pour le développement 
de filtres solaires (La Barre et al., 2014). 

 

FIGURE 30: NOYAUX DES OXO- ET DES IMINOMYCOSPORINES ET DONNÉES SPECTRALES ASSOCIÉES.  

Les mycosporines ont été décrites au sein d’organismes variés : d’abord isolées chez un champignon 
(le Basidiomycète Stereum hirsutum (Favre-Bonvin et al., 1976)), des MAA ont par la suite rapidement 
été isolées à partir de coraux (Ito and Hirata, 1977). Dès 1977, des mycosporines sensu lato ont été 
mises en évidence à partir d’organismes variés comprenant : 

- d’autres champignons (e.g Aureobasidium pullulans (Kogej et al., 2006), Botrytis cinerea 
(Arpin et al., 1977), Rhodoturula minuta (Pérez et al., 2006)…) ; 

-  des cyanobactéries (dont Calothrix sp (Sinha et al., 2003)., Nostoc commune (Garcia-Pichel 
and Castenholz, 1993), Scytonema sp. (Sinha et al., 2003) notamment) ; 

- des algues 
o rouges (genre Bangia (Boedeker and Karsten, 2005), Bostrychia (Karsten et al., 



HISTOLOCALISATION DE COMPOSÉS LICHÉNIQUES 
 

 

145 

2000), ou encore Neuroglossum (Hoyer et al., 2002)) ; 
o vertes (e.g Boodlea (Karsten et al., 1998), Caulerpa (Gröniger et al., 2000), diverses 

espèces du genre Prasiola (Karsten et al., 2005)…) ; 
o brunes (e.g Desmaretia menziesii (Karentz et al., 1991), Hydroclathrus clathratus 

(Gröniger et al., 2000)) ; 
-  et même occasionnellement à partir de mollusques ou de poissons, lesquels les accumulent 

vraisemblablement par voie alimentaire (Helbling et al., 2002; Newman et al., 2000).   
 
De façon générale, les oxomycosporines sont rencontrées chez des champignons tandis que les 
iminomycosporines sont retrouvées chez les coraux et les cyanobactéries (La Barre et al., 2014).  
 
L’originalité chimique et la large distribution phylogénique des mycosporines leur ont rapidement valu 
un intérêt considérable de la part de la communauté scientifique. Pour autant, les aspects 
moléculaires aussi bien que génétiques sous-tendant leur biosynthèse restent imparfaitement connus 
jusqu’au début des années 2010. Sur la base de simples considérations structurales, il a été envisagé 
que les mycosporines soient obtenues à partir d’un intermédiaire bien connu de la voie du shikimate : 
le 3-déhydroquinate (Rastogi et al., 2010) (3-DQ). Selon cette voie canonique du shikimate, associée 
à l’obtention des acides aminés aromatiques ainsi que de nombreux métabolites secondaires, le 3-
désoxy-D-arabinoheptulosonate est converti en 3-DQ sous l’action d’une enzyme, la DéHydroQuinate 
Synthase (DHQS) (Ganem, 1978). Des éléments de preuve indirects suggèrent en effet que le 3-DQ 
est un intermédiaire de biosynthèse des mycosporines (Portwich and Garcia-Pichel, 2003). La 
découverte ultérieure de voies métaboliques qualifiées de DHQS-like suggère rapidement que la 
biosynthèse des mycosporines puisse transiter par d’autres intermédiaires que le 3-déhydroquinate 
(Flatt and Mahmud, 2007).  
 
Selon une approche bioinformatique, Starcevic et al. mettent en évidence dans le génome d’une 
anémone de mer (Nematostella vectensis) la présence d’un homologue de DHQS présentant 
d’importantes homologies avec un gène issu de chloroplastes de dinoflagellés, lequel est fusionné à 
un gène codant pour une O-MéthylTransférase (O-MT). Ce gène O-MT est également présent chez N. 
vectensis sans toutefois être associé à un gène DHQS, lequel apparaît à distance dans le génome. 
Les auteurs voient en ces gènes de vraisemblables candidats pour la biosynthèse des mycosporines 
dans la mesure où toutes les mycosporines comportent un groupement méthyle (Starcevic et al., 
2008). 
 
Parallèlement, il apparaît de plus en plus clairement que les protéines de la famille DHQS ne se 
limitent pas à la réaction DHQS canonique telle qu’indiquée plus haut. Les bactéries font appel à tout 
un arsenal d’enzymes DHQS-like impliquant des substrats et produits différents de telle sorte que le 3-
DQ n’en représente pas un intermédiaire métabolique consensuel (Flatt and Mahmud, 2007) (Figure 
31, Figure 32). L’analyse phylogénique d’enzymes DHQS bactériennes et fongiques permet de 
regrouper les protéines correspondantes suivant la nature des substrats et/ou des produits 
correspondants. Cinq groupes ont ainsi pu être distingués, quatre d’entre eux étant associés à des 
produits connus mais un dernier groupe relié à des familles fongiques et cyanobactériennes ne peut 
être rapproché d’aucun produit connu (Wu et al., 2007). Ce groupe inconnu se distingue par la 
structure différente de son site actif laissant présager de possibles nouveaux substrats et/ou produits. 
Dans la mesure où cette sous-famille de DHQS se révèle très similiaire au gène DHQS-like décrit 
chez Nematostella vectensis, cette sous-famille semble représenter une base vraisemblable pour la 
biosynthèse des mycosporines (Wu et al., 2007).  
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FIGURE 31 : PRODUITS ISSUS DES VOIES MÉTABOLIQUES INITIÉES PAR DHQS ET LES ENZYMES DHQS-LIKE. DOS = 2-

DEOXY-SCYLLO-INOSOSE SYNTHASE, EVS = 2-EPI-5-EPI-VALIOLONE SYNTHASE, DHQS = 

DEHYDROQUINATESYNTHASE, ADHQS= AMINO DEHYDROQUINATE SYNTHASE (WU ET AL., 2007). 

 

 

FIGURE 32: MOTIFS STRUCTURAUX OBTENUS SOUS L’ACTION DE DIFFÉRENTES ENZYMES DHQS-LIKE.  LE 4-
DÉSOXYGADUSOL EST OBTENU DIRECTEMENT ET NON PAR L’INTERMÉDIAIRE DE 3-DQ  

(ADAPTÉ DE (SCHMIDT, 2011)). 
 
La comparaison du génome de quatre cyanobactéries différentes dont une seule produit des 
mycosporines (Anabaena variabilis PCC 7937) a permis d’apprécier la combinaision de DHQS et de 
O-MT au sein de cette seule souche. Le gène DHQS associé à cette biosynthèse diffère toutefois des 
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DHQS canoniquement rencontrées chez les cyanobactéries et des recherches d’homologies de 
séquences internucléotidiques BLAST révèlent que cette enzyme se rapproche davantage de la 2-epi-
5-epi-valiolone synthase fongique, enzyme d’importance pour la biosynthèse de cyclitols en C7 à partir 
du sedoheptulose (Figure 31) et dont la séquence réactionnelle présente des homologies avec la 
réaction catalysée par la DHQS canonique (Wu et al., 2007). À noter qu’au sein du génome 
d’Anabaena variabilis PCC 7937, la présence d’un second gène DHQS, canonique cette fois et non 
associé à un gène O-MT, est vraisemblablement associée à la voie du shikimate en catalysant quant 
à lui la production de 3-DQ (Singh et al., 2010). Ce DHQS canonique est d’ailleurs rencontré chez 
chacune des quatre souches, indifférent de leur statut de producteur ou de non-producteur de 
mycosporine. 
 
Les dernières précisions apportées à ce jour concernant la biosynthèse des mycosporines ont pu être 
apportées la même année (Balskus and Walsh, 2010). Les recherches d’homologies de séquences 
inter-nucléotidiques entreprises par ces auteurs à partir des gènes DHQS et O-MT de l’anémone de 
mer Nematostella vectensis ont permis de révéler des clusters homologues dans le génome de 
dinoflagellés, de cyanobactéries et de champignons, ce qui semble effectivement corrélé à la large 
distribution phylogénique de ces molécules.  
 
De plus, l’étude des hits en question dans leur contexte génomique a révélé que les phases ouvertes 
de lecture (Open Reading Frames) correspondant aux gènes de DHQS et de O-MT étaient 
constamment accompagnées d’un troisième cadre ouvert de lecture usuellement annoté comme 
correspondant à une protéine virtuelle.  Cette troisième séquence génique est caractérisée par la 
présence de domaines structuraux permettant de l’affilier au groupe des ATP-grasp, enzymes 
connues pour catalyser la formation de liaisons peptidiques (Galperin and Koonin, 1997) et pouvant 
être ici imputées à la fonctionnalisation de la cyclohéxénone par un acide aminé. Enfin, de façon très 
intéressante, sont également notées des différences de contexte génomique entre les hits 
cyanobactériens et fongiques. En effet, les cyanobactéries comprennent une seconde séquence 
additionnelle à même de coder pour une enzyme catalysant la formation de liaisons peptidiques, il 
peut s’agir d’un second domaine ATP-grasp mais également d’un Non Ribosomal Protein Synthase 
(NRPS). Cette différence pourrait fournir une base génétique au constat selon lequel les 
cyanobactéries synthétisent des iminomycosporines contrairement aux champignons qui s’arrêtent au 
stade oxomycosporine. À la place de ce quatrième gène, les champignons possèdent des réductases 
(Balskus and Walsh, 2010; Schmidt, 2011). 

L’expression hétérologue des gènes associés à la biosynthèse des mycosporines d’Anabaena 
variabilis (cyanobactérie productrice de shinorine, une iminomycosporine (Singh et al., 2008)) a été 
réalisée chez Escherichia coli afin de valider l’implication des gènes dans cette biosynthèse en 
recueillant les intermédiaires de biosynthèse obtenus au moyen de différentes constructions géniques 
(Balskus and Walsh, 2010). Il en ressort :  

- que le cluster entier (DHQS + O-MT + ATP-grasp + NRPS) permet effectivement d’obtenir la 
shinorine ; 

- que la construction déficiente en NRPS (comparable à un hit fongique, 3 ORF seulement) est 
à l’origine d’une séquence de synthèse incomplète, prématurément interrompue au stade de 
la mycosporine glycine ;. 

- pour finir, le modèle seulement doté de DHQS et d’O-MT s’arrête à un stade encore plus 
précoce : le 4-désoxygadusol. 
 

Ainsi, Balskus et Walsh ont démontré d’une part que les hits identifiés correspondent effectivement à 
un cluster de gènes impliqué dans la biosynthèse des mycosporines mais ont également permis de 
valider l’identité de plusieurs intermédiaires de cette voie métabolique (Balskus and Walsh, 2010) 
(Figure 33).  
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FIGURE 33: BIOSYNTHÈSE DE LA SHINORINE CHEZ ANABAENA VARIABILIS D’APRÈS BALSKUS ET WALSH : STRUCTURES 

CHIMIQUES DES DIFFÉRENTS INTERMÉDIAIRES ET ENZYMES IMPLIQUÉES. 
Par ailleurs, ces auteurs fournissent également un substratum génétique pour expliquer la distribution 
différentielle des oxo- et des iminomycosporines respectivement entre les champignons et les 
cyanobactéries. 
 
Les mycosporines ont également été décrites chez différents lichens, ce qui pose d’intéressantes 
questions quant à la contribution des partenaires de cette association puisque que chacun des règnes 
retrouvé dans la symbiose lichénique (champignon, algue ou cyanobactérie) est décrit comme 
capable de réaliser la synthèse de ces métabolites dans des conditions de vie autonomes. Les 
mycosporines ont, dans un premier temps, été constamment isolées à partir de cyanolichens, ce qui a 
laissé présager de l’implication des cyanobactéries dans la biosynthèse des mycosporines 
rencontrées chez les lichens. La récente caractérisation au laboratoire de mycosporines à partir de 
chlorolichens du genre Dermatocarpon (Nguyen et al., 2015) démontre qu’au moins dans certains cas 
de figure la biosynthèse des mycosporines lichéniques n’est pas assurée par les cyanobactéries. La 
localisation tissulaire des mycosporines a été rapidement perçue comme un élément clé pour 
comprendre leur biosynthèse dans le cadre de la symbiose lichénique mais les techniques d’imagerie 
utilisées jusqu’à présent ne permettaient pas d’atteindre une résolution spatiale suffisante pour 
discerner le contenu en mycosporines des partenaires de la symbiose lichénique  dans le cadre 
classique de lichens bipartites. Toutefois, certains lichens tripartites confinent les cyanobactéries dans 
des compartiments morphologiques distincts et parfois volumineux : les céphalodies. Le profilage 
chimique comparé du thalle et des céphalodies du lichen tripartite Stereocaulon philippinense semble 
indiquer une différence dans le contenu en mycosporines de ces deux compartiments (Roullier et al., 
2011) : 

- le thalle lichénique contient une molécule ayant un λmax de 310 nm, évocateur d’une 
oxomycosporine (aminocyclohéxénone) ; 

- les céphalodies renferment quant à elle un métabolite avec un λmax de 340 nm, suggérant une 
iminomycosporine.  

 
La biosynthèse des mycosporines a davantage été considérée dans le cadre d’une autre symbiose : 
celle des coraux hermatypiques consistant en une endosymbiose qui réunit un hôte affilié aux 
cnidaires et une algue unicellulaire (zooxanthelle). Chez le corail modèle Stylophora pistillata, Shick a 
démontré que la biogenèse des mycosporines sous l’effet d’irradiations UV opère en deux temps 
(Figure 34) (Shick, 2004). Dans un premier temps sont biosynthétisées des mycosporines connues de 
la zooxanthelle Symbiodinium cultivée seule. Lors d’une seconde phase, ces mycosporines qualifiées 
de primaires décroissent au profit de mycosporines qui ne sont pas connues de ces zooxanthelles et 
qui sont alors dites secondaires. Sur la base de cette séquence, Shick propose que les mycosporines 
primaires soient biosynthétisées par les zooxanthelles puis transférées aux cellules coralliennes qui 
les métaboliseraient alors en mycosporines secondaires. Il est toutefois important de relever 
qu’aucune base génétique n’accrédite le scénario de Shick. Histologiquement, les mycosporines se 
localisent dans l’épiderme des polypes coralliens. Il est également constaté que ces molécules sont 
allouées prioritairement aux zones les plus exposées aux radiations solaires, en accord avec leur rôle 
de filtre UV. Cette localisation des mycosporines limite la dépendance du corail vis-à-vis de son 
partenaire lors des épisodes de blanchissement (ou bleaching) lors desquels la zooxanthelle est 
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expulsée, dans le cas où les mycosporines seraient effectivement synthétisées par cette dernière (La 
Barre et al., 2014). De récentes études ont démontré que le corail Acropora digitata détient l’ensemble 
du cluster de gènes associé à la biosynthèse des mycosporines suggérant que le cnidaire est à même 
d’assurer indépendamment la biosynthèse de ces composés photoprotecteurs (Shinzato et al., 2011). 
Un transfert horizontal de gènes a été suggéré mais aucune preuve expérimentale n’accrédite pour 
l’instant cette hypothèse (Shinzato et al., 2011). De fait, l’effective contribution des partenaires de 
cette symbiose dans l’édification de ces composés demeure inconnue à ce jour. 
 

 
FIGURE 34: HYPOTHÈSE DE SHICK CONCERNANT LA BIOSYNTHÈSE DES MYCOSORINES CHEZ LES CORAUX 

HERMATYPIQUES, ADAPTÉ DE (SHICK ET AL., 1999). CE SCÉNARIO BIOGÉNÉTIQUE EST INSPIRÉ PAR LA SÉQUENCE DE 

BIOSYNTHÈSE DES MYCOSPORINES CHEZ LES CORAUX. LA RÉCENTE DÉCOUVERTE DU CLUSTER DE 4 GÈNES CHEZ LE 

CNIDAIRE ANTHOZOAIRE ACROPORA DIGITATA SEMBLE ALLER A L’ENCONTRE DE CETTE HYPOTHÈSE (SHINZATO ET AL., 
2011).  
Les structures chimiques des mycosporines rencontrées chez les lichens ainsi que les références 
décrivant leur isolement sont fournies dans la figure suivante (Figure 35): 
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FIGURE 35 : STRUCTURES CHIMIQUES DES MYCOSPORINES ISOLÉES DE LICHENS INDIQUANT LE NOM DU LICHEN 

PRODUISANT CE COMPOSÉ ET LES RÉFÉRENCES DE LA PUBLICATION DÉCRIVANT LEUR ISOLEMENT. LES NOMS DE 

LICHENS INDIQUÉS EN BLEU CORRESPONDENT AUX CYANOLICHENS TANDIS QUE CEUX ÉCRITS EN VERT SONT DES 

CHLOROLICHENS. RÉFÉRENCES : (BÜDEL ET AL., 1997; TORRES ET AL., 2004; DE LA COBA ET AL., 2009; ROULLIER ET 

AL., 2009, 2011; NGUYEN ET AL., 2015). 
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B. Investigation moléculaire (LDI-MSI) et génétique de 
Lichina pygmaea 
a. Stratégie générale 

 
Pour progresser dans la compréhension de la biosynthèse des mycosporines chez les lichens, deux 
axes de travail complémentaires ont été entrepris chez le cyanolichen producteur de mycosporine 
sérinol déjà étudié en DART-MS, Lichina pygmaea (Figure 36):  

- des analyses d’imagerie pour cerner la localisation tissulaire des mycosporines et préciser 
dans le cas présent quel(s) partenaire(s) de la symbiose les accumule(nt). Deux approches 
sont envisagées pour répondre à cette question : le LDI imaging et la spectromicroscopie 
Raman ; 

- en parallèle, le matériel génétique des deux partenaires de la symbiose est étudié 
séparément. Cette approche complémentaire est très importante dans le cas présent car il est 
possible que les mycosporines se redistribuent comme c’est le cas chez les coraux et que leur 
distribution ne préjuge pas de l’implication des tissus qui les accumulent dans leur 
biosynthèse, à l’image de l’acide usnique d’Ophioparma ventosa qui est rencontré au sein de 
la couche algale tout en étant produit par le champignon (Abdel-Hameed et al., 2016a). Le 
recueil séparé de la cyanobactérie et du champignon a été possible par microdissection 
capture laser (plate-forme H2P2, Dr. Alain Fautrel). 

 

 
FIGURE 36 : APPROCHES RETENUES POUR ÉTUDIER LA CONTRIBUTION DES SYMBIONTES DANS LA BIOSYNTHÈSE DES 

MYCOSPORINES CHEZ LICHINA PYGMAEA (PHOTOGRAPHIE : PIERRE LE POGAM ET ALAIN FAUTREL) 

 
b. Approches retenues pour histolocaliser les mycosporines 

i. Spectromicroscopie Raman 
 

La spectroscopie Raman ou formellement spectroscopie de vibration par diffusion Raman étudie les 
transitions vibrationnelles sur la base d’un processus de diffusion de la lumière.  
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Lorsqu’un échantillon transparent est soumis à une onde électromagnétique monochromatique, une 
majeure partie des ondes va être transmise tandis qu’une faible proportion d’entre elles va être 
diffusée. Dans ce dernier cas de figure, la direction de propagation des ondes change pour ne plus 
obéir aux lois de l’optique géométrique.  

L’analyse en fréquence des ondes permet de caractériser (Kneipp et al., 1999) (Figure 37): 

- une composante de longueur d’onde identique à celle du faisceau incident, il y a dans ce cas 
diffusion élastique (= diffusion Rayleigh); 

- une composante de longueur d’onde différente de celle du faisceau incident, il y a alors 
diffusion inélastique (= diffusion Raman).  

 

FIGURE 37: DIFFUSION RAYLEIGH ET DIFFUSION RAMAN 

HTTP://WWZ.IFREMER.FR/RD_TECHNOLOGIQUES/MOYENS/LABORATOIRES/SPECTROSCOPIES-TECHNIQUES-DE-
MESURES-IN-SITU/SPECTROSCOPIE-RAMAN 

Selon la fréquence des photons incidents, plusieurs phénomènes peuvent intervenir (Kneipp et al., 
1999) (Figure 38). 

- Lorsque le photon incident correspond à l’énergie d’un niveau de vibration, l’énergie du photon 
peut être absorbée. C’est la base de la spectroscopie infrarouge.  

- Lorsque le photon incident est d’une énergie très supérieure à celle d’une énergie de 
vibration, il peut y avoir diffusion: 

o élastique si les photons incident et diffusé sont de même énergie; 

o Raman en cas de diffusion inélastique avec deux possibilités: 

 un effet Stokes si le photon diffusé est d’énergie plus faible que celle du 
photon incident. Dans ce cas de figure, le photon incident lègue à la molécule 
au repos une quantité d’énergie qui correspond à la transition de l’état 
vibrationnel fondamental à l’état excité (Evib0 -> Evib1) ; 

 une contribution anti-Stokes se rapportant à la diffusion de photons de plus 
haute énergie. La molécule excitée cède au photon incident une quantité 
d’énergie permettant le retour de l’état excité à l’état fondamental.  



HISTOLOCALISATION DE COMPOSÉS LICHÉNIQUES 
 

 

153 

 

FIGURE 38: BASES QUANTIQUES DES DIFFÉRENTES TECHNIQUES DE SPECTROSCOPIE VIBRATIONNELLE 

HTTPS://WWW.SURFGROUP.BE/RAMAN 

Les fréquences des raies Raman sont exprimées en nombre d’ondes rapportées à la raie excitatrice 
prise comme origine. Ces raies sont reliées aux énergies de vibration de la molécule et signent la 
présence de motifs structuraux ou de groupes fonctionnels (Naumann et al., 1991). 
Caractéristiquement, les raies Stokes sont d’une intensité très supérieure à celles des anti-Stokes 
(d’un facteur 103 environ), c’est donc sur ces raies que se focalise l’essentiel des études entreprises 
en spectroscopie Raman (Kneipp et al., 1999) (Figure 39). 

 

FIGURE 39: SPECTRE RAMAN : RAIES STOKES ET ANTI-STOKES 

HTTP://WWW.RAMAN.DE/HTMLEN/BASICS/INTENSITYENG.HTML 
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La spectromicroscopie Raman est une technique d’histolocalisation permettant d’atteindre une 
résolution spatiale d’une extrême précision : 1 μm x 1 μm (contre 10 μm x 10 μm pour la spectroscopie 
infrarouge à transformée de Fourier) (Thygesen et al., 2003). Ces deux modalités de 
spectromicroscopie vibrationnelle ont été appliquées à différents lichens du genre Cladonia pour y 
cartographier la distribution de l’acide usnique (Liao et al., 2010). En ce qui concerne les 
mycosporines, les signaux Raman caractérisant diverses mycosporines ont été décrits dans la 
littérature (Edwards et al., 2007; Vítek et al., 2010). 

   

ii. Imagerie par spectrométrie de masse LDI à 266 nm 
 

Bien qu’étant ionisée en LDI à 337 nm, la mycosporine sérinol n’est pas détectée en faisant appel à 
l’appareillage LDI-imaging utilisé lors de la cartographie des métabolites secondaires d’Ophioparma 
ventosa qui utilise un laser émettant à 355 nm (INRA de Nantes, plate-forme BIA, Audrey Geairon et 
Docteur Hélène Rogniaux).  

Pour tenter d’atteindre une meilleure détection de la mycosporine sérinol, des essais de 
désorption/ionisation laser à une autre longueur d’onde ont été réalisés. Ces analyses ont été menées 
à la plateforme de spectrométrie de masse du Laboratoire de Chimie et Physique – Approche Multi 
échelle des Milieux Complexes (LCP-A2MC) à Metz (Université de Lorraine) par les Drs. Gabriel Krier, 
Lionel Vernex-Loset et le Pr. Jean-François Muller. Ces analyses ont fait appel à un LDI-TOF de 
marque Bruker Daltonics et de type Reflex IV dont le module de désorption/ionisation est constitué 
soit d’un laser pulsé azote (λ = 337 nm) soit d’un laser pulsé Nd:YAG quadruplé (λ = 266 nm), dotés 
dans les deux cas d’un système d’atténuation variable de l’énergie laser au point d’impact.  

Ces analyses indiquent une plus grande sensibilité de détection de la mycosporine sérinol à la 
longueur d’onde de 266 nm. Des fragments de thalle sont dans un second temps directement fixés à 
la surface du porte-échantillon métallique pour tenter de repérer la mycosporine sérinol à la surface du 
lichen intact. Ces analyses directes ne permettent pas de caractériser la mycosporine sérinol à la 
surface du thalle de Lichina pygmaea. Cette non-détection va dans le sens des conclusions issues 
des analyses DART-MS qui ne parvenaient pas à caractériser cette molécule depuis le lichen intact 
mais seulement broyé, ce qui pouvait laisser penser que ces molécules ne se localisent pas à la 
surface du lichen. Un test de dopage des fragments de thalle par la mycosporine sérinol (1 μL à 10-3 
M) s’avère quant à lui positif.  Les analyses d’imagerie sur des coupes de Lichina pygmaea sont 
actuellement en cours. 

iii. Profilage chimique de cellules pures micro-disséquées 
  

Une autre possibilité pour l’analyse comparée des partenaires est le profilage (e.g UHPLC-qTOF-MS) 
de cellules pures obtenues par microdissection capture laser. De telles approches ont déjà été 
appliquées pour comparer les métabolites secondaires de différents types cellulaires chez des 
végétaux (Jaiswal et al., 2014a, 2014b; Chen et al., 2015). 

c. Recherche des gènes du cluster de biosynthèse des mycosporines 

i. Procédures expérimentales 

1. Matériel lichénique 
 

L’échantillon de Lichina pygmaea utilisé dans cette étude a été récolté à Locmariaquer (Morbihan, 
Bretagne, France) par Joël Boustie, qui l’a également identifié. Un spécimen est conservé dans 
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l’herbier du Laboratoire de Pharmacognosie de l’UFR de Pharmacie de Rennes 1 sous le code 
JB/16/175. 

2. Recueil isolé des partenaires de la symbiose 
 
Pour recueillir séparément les deux partenaires de la symbiose, nous avons eu recours à un micro-
dissecteur capture laser (LCM). Cette technique est utilisée pour obtenir des populations de cellules 
pures à partir de sections histologiques contenant des types cellulaires variés. La sélection des 
cellules à collecter est effectuée par l’opérateur sur la base de critères morphologiques, par 
observation microscopique (Bonner et al., 1997; Emmert-Buck et al., 1996). 
  
Un laser IR est incorporé dans l’axe optique de la platine du microscope et est employé pour faire 
fondre un film de polymère thermolabile. Ce polymère est localisé sur la face inférieure d’un bouchon 
de tube Eppendorf de qualité optique. Le polymère ne fond qu’au voisinage de l’impulsion laser et en 
se liquéfiant capture les cellules situées dans le champ du microscope (Espina et al., 2006).  Des 
pigments sont incorporés dans le polymère plastique à la fois pour absorber une partie de l’irradiation 
laser et ainsi limiter les dégâts infligés aux constituants cellulaires mais également pour mieux 
visualiser les aires où le polymère fondu se répand (Espina et al., 2006). Par la suite, le retrait du 
polymère de la surface de la coupe emporte les cellules qui y sont emprisonnées, les dissociant de 
leur tissu d’origine (Figure 40). Différents tampons d’extraction permettent ensuite de remettre en 
suspension les cellules à partir de leur matrice de polymère et d’en libérer les molécules d’intérêt 
(Espina et al., 2006). Éventuellement, un second laser émettant dans l’UV peut être utilisé pour aider 
à découper les contours des cellules à prélever et ainsi faciliter le processus d’exérèse.  

 

FIGURE 40: ILLUSTRATION DU PROCESSUS DE MICRO-DISSECTION CAPTURE LASER A- DIFFÉRENTES ÉTAPES 

PERMETTANT LA CAPTURE DES CELLULES DANS UN FILM DE POLYMÈRE FONDU SOUS L’ACTION D’UNE IRRADIATION UV 

(ADAPTÉ DE (ESPINA ET AL., 2006)) ET B – LE BOUCHON PORTANT LES CELLULES CAPTURÉES S’ADAPTE SUR UN TUBE 

EPPENDORF ET DES TAMPONS DE LYSE PERMETTENT D’EXTRAIRE LE TYPE DE BIOMOLÉCULES D’INTERÊT (TIRÉ DE 

(SIMONE ET AL., 1998)). 

L’appareillage utilisé, implanté dans la plate-forme d’histopathologie H2P2 (Université de Rennes 1, 
Dr. Alain Fautrel) est de type Arcturus Veritas (Applied Biosystems, Life Technologies, Saint-Aubin, 
France). Les cellules ont été recueuillies sur des coupes d’une épaisseur de 10μm obtenues à l’aide 
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d’un cryostat Leica en prenant le lichen en masse dans de l’OCT (Optimal Cutting Temperature).  Le 
laser infrarouge a été ajusté pour produire des spots compris entre 10 et 15 μm de diamètre, 
permettant la capture des populations de cellules microdisséquées sur des bouchons CapSure LCM 
caps (Excilone, Elancourt, France). 

3. Extraction de l’ADN génomique de Lichina pygmaea (lichen 
total ou champignon microdisséqué) et de Rivularia sp. 
(cyanobactérie microdisséquée). 

 
Cette méthode dérivée de l’approche développée par Dellaporta et al. en 1983 (Dellaporta et al., 
1983) a fait appel à un kit commercial d’extraction d’ADN végétal DNeasy Plant Mini Kit (Qiagen). Le 
surnageant contenant l’ADN génomique est purifié par deux colonnes en tandem selon le protocole 
fourni par le fabricant. Le principe de ces méthodes d’extraction est détaillé en Annexe 9 (p. 327). Les 
extractions ont porté soit sur le lichen total soit sur des populations de cellules issues de 
microdissection-capture laser.  
 
Concernant le  lichen total, environ 30 mg de lichen ont été broyés avec mortier et pilon en utilisant de 
l’azote liquide. Le broyat est re-suspendu dans un tampon de lyse DNAeasy Plant Mini Kit (Qiagen) 
puis homogénéisé à l’aide d’un appareil FastPrep-24™ 5G (MB Biomedicals, fungi program) en 
présence de Lysing Matrix Y (MB Biomedicals). 

La purification a fait appel à un mini kit DNAeasy Plant (Qiagen) suivant le protocole décrit en Annexe 
9. 
 
Au terme de ce protocole, 100 μL de solution d’ADN à 200 ng/μL ont pu être obtenus, pour un total de 
20 μg d’ADNg (DO260/DO280 = 1.7). La concentration d’ADN a été évaluée au moyen d’un 
spectrophotomètre NanoVue (GE Healthcare Life Science). 
 

4. Recherche des gènes par PCR dégénérée et purification des 
amplicons 

 
Au terme de l’extraction de l’ADN génomique, la recherche de séquences génétiques d’intérêt est 
effectuée par PCR. Les PCR ont utilisé un thermocycleur GenePro (Bioer Inc.). La présence de deux 
des trois gènes du cluster présomptif de biosynthèse des mycosporines a été recherchée : DHQS et 
ATP-grasp. Du fait de l’implication des O-MT dans de nombreuses voies métaboliques, ce gène ne 
saurait être fiablement relié à la biosynthèse des mycosporines. Des amorces fongiques et 
cyanobactériennes ont été désignées pour chacun de ces deux gènes avec pour DHQS deux paires 
d’amorces fongiques et un set d’amorces cyanobactériennes et pour ATP-grasp un set de primers 
fongiques et deux paires de primers cyanobactériens.  
 

a. Désignation des amorces cyanobactériennes 
 

Des recherches d’homologies de séquence BLASTp ont utilisé comme sondes les séquences 
protéiques DHQS-like (Ava_3858) et ATP-grasp (Ava_3856) associées à la biosynthèse des 
mycosporines chez Anabaena variabilis. Les séquences homologues identifiées d’autres 
cyanobactéries ont été retirées, plus particulièrement celles reliées à des souches proches du genre 
Calothrix. Les alignements de séquence ont été réalisés avec Clustal Omega pour identifier les motifs 
conservés et sont présentés en Annexe 9 de ce manuscrit (Figure 74 et Figure 75). Les amorces 
dégénérées sont désignées manuellement de sorte à amplifier des fragments d’environ 300-400 pb. 
Les amorces retenues sont les suivantes : 
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DegATP_1_F (HKYWL): 5’- GAAAGTCAYAARTAYTGGYT-3’ 
DegATP_1_R (WIMQE): 5'-AAAYTCYTGCATDATCCA-3'   
DegATP_2_F (YAIECNP): 5’-TACGCAATYGARTGYAAYCC-3’   
DegATP_2_R (IDFNIGK): 5’-TTCCCGATRTTRAARTCDAT- 3’  
DegDHQS_F (RNGMAE): 5’-CGTAACGGNATGGCNGA-3’ 
DegDHQS_R (HGHAVN): 5’-TTCACTGCRTGNCCRTG-3’  
  

b. Désignation des amorces fongiques 
 

Des recherches d’homologies de séquence BLASTp ont été menées sur la base des séquences 
protéiques DHQS-like et ATP-grasp de Magnaporthe oryzae. Les alignements de séquence 
(présentés en Annexe 9 : Figure 76 et Figure 77) et le choix des amorces se sont déroulés selon le 
protocole indiqué plus haut. Les amorces suivantes ont été retenues :   

ATPgrasp_fungi_deg_F (ELLMHY): 5’- GARCTNCTNATGCAYTA-3’ 
ATPgrasp_fungi_deg_R (IECNPR): 5’-CGNGGRTTRCAYTCRAT-3’ 
DHQS_fungi_deg_F1 (IGEKAK): 5’-ATHGGNGARAARGCNAA-3’  
DHQS_Fungi_deg_R1 (IKVAVN): 5’-TARTTNACNGCNACYTTDAT-3’ 
DHQS_Fungi_deg_F2 (RNGFAE): 5’-CGNAAYGGNTTYGCNGA-3’ 
DHQS_Fungi_deg_R2 (AYGHTW): 5’-CATNGTRTGNCCRTANGC-3’ 
  

c. Conditions de PCR  
 

Les PCR ont été réalisées dans un volume total de 25 μL contenant 1 μL (échantillons 
microdisséqués) ou 2 μL (lichen total) d’ADN génomique, 2,5 μL de tampon 10x Key Buffer, 1 μL 
supplémentaire de MgCl2 à 25 mM (pour atteindre une concentration finale de 2,5 mM), 1,2 μL de 
DMSO, 4 ou 8 μL d’amorces sens et anti-sens (25 μM) (amorces cyanobactériennes et fongiques, 
respectivement), 0,2 μL de Taq ADN polymérase (VWR), dH2O : qsp 25 μL.  
 
Les conditions de PCR ont été les suivantes : une étape de dénaturation initiale à 95°C pendant 2 
minutes, 45 cycles contenant une étape de dénaturation à 95°C pendant 20 secondes, 45 secondes 
d’hybridation à 42°C et 45 secondes d’élongation à 72°C et une étape d’élongation finale à 72°C 
pendant 10 minutes. 
 
La validité des conditions de PCR pour les amorces cyanobactériennes a été évaluée sur une souche 
productrice de mycosporines : Calothrix sp. PCC 6303. 
 
Les produits de PCR sont ensuite analysés par électrophorèse sur gel d’agarose (1,2%). Les 
fragments amplifiés sont excisés sous lumière UV puis l’ADN en est extrait au moyen d’un kit 
NucleoSpin Gel and PCR Clean-up (Macherey-Nagel) suivant les indications du fabricant. 
 

5. Sous-clonage des produits PCR 
 
Les gènes sont insérés dans le vecteur pCR2.1-TOPO à l’aide d’un kit de sous-clonage TOPO® TA 
Cloning® (ThermoFisher Scientific) dans le but d’en réaliser le séquençage. Le principe de cette 
méthode est décrit en Annexe 9. 
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Le mélange de ligation est le suivant : 
 

Réactif Volume 

Produit PCR purifié 2.4 μL 

Solution Saline 1 μL 

Eau 1.6 μL  

Vecteur TOPO 1 μL 

 
La réaction de ligation se déroule sur une nuit à température ambiante. 
 

6. Transformation des cellules et sélection des clones 
recombinants 

 
Des bactéries Escherichia coli DH10b ont été transformées avec la réaction de ligation TOPO. Les 
transformants ont été sélectionnés sur le milieu LB (Lysogeny Broth) gélosé supplémenté par de la 
kanamycine (50 μg/mL). Les cultures ont été incubées à 37°C pendant une nuit. L’insertion du 
fragment PCR a été criblé à l’aide du test X-Gal (dit bleu-blanc). Le principe de ce criblage est détaillé 
en Annexe 9.  
 

7. Purification de l’ADN plasmidique 
 

Au terme de ce protocole, les colonies contenant les plasmides recombinants sont mises à cultiver en 
milieu LB liquide à 37°C pendant une nuit. L’ADN plasmidique doit ensuite être isolé spécifiquement 
en éliminant l’ADN du chromosome bactérien par un protocole de lyse alcaline (Bimboim and Doly, 
1979). Le protocole de lyse alcaline et le principe de la méthode sont décrits en Annexe 9.  

8. Séquençage  
 

Le séquençage est effectué par une prestation de service (Eurofins MWG Oregon). Le séquençage 
des plasmides fait appel aux amorces M13 (-21) flanquant le site d’insertion du transgène. 

ii. Premiers résultats sur l’équipement génétique des symbiontes 
 

La recherche de ces gènes a été effectuée sur lichen total et sur cyanobactérie microdisséquée et 
devrait être à l’avenir appliquée à du champignon microdisséqué. Différentes amorces ont été 
employées pour caractériser la présence du cluster de gènes associé à la biosynthèse des 
mycosporines. 

- Pour les amorces fongiques : deux sets de primers ont été utilisés pour caractériser DHQS, et 
un pour rechercher une séquence ATP-grasp. 

- Pour les amorces cyanobactériennes : un set de primers pour cibler DHQS et deux autres 
pour ATP-grasp. 

Les résultats des recherches de gènes menées depuis la cyanobactérie microdisséquée sont 
consignés ci-après (Figure 41) : 
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FIGURE 41 : RECHERCHE DES GÈNES DHQS-LIKE ET ATP-GRASP (AMORCES CYANOBACTERIÉNNES DANS LES DEUX 

CAS) AU SEIN DE LA CYANOBACTÉRIE MICRODISSÉQUÉE (RIVULARIA) 

La séquence du fragment amplifié par les amorces DHQS-like est donnée en Annexe 9 (Figure 81). 

Des recherches d’homologies de séquence inter-nucléotidiques BLASTx sont menées sur ce 
fragment. Son plus proche homologue (92% d’identité de séquence) est un gène impliqué dans la 
biosynthèse des mycosporines décrit chez la cyanobactérie Rivularia sp. PCC 7116, cette dernière 
étant dotée du cluster de gènes complet pour assurer la biosynthèse des mycosporines (Figure 42). 

 

FIGURE 42 : CLUSTER DE GÈNES ASSOCIÉ À LA BIOSYNTHÈSE DES MYCOSPORINES CHEZ RIVULARIA SP. PCC 7116 

Si les photobiontes de Lichina pygmaea sont traditionnellement associés au genre Calothrix, la 
récente caractérisation moléculaire des cyanobiontes de différents Lichina (dont Lichina pygmaea) 
suggère plutôt que le champignon lichénisant s’associe en réalité à des cyanobactéries du genre 
Rivularia dans cette espèce (Ortiz-Álvarez et al., 2015). 

Pour l’instant, les recherches de gènes fongiques n’ont été menées qu’à partir du lichen total, et non 
encore sur du champignon microdisséqué. Tandis que les deux jeux d’amorces ciblant d’éventuels 
gènes DHQS-like ne permettent pas d’amplification par PCR, deux fragments différents (de 400 et 600 
pb) sont détectés avec les amorces ATP-grasp fongiques (Figure 43).  

 

FIGURE 43 : RECHERCHE DES GÈNES DHQS-LIKE ET ATP-GRASP (AMORCES FONGIQUES DANS LES DEUX CAS) AU SEIN 

DU LICHEN TOTAL.  
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À ce stade, ces résultats pourraient laisser penser que la cyanobactérie serait dotée du gène DHQS 
tandis que le champignon possèderait dans son génome le gène ATP-grasp.  

Pour valider ces résultats préliminaires, cyanobactéries et lichen total ont été soumis à des PCR au 
moyen des amorces désignées pour chacun des deux partenaires (Figure 44). L’amplification par les 
amorces ATP-grasp fongiques depuis le lichen total et non depuis la cyanobactérie est un élément 
supplémentaire en faveur de l’origine fongique de ces gènes. Le séquençage de ce gène est en 
cours. En revanche, il est plus surprenant de constater qu’une séquence est amplifiée au moyen des 
amorces ATP-grasp cyanobactériennes alors qu’aucun gène n’avait pu être amplifié de la 
cyanobactérie micro-disséquée. Il apparaît donc vraisemblable que ces séquences soient amplifiées à 
partir de cyanobactéries épiphytes (Grube et al., 2015) plutôt qu’à partir du cyanobionte primaire. 
Cette hypothèse est aussi accréditée par l’absence d’amplification à partir de l’ADN de cyanobactérie 
microdisséquée. La complexité considérable de l’écosystème lichénique peut donner lieu à des 
interférences liées à l’amplification de séquences microbiennes et non à celles issues des partenaires 
principaux de la symbiose. Ce risque légitime le besoin de recourir à des échantillons microdisséqués 
plutôt qu’au lichen total pour s’affranchir autant que possible de ces contaminations. Aussi, 
l’investigation génétique de champignon micro-disséqué apparaît indispensable pour la poursuite de 
ces travaux.  

 

FIGURE 44 : RÉSUMÉ DES AMPLIFICATIONS DE GÈNES ATP-GRASP 

La bande amplifiée par la première paire d’amorces cyanobactériennes ATP-grasp a été sous-clonée 
puis séquencée au moyen d’amorces M13 (-21). Deux populations de clones distincts sont en fait 
disintguées et leurs séquences sont données en Figure 82, Annexe 9. Les homologies de séquence 
sont ensuite recherchées par BLASTx (Figure 45). 

>ATPCyano_pair 1_Total lichen gDNA clone 1 

Description (five first hits)                         Query cover     E value    Ident         Accession  

ATP-grasp domain-containing protein [Pleurocapsa sp. PCC 7319]        99%  1e-85 81%  WP_019509604.1 

ATP-grasp enzyme [Myxosarcina sp. GI1]         99%  5e-84 78%  WP_036482405.1 

DUF201 domain-containing protein [Stanieria cyanosphaera]    99%  3e-80 77%  WP_015192873.1 

hypothetical protein [Synechococcus sp. PCC 7335]        99%  7e-80 77%  WP_006456065.1 

hypothetical protein STA3757_07780 [Stanieria sp. NIES-3757]    99%  7e-80 75%  BAU63414.1 
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>ATPCyano_pair 1_Total lichen gDNA clone 2 

Description  (five first hits)   Query cover  E value  Ident  Accession 

ATP-grasp domain-containing protein [Trichodesmium erythraeum] 99%  3e-80 74%  WP_011612489.1 

ATP-grasp domain-containing protein [Lyngbya sp. PCC 8106] 98%  6e-67 65%  WP_009783739.1 

ATP-grasp domain protein [Lyngbya aestuarii]   99%  1e-65 62%  WP_023068529.1 

ATP-grasp enzyme [Scytonema tolypothrichoides]  99%  8e-62 60%  WP_048866499.1 

hypothetical protein [Oscillatoria sp. PCC 10802]   99%  1e-61 62%  WP_017716159.1 

FIGURE 45 : RECHERCHE DES SÉQUENCES HOMOLOGUES (BLASTX) DES FRAGMENTS DE GÈNE AMPLIFIÉS PAR LES 

AMORCES ATP-LIKE CYANOBACTÉRIENNES SUR LE LICHEN TOTAL MAIS PAS SUR RIVULARIA SP 

Concernant les gènes DHQS-like, les amorces fongiques n’amplifient pas de fragments dans le 
génome cyanobactérien. En revanche, plusieurs fragments sont amplifiés lorsque les amorces 
cyanobactériennes sont utilisées sur le lichen total (Figure 46). Leur sous-clonage est actuellement en 
cours. 

 

FIGURE 46 : RÉSUMÉ DES AMPLIFICATIONS DE GÈNES DHQS-LIKE 

Il apparaît donc que ces séquences géniques proviennent également de cyanobactéries autres que le 
cyanobionte lichénique, ce d’autant plus que les séquences homologues ne sont pas décrites à partir 
de Rivularia. L’étude de champignons microdisséqués plutôt que de lichen total devrait permettre de 
contourner cet écueil. 

Les données pouvant être retirées des travaux de biologie moléculaire  à l’achèvement de cette thèse 
sont consignées dans ce tableau : 

Primers Matériel 

Cyanobactérie  

Rivularia sp. 

Champignon  

Lichina pygmaea F 

Lichen total 

Lichina pygmaea  

DHQS-Cy Oui Analyses 

 

En 

 

Cours 

Non 

ATP-grasp-Cy 1 Non Oui ? 

ATP-grasp-Cy 2 Non Non 

DHQS-F 1 Non Non 

DHQS-F 2 Non Non 

ATP-grasp-F Non Oui 
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La réelle absence d’ATP-grasp du génome du cyanobionte est en passe d’être vérifiée au moyen 
d’amorces spécifquement désignées à partir de séquences d’ATP-grasp de cyanobactéries du genre 
Rivularia. De la même façon, l’utilisation d’autres amorces doit être considérée avant d’exclure la 
présence de DHQS des cellules de champignon.  

L’exploration du contexte génomique des différentes séquences repérées pourrait également être 
effectuée au moyen de techniques de Genome Walking (Leoni et al., 2011) afin d’apprécier le cluster 
de biosynthèse dans son ensemble. Tandis que le gène O-MT intervient dans trop de voies 
métaboliques pour pouvoir être relié sans discernement à la biosynthèse des mycosporines, sa 
présence contiguë à celle d’un gène DHQS-like serait très évocatrice de cette voie de biosynthèse 
(Balskus and Walsh, 2010; Singh et al., 2010).  
 
À terme, les gènes séquencés devraient permettre de désigner des amorces pour localiser la 
présence de séquences d’ADN ou d’ARNm au sein des coupes de lichens. Des approches combinées 
émergent pour relier l’activité métabolique de cellules individuelles à leur identité taxonomique  et/ou à 
leur distribution tissulaire. Tandis que la localisation des métabolites repose sur des techniques de 
d’imagerie par spectrométrie de masse telles que précédemment décrites (e.g (MA)LDI-MSI), les 
techniques FISH permettent d’analyser le contenu génétique de cellules individuelles. Les analyses 
de type (MA)LDI-FISH émergent donc comme des stratégies privilégiées pour étudier les interactions 
microbiennes in situ. Ainsi, Kaltenpoth et al. ont pu relier la production d’antibiotiques à la surface de 
cocons de guêpe Philanthus à la présence de bactéries symbiotiques Streptomyces philanthi 
(Kaltenpoth et al., 2016). Dans notre cas de figure, ne pouvant exclure que le cluster entier de 
biosynthèse soit présent chez les deux partenaires, à l’instar de ce qui a été rapporté chez le corail 
Acropora digitata, la recherche de séquences géniques exprimées (ARNm) devrait être privilégiée 
pour statuer sur la réelle implication des associés dans la biosynthèse de ces métabolites 
secondaires. 
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CONCLUSION GÉNÉRALE/PERSPECTIVES 
Les lichens représentent des organismes pionniers dont l’extraordinaire résilience tient pour partie à la 
constitution d’un arsenal de défense chimique unique dans le vivant (Stocker-Wörgötter, 2008). Cette 
chimiodiversité légitime l’intérêt grandissant suscité par les lichens en pharmacognosie, d’autant plus 
que ces composés sont dotés d’activités biologiques variées et souvent significatives (Shukla et al., 
2010; Shrestha and St. Clair, 2013). Outre cet aspect, les métabolites secondaires jouent également 
un rôle important dans la phylogénie des lichens, ce qui représente un autre intérêt à explorer la 
chimie de ces organismes (Hawksworth, 1973; Frisvad et al., 2008).  

Ce travail a été mené selon deux grands axes. Cette thèse s’est d’abord penchée sur le 
développement de nouveaux outils permettant de réaliser du profilage chimique à haut débit. Les 
stratégies analytiques retenues se sont adossées à des caractéristiques particulières des composés 
lichéniques ou de leurs métabolites.  

L’accumulation des métabolites secondaires dans les tissus superficiels du lichen, voire leur 
cristallisation à la surface des filaments mycéliens, a été perçue comme une opportunité pour 
développer des méthodes de détection in situ. Une méthode de spectrométrie de masse à ionisation 
ambiante, le DART-MS, a démontré son aptitude à générer des profils chimiques complets à partir 
d’extraits acétoniques mais également de poudre de thalles voire de thalles natifs. De nombreuses 
classes structurales ont ainsi pu être détectées par le DART, aussi bien en modes positif que négatif : 
depsides, depsidones, dibenzofuranes, naphtoquinones, xanthones (Le Pogam and Boustie, 2016), 
acides paraconiques, dérivés de l’acide pulvinique et mycosporines (Le Pogam et al., 2015b) 
soulignant la polyvalence de cette méthode en lichénologie.  

De plus, les spectres de masse fournis par le DART restent généralement simples à interpréter car ils 
contiennent le plus souvent des ions quasi-moléculaires prédominants. Seuls les depsides révèlent 
des fragmentations véritablement prononcées. En mode négatif, les dissociations décrites pour ces 
composés s’avèrent comparables à celles obtenues en utilisant d’autres sources (ESI, FAB…) et des 
signatures spectrales récurrentes ont pu être observées en mode positif. L’intérêt du DART pour la 
déréplication a été démontré en étudiant un lichen modèle : Ophioparma ventosa. La mise en 
évidence d’un depside rare et jusqu’alors jamais décrit dans cette espèce, l’acide miriquidique, a été le 
point de départ d’investigations plus poussées. Chez ce même lichen, il a également pu être établi 
que le DART permet une première estimation de la distribution de métabolites secondaires au sein du 
thalle en révélant des profils chimiques différents entre les faces supérieure et inférieure de cette 
espèce (Le Pogam et al., 2016a).  

Au cours des différentes analyses engagées sur le lichen modèle Ophioparma ventosa, il est apparu 
que ce lichen accumulait dans ses apothécies de nombreux pigments non caractérisés 
structuralement. Une étude phytochimique ciblée sur les seules apothécies de ce lichen a alors été 
engagée. Tandis que l’haemoventosine était le seul pigment chimiquement identifié au sein des 
organes reproducteurs d’Ophioparma ventosa, cinq autres pyranonaphtoquinones ont pu y être 
isolées et identifiées : un premier pigment connu chez les champignons mais nouveau chez les 
lichens – l’anhydrofusarubine lactone – ainsi que quatre nouvelles structures : l’ophioparmine, deux 
épimères de la 4-méthoxyhaemoventosine ((3S,4R)- et (3S,4S)-4-méthoxyhaemoventosines et un 
isomère de la 3S-4-hydroxyhaemoventosine dont la configuration absolue du carbone 3 n’a pas pu 
être déterminée (Le Pogam et al., 2016b). 

Le DART-MS représente donc un outil déréplicatif de choix en lichénologie en permettant l’analyse de 
très petites quantités de lichens (un fragment de thalle suffit) mais également avec une préparation de 
l’échantillon virtuellement nulle consistant au maximum à broyer le lichen. Enfin, des informations 
complémentaires à l’analyse de l’échantillon peuvent être obtenues en faisant varier la température. 
Ainsi, la source DART a été mise à profit pour étudier les constantes thermodynamiques associées à 
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la déshydratation de la mycosporine sérinol. À notre connaissance, l’utilisation du DART à de telles 
fins thermodynamiques n’a pas été décrite auparavant dans la littérature (Le Pogam et al., 2015b).  

La seconde approche de spectrométrie de masse retenue dans le cadre de ces travaux est le LDI. Du 
fait de la forte absorption UV et d’une relative homologie structurale des molécules lichéniques avec 
certaines matrices commerciales, il a été observé que tous les grands groupes de métabolites 
lichéniques sont ionisables sans devoir y adjoindre de matrices en mode négatif (= auto-ionisables). 
L’analyse d’extraits acétoniques totaux de lichens couvrant la chimie de ces organismes dans sa 
diversité a démontré la polyvalence du LDI pour leur profilage chimique. L’ionisation douce 
déclenchée par le LDI livre des spectres dominés le plus souvent par l’ion déprotoné et, ici aussi, 
seuls les depsides fragmentent de façon significative, toujours en lien avec les fragmentations 
constatées en ayant recours à d’autres sources d’ions. Il est à noter que la possibilité offerte par le LDI 
de générer des ions radicalaires permet la détection d’espèces qui peuvent difficilement l’être en 
faisant appel à d’autres sources d’ions (e.g quinones difficilement déprotonables car engageant des 
liaisons hydrogène intramoléculaires) (Le Pogam et al., 2015c). 

Les analyses LDI ne nécessitent que très peu de préparation puisqu’il s’agit simplement de préparer 
un extrait acétonique total et de le déposer à la surface de cibles MALDI. Cette méthode de 
déréplication fait appel à peu de matière première puisque les analyses LDI requièrent 0,7 μL d’une 
solution à 10 mg/mL. Les analyses LDI sont par ailleurs peu onéreuses et sont automatisables, 
permettant d’analyser une trentaine d’échantillons en l’espace d’une heure à une heure trente. 

L’auto-ionisabilité des métabolites secondaires lichéniques pourrait amener à évaluer leurs propriétés 
matricales, à l’instar de ce qui avait initialement été réalisé pour l’acide usnique (Schinkovitz and 
Richomme, 2015). 

Si ces stratégies analytiques innovantes offrent de nouvelles perspectives pour le criblage de lichens 
à haut débit, les instrumentations permettant ces analyses font appel à des compétences avancées 
en chimie analytique pour piloter et entretenir de tels équipements. Aussi, la CCM reste encore à 
l’heure actuelle la méthode d’identification des composés lichéniques la plus largement employée par 
les lichénologues. Les limites associées à cette approche sont bien connues dans la mesure où il 
s’agit de caractériser les molécules et non de les identifier. Ce travail s’est donc également penché sur 
la possibilité d’identifier les familles structurales lichéniques par CCM-NI-ESI-MS. La détection par 
spectrométrie de masse depuis la plaque CCM s’avère généralement sensible avec des composés 
détectés pour la plupart dès 1 μg. L’intérêt de ce couplage est mis en évidence dans des cas de figure 
où la distinction des composés lichéniques est réputée difficile (depsides à longues chaînes 
aliphatiques, depsidones polaires…). Deux limites doivent être gardées à l’esprit : 

- les composés polaires ont une détection moins sensible, sans doute du fait de leur désorption 
plus difficile depuis la plaque de silice ; 

- les composés difficilement déprotonables ne sont pas détectés en CCM-NI-ESI-MS. Cette 
limite n’est pas liée à l’interface CCM-MS mais est une limite du processus d’ionisation ESI 
qui ne permet pas la formation d’ions radicalaires.   

Tandis que les avantages associés aux méthodes DART-MS et LDI-MS demeurent évidents en 
termes de temps de préparation des échantillons et de l’analyse en elle-même, le manque de 
données complémentaires à l’appui (e.g temps de rétention, spectre UV/Vis) peut entraver 
l’identification non ambiguë de certains métabolites secondaires (Sica et al., 2015). À titre d’exemple, 
les limites associées à la déréplication des lichens par le DART et/ou le LDI peuvent être mises en 
évidence au travers du profilage de Lecidella asema, lichen producteur de xanthones chlorées 
présentant de nombreuses isoméries possibles. L’identification se fonde alors sur les données 
préalables de la littérature concernant la chimie de ce lichen mais la spectrométrie de masse ne livre 
aucune donnée spectrale en faveur de l’un ou l’autre des isomères.  Parmi les perspectives 
enivsageables pour obtenir davantage d‘informations tout en conservant une approche sans couplage 
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chromatographique, nous pensons en priorité à la spectrométrie de mobilité ionique couplée à la 
spectrométrie de masse (IM-MS pour Ion Mobility – Mass Spectrometry). L’IM-MS associe à la mesure 
des masses une seconde dimension de séparation tenant compte de la structure des ions en phase 
gazeuse (Kanu et al., 2008). Pour réaliser cette séparation supplémentaire, une cellule de mobilité 
ionique est introduite en aval de la source d’ions et en amont de l’analyseur (Figure 47). Au sein de 
cette chambre règne une pression relativement élevée de gaz tampon (typiquement de 5 Torr environ 
avec un gaz inerte comme l’hélium ou l’azote) et un champ éléctrique relativement faible. L’énergie 
thermique fournie aux ions par les collisions avec le gaz tampon doit être supérieure à celle acquise 
par le champ électrique imposé aux ions (Gabelica, 2006). De fait, les processus de diffusion 
dominent dans la cellule de dérive de telle sorte que la migration des ions dans cette chambre est 
assimilable à une diffusion dirigée (Kanu et al., 2008). Plus l’ion adopte une conformation compacte, 
moins il est freiné par les collisions et plus sa vitesse de migration dans cette cellule sera élevée, et 
inversement. L’introduction de molécules chirales dans ce gaz inerte a permis la séparation en phase 
gazeuse de différents énantiomères (Dwivedi et al., 2006). 

 

FIGURE 47: PRINCIPE DE LA SPECTROMÉTRIE DE MOBILITÉ IONIQUE COUPLÉE À LA SPECTROMÉTRIE DE MASSE 
(ADAPTE DE (GABELICA, 2006)) 

 

Si le couplage de la cellule de mobilité ionique aux techniques de désorption/ionisation laser est 
rencontré de façon courante dans la littérature, l’association de la mobilité ionique au DART-MS est 
une approche qui n’a été décrite que récemment (Harris et al., 2011; Räsänen et al., 2014).  

L’absence d’extraction et la possibilité de travailler à partir de très petites quantités d’échantillons font 
également du DART-MS une technique privilégiée pour l’analyse de matériels d’intérêt patrimonial en 
minimisant la quantité de matière première à prélever au sein de spécimens historiques (Adams, 
2011; Selvius DeRoo and Armitage, 2011). De telles perspectives revêtent un intérêt tout particulier 
dans le contexte de l’équipe PNSCM qui héberge l’herbier Des Abbayes, collection d’une importance 
majeure compilant environ 1.300 espèces (pour ca. 11.000 spécimens) dont certains ont plus de 100 
ans (Delmail et al., 2012). Dans ce même souci de préservation d’échantillons précieux, il est 
intéressant de noter que la littérature comporte quelques analyses d’empreintes d’échantillons plutôt 
que de l’échantillon  directement au moyen d’approches connexes de spectrométrie de masse comme 
le DESI-MS (Ifa et al., 2011; Müller et al., 2011). Pour ce faire, les analytes sont transférés de la 
matière première à une membrane de nature variable en y pressant l’échantillon pour que les analytes 
s’y adsorbent (papier ordinaire, surfaces poreuses dérivées du Téflon)… Cette approche semble 
d’autant plus applicable aux lichens que leurs métabolites secondaires se localisent en surface des 
filaments mycéliens du fait de la cristallisation des métabolites lichéniques à la surface des filaments 
fongiques, laissant présager d’une adsorption aisée de ces molécules bien accessibles (Stocker-
Wörgötter, 2008). 
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Concernant le couplage de la CCM à la spectrométrie de masse, des alternatives peuvent être 
envisagées à la méthode CCM-ESI-MS décrite dans ce manuscrit. Parmi les autres techniques 
l’approche CCM-LDI-MS peut être citée. De telles analyses restent rares à ce jour avec un premier 
article basé sur cette approche paru en 2009 et décrivant la détection d’alcaloïdes quaternaires (donc 
déjà chargés positivement) de la plante Berberis barandana (Shariatgorji et al., 2009).  Différents 
avantages peuvent être attendus du couplage CCM-LDI-MS face au couplage CCM-ESI-MS : 

- la rapidité de l’analyse. L’élution des composés à partir des bandes d’intérêt en CCM-ESI-MS 
requiert une minute suivie de quatre à cinq autres minutes pour ramener le courant ionique 
total à son niveau basal et ainsi permettre l’analyse d’une nouvelle bande ; 

- la possibilité de parcourir des surfaces. D’une façon rigoureusement analogue à l’imagerie LDI 
présentée dans le chapitre « Histolocalisation » de cette thèse, le laser peut parcourir 
l’ensemble de pistes de migration en CCM pour ensuite y cartographier les différents signaux 
(Batubara et al., 2015; Cheng et al., 2011). Cette analyse systématique de l’ensemble de la 
piste de migration permet de s’affranchir de l’étape préalable de repérage des positions à 
analyser, avec le biais de ne pas rechercher les composés non visualisés en amont (e.g acide 
roccellique non visible aux longueurs d’onde de lecture UV classique 254 et 365 nm mais 
ionisable en LDI).   

En contrepartie, le laser UV employé en LDI ne pénètre que peu la silice dans son épaisseur, l’analyte 
ne peut en être désorbé que depuis les couches les plus superficielles de la plaque CCM. Par voie de 
conséquence, une perte de sensibilité par rapport à l’ionisation CCM-ESI-MS, qui désorbe les 
composés dans l’épaisseur de la plaque, peut être attendue (Fuchs et al., 2009).  

L’extension de nos essais de diffraction de poudres lichéniques aux rayons X devrait permettre de 
mieux cerner le potentiel déréplicatif de cette approche. 

Les conclusions et les perspectives associées au volet déréplication sont reprises dans la Figure 48. 

 

FIGURE 48 : RÉSULTATS ET PERSPECTIVES ASSOCIÉS AU DART-MS ET AU LDI-MS À L’ISSUE DE CES TRAVAUX 
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Un autre enjeu de cette thèse gravitait autour de l’histolocalisation des composés lichéniques dans le 
thalle. Dans la mesure où la distribution des métabolites secondaires dans le lichen est souvent en 
lien avec leurs rôles écologiques, l’imagerie par spectrométrie de masse peut représenter un puissant 
outil au service de questions d’écologie chimique. De la même façon, ces données spatiales peuvent 
fournir des clés pour comprendre les séquences de biosynthèse de métabolites secondaires chez ces 
organismes symbiotiques. 

Sur la base de la distribution irrégulière des molécules d’Ophioparma ventosa constatée par analyses 
DART-MS, les premières analyses d’imagerie LDI ont porté sur des coupes transversales 
d’Ophioparma ventosa. Les cinq molécules majoritaires de ce lichen (haemoventosine, acides 
usnique, divaricatique, thamnolique et miriquidique) ont pu être imagées avec une résolution spatiale 
atteignant 50 μm et leurs distributions vont dans le sens des hypothèses d’écologie chimique 
précédemment décrites dans la littérature. Il est à noter que l’un des nouveaux pigments présent à 
l’état de trace, la 4-hydroxyhaemoventosine a même pu être imagé. Concernant l’acide miriquidique, 
molécule décrite pour la première fois chez O. ventosa au titre de ce travail, sa distribution dans les 
parties basales du lichen et sa présence longitudinale inhomogène sont compatibles avec son 
acquisition à partir de thalles produisant ce depside et parasités par ce lichen. Hypothèse d’autant 
plus vraisemblable que ce depside se concentre pour devenir un métabolite majoritaire au niveau de 
certaines parties du thalle et totalement manquer au niveau d’autres fragments (considérés 
longitudinalement). Il peut être supposé que les portions de thalle concentrant cette molécule 
correspondent aux régions du lichen s’étant développées sur des thalles qui pourraient être ceux de 
Miriquidica garovaglii, la présence de ce dernier étant avérée sur les rochers où l’on a pu récolter O. 
ventosa. 

De telles approches devraient également permettre de préciser quel(s) partenaire(s) de la symbiose 
accumule(nt)  les métabolites secondaires du lichen pour cerner la contribution de chacun dans leur 
biosynthèse. S’il est généralement admis que la biosynthèse des polyphénols lichéniques est 
imputable aux champignons (à partir des sucres transmis par le photobionte), les mycosporines - 
molécules notamment connues chez des champignons, des cyanobactéries et des algues vertes - ont 
une origine plus difficile à établir chez les lichens dans la mesure où chacun des partenaires de la 
symbiose est connu comme pouvant produire des mycosporines lorsqu’il vit isolément. 

Pour mieux comprendre la biosynthèse des mycosporines chez les lichens, un projet alliant imagerie 
par spectrométrie de masse et génétique a été engagé sur le cyanolichen modèle Lichina pygmaea : 

- l’imagerie par spectrométrie de masse a dû faire l’objet de quelques ajustements et un 
appareil doté d’une longueur d’onde  de 266 nm a été employé pour assurer une détection 
plus efficace des mycosporines. Si la détection de ces composés s’avère effectivement plus 
sensible à cette seconde longueur d’onde, ces analyses d’imagerie par spectrométrie de 
masse n’ont pas encore permis de préciser la distribution de la mycosporine sérinol au sein 
de coupes de ce cyanolichen. Une autre approche envisagée pour visualiser la distribution de 
la mycosporine sérinol est la spectromicroscopie Raman, équipement récemment arrivé au 
sein de la plate-forme H2P2 ; 

- en parallèle, des études de biologie moléculaire ont été menées en collaboration avec le 
MNHN pour analyser le bagage génétique du champignon et de la cyanobactérie. Le recueil 
séparé des deux symbiontes a pu être réalisé par microdissection-capture laser. La recherche 
de gènes appartenant au cluster de biosynthèse des  mycosporines  a permis de caractériser 
une séquence DHQS-like au sein du génome de la cyanobactérie. Le troisième segment 
génique, ATP-grasp, a pu quant à lui être caractérisé dans l’ADN isolé à partir du lichen total 
au moyen d’amorces d’ATP-grasp fongiques. Des analyses similaires portant sur le 
champignon micro-disséqué sont en cours pour relier ces gènes au mycobionte en présence.   
A l’inverse, le gène ATP-grasp n’a pas pu être caracterisé chez la cyanobactérie et le gène 
DHQS n’a pas été identifié dans la mycobionte pour l’instant.  Des conditions de PCR faisant 
appel à d’autres amorces sont prévues pour statuer sur la réelle absence de ces gènes. 
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Les méthodes envisageables pour l’histolocalisation de composés lichéniques ainsi que les 
problématiques où cette information spatiale est d’intérêt sont résumés dans la Figure 49. 

 

FIGURE 49 : MÉTHODOLOGIES ENVISAGEABLES POUR ÉTABLIR LA DISTRIBUTION TISSULAIRE DE MÉTABOLITES 

LICHÉNIQUES ET PROBLÉMATIQUES DANS LESQUELLES CES ANALYSES PEUVENT S’INSCRIRE

Ces développements méthodologiques appliqués aux lichens ont été facilités par la présence de 
molécules cristallisées à la surface des structures fongiques ou des photobiotes associés. La 
distribution de ces métabolites au sein des lichens est un élément d’importance en taxonomie et leur 
repérage a rapidement été un sujet d’étude pour les lichénologues qui ont développé des approches 
variées  dès le 19ème siècle (caractérisation chimique, reconnaissance cristalline au microscope des 
composés majoritaires, développement de méthodes standardisées en CCM et HPLC, analyse 
Raman…). C’est aussi à l’heure actuelle un enjeu d’importance pour repérer en amont des molécules 
d’intérêt que ce soit pour la taxonomie, une valorisation thérapeutique des métabolites, une 
compréhension de leur rôle au sein du lichen ou de l’environnement biotique ou abiotique associé. 
Tirant profit de nouvelles méthodes analytiques et d’appareillages performants, nos travaux 
permettent d’améliorer le niveau d’information pour la réalisation de profils chimiques rapides et 
fiables. Ils s’inscrivent dans un prolongement et une complémentarité avec d’autres techniques qui 
méritent d’être explorées sur ces organismes modèles. Nous pouvons citer la cristallographie pour 
laquelle nous avons eu des résultats très encourageants mais aussi d’autres techniques (Raman, 
proche IR…) dont la miniaturisation des appareillages permet un accès de plus en plus aisé, y 
compris sur le terrain. Un autre avantage à souligner est la possibilité d’avoir des informations fiables 
avec des quantités infimes de matériel, permettant par exemple d’avoir des approches quasiment non-
destructives. Nous pensons ici à des applications sur des échantillons d’herbier mais aussi à la 
génération de données métabolomiques dont le traitement adéquat peut être une source éclairante 
d’information… 

Le couplage de ces données chimiques à des données de biologie est un élément essentiel à la 
compréhension de mécanismes clés pour le mode de fonctionnement de ces organismes singuliers, 
des approches holistiques semblant nécessaires pour apprécier le fonctionnement de cet éco-système 
dans sa complexité. Nous espérons par exemple que notre approche sur la biosynthèse des 
mycosporines sera prochainement finalisée et ne doutons pas que certains de ces résultats auront 
des applications bien au-delà de l’étude des lichens proprement dite. 
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Annexe 1 : Biosynthèse des métabolites secondaires 
lichéniques 

A. Voie des polyacétates/polymalonates 
 
La voie des polyacétates-polymalonates est associée à une très large majorité de composés 
lichéniques et concentre les motifs structuraux typiques des lichens. Les polyacétates fongiques sont 
biosynthétisés par des méga-enzymes dotées de domaines fonctionnels modulaires : les 
PolyKetideSynthase abrégées PKS (Thomas, 2001). L’incorporation en série d’unités acétylCoA par 
réactions de Claisen successives donne lieu à des dérivés linéaires de type poly-β-cétoester.  
 
La diversité des polyacétates est ensuite liée au choix de l’unité de départ (starter), des unités 
d’extension, à la longueur de la chaîne (liée aux nombre de modules que comporte l’enzyme), à des 
cyclisations régiospécifiques et enfin à d’éventuelles modifications enzymatiques en aval (post-PKS). 
La diversification des polyacétates peut être apportée par la présence de domaines optionnels 
pouvant assurer tout ou partie de ces modifications : réduire le groupement cétone en alcool (domaine 
kétoréductase), déshydrater cet alcool (domaine déhydratase) et éventuellement réduire cette double 
liaison (domaine énoylréductase) (Thomas, 2001). 
 

a. Polyacétates aromatiques 
 
Pour une très importante partie des polyacétates lichéniques, la condensation des unités acétyl-CoA 
et malonyl CoA conduit à la formation d’une chaîne en C-8 qui, par aldolisation interne ou 
condensation de Claisen, livre l’acide orsellinique ou le méthylphloroacétophénone.  
 
La condensation de ces structures de base pour livrer des composés di- (le plus souvent), tri- voire 
parfois tétracycliques introduit la variété des polyphénols lichéniques qui vont diverger selon la nature 
des groupements reliant ces différents motifs (Figure 50) : 
 

- des couplages de type estérification sont rencontrés chez les depsides, depsidones et 
depsones (représentées en bleu) ; 

- une étherification intervient dans l’obtention des depsidones, dibenzofuranes et 
diphényléthers (vert) ; 

- un couplage oxydant, permettant d’accéder à des jonctions C-C, est rencontré chez les 
dibenzofuranes et les depsones (rouge). 
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FIGURE 50 : FAMILLES STRUCTURALES DE MÉTABOLITES LICHÉNIQUES OBTENUES PAR CONDENSATIONS D’UNITÉS 

MONOAROMATIQUES. 
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1. Depsides 
 
La réaction d’estérification entre deux noyaux orcinol donne naissance aux didepsides (la plupart du 
temps désignés sous le nom de depsides). En de plus rares occasions, la condensation de trois ou 
quatre unités livre des tri- et tétradepsides.  
 
Le noyau depside reste très essentiellement associé aux lichens. Ce motif structural est parfois 
retrouvé chez des champignons non lichénisés souvent ornementé de susbtituants qui ne sont pas 
rencontrés chez les depsides lichéniques : on peut ainsi citer les agonodepsides A et B (didepsides 
isolés d’un ascomycète non identifié porteurs de deux groupements 1-méthyl-prop-1-ényl (Cao et al., 
2002),  le guisinol (porteur d’un exemplaire de ce même substituant isolé du champignon marin 
Emericella unguis (Nielsen et al., 1999)), les lécanorines B à F (obtenus à partir de champignons 
endophytes et contenant des cycles aromatiques polyméthylés (de Medeiros et al., 2011, 2015) mais 
également la stromémycine C-hétéroside de depside (Emericellla variecolor (Bringmann et al., 2003)). 
Cependant, il arrive parfois que des depsides lichéniques soient isolés à partir de champignons non 
lichénisants : c’est notamment le cas de l’acide lécanorique qui a pu être isolé à partir d’un Pyricularia 
(Umezawa et al., 1974). En de plus rares occasions, des tridepsides ont pu être caractérisés chez des 
champignons non lichénisants : peuvent ainsi être citées les acides cytoniques isolés de champignons 
endophytiques du genre Cytonaema (Guo et al., 2000), différentes thielavines issues de champignons 
endophytes Setophoma sp. (de Medeiros et al., 2015) et Cladosporium uredinicola (de Medeiros et al., 
2011) ou encore des tridepsides greffés à des acides aminés, les amidepsines, issues d’Humicola sp 
(Inokoshi et al., 2010). Il est d’ailleurs à noter que cette dernière souche produit également de l’acide 
gyrophorique, tridepside couramment rencontrée chez les lichens. Plus rarement, des depsides ont 
été isolés de végétaux, notamment de Papaver rhoeas (Hillenbrand et al., 2004), Myrciaria cauliflora 
(Reynertson et al., 2006), Vaccinium macrocarpon (Turner et al., 2007) et Impatiens balsamina (Li et 
al., 2015) mais la structure de leurs composants monoaromatiques suggère qu’ils dérivent de la voie 
du shikimate. 
 

2. Depsidones 
 
Les depsidones correspondent à deux noyaux orcinoliques unis à la fois par une liaison ester et par 
un éther (Legaz et al., 2011; Sierankiewicz and Gatenbeck, 1973). Plus récemment, Armaleo et al. ont 
pu établir l’implication vraisemblable d’une PolyKetideSynthase (PKS) dans l’oxydation de depsides 
en depsidones en décrivant un cytochrome P450 associé au cluster d’une PKS, CgrPKS16 (Armaleo 
et al., 2011). Néanmoins, la synthèse des depsidones peut impliquer des mécanismes plus 
complexes. Cette seconde voie repose sur le couplage oxydatif d’une benzophénone pour livrer un 
intermédiaire grisadiènedione pouvant à son tour se réarranger en depsidone (Sureram et al., 2013). 
Un tel schéma de biosynthèse est accrédité par des réactions chimiques impliquant cette séquence 
benzophénone/grisadiènedione/depsidone (Sala and Sargent, 1981) et également par la co-
occurrence de la grisadiènedione et de la depsidone correspondante au sein d’un même champignon 
(Adeboya et al., 1996). Ces séquences de biosynthèse sont présentées dans la Figure 51. 
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FIGURE 51 : VOIES DE BIOSYNTHÈSE DES DEPSIDONES 

À l’instar des depsides, les depsidones sont parfois rencontrées hors des lichens. Elles sont 
particulièrement représentées chez les plantes du genre Garcinia. Ornées de groupements prényles, 
ces structures sont à la confluence des voies des acétates-polymalonates et du mévalonate. 
Quelques exemples incluent : les atrovirisidones (Permana et al., 2005), les brévipsidones (Ngoupayo 
et al., 2008), les garcidepsidones (Xu et al., 2000), les garcinisidones (Ito et al., 2001), les 
oliveridepsidones (Ha et al., 2012), les parvifolidones (Rukachaisirikul et al., 2006). Quelques 
depsidones ont également été décrites de champignons non lichénisés : les corynésidones 
(Chomcheon et al., 2009), les eméguisines (Kawahara et al., 1988), l’excelsione (Lang et al., 2007), la 
folipastatine et la niduline (Bycroft and Roberts, 1963) en sont quelques exemples. 
 

3. Depsones 
 

Les depsones résultent de l’association entre deux noyaux orcinoliques par une liaison ester et un 
couplage oxydant. Seules 8 molécules appartenant à cette série ont été identifiées chez les lichens 
jusqu’à présent. Il est admis que les depsones résultent d’un couplage oxydant de depsides tel 
qu’indiqué sur la Figure 52. À titre d’exemple, l’acide picrolichénique, première depsone découverte 
(Wachtmeister, 1958), comporte deux unités de type penténylrésorcinol au même titre que l’acide 
colensoïque (depsidone), que les acides 2-O-methylperlatolique et 2-O-méthylanziaïque (depsides) et 
que l’acide épiphorellique I (diphényléther). La découverte des acides 2-O-méthylperlatolique et 2’-O-
méthylperlatolique dans 6 espèces du genre Pertusaria (Culberson and Dibben, 1972) accrédite la 
filiation biogénétique proposée ci-dessus (Figure 52).  
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FIGURE 52 : BIOSYNTHÈSE PROPOSÉE POUR LES DEPSONES ET FILIATIONS BIOGÉNÉTIQUES POSSIBLES AVEC QUELQUES 

DEPSIDES, DEPSIDONES ET DIPHÉNYLETHERS QUI LEUR SONT STRUCTURALEMENT APPARENTÉES 
(ADAPTÉ DE  (CHOOI, 2008)). 
 

4. Dibenzofuranes et acide usnique  
 
Parmi ces composés, la biosynthèse de l’acide usnique a été la plus étudiée. Ce composé n’est pas 
considéré comme une dibenzofurane au sens strict en raison de la non-aromaticité de son cycle C. 
L’acide usnique résulte du couplage oxydant entre deux unités de méthylphloroacétophénone selon la 
séquence indiquée Figure 53 (Ingolfsdottir, 2002).  
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FIGURE 53 : BIOSYNTHÈSE DE L’ACIDE USNIQUE (ADAPTÉ DE (INGOLFSDOTTIR, 2002) ) 

Aucune étude ne s’est penchée sur la biosynthèse de dibenzofuranes stricto sensu mais des 
propositions extrapolées sur la base du mécanisme démontré pour l’acide usnique ont été formulées 
par Mosbach (Mosbach, 1969). Les dibenzofuranes seraient également le fait de couplages oxydants 
entre deux unités monoaromatiques mais l’absence de groupements méthyles aux sites de couplage 
radicalaire permettrait de maintenir l’aromaticité des deux cycles. Contrairement à l’acide usnique, ces 
dibenzofuranes vraies correspondent à des hétérodimères (Figure 54). 
 

 

FIGURE 54 : BIOSYNTHÈSE DE DIBENZOFURANES SENSU STRICTO (ADAPTÉ DE (CHOOI, 2008)) 
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5. Diphényléthers 
 
Groupe structural moins représenté chez les lichens, les diphényléthers sont souvent perçus comme 
des catabolites de depsidones. A ce titre, il est souvent noté que les diphényléthers sont fréquemment 
isolés en parallèle de depsidones qui leur sont structuralement apparentées (Adeboya et al., 1996; 
Chomcheon et al., 2009; Millot et al., 2009). Un tel scénario biogénétique a été invoqué pour expliquer 
la présence de buelline (diphényléther) à partir de la diploicine (depsidone) (Millot et al., 2009) (Figure 
55). 
 

 

FIGURE 55 : POSSIBLE TRANSFORMATION DE LA DIPLOICINE EN BUELLINE 

La récente découverte d’un cluster de gènes associé à la production d’un diphényléther (l’acide 
pesthaïque) chez le champignon endophyte Pestalotiopsis fici propose toutefois un autre scénario 
biosynthétique initié par une anthraquinone (Xu et al., 2014). Cette autre voie de biogenèse sera 
traitée en aval de la partie abordant les quinones. 
 

6. Quinones, xanthones et chromones 
 
Ces classes de métabolites secondaires ne sont absolument pas spécifiques des lichens et sont 
largement décrites à partir de plantes et de champignons non lichénisés. La biosynthèse des 
quinones résulte de la cyclisation d’un intermédiaire poly-β-cétoester selon le mécanisme indiqué ci-
dessous (Figure 56). La diversité des quinones dépend de la longueur du poly-β-cétoester initial et est 
également le fait d’enzymes qui vont pouvoir introduire une variété de substituants différents en aval 
du travail des PKS. De façon notable, les quinones fongiques et les quinones bactériennes ont des 
procédés de biosynthèse qui divergent par des régiospécificités différentes dans la cyclisation du 
polyacétate initial. Cette spécificité fait que les quinones associées à ces deux règnes présentent 
théoriquement des structures non redondantes (Thomas, 2001).  
 

 

FIGURE 56: BIOSYNTHÈSE DES QUINONES À PARTIR DE L’INTERMÉDIAIRE POLY-Β-CETOESTER 

Les xanthones représentent également un noyau fréquemment rencontré chez les lichens. Bien que 
ce noyau retrouvé chez près de 2.000 molécules naturelles soit essentiellement rencontré chez des 
plantes (80% d’entre elles), la voie de biosynthèse en œuvre chez les champignons diverge de celle 
rencontrée chez les végétaux. En effet, chez les plantes, les xanthones sont issues d’une biosynthèse 
convergente entre la voie du shikimate et la voie des polyacétates/polymalonates tandis que les 
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xanthones lichéniques sont générées par la seule voie des polyacétates. Ces voies de biosynthèse 
divergentes sont à l’origine de patterns de substitution entre les xanthones fongiques et végétales et 
de fait, sur la petite centaine décrite à partir des lichens, moins de 10 sont également rencontrées 
chez des plantes ou des champignons non lichénisants. Le procédé le plus courant de biosynthèse 
implique un repliement du poly-β-cétoester comme indiqué Figure 57 pour donner un intermédiaire 
benzophénone qui cyclise ensuite pour livrer les xanthones de type lichéxanthone.  
 

 

 
FIGURE 57: BIOSYNTHÈSE DES XANTHONES AYANT UN PATTERN D’OXYGÉNATION DE TYPE LICHEXANTHONE 

(LE POGAM AND BOUSTIE, 2016). 
 
Un procédé de biosynthèse plus complexe, reposant sur un intermédiaire anthraquinone permet 
d’atteindre les structures de type thioméline et acides sécaloniques après dimérisation (Figure 58).  
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FIGURE 58: BIOSYNTHÈSE DES XANTHONES AFFILIÉES A LA THIOMÉLINE ET AUX BISXANTHONES DE TYPE ACIDE 

SÉCALONIQUE ET EUMITRINE (LE POGAM AND BOUSTIE, 2016). 

Un état des lieux sur les xanthones d’origine lichénique a été publié en 2016 dans Molecules, le texte 
intégral de cette publication est disponible en Annexe 6. 
 
Parfois isolées à partir de lichens, les chromones, molécules surtout rencontrées chez les végétaux et 
parfois chez des champignons non lichénisants (pour revue voir (Gaspar et al., 2014)) sont obtenues 
par cyclisation de penta-acétates linéaires selon le mécanisme indiqué ci-dessous (Romagni and 
Dayan, 2002) (Figure 59). 
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FIGURE 59: BIOSYNTHÈSE DES CHROMONES 

Comme indiqué plus haut, l’obtention de diphényléthers à partir de l’endocrocine a pu être démontrée 
par une approche génétique. La décarboxylation puis la méthylation de cette molécule livrent dans un 
premier temps le physcion dont le clivage oxydatif va engendrer une benzophénone. Cette dernière, 
sous l’influence d’une DiHydroGéodine Oxydase (DHGO) donne un spiro-intermédiaire de type 
grisadiènedione pouvant se réarranger en diphényléther (Xu et al., 2014) (Figure 60). 
 

 

FIGURE 60: BIOSYNTHÈSE DE DIPHÉNYLETHERS VIA UN INTERMÉDIAIRE ANTHRAQUINONE 
 (ADAPTÉ DE (XU ET AL., 2014)). 
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b. Polyacétates non aromatiques 
Certains acides lichéniques sont obtenus par aldolisation d’une chaîne alcalonyl-CoA avec une unité 
d’acide cétonique. Trois groupes structuraux peuvent ainsi être obtenus (Figure 61): 

- Les γ-lactones 
- Les diacides aliphatiques 
- Les triacides aliphatiques 

 

 

FIGURE 61 : FORMULES CHIMIQUES DE QUELQUES ACIDES ALIPHATIQUES LICHÉNIQUES. 

B. Voie de l’acide mévalonique 
 
Chez les lichens, la voie du mévalonate mène essentiellement aux di- et triterpènes, aux stéroïdes et 
aux caroténoïdes. Ces dérivés ont pour unité de base l’isoprène, obtenu à partir de l’acétylCoA. Les 
conditions de l’isopenténylpyrophosphate (unité en C5) peuvent livrer soit le géranylpyrophosphate 
(C20), précurseur de diterpènes et de caroténoïdes, soit le squalène (C30), précurseur des stéroïdes et 
des terpènes (Figure 62). 
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FIGURE 62: FAMILLES STRUCTURALES ISSUES DE LA VOIE DU MÉVALONATE 

C. Voie de l’acide shikimique 
 
Cette voie de biosynthèse permet d’obtenir des acides aminés aromatiques qui vont chez les plantes 
être les précurseurs des flavonoïdes, des coumarines et des alcaloïdes. Cet axe métabolique 
intervient en revanche assez peu chez les lichens où il est essentiellement associé à la production des 
dérivés de l’acide pulvinique. La dimérisation de l’acide phénylpyruvique livre dans un premier temps 
des dérivés terphénylquinones comme l’acide polyporique selon la séquence réactionnelle indiquée 
dans la Figure 63 (Schneider et al., 2008). La coupure oxydative du cycle médian permet la 
constitution d’une γ-lactone pour atteindre le squelette final des dérivés de l’acide pulvinique comme 
indiqué ci-dessous (Gill and Steglich, 1987).  Non spécifiques des lichens, les dérivés de l’acide 
pulvinique aussi bien que les terphénylquinones sont rencontrés chez de nombreux Basidiomycètes 
(Beaumont et al., 1968; Gill and Kiefel, 1994; Steglich et al., 1969; van der Sar et al., 2005; Winner et 
al., 2004). 
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FIGURE 63: BIOSYNTHÈSE DES DÉRIVÉS DE L’ACIDE PULVINIQUE (GILL AND STEGLICH, 1987)
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Annexe 2 : Généralités sur la diffraction des rayons X par la 
matière cristallisée 

A. Concepts cristallographiques de base 
 
L’état cristallin se définit traditionnellement comme un arrangement triplement périodique de la matière 
à l’échelle atomique. Depuis 1992 toutefois, l’IUCr (Internation Union of Crystallography) définit les 
cristaux comme des objets physiques donnant lieu à des pics de diffraction essentiellement fins (au 
sens où l’information structurale est principalement contenue dans des pics répondant à la loi de 
Bragg).  
 
L’approche traditionnelle de la cristallographie est associée à un certain nombre de définitions 
fondamentales : 
 
La maille élémentaire représente une unité de base (période) à partir de laquelle l’ensemble du 
cristal peut être engendré par opérations de translations.  
 
Ce volume élémentaire est caractérisé par une origine O et trois vecteurs de base non colinéaires a, b 
et c. Les paramètres de maille correspondent aux normes de ces trois vecteurs et aux angles α, β et γ 
qui existent entre eux, définissant sept systèmes cristallins (Figure 64). 
 

 

FIGURE 64: LES SEPT SYSTÈMES CRISTALLINS 

On définit ensuite l’ensemble des points O’ vérifiant : 
 
OO’ = ma + nb + pc avec m, n et p des nombres entiers relatifs. Les points O’ sont appelés des 
nœuds et l’ensemble de ces nœuds constitue le réseau cristallin primitif. 
 
L’arrangement des atomes, molécules ou ions au sein de cette maille prend le nom de motif (Figure 
65). 
 

 

FIGURE 65 : NOTIONS DE BASE EN CRISTALLOGRAPHIE : NŒUDS, RÉSEAU ET MOTIF. 
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Chacun des systèmes cristallins est caractérisé par un certain nombre de symétries qui sont de trois 
ordres : 

- Centrale  
- Plane  
- Axiale  

 
Lorsqu’il existe une invariance par rotation, on dit qu’il y a symétrie d’ordre n lorsque la rotation en 
question correspond à un angle de 2π/n radians, avec n = 2, 3, 4 ou 6. La symétrie d’ordre 5 (comme 
celle d’ordres supérieurs) est proscrite puisqu’il est impossible de paver l’espace euclidien avec des 
pentagones et icosaèdres (analogues tridimensionnels des pentagones).  
 
La notion de maille primitive associée au réseau défini par le motif ne décrit pas l’ensemble des 
réseaux cristallins réels. En effet, la convention impose que le repère de la maille élémentaire adopte 
des axes colinéaires aux symétries du réseau. La conséquence est alors qu’une maille peut contenir 
plus d’un nœud du réseau (1, 2 ou 4). En admettant qu’un motif constitue le nœud du réseau, on 
obtient alors 4 types de mailles : 
 

- P (Primitive) : comme décrit précédemment, les nœuds du réseau sont confondus avec les 
sommets de la maille ; 

- I (pour l’allemand Innenzentriert, centrée) : si l’on positionne l’origine de la maille sur un nœud 
du réseau, il existe un second nœud au centre de cette maille. Celle-ci contient alors 2 motifs ; 

- F (Faces centrées) : si l’on positionne l’origine de la maille sur un nœud du réseau, il existe 
trois autres nœuds au sein de la maille, chacune au centre d’une face non parallèle aux deux 
autres ; 

- A, B ou C (selon l’axe concerné) : seule une des faces de la maille possède un nœud en son 
centre. 

 
Tous les systèmes cristallins possèdent une forme primitive P mais pas tous les types de réseaux. 
L’ensemble des combinaisons système cristallin/type de maille aboutit aux 14 réseaux de Bravais 
(Figure 66). 
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FIGURE 66 : LES 14 RÉSEAUX DE BRAVAIS 

Enfin, le cristal est caractérisé par son groupe d’espace désignant l’ensemble des opérations de 
symétrie laissant invariante sa structure périodique. L’ensemble des combinaisons de tous les 
opérateurs de symétrie permet ainsi d’obtenir 230 groupes d’espace, compilés dans les tables 
internationales de cristallographie. Ces groupes décrits de façon purement mathématique, 
représentent les 230 façons de distribuer périodiquement des objets dans un espace triplement 
euclidien (Galiulin, 2003). 
 
Du fait de l’invariance par translation, il existe une infinité de plans atomiques parallèles à un plan 
atomique donné. Si l’on considère un réseau de vecteurs de base a, b et c, soit un plan d’équation 
normale : 
 
h.x/a+k.y/b+l.z/c=1 
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Les longueurs OA, OB et OC découpées par ce plan sur les axes valent : a/h, b/k et c/l. 
 
Si le réseau est un réseau cristallin et A, B et C des nœuds de ce réseau, il peut être écrit : 
OA = x = u.a (avec u entier) 
OB = y = v.b  
OC = z = w.c 
 
L’équation de ce plan réticulaire est alors h.u+k.v+l.w = 1. Le plan réticulaire étant défini comme un 
plan passant par au moins trois nœuds du réseau. Une infinité de plans parallèles à ce plan existe. 
Cette infinité de plans équidistants, désignés par les indices de Miller (=indices hkl) contient 
l’ensemble des nœuds du réseau. 
 
Les indices de Miller d’une famille de plans réticulaires sont donc les inverses des longueurs 
découpées sur les axes par le premier plan de la famille ne contenant pas l’origine.  
 
À ce réseau direct, ou réel, correspond un réseau réciproque de vecteurs a*, b* et c* définis tels 
que : 
 
a.a* = b.b* = c.c* = 1 
et  
a.b* = a.c* = b.a* = b.c* = c.a* = c.b* = 0. 
 
De cette première équation, il peut être déduit que les nœuds du réseau réciproque vérifient : 
 
OO’* = ha* + kb* + lc* (où h, k et l sont des nombres entiers et premiers entre eux, les indices de 
Miller). 
 
De la seconde équation, il ressort qu’un vecteur rangée du réseau réciproque est normal à un vecteur 
rangée du réseau réel. 

B. Rappels généraux sur la diffraction 
 
La définition traditionnelle du cristal comme étant la répétition triplement périodique d’un motif de base 
s’est récemment heurtée à la découverte d‘objets présentant un ordre à grande distance sans 
répétition d’une maille comme les quasi-cristaux. La symétrie de translation de tels objets est 
retrouvée dans des espaces de dimension supérieure à celle de l’espace physique (Toudic, 2015). La 
diffraction des quasi-cristaux diffère radicalement de celles des autres cristaux, en présentant des 
symétries de rotation interdites i.e incompatibles avec le pavage d’espaces euclidiens (e.g symétries 
d’ordre 5 (Shechtman et al., 1984)).   
 
Depuis 1992, les cristaux sont définis comme un matériel présentant un profil de diffraction 
essentiellement fin.  
 
En ce sens, la diffraction mise en œuvre lors d’études cristallographiques par rayons X est 
rigoureusement analogue à celle observée avec de la lumière visible mais également avec des sons, 
des vagues ou encore des neutrons : c’est la signature de la nature ondulatoire d’un phénomène. La 
diffraction résulte de la rencontre d’une onde avec un obstacle ou une ouverture d’une grandeur 
comparable à celle de la longueur d’onde et se traduit par un étalement des directions de propagation 
de l’onde à la rencontre de cet objet diffractant. Le phénomène de diffraction est le résultat de 
l’interférence des ondes.  



ANNEXE 2: GÉNÉRALITÉS SUR LA DIFFRACTOMÉTRIE RAYONS X 

 

204 

Thomas Young a démontré expérimentalement le caractère ondulatoire de la lumière au moyen du 
montage dit des fentes de Young (Figure 67). Dans cette expérience sur l’interférence, on considère 
une source ponctuelle de lumière monochromatique émettant des fronts d’onde semi-circulaires. 
Lorsque cette lumière atteint un écran portant deux fentes, elle est diffractée par chacune d’elles qui 
vont alors se comporter comme des sources secondaires de lumière (principe de Huygens-Fresnel). 
Les ondes lumineuses se propageant à partir de ces fentes se chevauchent alors et produisent des 
interférences. Ces interférences se manifestent où un écran intercepte la lumière sous la forme de 
franges brillantes et de franges sombres qui alternent.  
 

 

FIGURE 67: MONTAGE EXPÉRIMENTAL DÉRIVÉ DES FENTES DE YOUNG CARACTÉRISANT LES NOTIONS D’INTERFÉRENCE 

ET DE DIFFRACTION LUMINEUSES. 

Lorsque les ondes passent à travers les deux fentes, elles sont en phase puisqu’elles font partie de la 
même onde incidente. Toutefois, après avoir traversé les fentes, les ondes qui en sont issues doivent 
parcourir des distances différentes pour atteindre un même point de l’écran. Cette différence de 
distance est désignée sous le terme de différence de marche (ΔL).  
 
Lorsque ΔL est nulle ou égale à un nombre entier de longueurs d’onde, les ondes arrivent 
parfaitement en phase au point commun. L’interférence est constructive et il y a une frange claire. 
 
A l’inverse, si ΔL correspond à un nombre impair de demies longueurs d’onde, les interférences sont 
destructives et la frange est sombre. 
 
Pour analyser la structure interne de la matière, où les distances sont de l’ordre d’une dizaine 
d’Angstroms, il faut donc faire appel à des ondes d’une période avoisinante : les rayons X. Ainsi, la 
première analyse par diffraction des rayons X par von Laue démontre à la fois : 

- la nature ondulatoire des rayons X, rayonnement découvert en 1895 par Wilhelm Röntgen 
(Prix Nobel de physique 1901) et dont la nature n’était pas encore connue ; 

- que le cristal est bien formé d’un réseau périodique de particules. 
 
Les éléments diffractants représentent les plans réticulaires régulièrement espacés de distances 
interréticulaires dhkl telles que définies plus haut. L’image de diffraction d’une onde sur une distribution 
de matière correspond à la transformée de Fourier de cette distribution, ce qui revient à introduire un 
réseau dual du réseau réel appelé réseau réciproque. De la position des tâches peut être déduit le 
système cristallin et de l’intensité des tâches de diffraction sont retrouvées la nature et la position des 
atomes dans la maille. 
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C. Conditions de diffraction des rayons X par la matière 
cristallisée 

 
L’interaction de faisceaux de rayons X avec la matière est à l’origine d’émissions dans toutes les 
directions d’un rayonnement de même longueur d’onde et de phase cohérente. Tandis que le 
phénomène livre des ondes de très faible amplitude dans le cas de la diffusion d’un atome ou d’un 
électron, la structure périodique de milieux cristallisés est à l’origine d’interférences d’ondes 
cohérentes qui engendrent des tâches de diffraction par analogie à l’expérience de Young décrite plus 
tôt.  
 
La diffraction se produit à un angle déterminé par l’équidistance dhkl des plans réticulaires comme 
indiqué sur la Figure 68.  

 

FIGURE 68 : GÉOMÉTRIE ILLUSTRANT LES CONDITIONS DE DIFFRACTION PAR LES RAYONS X (LOI DE BRAGG) 

Les conditions de diffraction sont remplies lorsque la différence de marche (ΔL) entre les rayons (AB + 
BC) est égale à un nombre entier de longueurs d’onde, ce qui revient à écrire : 
 
ΔL = AB + BC = nλ (avec n un nombre entier naturel) 
 
En ayant en même temps par trigonométrie : 
 
AB + BC = 2d.sinθ 
 
Dès lors, la diffraction a lieu lorsque les conditions de Bragg sont vérifiées selon : 
 
nλ = 2d.sinθ. 
 
Une expression équivalente à la loi de Bragg (dite condition de Laue) formule une condition 
nécessaire et suffisante pour qu’une onde soit diffractée par un réseau cristallin. A ces fins, Laue 
introduit un vecteur de diffraction ΔK exprimé comme étant la différence des vecteurs d’onde des 
faisceaux incident et diffusé. 
 
ΔK = Kd – Ki = d*hkl 

 

Il y a diffraction si le vecteur de diffraction ΔK est un vecteur du réseau réciproque (si les extrémités 
des vecteurs d’onde incidents et diffractés sont des nœuds du réseau réciproque) (Figure 69).  
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FIGURE 69: SCHÉMA ILLUSTRANT LES CONDITIONS DE DIFFRACTION DE LAUE 

De là, il est aisément démontré que tous les points hkl du réseau réciproque croisant la sphère de 
rayon 1/λ, dite sphère d’Ewald (Figure 70), répondent à l’équation de Bragg : 
 
dhkl= 2sinθ/λ (Bragg) avec d*hkl=1/dhkl 
 
d*hkl = 2x.sinθ (Laue). 
 
Ce qui revient à x = 1/λ. 
 

 

FIGURE 70: DÉTERMINATION DU RAYON DE LA SPHÈRE D’EWALD 
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D. Techniques de diffraction de rayons X 
 
La mise en œuvre expérimentale d’analyses par diffraction de rayons X peut se faire selon deux 
approches différentes : 

- L’analyse de monocristal (de dimensions généralement submillimétriques) 
- L’analyse de poudres cristallines (ensemble de microcristaux orientés aléatoirement). 

 

a.  Diffraction de monocristal 
 
En diffraction de monocristal, le cristal sélectionné est monté sur une tête goniométrique permettant 
sa rotation dans les trois directions de l’espace pour faire varier l’angle θ. Les tâches de diffraction qui 
vont être observées correspondent à l’ensemble des vecteurs de diffraction ΔK satisfaisant les 
conditions de Laue définies plus haut. Il s’agit donc de considérer dans l’espace du réseau réciproque 
la sphère de rayon 1/λ centrée sur le cristal (sphère d’Ewald) qui, selon la direction de diffraction par 
rapport au réseau du cristal, va pouvoir intercepter différents nœuds du réseau réciproque. À chacune 
de ces coincidences, le vecteur de diffraction correspond à un vecteur reliant l’origine du réseau 
réciproque à l’un de ces nœuds et est objectivé par une tâche de diffraction (Figure 71). 
 

 

FIGURE 71 : FORMATION DES TÂCHES DE DIFFRACTION LORS DE LA ROTATION DU MONOCRISTAL  
(REPRÉSENTATION 2D). FIGURE TIRÉE DE HTTP://CULTURESCIENCESPHYSIQUE.ENS-

LYON.FR/RESSOURCE/DIFFRACTION-RAYONS-X-TECHNIQUES-DETERMINATION-STRUCTURE.XML 
 

Le traitement numérique des positions observées des tâches de diffraction et de leurs intensités 
permet de remonter à la structure complète de la molécule.  
 

b. Diffraction sur poudres 
 
Si l’échantillon n’est pas monocristallin, il est possible d’avoir recours à la technique de diffraction sur 
poudre. Ces poudres étant constituées de microcristaux se présentant dans toutes les orientations 
cristallines possibles, l’espace réciproque peut être projeté selon une seule dimension (Figure 72). 
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FIGURE 72: DIFFRACTOGRAMME SUR POUDRE D’ÉCHANTILLONS MICROCRISTALLINS 

En conséquence, l’échantillon est placé au centre d’un goniomètre et le balayage de l’angle de 
diffraction est réalisé par exemple selon une géométrie de réflexion dite Bragg-Brentano (plus 
communément θ-2θ ou θ-θ) qui assure une rotation à vitesse angulaire constante θ de l’échantillon 
tandis que le détecteur avec sa fente réceptrice placée sur le point de focalisation tourne autour de 
l’échantillon avec une vitesse 2θ. L’ensemble des données associé à ces analyses peut être 
synthétisé dans un diffractogramme reliant l’intensité détectée à l’angle de déviation 2θ. 
 
Chaque composant cristallin est à l’origine d’un ensemble de pics unique dans le diffractogramme. Par 
conséquent, la confrontation du diffractogramme d’un mélange de cristaux à celui des différents 
composés purs doit permettre d’identifier les constituants cristallins d’un mélange de composition 
inconnue (Hulien et al., 2015) (Figure 73).  
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FIGURE 73: DIFFRACTOGRAMME DE POUDRES AUX RAYONS X DE SELS DE TABLE ET DE LA SPÉCIALITÉ EXCEDRIN°. LES 

DIFFRACTOGRAMMES DE RÉFÉRENCE ASSOCIÉS AUX PRODUITS CRISTALLINS PURS SONT FOURNIS SUR LE 

DIFFRACTOGRAMME TOTAL. LES ORDONNÉES PRÉSENTENT L’INTENSITÉ DU SIGNAL DE DIFFRACTION, NORMALISÉ SUR 

LE SIGNAL LE PLUS INTENSE (HULIEN ET AL., 2015). 
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Analytical process of TLC/MS hyphenation 

The hyphenation of TLC with mass spectrometry long represented an analytical challenge as the 

analytes remain adsorbed at the surface of the silica plate after the migration unlike column-based 

chromatographic techniques in which compounds are eluted due to a gas or liquid flow. A possible 

way to solve the apparent incompatibility between the static planar chromatography and the need 

for a stable supply of liquid sample into the mass spectrometer was the development of elution-

based techniques to transfer the TLC-separated compounds into a solvent stream (Morlock & 

Schwack 2010). A prototype developed and reported by Luftmann in 2004 first addressed this 

shortcoming with a TLC-MS interface that mostly consisted of a stainless steel plunger that contains a 

solvent inlet and an outlet capillary (Luftmann 2004). This elution head can be pressed onto the 

region of interest of the plate to form a tight seal with the carrier foil owing to its cutting edge. The 

solvent can enter the desorption area through a small hole present at the periphery of the disk when 

the valve is switched to elution mode, dissolve the compounds and be forwarded to the mass 

spectrometer via the outlet capillary. A frit is present at the entrance of this latter to prevent silica 

particles from clogging downwards (Luftmann et al. 2007). From the proof-of-concept described by 

Luftmann, the commercially available devices include several improvements comprising a laser-light 

cross to target more accurately the zone to be desorbed. An automated cleaning of the elution head 

through N2 flux can be performed on commercial interfaces to eliminate residual clumpy layer 

particles that might remain at the surface of the cutting edge (Morlock & Schwack 2010).  An insight 

into the TLC/MS interface used in this work is presented in Figure 1. 

 

Figure S1: Overview of the TLC-MS interface available from CAMAG (images taken from CAMAG 

website http://www.copybook.com/pharmaceutical/companies/camag/articles/tlc-mass-

spectrometry). When the elution head is lowered and the valve switched to elution mode, the 

solvents move through the head and elute the zone previously positioned by the laser crosshairs. The 

extracted compound is then transferred online into the mass spectrometer but can also be collected 

in a vial for further offline analyses. When the valve is in bypass position, the solvent flow is directed 

into the mass spectrometer. 

During the analysis of an extract, several mass spectrometric detection can be achieved on different 

spots of the plates. The ionization process is monitored in real time through the Total Ion 

Chromatogram (TIC) which is a chromatogram obtained by summing up intensities of all mass 

spectral peaks belonging to the same scan. Mass spectra can then be retrieved by left dragging along 

the TIC regions of interest. As recommended elsewhere, the impact of background signals originating 

from the plate and solvent residues on the mass spectra was reduced by subtracting a background 

http://www.copybook.com/pharmaceutical/companies/camag/articles/tlc-mass-spectrometry
http://www.copybook.com/pharmaceutical/companies/camag/articles/tlc-mass-spectrometry
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mass spectrum obtained from a blank position of the plate (Morlock 2014; Taha et al. 2015). 

Afterwards, when screening for a specific signal (e.g quasi-molecular ion of an expected metabolite), 

Reconstructed Ion Chromatogram (RIC) can be retrieved for a particular m/z value. This function is 

also of interest when the signal to noise ratio (S/N) is poor and it is questionable whether the peaks 

are related to genuine molecules or to artefacts. Hence, if signals are ascribed to a single desorption 

area, it can reliably be assigned to an authentic molecule signal. Adversely, if the Reconstructed Ion 

Chromatogram results in a permanent signal or in a peak present at each desorption spot, it can be 

assumed that it corresponds to an artefact. This whole analytical process is presented in Figure 2, 

illustrated by the example of Pertusaria amara chemical profiling. 

 

Figure S2 : Workflow diagram of TLC-MS analysis: chemical profiling of Pertusaria amara. TLC of the 

crude acetone extract of P. amara (1), Total Ion Chromatogram obtained from the TLC-NI-ESI-MS 

analysis of P. amara (2), NI-ESI mass spectrum retrieved from Spot 1 (Subpicrolichenic acid, 3) and 

Spot 2 (Picrolichenic acid, 4) and Reconstructed Ion Chromatograms retrieved from m/z 413 (5) and 

m/z 441 (6). 

Settings of DART-MS analyses 

DART-HRMS analyses were performed using a JEOL JMS-T100CS (AccuTOF CS) orthogonal time-of 

flight (TOF) mass spectrometer (Peabody, MA) equipped with an IonSense DART Source (Danvers, 

MA). Ultra-high purity helium was used as reagent gas at a flow rate of 4 L min-1 and under a 

temperature value of 523 K. The following DART-needle, discharge electrode, and the grid electrode 

voltage values used were 3500, 150, and 250 V, respectively. The voltage values of orifice 1, orifice 2, 

and the ring lens were set at 15, 5, and 10 V, respectively. The orifice 1 temperature was kept at 353 

K. The detector voltage was set at 2300 V. The mass spectra were recorded every second with a 

resolution of 6000 (fwhm definition). The mass scale was calibrated using the [M-H]- ion series of a 

poly(ethyleneglycol) sulfate diluted in a CH2Cl2/MeOH mixture (1:1). To perform accurate mass 

measurements, the mass drift compensation procedure available on the main program that controls 

the AccuTOF CS was used to compensate for the m/z drift in the range of m/z 100 to 500. DART-MS 

analysis of the intact pieces of Usnea trachycarpa were performed by holding unprocessed pieces of 

lichen between tweezers directly under the helium stream. 
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DART-MS analysis of Usnea trachycarpa 

To retrieve the elemental composition of the unknown compound of Usnea trachycarpa, a DART-

HRMS analysis was attempted from the whole lichen. From an intact piece of Usnea trachycarpa, 

negative-ion mode (NI) DART-MS displayed signals that could be attributed to all paraconic acids 

detected using the TLC-MS approach. The corresponding mass spectrum is presented in Figure S1 

and the associated exact mass measurements are collated in Table S1. 

 

Figure S3 : Negative-ion mode DART-MS spectrum of a solid piece of Usnea trachycarpa. 

 

Table S1: Results of exact mass measurements performed from the mass spectrum of the Fig. S3 

related to the NI-DART-MS of a whole piece of Usnea trachycarpa. 

 

Measured mass Proposed formulae Calculated mass 

(error in ppm) 

Assignment 

255.23445 C16H31O2 255.23240 (8.03) C16:0 

279.23292 C18H31O2 279.23240 (1.86) C18:2 

281.24646 C18H33O2 281.24805 (-5.66) C18:1 

283.26363 C18H35O2 283.26370 (-0.27) C18:0 

329.06727 C17H13O7 329.06613 (3.47) Fragment of usnic acid 

339.21783 C19H31O5 339.21715 (2.00) Unknown compound 

343.08175 C18H15O7 343.08178 (-0.07) Usnic acid 

365.23273 C21H33O5 365.23280 (-0.17) Muronic/Isomuronic acid(s) 

367.24698 C21H35O5 367.24845 (-4.00) Murolic/Neuropogolic acid(s) 

381.22766 C21H33O6 381.22771 (-0.15) 19-

acetoxyprotolichesterinic/19-

acetoxylichesterinic acid(s) 
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Table S5  Retention times (RT), structures of parent and product ions detected in LC-MS-MS analysis of an Ophioparma ventosa acetone extract. Note that 

R.I. represents the Relative Intensity of the product ions detected in MS-MS mode.  * Analysis performed in positive-ion mode. 

 

No. 
Compound name 

(R.T.) 

Proposed structure for the 

detected parent ion (m/z) 

Proposed structure for the product ions at 35 eV of collision energy 

(m/z; R.I. %) 

1* 
Haemoventosin (9.1 

min.) 
 

(m/z 305) 

 

(m/z 287 ; 100) 

2 
Thamnolic acid (10.3 

min.) 

 

(m/z 419) 

 

(m/z 225 ; 49) 

 

(m/z 211 ; 100) 

 

(m/z 193 ; 10) 

3 
Unassigned signals 

(14.2 min.) 
(m/z 457) (m/z 251 ; 23), (m/z 223 ; 100), (m/z 205 ; 9) 
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4 
Divaricatic acid (14.6 

min.) 
 

(m/z 387) 

 

(m/z 209 ; 0.9) 

 

 

(m/z 195 ; 100) 

 

 

(m/z 177 ; 15) 

 

 

(m/z 151 ; #1) 

  

5 Usnic acid (15.8 min.) 

 

(m/z 343) 

 

(m/z 328 ; 8) 

 

 

 



ANNEXE 4 : SUPPORTING MATERIAL Phytochem. Anal. 2016; 27: 354-363 

 

217 

Table S2 Results of exact mass measurements in negative-ion mode DART-HRMS of single 

molecules. 

Compound Measured 

Mass 

Proposed 

formulae 

Calculated Mass (error 

in ppm) 

Usnic acid 

 

343.08259 

329.06914 

C18H15O7 

C17H1307 

343.08233 (0.75) 

329.06668 (7.47) 

Stictic acid 385.05742 C19H13O9 385.05651 (2.36) 

Norstictic acid 371.03964 C18H15O8 371.04086 (3.29) 

Psoromic acid 357.06230 C18H13O8 357.06159 (1.98) 

Haemoventosin 305.06612 C15H13O7 305.06668 (1.83) 

 304.05670 C15H12O7 304.05885 (7.07) 

 303.04957 C15H11O7 303.05100 (4.72) 

 302.04368 C15H10O7 302.04265 (3.39) 

Atranorin 373.09263 C19H17O8 373.09289 (0.69) 

 195.04498 C13H7O2
* 195.04406 (4.71) 

 177.01907 C9H5O4 177.01824 (4.69) 

 163.03933 C9H7O3 163.03897 (2.21) 

Thamnolic/ 375.07227 C18H15O9 375.07216 (0.29) 

Decarboxythamnolic 331.08096 C17H15O7 331.08233 (4.13) 

acids 225.04199 C10H9O6 225.04046 (6.79) 

 211.02463 C9H7O6 211.02481 (0.85) 

 181.05082 C9H9O4 181.05063 (1.05) 

 167.03616 C8H7O4 167.03498 (7.06) 

 137.06014 C8H9O2 137.06080 (4.81) 

Divaricatic acid 387.14340 C21H23O7 387.14493 (3.95) 

 343.15524 C20H23O5 343.15510 (0.40) 

 209.08192 C11H13O4 209.08193 (0.04) 

 195.06620 C10H11O4 195.06628 (0.41) 

 165.09106 C10H13O2 165.09210 (6.29) 

 151.07570 C9H11O2 151.07645 (4.96) 

*Formula not consistent with atranorin structure 
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Table S3 Results of exact mass measurements in positive-ion mode DART-HRMS for single 

molecules. 

Compound Measured 

Mass 

Proposed 

formulae 

Calculated Mass 

(error in ppm) 

Usnic acid 

 

345.09724 

327.08650 

C18H17O7 

C18H1506 

345.09688 (1.04) 

327.08631 (0.58) 

Stictic acid 387.07094 C19H15O9 387.07106 (0.31) 

Norstictic acid 373.05541 C18H13O9 373.05580 (1.04) 

Psoromic acid 359.07610 C18H15O8 359.07614 (0.11) 

Haemoventosin 307.07998 C15H15O7 307.08123 (4.07) 

 305.06627 C15H13O7 305.06558 (2.26) 

 303.05018 C15H11O7 303.04993 (0.82) 

Atranorin 375.10799 C19H19O8 375.10744 (1.46) 

 197.07926 C10H13O4 197.08084 (8.01) 

 179.03398 C9H7O4 179.03389 (0.50) 

 165.05736 C9H9O3 165.05462 (16.60) 

Thamnolic / 377.08736 C18H17O9 377.08671 (1.72) 

Decarboxythamnolic 227.05557 C10H11O6 227.05501 (2.46) 

acid 209.04443 C10H9O5 209.04445 (0.09) 

 191.03417 C10H7O4 191.03389 (1.46) 

 169.05324 C8H9O4 169.04954 (21.88) 

 165.05963 C9H9O3 165.05462 (30.35) 

Divaricatic acid 211.09664 C11H15O4 211.09649 (0.71) 

 197.08081 C10H13O4 197.08084 (0.15) 

 193.08628 C11H13O3 193.08592 (1.86) 

 167.10663 C10H15O2 167.10666 (0.18) 

 153.09102 C9H13O2 153.09101 (0.06) 

 

Table S4 Results of exact mass measurements performed from the mass spectrum of the Fig. 

6A related to the NI-DART-MS analysis of crushed whole Ophioparma ventosa. 

Measured mass Proposed formulae Calculated mass 

167.03437 C8H7O4 167.03498 (3.65) 

195.06722 C10H11O4 195.06628 (4.81) 

209.08288 C11H13O4 209.08193 (4.54) 

223.09889 C12H15O4 223.09758 (5.87) 

225.04180 C10H9O6 225.04046 (5.95) 

251.09130 C13H15O5 251.09250 (4.77) 

255.23272 C16H31O2 255.23296 (0.94) 

279.23540 C18H31O2 279.23296 (8.74) 

281.24930 C18H33O2 281.24861 (2.45) 

283.26310 C18H35O2 283.26426 (4.09) 

303.05054 C15H11O7 303.05103 (1.61) 

305.06661 C15H13O7 305.06668 (0.22) 

331.08279 C17H15O7 331.08233 (1.39) 

343.08273 C18H15O7 343.08233 (1.16) 

375.07291 C18H15O9 375.07216 (1.99) 

387.14849 C21H23O7 387.14493 (9.19) 
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Table S5 Results of exact mass measurements performed from the mass spectrum of the Fig. 6B 

related to the PI-DART-MS analysis of crushed whole Ophioparma ventosa. 

Measured mass Proposed formulae Calculated mass 

(error in ppm) 

167.10566 C10H15O2 167.10666 (5.98) 

169.05090 C8H9O4 169.04954 (8.04) 

193.08954 C11H13O3 193.08592 (18.74) 

197.08045 C10H13O4 197.08084 (1.97) 

211.09804 C11H15O4 211.09649 (7.34) 

225.11284 C12H17O4 225.11214 (3.11) 

235.09309 C13H15O4 235.09649 (14.46) 

227.05729 C10H11O6 227.05501 (10.04) 

253.10878 C13H17O5 253.10705 (6.83) 

303.05066 C15H11O7 303.04993 (2.41) 

305.06597 C15H13O7 305.06558 (1.28) 

307.08035 C15H15O7 307.08123 (2.86) 

345.09706 C18H17O7 345.09688 (0.52) 

377.08785 C18H17O9 377.08671 (3.02) 

405.31938 C22H45O6 405.32107 (4.17) 
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Table S6 Results of exact mass measurements performed from the mass spectrum of the Fig. 

S8A related to the NI-DART-MS analysis of miriquidic acid. 

Measured mass Proposed formulae Calculated mass 

(error in ppm) 

179.10794 C11H15O2 179.10775 (1.06) 

207.10215 C12H15O3 207.10267 (2.51) 

223.09726 C12H15O4 223.09758 (1.43) 

251.09204 C13H15O5 251.09250 (1.83) 

   

Table S7 Results of exact mass measurements performed from the mass spectrum of the Fig. 

S8B related to the PI-DART-MS analysis of miriquidic acid.  

Measured mass Proposed formulae Calculated mass 

(error in ppm) 

181.12132 C11H17O2 181.12231 (5.47) 

209.11739 C12H17O3 209.11722 (0.81) 

225.11319 C12H17O4 225.11214 (4.66) 

235.09703 C13H15O4 235.09649 (2.29) 

253.10760 C13H17O5 253.10705 (2.17) 

   

 

Table S8 Results of exact mass measurements performed from the mass spectrum of the Fig. 

S9A related to the NI-DART-MS analysis of a whole apothecium of Ophioparma ventosa. 

Measured mass Proposed formulae Calculated mass 

(error in ppm) 

167.03343 C8H7O4 167.03498 (9.27) 

195.06682 C10H11O4 195.06628 (2.76) 

209.08242 C11H13O4 209.08193 (2.34) 

225.03991 C10H9O6 225.04046 (2.44) 

303.05158 C15H11O7 303.05103 (1.81) 

305.06633 C15H13O7 305.06668 (1.14) 

329.06685 C17H13O7 329.06668 (0.51) 

343.08233 C18H15O7 343.08233 (0.00) 

375.07107 C18H15O9 375.07216 (2.90) 

387.14363 C21H23O7 387.14493 (3.35) 
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Table S9 Results of exact mass measurements performed from the mass spectrum of the Fig 

S9B related to the PI-DART-MS analysis of a whole apothecium of Ophioparma ventosa. 

Measured mass Proposed formulae Calculated mass 

(error in ppm) 

153.08907 C9H13O2 153.09101 (12.67) 

167.10675 C10H15O2 167.10666 (0.54) 

169.04942 C8H9O4 169.04954 (0.71) 

193.08634 C11H13O3 193.08592 (2.17) 

197.08157 C10H13O4 197.08084 (3.70) 

209.04645 C10H9O5 209.04445 (9.56) 

211.09657 C11H15O4 211.09649 (0.38) 

227.05567 C10H11O6 227.05501 (2.90) 

303.04973 C15H11O7 303.04993 (0.65) 

305.06488 C15H13O7 305.06558 (2.29) 

307.08035 C15H15O7 307.08123 (2.86) 

345.09792 C18H17O7 345.09688 (3.01) 

377.09027 C18H17O9 377.08671 (9.44) 

405.32290 C22H45O6 405.32107 (4.51) 

 

Table S10 Results of exact mass measurements performed from the mass spectrum of the Fig. S10A 

related to the NI-DART-MS analysis of a whole piece of thallus of Ophioparma ventosa. 

Measured mass Proposed formulae Calculated mass 

(error in ppm) 

167.03526 C8H7O4 167.03498 (1.67) 

195.06554 C10H11O4 195.06628 (3.79) 

209.08198 C11H13O4 209.08193 (0.23) 

211.02481 C9H7O6 211.02413 (3.22) 

225.04131 C10H9O6 225.04046 (3.77) 

329.06615 C17H13O7 329.06668 (1.61) 

343.08178 C18H15O7 343.08233 (1.60) 

375.07147 C18H15O9 375.07216 (1.83) 

 

Table S11 Results of exact mass measurements performed from the mass spectrum of the 

Fig. S10B related to the PI-DART-MS analysis of a whole piece of thallus of Ophioparma 

ventosa. 

Measured mass Proposed formulae Calculated mass 

(error in ppm) 

153.09005 C9H13O2 153.09101 (6.27) 

167.10730 C10H15O2 167.10666 (3.82) 

169.05152 C8H9O4 169.04954 (11.71) 

193.08610 C11H13O3 193.08592 (0.93) 

197.08104 C10H13O4 197.08084 (1.01) 

211.09674 C11H15O4 211.09649 (1.18) 

345.09743 C18H17O7 345.09688 (1.59) 
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Table S12 Results of exact mass measurements performed from the mass spectrum of the Fig. S11A 

related to the NI-DART-MS analysis of crushed thallus of Ophioparma ventosa. 

Measured mass Proposed formulae Calculated mass 

(error in ppm) 

167.03484 C8H7O4 167.03498 (0.84) 

195.06661 C10H11O4 195.06628 (1.69) 

209.08204 C11H13O4 209.08193 (0.53) 

223.09806 C12H15O4 223.09758 (2.15) 

225.04180 C10H9O6 225.04046 (5.95) 

251.09225 C13H15O5 251.09250 (0.99) 

255.23272 C16H31O2 255.23296 (0.94) 

279.23370 C18H31O2 279.23296 (2.65) 

281.25050 C18H33O2 281.24861 (6.72) 

283.26470 C18H35O2 283.26426 (1.55) 

329.06541 C17H13O7 329.06668 (3.86) 

343.08199 C18H15O7 343.08233 (0.99) 

375.07146 C18H15O9 375.07216 (1.86) 

387.14540 C21H23O7 387.14849 (7.98) 

403.30641 C22H43O6 403.30651 (0.25) 

 

Table S13 Results of exact mass measurements performed from the mass spectrum of the 

Fig. S11B related to the PI-DART-MS analysis of crushed thallus of Ophioparma ventosa. 

Measured mass Proposed formulae Calculated mass 

(error in ppm) 

169.05122 C8H9O4 169.04954 (9.93) 

193.08647 C11H13O3 193.08592 (2.84) 

197.08172 C10H13O4 197.08084 (4.46) 

211.09811 C11H15O4 211.09649 (7.64) 

225.11268 C12H17O4 225.11214 (2.39) 

227.05525 C10H11O6 227.05501 (1.05) 

235.09815 C13H15O4 235.09649 (7.06) 

253.11076 C11H15O4 253.10705 (14.65) 

345.09689 C18H17O7 345.09688 (0.01) 

377.08774 C18H17O9 377.08671 (2.73) 

405.32067 C22H45O6 405.32107 (0.98) 
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Table S14 Results of exact mass measurements performed from the mass spectrum of the 

Fig. 7A related to the NI-DART-MS analysis of the lower face of the thallus of Ophioparma 

ventosa. 

Measured mass Proposed formulae Calculated mass 

(error in ppm) 

151.06743 C9H11O2 151.07645 (60) 

195.06594 C10H11O4 195.06628 (0.74) 

209.08084 C11H13O4 209.08193 (5.23) 

329.06849 C17H13O7 329.06668 (24.85) 

343.08351 C18H15O7 343.08233 (3.44) 

375.06644 C18H15O9 375.07216 (15.25) 

403.30680 C22H43O6 403.30651 (14.16) 

 

Table S15 Results of exact mass measurements performed from the mass spectrum of the Fig. 7B 

related to the NI-DART-MS analysis of the upper face of the thallus of Ophioparma ventosa. 

Measured mass Proposed formulae Calculated mass 

(error in ppm) 

151.06483 C9H11O2 151.07645 (77) 

195.06723 C10H11O4 195.06628 (4.87) 

209.08368 C11H13O4 209.08193 (8.37) 

225.04280 C10H9O6 225.04046 (10.40) 

305.06602 C15H13O7 305.06668 (2.16) 

329.06374 C17H13O7 329.06668 (8.93) 

343.08064 C18H15O7 343.08233 (4.92) 

375.06793 C18H15O9 375.07216 (11.28) 
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Fig. S1. DAD chromatogram at 280 nm of an acetone extract of Ophioparma ventosa. 1: 

haemoventosin, 2: thamnolic acid, 3: unidentified compound, 4: divaricatic acid, 5: usnic acid.  

 

Fig. S2. DART-MS spectra of usnic acid in negative (A) and positive ion (B) mode. * Peak of the di(2-

ethylhexyl)phthalate [M + H]+.  
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Fig. S3.  DART-MS spectra of stictic acid in negative (A) and positive ion mode (B). 

 

Fig. S4 DART mass spectra of norstictic acid in negative (A) and positive-ion mode (B). 



ANNEXE 4 : SUPPORTING MATERIAL Phytochem. Anal. 2016; 27: 354-363 

 

226 

 

Fig. S5. DART mass spectra of psoromic acid in negative (A) and positive-ion mode (B). 

 

 

Fig. S6. NI-DART-MS mass spectrum of haemoventosin.  
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Fig. S7. Proposed fragment ions of divaricatic acid in PI-DART-MS. 

 

 

 

Fig. S8. DART mass spectra of miriquidic acid in negative (A) and positive-ion mode (B). 
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Fig. S9. In situ DART-MS spectra of uncrushed apothecia of Ophioparma ventosa in (A) negative and 

(B) positive ion modes. Red = haemoventosin; blue = thamnolic acid; purple = divaricatic acid; yellow 

= usnic acid. 
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Fig. S10. In situ DART-MS spectra of intact thallus of Ophioparma ventosa in (A) negative and (B) 

positive ion modes. Blue = thamnolic acid; purple = divaricatic acid; yellow = usnic acid. 

 

Fig. S11. In situ DART-MS spectra of crushed thallus of Ophioparma ventosa in (A) negative and (B) 

positive ion modes. Blue = thamnolic acid; purple = divaricatic acid; yellow = usnic acid. 
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Scheme S1 Proposed fragmentation pathway of atranorin in PI-DART-MS. 
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The scheme 1 concerns the in-source CID of the protonated molecule of atranorin in PI-
DART-MS. The dissociation pathways written in the scheme 1, take into account a 
protonation site that leads to the bond enhancement and the formation of a ion-neutral 
complex (INC) that can dissociate or react by proton abstraction into the INC at relatively 
lower energy values (Bowen, 1991; Longevialle, 1992; Bouchoux, 2013). The formation of all 
the ions present in the DART mass spectra of Fig. 8 can be interpreted through the 
dissociation pathways depicted in Scheme 1. The m/z 197 and 179 ions, respectively 
corresponding to carboxylic acid and oxonium moieties, are due to competitive dissociations 
into an INC. At low desolvation conditions inducing lower dissociation energies, the proton 
transfer into the INC can occur and the formation of the m/z 197 ion can be observed with the 
separation of the two partners constituting the INC. At higher OR1 voltage value, the direct 
dissociation channel take place instead of the reactivity of the INC. In this case, the relative 
intensity of the m/z 179 ion increases on the mass spectra. Finally, the m/z 165 ion can be 
interpreted as the product of a secondary dissociation of the m/z 197 ion (from which it differs 
by a methanol molecule) since its formation requires higher desolvation energy and its 
relative intensity reaches a maximum when the m/z 197 intensity begins to decrease.  
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Scheme S2 Proposed fragmentation pathway of decarboxythamnolic acid in PI-DART-MS. 
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Phytochemical investigation of Ophioparma ventosa 

The air-dried powered material of O. ventosa (100 gr.) was successively macerated at room 
temperature with solvents of increasing polarity: n-heptane, dichloromethane and ethyl acetate 
(2 times with 300 ml, 12 h followed by 3h).  

The n-heptane extract (800 mg) was repeatedly concentrated in vacuo to give a n-heptane 
precipitate (427 mg) mostly containing usnic and divaricatic acids. Those latter were 
repeatedly suspended in Et2O to selectively precipitate usnic acid (220 mg). The supernatant 
(200 mg), enriched in divaricatic acid, was then submitted to a silica gel column 
chromatography (CC) using a cyclohexane/CH2Cl2/MeOH gradient (9:1:0 to 0:0:1) to yield 
six fractions (H1 - H6). Fraction H4 (28.8 mg) was purified by precipitation in CHCl3 
affording 6 mg of divaricatic acid. 

The CH2Cl2 extract (3.5 g) was allowed to dry at room temperature, giving a CH2Cl2 
precipitate (850 mg) and a CH2Cl2 filtrate (2.6 g). This latter was evaporated in vacuo and 
then repeatedly suspended in Et2O leading to an Et2O precipitate (2.2 g) and an Et2O filtrate 
(1.4 g). The Et2O precipitate (750 mg) was chromatographed by silica gel CC with a 
CH2Cl2/AcOEt/MeOH gradient system (1:0:0 to 0:1:1) to give 6 fractions (DP1 - DP6). 
Fractions DP2 and DP3 were combined (11 mg) and submitted to a preparative TLC eluted 
with toluene/Et2O/formic acid (70:25:2) that enabled to isolate haemoventosin (3.5 mg).  

A second sample of powdered thalli of O. ventosa (17 g) was directly extracted with AcOEt 
(200 mL) yielding 150 mg of crude extract. 55 mg of thamnolic acid were purified from the 
dry residue after washing with CH2Cl2 (5 x 3 mL) and AcOEt (3 x 3 mL). 

All compounds were identified by comparison of their NMR spectra, mass spectrometric data 
and optical rotation with the literature (Huneck and Yoshimura, 1996).   

Fractionation of the previous Et2O filtrate (1.4 g) on a silica gel CC using a 
cyclohexane/CH2Cl2/MeOH gradient (8:2:0 to 0:1:1) afforded nine fractions (DF1 - DF9). 
Fraction DF7 (154 mg) was selected for further purification by silica gel CC using the same 
gradient yielding seven subfractions (DF7.1 - DF7.7). Subfractions DF7.6 (12 mg) and DF7.7 
(24 mg) were both applied to a Sephadex LH-20 CC eluted with a CH2Cl2/EtOAc/methanol 
gradient (1:0:0 to 0:0:1) resulting in isolation of miriquidic acid (5 mg) after precipitation in 
MeOH. 

 

 



ANNEXE 5 : SUPPORTING MATERIAL J. Nat. Prod. 2016; 79(4): 1005-1011 

 

234 

Annexe 5 : Supporting Material J. Nat. Prod. 2016 ; 79(4) : 
1005-1011 



ANNEXE 5 : SUPPORTING MATERIAL J. Nat. Prod. 2016; 79(4): 1005-1011 

 

235 

 



ANNEXE 5 : SUPPORTING MATERIAL J. Nat. Prod. 2016; 79(4): 1005-1011 

 

236 

 



ANNEXE 5 : SUPPORTING MATERIAL J. Nat. Prod. 2016; 79(4): 1005-1011 

 

237 

 



ANNEXE 5 : SUPPORTING MATERIAL J. Nat. Prod. 2016; 79(4): 1005-1011 

 



ANNEXE 5 : SUPPORTING MATERIAL J. Nat. Prod. 2016; 79(4): 1005-1011 

 



ANNEXE 5 : SUPPORTING MATERIAL J. Nat. Prod. 2016; 79(4): 1005-1011 

 



ANNEXE 5 : SUPPORTING MATERIAL J. Nat. Prod. 2016; 79(4): 1005-1011 

 



ANNEXE 5 : SUPPORTING MATERIAL J. Nat. Prod. 2016; 79(4): 1005-1011 

 



ANNEXE 5 : SUPPORTING MATERIAL J. Nat. Prod. 2016; 79(4): 1005-1011 

 

243 



ANNEXE 5 : SUPPORTING MATERIAL J. Nat. Prod. 2016; 79(4): 1005-1011 

 

 



ANNEXE 5 : SUPPORTING MATERIAL J. Nat. Prod. 2016; 79(4): 1005-1011 

 



ANNEXE 5 : SUPPORTING MATERIAL J. Nat. Prod. 2016; 79(4): 1005-1011 

 



ANNEXE 5 : SUPPORTING MATERIAL J. Nat. Prod. 2016; 79(4): 1005-1011 

 



ANNEXE 5 : SUPPORTING MATERIAL J. Nat. Prod. 2016; 79(4): 1005-1011 

 

 



ANNEXE 5 : SUPPORTING MATERIAL J. Nat. Prod. 2016; 79(4): 1005-1011 

 

249 

 

 
 
 
 

 



ANNEXE 5 : SUPPORTING MATERIAL J. Nat. Prod. 2016; 79(4): 1005-1011 

 

 



ANNEXE 5 : SUPPORTING MATERIAL J. Nat. Prod. 2016; 79(4): 1005-1011 

 



ANNEXE 5 : SUPPORTING MATERIAL J. Nat. Prod. 2016; 79(4): 1005-1011 

 



ANNEXE 5 : SUPPORTING MATERIAL J. Nat. Prod. 2016; 79(4): 1005-1011 

 

253 

 

 

 

 

 
 

 



ANNEXE 5 : SUPPORTING MATERIAL J. Nat. Prod. 2016; 79(4): 1005-1011 

 

 



ANNEXE 5 : SUPPORTING MATERIAL J. Nat. Prod. 2016; 79(4): 1005-1011 

 



ANNEXE 5 : SUPPORTING MATERIAL J. Nat. Prod. 2016; 79(4): 1005-1011 

 



ANNEXE 6 : MOLECULES 2016 ; 21(3): 294. 

 

257 

Annexe 6 : Molecules 2016 ; 21(3) : 294 

 



ANNEXE 6 : MOLECULES 2016 ; 21(3): 294. 

 

258 

 



ANNEXE 6 : MOLECULES 2016 ; 21(3): 294. 

 

259 



ANNEXE 6 : MOLECULES 2016 ; 21(3): 294. 

 

260 

 



ANNEXE 6 : MOLECULES 2016 ; 21(3): 294. 

 

261 

 



ANNEXE 6 : MOLECULES 2016 ; 21(3): 294. 

 

262 

 



ANNEXE 6 : MOLECULES 2016 ; 21(3): 294. 

 

263 

 



ANNEXE 6 : MOLECULES 2016 ; 21(3): 294. 

 

264 

 



ANNEXE 6 : MOLECULES 2016 ; 21(3): 294. 

 

265 

 



ANNEXE 6 : MOLECULES 2016 ; 21(3): 294. 

 

266 

 



ANNEXE 6 : MOLECULES 2016 ; 21(3): 294. 

 

267 

 



ANNEXE 6 : MOLECULES 2016 ; 21(3): 294. 

 

268 

 



ANNEXE 6 : MOLECULES 2016 ; 21(3): 294. 

 

269 

 



ANNEXE 6 : MOLECULES 2016 ; 21(3): 294. 

 

270 

 



ANNEXE 6 : MOLECULES 2016 ; 21(3): 294. 

 

271 

 



ANNEXE 6 : MOLECULES 2016 ; 21(3): 294. 

 

272 

 



ANNEXE 6 : MOLECULES 2016 ; 21(3): 294. 

 

273 

 



ANNEXE 6 : MOLECULES 2016 ; 21(3): 294. 

 

274 



ANNEXE 6 : MOLECULES 2016 ; 21(3): 294. 

 

275 

 



ANNEXE 6 : MOLECULES 2016 ; 21(3): 294. 

 

276 

 



ANNEXE 6 : MOLECULES 2016 ; 21(3): 294. 

 

277 

  



ANNEXE 6 : MOLECULES 2016 ; 21(3): 294. 

 

278 



ANNEXE 6 : MOLECULES 2016 ; 21(3): 294. 

 

279 

 



ANNEXE 6 : MOLECULES 2016 ; 21(3): 294. 

 

280 

 



ANNEXE 6 : MOLECULES 2016 ; 21(3): 294. 

 

281 

 



ANNEXE 6 : MOLECULES 2016 ; 21(3): 294. 

 

282 

 



ANNEXE 6 : MOLECULES 2016 ; 21(3): 294. 

 

283 

 



ANNEXE 6 : MOLECULES 2016 ; 21(3): 294. 

 

284 

 



ANNEXE 6 : MOLECULES 2016 ; 21(3): 294. 

 

285 

 



ANNEXE 6 : MOLECULES 2016 ; 21(3): 294. 

 

286 

 



ANNEXE 6 : MOLECULES 2016 ; 21(3): 294. 

 

287 

 

 
 

  



ANNEXE 7 : SUPPORTING MATERIAL ANAL. CHEM. 2015 ; 87(10) :10421-10428 

 

288 

Annexe 7 : Supporting Material Anal. Chem. 2015; 87(10): 
10421-10428 
Matrix-free UV-laser desorption ionisation mass spectrometry as a versatile approach for 

accelerating dereplication studies on lichens 

P. Le Pogama, A. Schinkovitzb, B. Legouina, A.-C. Le Lamera,c, J. Boustiea*, P. Richommeb* 

 

a Université de Rennes 1, UMR CNRS 6226 PNSCM, 2 Avenue du Professeur Léon Bernard, 35043 
Rennes 
 
b Université d’Angers, EA 921 SONAS/SFR 4207 QUASAV, 16 Boulevard Daviers, 49100 Angers 
 
c Université Paul Sabatier Toulouse 3, 118 Route de Narbonne, 31062 Toulouse 
 
*Corresponding authors :  
 
Pr. Joël Boustie : joel.boustie@univ-rennes1.fr 

Pr. Pascal Richomme : pascal.richomme@univ-angers.fr 



ANNEXE 7 : SUPPORTING MATERIAL ANAL. CHEM. 2015 ; 87(10) :10421-10428 
 

 

289 

ABSTRACT 

This supporting material contains place and date of harvest and voucher specimen number of lichens 

described in this study (Table S-1). Then are displayed molecular formulas associated with all 

molecules detected as either single compounds and/or within lichen extracts (Figure S-1). Further are 

depicted LDI-MS (Figures S-2 – S-42) and ESI-MS spectra (Figures S-43 – S-79) associated with all 

studied pure molecules and lichen acetone extracts. All spectra are acquired in negative-ion mode 

except for mycosporine serinol which was ionized using positive mode. 

EXPERIMENTAL SECTION 

Mass spectrometry and instrument settings 

LDI experiments were carried out on a Bruker Biflex III time-of-flight (TOF) mass spectrometer (bruker 

Daltonik, Bremen, Germany) equipped with a 337-nm pulsed nitrogen laser (model VSL-337i, Laser 

Sciences Inc., Boston, MA). Spectra were acquired in the linear positive and negative mode within 

mass range of 20 to 2000 Da. The acceleration voltage was 19 kV, pulse ion extraction was 200 ns and 

laser frequency was 5 ns. Experiments were performed within a laser energy range of 30-80% (46.2 

µJ-103.2 µJ), depending on sample requirements.  For LDI analyses, single molecules and extracts 

were prepared at a concentration of 10 mg.mL-1 in dichloromethane (DCM) or a mixture of DCM and 

pyridine 9:1 (v/v), depending on sample solubility. Mycosporine serinol was dissolved in distilled 

water.   

For direct injection, ESI-MS solutions of single compounds and lichen extracts were prepared in DCM 

at concentrations of 0.5 mg mL-1 and 1.0 mg mL-1 respectively. These samples were introduced into an 

expression CMS single quadrupole (Advion) using a mixture of MeOH/ water (+ 0.1% formic acid) 9:1 

(v/v) at a flow rate of 200 µL min-1.  

Full scan mass spectra were recorded in the negative ion mode in a mass range of 100 and 1200 Da 

applying the following parameters: detector gain 1200, ESI voltage 3.5 kV, capillary voltage 180 V, 

source voltage 20 V, source voltage dynamic 20 V, nebulizer gas pressure 60 psig, desolvation gas flow 

rate 4L min-1, capillary temperature 250°C and source gas temperature 50°C. Full scan mass spectra 

were recorded in the positive ion mode in a mass range of 100 and 1200 Da using the following 

parameters: detector gain 1200, ESI voltage 3.5 kV, capillary voltage 180 V, source voltage 40 V, 

source voltage dynamic 0 V, nebulizer gas pressure 60 psig, dissolvation gas flow rate 4L min-1, 

capillary temperature 250°C and source gas temperature 20°C. Data processing and evaluation for MS 

measurement was performed with the Data and Mass Express 2.2.29.2 software (Advion).  

The LC-ESI and ESI mass spectra were all obtained from the same single quadrupole analyzer (Advion, 

Ithaca, USA). The MS system was coupled to a HPLC system (Prominence Shimadzu, Marne La Vallée, 

France) equipped with a Kinetex C18 HPLC column (100 x 4.6 mm – 2,6 µ - 6A, Phenomenex) and 

consisting of a quaternary pump (LC20ADSP), a surveyor autosampler (SIL-20AHT), and a diode array 

detector (SPD-M20A). HPLC analyses were performed by gradient elution using the following 

parameters: A (0.1% formic acid in water) and B (acetonitrile). T: 0 min, 20 % B; 0-25 min, 80 % B 

linear; 25-30 min, 100 % B linear ; 30-35 min 100% B ; 35-40 min 20% B linear. The flow rate was 0.2 

mL min-1. 

Table S-1 : Place and date of harvest and voucher specimen number of lichens described in this 

study. ................................................................................................................................................... 292 

 

Figure S- 1: Structures of studied molecules, either as single compounds or within lichen extracts. 297 



ANNEXE 7 : SUPPORTING MATERIAL ANAL. CHEM. 2015 ; 87(10) :10421-10428 

 

290 

Figure S- 2: Negative LDI mass spectrum of atranorin ........................................................................ 298 

Figure S- 3: Negative LDI mass spectrum of divaricatic acid ............................................................... 298 

Figure S- 4: Negative LDI mass spectrum of evernic acid .................................................................... 298 

Figure S- 5: Negative LDI mass spectrum of thamnolic acid ............................................................... 299 

Figure S- 6: Negative LDI mass spectrum of lobaric acid ..................................................................... 299 

Figure S- 7: Negative LDI mass spectrum of stictic acid ...................................................................... 299 

Figure S- 8: Negative LDI mass spectrum of variolaric acid ................................................................. 300 

Figure S- 9: Negative LDI mass spectrum of pannaric acid ................................................................. 300 

Figure S- 10: Negative LDI mass spectrum of usnic acid ..................................................................... 300 

Figure S- 11 : Positive LDI mass spectrum of usnic acid ...................................................................... 301 

Figure S- 12: Negative LDI mass spectrum of β-collatolic acid ............................................................ 301 

Figure S- 13 : Negative LDI mass spectrum of lobarin ......................................................................... 301 

Figure S- 14: Negative LDI mass spectrum of sakisacaulon A ............................................................. 302 

Figure S- 15: Negative LDI mass spectrum of haemoventosin ............................................................ 302 

Figure S- 16: Negative LDI mass spectrum of chrysophanol ............................................................... 302 

Figure S- 17: Negative LDI mass spectrum of emodin ......................................................................... 303 

Figure S- 18 : Negative LDI mass spectrum of parietin........................................................................ 303 

Figure S- 19: Negative LDI mass spectrum of epanorin ...................................................................... 304 

Figure S- 20: Negative LDI mass spectrum of rhizocarpic acid ............................................................ 304 

Figure S- 21: Negative LDI mass spectrum of vulpinic acid ................................................................. 304 

Figure S- 22: Negative LDI mass spectrum of thiophanic acid ............................................................ 305 

Figure S- 23: Negative LDI mass spectrum of secalonic acid D ........................................................... 305 

Figure S- 24: Negative LDI mass spectrum of roccellic acid ................................................................ 306 

Figure S- 25: Negative LDI mass spectrum of lichesterinic acid .......................................................... 306 

Figure S- 26: Negative LDI mass spectrum of lepraric acid ................................................................. 306 

Figure S- 27: Positive LDI mass spectrum of mycosporine serinol ...................................................... 307 

Figure S- 28: Negative LDI mass spectrum of the acetone extract of Cladonia portentosa ............... 307 

Figure S- 29: Negative LDI mass spectrum of the acetone extract of Diploicia canescens ................. 307 

Figure S- 30: Negative LDI mass spectrum of the acetone extract of Evernia prunastri ..................... 308 

Figure S- 31: Negative LDI mass spectrum of the acetone extract of Flavocetraria nivalis ................ 308 

Figure S- 32: Negative LDI mass spectrum of the acetone extract of Lecidella asema ....................... 308 

Figure S- 33: Negative LDI mass spectrum of the acetone extract of Ophioparma ventosa .............. 309 

Figure S- 34: Negative LDI mass spectrum of the acetone extract of Pertusaria amara .................... 309 

Figure S- 35: Negative LDI mass spectrum of the acetone extract of Pseudevernia furfuracea ......... 309 

Figure S- 36: Negative LDI mass spectrum of the acetone extract of Ramalina cuspidata var. 

stenoclada ........................................................................................................................................... 310 

Figure S- 37: Negative LDI mass spectrum of the acetone extract of Ramalina siliquosa var. crassa 310 

Figure S- 38: Negative LDI mass spectrum of the acetone extract of Roccella fuciformis .................. 310 

Figure S- 39: Negative LDI mass spectrum of the acetone extract of Roccella phycopsis .................. 311 

Figure S- 40: Negative LDI mass spectrum of the acetone extract of Tephromela atra ..................... 311 

Figure S- 41: Negative LDI mass spectrum of the acetone extract of Usnea filipendula .................... 311 

Figure S- 42: Negative LDI mass spectrum of the acetone extract of Vulpicida pinastri .................... 312 

Figure S- 43: Negative LDI mass spectrum of the acetone extract of Xanthoria parietina ................. 312 

Figure S- 44: Negative ESI mass spectrum of atranorin ...................................................................... 313 

Figure S- 45 : Negative ESI mass spectrum of divaricatic acid ............................................................ 313 

Figure S- 46 : Negative ESI mass spectrum of evernic acid ................................................................. 313 

Figure S- 47 : Negative ESI mass spectrum of thamnolic acid ............................................................. 314 

Figure S- 48: Negative ESI mass spectrum of lobaric acid ................................................................... 314 



ANNEXE 7 : SUPPORTING MATERIAL ANAL. CHEM. 2015 ; 87(10) :10421-10428 
 

 

291 

Figure S- 49 : Negative ESI mass spectrum of stictic acid .................................................................... 314 

Figure S- 50 : Negative ESI mass spectrum of variolaric acid .............................................................. 314 

Figure S- 51 : Negative ESI mass spectrum of pannaric acid ............................................................... 315 

Figure S- 52 : Negative ESI mass spectrum of usnic acid ..................................................................... 315 

Figure S- 53 : Negative ESI mass spectrum of β-collatolic acid ........................................................... 315 

Figure S- 54 : Negative ESI mass spectrum of lobarin ......................................................................... 315 

Figure S- 55 : Negative ESI mass spectrum of sakisacaulon A ............................................................. 316 

Figure S- 56 : Negative ESI mass spectrum of emodin ........................................................................ 316 

Figure S- 57 : Negative ESI mass spectrum of epanorin ...................................................................... 316 

Figure S- 58 : Negative ESI mass spectrum of rhizocarpic acid ........................................................... 316 

Figure S- 59 : Negative ESI mass spectrum of vulpinic acid ................................................................ 317 

Figure S- 60 : Negative ESI mass spectrum of thiophanic acid ............................................................ 317 

Figure S- 61 : Negative ESI mass spectrum of secalonic acid D ........................................................... 317 

Figure S- 62 : Negative ESI mass spectrum of roccellic acid ................................................................ 318 

Figure S- 63 :  Negative ESI mass spectrum of lichesterinic acid ......................................................... 318 

Figure S- 64 : Positive ESI mass spectrum of mycosporine serinol ..................................................... 318 

Figure S- 65 : Negative ESI mass spectrum of the acetone extract of Cladonia portentosa ............... 318 

Figure S- 66 : Negative ESI mass spectrum of the acetone extract of Diploicia canescens................. 319 

Figure S- 67 : Negative ESI mass spectrum of the acetone extract of Evernia prunastri .................... 319 

Figure S- 68 : Negative ESI mass spectrum of the acetone extract of Flavocetraria nivalis ............... 319 

Figure S- 69 : Negative ESI mass spectrum of the acetone extract of Lecidella asema ...................... 319 

Figure S- 70 : Negative ESI mass spectrum of the acetone extract of Ochrolechia parella ................ 319 

Figure S- 71 : Negative ESI mass spectrum of the acetone extract of Ophioparma ventosa .............. 320 

Figure S- 72 : Negative ESI mass spectrum of the acetone extract of Pertusaria amara ................... 320 

Figure S- 73 : Negative ESI mass spectrum of the acetone extract of Pseudevernia furfuracea ........ 320 

Figure S- 74 : Negative ESI mass spectrum of the acetone extract of Ramalina cuspidata var. 

stenoclada ........................................................................................................................................... 320 

Figure S- 75 : Negative ESI mass spectrum of the acetone extract of Ramalina siliquosa var. crassa 321 

Figure S- 76 : Negative ESI mass spectrum of the acetone extract of Roccella fuciformis ................. 321 

Figure S- 77 : Negative ESI mass spectrum of the acetone extract of Roccella phycopsis .................. 321 

Figure S- 78 : Negative ESI mass spectrum of the acetone extract of Tephromela atra ..................... 321 

Figure S- 79 : Negative ESI mass spectrum of the acetone extract of Usnea filipendula .................... 322 

Figure S- 80 : Negative ESI mass spectrum of the acetone extract of Vulpicida pinastri .................... 322 

Figure S- 81 : Negative ESI mass spectrum of the acetone extract of Xanthoria parietina ................ 322 

 

 

 

 

 

 

 

 



ANNEXE 7 : SUPPORTING MATERIAL ANAL. CHEM. 2015 ; 87(10) :10421-10428 

 

292 

Table S-1 : Place and date of harvest and voucher specimen number of lichens described in this 

study. 

Lichens Voucher 

specimen 

Place and date of harvest Reference 

Cladonia 

portentosa 

JB/05/48 Cressensac (Lot) - 2005 (Chollet-Krugler et 

al., 2008) 

Diploicia canescens JB/06/10 Dinard (Ille-et-Vilaine) - 

2006 

(Millot et al., 2009) 

Evernia prunastri JB/06/51 Cressensac (Lot) -2006  

Flavocetraria 

nivalis 

JB/02/37 Font-Romeu (Pyrénées 

Orientales) - 2002 

 

Lecidella asema 2014/JYM/04 Pointe du Raz (Finistère) - 

2014 

 

Ophioparma 

ventosa 

JB/09/58 Obergurgl (Austria) - 2009  (Le Pogam et al., 

2016a) 

Pertusaria amara JB/07/108 Liffré (Ille-et-Vilaine) - 

2007 

(Bonny et al., 2011) 

Pseudevernia 

furfuracea 

JB/00/04 Meymac (Corrèze) - 2000  

Ramalina siliquosa 

var. crassa 

JB/11/e496 Carantec (Finistère) - 2011 (Parrot et al., 2013) 

Ramalina 

cuspidata var. 

stenoclada 

JB/11/e495 Trégastel (Finistère) - 2011 (Parrot et al., 2013) 

Roccella fuciformis JB/05/57 Ploumanach (Côtes 

d’Armor) - 2005 

(Parrot et al., 2015) 

Roccella phycopsis JB/05/46 Ile de Bréhat (Côtes 

d’Armor) - 2005 

(Parrot et al., 2015) 

Tephromela atra JB/05/e56 La Guimorais (Ille-et-

Vilaine) - 2006 

(Millot et al., 2008) 

Usnea filipendula JB/00/78 Ventadour (Corrèze) - 

07/2000 

 

Vulpicida pinastri JB/14/198 Jausier (Alpes Maritimes) - 

04/2014 

 

Xanthoria parietina JB/06/59 Dinard (Ille-et-Vilaine) - 

01/2006 
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DEPSIDES 

Atranorin 
 

Chloroatranorin 

 

Evernic acid 

Divaricatic acid 
 

Thamnolic acid 

 

Lecanoric acid 

 

Miriquidic acid 

  

Perlatolic acid 

 

Erythrin 

DEPSIDONES 

 

Stictic acid 

 

Norstictic acid 

 

Diploicin 
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Dechlorodiploicin  

Salazinic acid 

 

Gangaleoidin 

 

 

 

 

Lobaric acid 

 

α-alectoronic acid 

 

 

α-collatolic acid 

Physodic acid 
 

3-hydroxyphysodic acid 

 

2’-O-methylphysodic acid 

 DIBENZOFURANS AND RELATED 
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Variolaric acid 

 

  

 

(+)-Usnic acid  

 

 

 

Pannaric acid 

DIPHENYLETHERS 

 

β-collatolic acid 

 

 

Lobarin 

 

 

Sakisacaulon A 

DEPSONES NAPHTHOQUINONE 

 

 

Picrolichenic acid 

 

 

Subpicrolichenic acid 

 

 

Haemoventosin 

ANTHRAQUINONES 

 

Chrysophanol 
Fallacinal Fallacinol 
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Emodin 

 

Parietin 
Parietinic acid 

XANTHONES 

Thiophanic acid 
 

Asemone 

 

3-O-methylasemone 

3-O-methylthiophanic acid 

 

Secalonic acid D 

CHROMONE ALIPHATIC ACID 

 

 

Lepraric acid 

 

 

 

 

Roccellic acid 

PARACONIC ACID PULVINIC ACID DERIVATIVES 
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(+) - Lichesterinic acid 

 

Vulpinic acid 

Pinastric acid 

 

(-) - Epanorin 

 

(+) - Rhizocarpic acid 

MYCOSPORINE   

 

Mycosporine serinol 

  

FIGURE S- 1: STRUCTURES OF STUDIED MOLECULES, EITHER AS SINGLE COMPOUNDS OR WITHIN LICHEN EXTRACTS. 
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LDI-MS SPECTRA 

SINGLE MOLECULES 

DEPSIDES 

 

FIGURE S- 2: NEGATIVE LDI MASS SPECTRUM OF ATRANORIN 

 

FIGURE S- 3: NEGATIVE LDI MASS SPECTRUM OF DIVARICATIC ACID 

 
FIGURE S- 4: NEGATIVE LDI MASS SPECTRUM OF EVERNIC ACID 
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FIGURE S- 5: NEGATIVE LDI MASS SPECTRUM OF THAMNOLIC ACID 

 DEPSIDONES 

 

FIGURE S- 6: NEGATIVE LDI MASS SPECTRUM OF LOBARIC ACID 

 

FIGURE S- 7: NEGATIVE LDI MASS SPECTRUM OF STICTIC ACID 
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FIGURE S- 8: NEGATIVE LDI MASS SPECTRUM OF VARIOLARIC ACID 

DIBENZOFURAN AND RELATED 

 
FIGURE S- 9: NEGATIVE LDI MASS SPECTRUM OF PANNARIC ACID 

 

FIGURE S- 10: NEGATIVE LDI MASS SPECTRUM OF USNIC ACID 
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FIGURE S- 11 : POSITIVE LDI MASS SPECTRUM OF USNIC ACID 

DIPHENYLETHERS 

 
FIGURE S- 12: NEGATIVE LDI MASS SPECTRUM OF Β-COLLATOLIC ACID 

 
FIGURE S- 13 : NEGATIVE LDI MASS SPECTRUM OF LOBARIN 
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FIGURE S- 14: NEGATIVE LDI MASS SPECTRUM OF SAKISACAULON A 

 

QUINONES 

 

FIGURE S- 15: NEGATIVE LDI MASS SPECTRUM OF HAEMOVENTOSIN 

 

FIGURE S- 16: NEGATIVE LDI MASS SPECTRUM OF CHRYSOPHANOL 
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FIGURE S- 17: NEGATIVE LDI MASS SPECTRUM OF EMODIN 

 

 
FIGURE S- 18 : NEGATIVE LDI MASS SPECTRUM OF PARIETIN 

PULVINIC ACID DERIVATIVES 
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FIGURE S- 19: NEGATIVE LDI MASS SPECTRUM OF EPANORIN 

 

FIGURE S- 20: NEGATIVE LDI MASS SPECTRUM OF RHIZOCARPIC ACID 

 

 

FIGURE S- 21: NEGATIVE LDI MASS SPECTRUM OF VULPINIC ACID 

XANTHONES 
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FIGURE S- 22: NEGATIVE LDI MASS SPECTRUM OF THIOPHANIC ACID 

 

 
FIGURE S- 23: NEGATIVE LDI MASS SPECTRUM OF SECALONIC ACID D 

ALIPHATIC AND PARACONIC ACIDS 
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FIGURE S- 24: NEGATIVE LDI MASS SPECTRUM OF ROCCELLIC ACID 

 
FIGURE S- 25: NEGATIVE LDI MASS SPECTRUM OF LICHESTERINIC ACID 

 

CHROMONES 

 
FIGURE S- 26: NEGATIVE LDI MASS SPECTRUM OF LEPRARIC ACID 

MYCOSPORINE 
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FIGURE S- 27: POSITIVE LDI MASS SPECTRUM OF MYCOSPORINE SERINOL 

EXTRACTS 

 

FIGURE S- 28: NEGATIVE LDI MASS SPECTRUM OF THE ACETONE EXTRACT OF CLADONIA PORTENTOSA 

 
FIGURE S- 29: NEGATIVE LDI MASS SPECTRUM OF THE ACETONE EXTRACT OF DIPLOICIA CANESCENS 
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FIGURE S- 30: NEGATIVE LDI MASS SPECTRUM OF THE ACETONE EXTRACT OF EVERNIA PRUNASTRI 

 

FIGURE S- 31: NEGATIVE LDI MASS SPECTRUM OF THE ACETONE EXTRACT OF FLAVOCETRARIA NIVALIS 

 

FIGURE S- 32: NEGATIVE LDI MASS SPECTRUM OF THE ACETONE EXTRACT OF LECIDELLA ASEMA 



ANNEXE 7 : SUPPORTING MATERIAL ANAL. CHEM. 2015 ; 87(10) :10421-10428 
 

 

309 

 

FIGURE S- 33: NEGATIVE LDI MASS SPECTRUM OF THE ACETONE EXTRACT OF OPHIOPARMA VENTOSA 

 

FIGURE S- 34: NEGATIVE LDI MASS SPECTRUM OF THE ACETONE EXTRACT OF PERTUSARIA AMARA 

 
FIGURE S- 35: NEGATIVE LDI MASS SPECTRUM OF THE ACETONE EXTRACT OF PSEUDEVERNIA FURFURACEA 
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FIGURE S- 36: NEGATIVE LDI MASS SPECTRUM OF THE ACETONE EXTRACT OF RAMALINA CUSPIDATA VAR. 
STENOCLADA 

 

FIGURE S- 37: NEGATIVE LDI MASS SPECTRUM OF THE ACETONE EXTRACT OF RAMALINA SILIQUOSA VAR. CRASSA 

 
FIGURE S- 38: NEGATIVE LDI MASS SPECTRUM OF THE ACETONE EXTRACT OF ROCCELLA FUCIFORMIS 
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FIGURE S- 39: NEGATIVE LDI MASS SPECTRUM OF THE ACETONE EXTRACT OF ROCCELLA PHYCOPSIS 

   

FIGURE S- 40: NEGATIVE LDI MASS SPECTRUM OF THE ACETONE EXTRACT OF TEPHROMELA ATRA 

 
FIGURE S- 41: NEGATIVE LDI MASS SPECTRUM OF THE ACETONE EXTRACT OF USNEA FILIPENDULA 
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FIGURE S- 42: NEGATIVE LDI MASS SPECTRUM OF THE ACETONE EXTRACT OF VULPICIDA PINASTRI 

 

 
FIGURE S- 43: NEGATIVE LDI MASS SPECTRUM OF THE ACETONE EXTRACT OF XANTHORIA PARIETINA
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ESI-MS SPECTRA 

SINGLE MOLECULES 

 DEPSIDES 

  Atranorin 

 

FIGURE S- 44: NEGATIVE ESI MASS SPECTRUM OF ATRANORIN 

  Divaricatic acid 

 

FIGURE S- 45 : NEGATIVE ESI MASS SPECTRUM OF DIVARICATIC ACID 

  Evernic acid 

 

FIGURE S- 46 : NEGATIVE ESI MASS SPECTRUM OF EVERNIC ACID 

  Thamnolic acid 
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FIGURE S- 47 : NEGATIVE ESI MASS SPECTRUM OF THAMNOLIC ACID 

 

 DEPSIDONES 

  Lobaric acid 

 
FIGURE S- 48: NEGATIVE ESI MASS SPECTRUM OF LOBARIC ACID 

  Stictic acid 

 
FIGURE S- 49 : NEGATIVE ESI MASS SPECTRUM OF STICTIC ACID 

  Variolaric acid 

 

FIGURE S- 50 : NEGATIVE ESI MASS SPECTRUM OF VARIOLARIC ACID 

 DIBENZOFURAN AND RELATED 
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  Pannaric acid 

 
FIGURE S- 51 : NEGATIVE ESI MASS SPECTRUM OF PANNARIC ACID 

  Usnic acid 

 
FIGURE S- 52 : NEGATIVE ESI MASS SPECTRUM OF USNIC ACID                                                               

 DIPHENYLETHERS 

  β-collatolic acid 

 
FIGURE S- 53 : NEGATIVE ESI MASS SPECTRUM OF Β-COLLATOLIC ACID 

  Lobarin 

 

FIGURE S- 54 : NEGATIVE ESI MASS SPECTRUM OF LOBARIN 
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  Sakisacaulon A 

 
FIGURE S- 55 : NEGATIVE ESI MASS SPECTRUM OF SAKISACAULON A 

 QUINONES 

  Emodin 

 
FIGURE S- 56 : NEGATIVE ESI MASS SPECTRUM OF EMODIN 

 PULVINIC ACID DERIVATIVES 

  Epanorin 

 
FIGURE S- 57 : NEGATIVE ESI MASS SPECTRUM OF EPANORIN 

  Rhizocarpic acid 

 
FIGURE S- 58 : NEGATIVE ESI MASS SPECTRUM OF RHIZOCARPIC ACID 
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  Vulpinic acid 

 
FIGURE S- 59 : NEGATIVE ESI MASS SPECTRUM OF VULPINIC ACID 

 XANTHONES 

  Thiophanic acid 

 

FIGURE S- 60 : NEGATIVE ESI MASS SPECTRUM OF THIOPHANIC ACID 

  Secalonic acid D 

 
FIGURE S- 61 : NEGATIVE ESI MASS SPECTRUM OF SECALONIC ACID D 

 ALIPHATIC AND PARACONIC ACIDS 

  Roccellic acid 
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FIGURE S- 62 : NEGATIVE ESI MASS SPECTRUM OF ROCCELLIC ACID 

  Lichesterinic acid 

 

FIGURE S- 63 :  NEGATIVE ESI MASS SPECTRUM OF LICHESTERINIC ACID 

 MYCOSPORINE 

  Mycosporine serinol 

 
FIGURE S- 64 : POSITIVE ESI MASS SPECTRUM OF MYCOSPORINE SERINOL 

EXTRACTS 

 Cladonia portentosa 

 
FIGURE S- 65 : NEGATIVE ESI MASS SPECTRUM OF THE ACETONE EXTRACT OF CLADONIA PORTENTOSA 

 Diploicia canescens 
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FIGURE S- 66 : NEGATIVE ESI MASS SPECTRUM OF THE ACETONE EXTRACT OF DIPLOICIA CANESCENS 

 Evernia prunastri 

 

FIGURE S- 67 : NEGATIVE ESI MASS SPECTRUM OF THE ACETONE EXTRACT OF EVERNIA PRUNASTRI 

 Flavocetraria nivalis 

 

FIGURE S- 68 : NEGATIVE ESI MASS SPECTRUM OF THE ACETONE EXTRACT OF FLAVOCETRARIA NIVALIS 

 Lecidella asema 

 
FIGURE S- 69 : NEGATIVE ESI MASS SPECTRUM OF THE ACETONE EXTRACT OF LECIDELLA ASEMA 

 Ochrolechia parella 

 
FIGURE S- 70 : NEGATIVE ESI MASS SPECTRUM OF THE ACETONE EXTRACT OF OCHROLECHIA PARELLA 
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 Ophioparma ventosa 

 
FIGURE S- 71 : NEGATIVE ESI MASS SPECTRUM OF THE ACETONE EXTRACT OF OPHIOPARMA VENTOSA 

 Pertusaria amara 

 
FIGURE S- 72 : NEGATIVE ESI MASS SPECTRUM OF THE ACETONE EXTRACT OF PERTUSARIA AMARA 

Pseudevernia furfuracea 

 
FIGURE S- 73 : NEGATIVE ESI MASS SPECTRUM OF THE ACETONE EXTRACT OF PSEUDEVERNIA FURFURACEA 

 Ramalina cuspidata var. stenoclada 

 
FIGURE S- 74 : NEGATIVE ESI MASS SPECTRUM OF THE ACETONE EXTRACT OF RAMALINA CUSPIDATA VAR. 

STENOCLADA 
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 Ramalina siliquosa var. crassa 

 
FIGURE S- 75 : NEGATIVE ESI MASS SPECTRUM OF THE ACETONE EXTRACT OF RAMALINA SILIQUOSA VAR. CRASSA 

 Roccella fuciformis 

 
FIGURE S- 76 : NEGATIVE ESI MASS SPECTRUM OF THE ACETONE EXTRACT OF ROCCELLA FUCIFORMIS 

 Roccella phycopsis 

 
FIGURE S- 77 : NEGATIVE ESI MASS SPECTRUM OF THE ACETONE EXTRACT OF ROCCELLA PHYCOPSIS 

 Tephromela atra   

 
FIGURE S- 78 : NEGATIVE ESI MASS SPECTRUM OF THE ACETONE EXTRACT OF TEPHROMELA ATRA 
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Usnea filipendula 

 
FIGURE S- 79 : NEGATIVE ESI MASS SPECTRUM OF THE ACETONE EXTRACT OF USNEA FILIPENDULA 

 Vulpicida pinastri 

 
FIGURE S- 80 : NEGATIVE ESI MASS SPECTRUM OF THE ACETONE EXTRACT OF VULPICIDA PINASTRI 

 Xanthoria parietina 

 
FIGURE S- 81 : NEGATIVE ESI MASS SPECTRUM OF THE ACETONE EXTRACT OF XANTHORIA PARIETINA 
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Annexe 8 : Supporting Material LDI-imaging Ophioparma 
ventosa, Sci. Rep. 2016 ; 6: 37807 

 

Laser Desorption Ionization-Mass Spectrometry Imaging to 

delineate the role of lichen compounds through spatial 

mapping: chemical ecology of Ophioparma ventosa. 

Pierre Le Pogama, Béatrice Legouina, Audrey Geaironb, Hélène 
Rogniauxb, Françoise Lohézic-Le Dévéhata, Walter Obermayerc, Joël 
Boustie a, Anne-Cécile Le Lamera, d 

 
a Université Rennes 1, UMR CNRS 6226 PNSCM, 2 Avenue du Pr. L. Bernard, 35043 Rennes, b INRA 
UR 1268 BIA, Plate-forme BIBS, 44300 Nantes,  c Universitat Graz, Institut Karl Franzens, Holteigasse 
6, A-8010 Graz, d Université Toulouse 3 Paul Sabatier, UFR Pharmacie, 118 Route de Narbonne, 
31062 Toulouse.  
 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 



ANNEXE 8 : SUPPORTING MATERIAL LDI-IMAGING, SCI. REP. 2016; 6: 37807 

 

324 

 

Figure S1 : Chemical structures of metabolites reported from Ophioparma ventosa 
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Chemical investigation of microsamples of Ophioparma ventosa thallus 

 Experimental data  

Regarding the preparation of microsamples, random pieces or selected pieces of thallus (ca. 75 mg) 

were cut in the middle of the medulla using a razor blade prior to being crushed with mortar and 

pestle and subsequently extracted with 1 mL of dichloromethane for three hours. Extracts were then 

spotted on analytical TLC plates (Merck Silica Gel 60F254) using toluene/ethyl acetate/formic acid 

(70/25/5). Visualization of the plates was carried out under UV light (254 and 365 nm) and using 

anisaldehyde/H2SO4 reagent when heating.  

 Preliminary localization of miriquidic acid on micro-samples 

The TLC monitoring of micro-samples’ dichloromethane extract revealed a distribution pattern 

comparable to that reported during our in situ DART-MS investigation, with usnic acid predominantly 

occurring in the upper layers and divaricatic acid evidenced in deeper strata. Representative 

examples obtained from the Styria sample are given in Fig. S2. One should note that usnic acid 

sometimes substantially arises within the lower half of the thallus.  

 

Figure S2: TLC of selected dichloromethane extract of upper and lower micro-samples of O. ventosa 

revealing the basal distribution of miriquidic acid and its uneven occurrence between different pieces 

of thallus. Left : UV 254 nm, right : plate sprayed using anisaldehyde 

 

 

Figure S3: Longitudinal distribution of miriquidic acid in a piece of Ophioparma ventosa thallus (Tyrol 

sample). Division of a piece of thallus in small fragments (B). Rose patches refer to areas containing 

miriquidic acid (C) 
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LDI-imaging of further slices 

The distribution pattern of all Ophioparma ventosa metabolites in slices lacking miriquidic acid is 

here presented on two supplementary sets of Figures. 

 

Figure S5: Spatial allocation of O. ventosa metabolites in a hand-cut apotheciate section obtained 

from the Tyrol sample. 

 

Figure S6: Distribution pattern of O. ventosa molecules in a cryosectioned slice from the Styria 

sample. 
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Annexe 9 : Données complémentaires de biologie moléculaire 

A.  Extraction de l’ADN génomique. 
a. Principe 

 

Un premier tampon (qualifié de tampon de lyse, AP1) est appliqué sur le broyat de cellules pour les 
lyser au moyen d’un détergent (e.g Sodium Dodecyl Sulfate). De la RNase A est ajoutée 
extemporanément pour dégrader l’ARN des tissus. Un second tampon (tampon de précipitation des 
protéines, P3) introduit de fortes concentrations de sels (e.g acétate de potassium) pour faire 
précipiter les polysaccharides et les protéines. Le mélange est centrifugé et le surnageant est injecté 
sur une première colonne pour être élué par le tampon AW, ce qui va permettre de retenir les 
différents débris précipités mais laisser passer l’ADN. L’éluat est alors repris par un tampon contenant 
de l’éthanol pour précipiter l’ADN et ainsi le retenir au sein d’une seconde colonne. Cette seconde 
colonne est alors éluée par un tampon de lavage (buffer AW) qui va entraîner diverses impuretés 
restant en solution puis par un tampon d’élution (buffer AE) qui va désorber l’ADN de la colonne. 
 

b. Protocole 
 

1.  400 μL de tampon AP1 et 4 μL de RNase A sont ajoutés au broyat de cellules. Le tube est incubé à 

65°C pendant 10 minutes et est renversé 3 fois durant cette période. 

2. 130 μL de tampon P3 sont ajoutés. Le tube est vortexé puis placé pendant 5 minutes dans la glace. 

Le lysat cellulaire est centrifugé 5 minutes à 14.000 rpm. 

3. Le surnageant est transféré sur une colonne QIAshredder puis centrifugé 2 minutes à 20.000 g. 

4. L’éluat est transféré vers un nouveau tube. 700 μL (eq. 1,5 volume) de tampon AW1 sont rajoutés 

et le mélange est homogénéisé par aspiration/refoulement. 

5. 650 μL sont transférés sur une colonne DNeasy Mini Spin logé sur un tube collecteur de 2 mL. Il y a 

élution par centrifugation à 8.000 rpm pendant 1 minute. L’éluat est éliminé. L’étape est répétée 

avec l’échantillon restant. 

6. La colonne est placée à la surface d’un autre tube collecteur. 500 μL de tampon AW2 sont 

introduits à la surface de la colonne. L’élution se fait par centrifugation (8.000 rpm, 1 minute). L’éluat 

est éliminé. 

7. 500 μL de tampon AW2 sont une nouvelle fois déposés à la surface de la colonne. Après 

centrifugation (14.000 rpm, 2 minutes), l’éluat est éliminé. 

8. La colonne est placée sur un nouveau tube collecteur et 100 μL de tampon AE sont déposés à sa 

surface. Après 5 minutes d’incubation, l’échantillon est centrifugé 1 minute à 8.000 rpm. 

9. L’étape précédente est répétée. 
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B. Alignement de séquences pour la désignation des 
amorces 

CLUSTAL O(1.2.1) multiple sequence alignment 
 
WP_019491246.1               MAQSISLSSPSKT----HALGISASSLKTLGTLTLLLLALPLNTSLVLVALLLKS----L 52 
WP_039715341                 ----------MLLPQSITPTMQIFAVFQNLGTLLLLAIAFPFNCIVVLTALLWNLVSQPF 50 
WP_015199130.1Calothrix      MTQSMSFDSTVPK-PQTGSGERISGLFKTLGTLVLLFLALPVNTSIVLISLLWGILNKPV 59 
Ava_3856                     MAQSLPLSSA-PATPSLPSQTKIAAIIQNICTLALLLLALPINATIVFISLL------VF 53 
KIJ85250.1Scytonema          MAQSLPLTSAGGATSPTAFVAQVKALFQNIATLTILLLVLPINAAIVLTSLFWSRVSRFV 60 
WP_017743130.1               MTQSISFSSPVPATPPISVKARFIALFQNLGTLTLLLLALPVNAVIVVISLVWNSLTRLF 60 
                                                     . ::.: ** :* :.:*.*  :*. :*.       . 
WP_019491246.1               RPQNV-TTEQPKNILISGGKMTKALQLARSFHEQGHRVILLEAHKYWLTGHRFSSAVNKF 111 
WP_039715341                 RDRGILPVSQPKNIMLTGGKMTKALQLARSFHLVGHRVVLVETHKYWLTGHRFSNAVDRF 110 
WP_015199130.1Calothrix      GKQ-L-QTTAPQNILISGGKMTKALQLARSLHAAGHRVVLVESHKYWLTGHQFSNCVDKF 117 
Ava_3856                     RPQKV-KAANPQTILISGGKMTKALQLARSFHAAGHRVVLVETHKYWLTGHRFSQAVDKF 112 
KIJ85250.1Scytonema          RPQTV-VAANRKNILISGGKMTKALQIARSFHAAGHRVVLIETHKYWLSGHRFSDAISRF 119 
WP_017743130.1               STQQT-TVARSKNILISGGKMTKALQLARSFGAAGHRVVLIETHKYWLSGHRFSNAVSRF 119 
                               :    .   :.*:::*********:***:   ****:*:*:*****:**:**..:.:* 
WP_019491246.1               YTVGAPEKDPEGYIQSLVDIVEKENIDVYVPVCSPVASYYDSLAKKAL-PQCEVIHCDPE 170 
WP_039715341                 YTVPAPEKDPEGYSQALLAIAKQENIDVYVPVCSPVASYYDSLAKSVLSGCCEVFHFDAE 170 
WP_015199130.1Calothrix      YTVTAPEKHPQVYTQQLLDIVKKELIDVYVPVCSPVASYYDSLVKPALSQYCEVFHCDAE 177 
Ava_3856                     YTVPAPQDNPQAYIQALVDIVKQENIDVYIPVTSPVGSYYDSLAKPELSHYCEVFHFDAD 172 
KIJ85250.1Scytonema          YTTPTPQYDPEAYIQALLDIVKKENIDVYVPVTSPVASYYDSLAKPALSPYCEVFHFDAD 179 
WP_017743130.1               YTTPTPQYDPEAYIQTLIDIVKRENIDVYVPVTSPVASYYDSLAKPALSPYCEVLHFDAD 179 
                             **. :*: .*: * * *: *.::* ****:** ***.******.*  *   ***:* * : 
WP_019491246.1               MTQMLDDKYAFAQTAQSFGLSVPKSFKITDPEQVINFDFSQEKRKYILKSIPYDSVRRLD 230 
WP_039715341                 VTQMLDDKYDFAEKARSLGLSVPKSFKITNPEQVVNFDFSDAERPYILKSIPYDSVRRLN 230 
WP_015199130.1Calothrix      VTQMLDDKHAFSEKARSFGLSVPKSFKITNPEEVINFDFSQEKRKYILKSIPYDSVRRLD 237 
Ava_3856                     ITQMLDDKFALTQKARSLGLSVPKSFKITSPEQVINFDFSGETRKYILKSIPYDSVRRLD 232 
KIJ85250.1Scytonema          VTQMLDDKFAFSEKARSFGLSVPKSFKITNPEQVLNFDFSGETRKYILKSIPYDSVRRLD 239 
WP_017743130.1               VTKMLDDKFAFSEKARDLGLSVPKSFKITNPEQVLNFDFSQETRKYILKSIPYDSVRRLD 239 
                             :*:*****. :::.*:.:***********.**:*:*****   * **************: 
WP_019491246.1               LTRLPCDTPEATAAFVRSLPISSEKPWIMQEFIPGTEYCTHSTVRNGVITLHCCCESSAF 290 
WP_039715341                 LTKLPCATPSQTAAFVNSLPISPEKPWIMQEFIPGQEYCTHSTVRNGELRMHCCCESSAF 290 
WP_015199130.1Calothrix      LTKLPCETPEETAAFVRSLPISPEKPWIMQEFIPGKEFCTHSTVRNGELRLHCCCESSAF 297 
Ava_3856                     LTKLPCATPEETAAFVRSLPITPEKPWIMQEFIPGKEFCTHSTVRNGELRLHCCCESSAF 292 
KIJ85250.1Scytonema          LTKLPCDTPEETAAFVRSLPISPEKPWIMQEFIPGKEFCTHSTVKNGELRLHCCAESSAF 299 
WP_017743130.1               LTKLPCDTLEETAAFVKSLPISPEKPWIMQEFIPGKEFCTHSTVRNGELRLHCCSESSAF 299 
                             **:*** * . *****.****: ************ *:******:** : :***.***** 
WP_019491246.1               QVNYENVDNPKIFEWVSRFVKELGITGQVSFDFIEAEDGNIYAIECNPRTHSAITMFYNH 350 
WP_039715341                 QVNYENVDKPEILAWVRHFVKELGITGQASFDFIQAEDGNIYAIECNPRTHSAITMFYNH 350 
WP_015199130.1Calothrix      QVNYENVDNPQILQWVKHFIKEMGITGQVSFDFIQTVDGTVYAIECNPRTHSAITMFYNH 357 
Ava_3856                     QVNYENVNNPQITEWVQHFVKELKLTGQISFDFIQAEDGTVYAIECNPRTHSAITTFYDH 352 
KIJ85250.1Scytonema          QVNYENVENPKIQEWVRHFVKELGITGQVSFDFIQAEDGTVYAIECNPRTHSAITMFYNH 359 
WP_017743130.1               QVNYENVENPEIQAWVKHFVNGLGFTGQVSFDFIQTDDGKVYAIECNPRTHSAITMFYNH 359 
                             *******::*:*  ** :*:: : :*** *****:: **.:************** **:* 
WP_019491246.1               PGVADAYLGTGNN-------------------------LAVPIQPKSTSKPTYWIYHEVW 385 
WP_039715341                 PGVADAFLSEDATCNTSTSRAGLLNSSSIDNISGKPASTIYPLQPLPTSKPTYWTYHELW 410 
WP_015199130.1Calothrix      PGVADAYLCKDVICHVST---------------------FEPLQPLVSSKPTYWLYHEFW 396 
Ava_3856                     PQVAEAYLSQAP-----T---------------------TETIQPLTTSKPTYWTYHEVW 386 
KIJ85250.1Scytonema          PDVADAYLSEEP-----F---------------------TEPLVPLPNSKPTYWTYHEVW 393 
WP_017743130.1               PQVSDAYLGTEP-----L---------------------TEPLQPLPNSKPTYWLYHEVW 393 
                             * *::*:*                                  : *  .****** ***.* 
WP_019491246.1               RLFNARSWSDFVYRLRIITRGKDAIFSWQDPLPFLMNPHWQIFLLLIQNLQKNRGWIRID 445 
WP_039715341                 RLTGIRSFQQLQTWFQNIWRGQDAIFAMDDPLPFLMVHHWQIPLLLLDNLRRLKGWIRID 470 
WP_015199130.1Calothrix      RLTEIRSLSQFGSCLRNLLRGKDAIFQLNDPLPFLMVPHWQITLLLLQNLRHLRGWVKID 456 
Ava_3856                     RLTGIRSFTQLQRWLGNIWRGTDAIYQPDDPLPFLMVHHWQIPLLLLNNLRRLKGWTRID 446 
KIJ85250.1Scytonema          RLTGIHSFAQLQTWIRNFLQGTDAIYQLDDPLPFLMVHHWQIPLLLLNNLRQLKGWTKID 453 
WP_017743130.1               RLTGIRSFSQLQNWVRNIFRGTDAIYKLHDPLPFLTVHHWQIPLLLLNNLWQLRGWTKID 453 
                             **   :*  ::   .  : :* ***:  .******   **** ***::** : :** :** 
WP_019491246.1               FNIGKLVELGGD 457 
WP_039715341                 FNIGKIVELGGD 482 
WP_015199130.1Calothrix      FNIGKLVEFGGD 468 
Ava_3856                     FNIGKLVELGGD 458 
KIJ85250.1Scytonema          FNIGKLVEIGGD 465 
WP_017743130.1               FNIGKLVEFGGD 465 
                             *****:**:*** 
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FIGURE 74 : ALIGNEMENT DE SÉQUENCES ATP-GRASP EXTRAITES DE CYANOBACTÉRIES D’INTÉRÊT. LES SÉQUENCES 

CIBLÉES POUR LA DÉSIGNATION DES AMORCES DÉGÉNÉRÉES SONT SURLIGNÉES EN GRIS. AVA_3856 DE A. VARIABILIS 

ATCC 24913 ; WP_019491246.1 DE CALOTHRIX SP. PCC 7103 ; WP_039715341 DE SCYTONEMA MILLEI ; 
WP_015199130.1 DE CALOTHRIX PARIETINA ; KIJ85250.1 DE SCYTONEMA TOLYPOTHRICHOIDES VB-61278 ; 
WP_017743130.1 DE SCYTONEMA HOFMANNI. 
CLUSTAL O(1.2.1) multiple sequence alignment 
 
WP_039715343.1      MSEVQAKFTATETAFHVEGYEKIEFSLLCINGAFDISNREIADQYQKYGRCLTVIDANVY 60 
AFZ02505.1          MGIPQATFAATETVFHVTGYEKIEFSLVYVNGAFDIRNTEIADSYHKFGRCLLVVDANVN 60 
WP_019491244.1      MGIPHASFTATEKAFHVTGYEKIDFSLEYVNGVFDIKNTEVADSYQPFGRCLAVVDANVN 60 
Ava_3858            MSIVQAKFEAKETSFHVEGYEKIEYDLVYVDGIFEIQNSALADVYQGFGRCLAIVDANVS 60 
WP_026134619.1      MSTVQTKFEATESAFHVEAYEKIEYSLVYVDGVFSIKNTELAEVYRDFGRCLAVVDTNVN 60 
KIJ85256.1          MSTIQAKFEATETAFHVEAYEKIEYSLIYVDGVFAIKNPQLAEVYKDFGRCLVVVDANVN 60 
                    *.  ::.* *.*. *** .****::.*  ::* * * *  :*: *: :**** ::*:**  
 
WP_039715343.1      RLYGEQIEAYFQHYNIDLTVFPITITEPNKTIATFETIIDAFAEFGLVRKEPVLVVGGGL 120 
AFZ02505.1          RLYGEQIKSYFQFYDISLTVFPVTITETAKTLQTFEEIVDAFADFGLIRKEPVLVVGGGL 120 
WP_019491244.1      RLYGEQIRAYFRYYDIDLTVHSVTITEPAKTLATFESVVDAFADFGLIRKEPVLVVGGGL 120 
Ava_3858            RLYGNQIQAYFQYYGIELRLFPITITEPDKTIQTFERVIDVFADFKLVRKEPVLVVGGGL 120 
WP_026134619.1      RLYGSQMQEYFEYYDIDLTVFPITIAEPNKTIESFETIIDAFADFRLVRKEPVLVIGGGL 120 
KIJ85256.1          KFYGSQIEQYFKYYDIDLTVFPITITEPNKTIESFEKIIDAVAEFKLVRKEPVLVVGGGL 120 
                    ::**.*:. **..* *.* :. :**:*  **: :** ::*..*:* *:*******:**** 
 
WP_039715343.1      VTDVAGFACAAYRRNSNFIRVPTTLIGLIDAGVAIKVAVNHKKLKNRLGAYHAPKQVILD 180 
AFZ02505.1          VTDVVGFACASYRRSTNYIRIPTTLIGLIDAGVAIKVAVNHRKLKNRLGAYHAPQKVILD 180 
WP_019491244.1      VTDVVGFACSAYRRKTNYIRIPTTLIGLIDAGVAIKVAVNHKKLKNRLGAYHAPQKVILD 180 
Ava_3858            ITDVVGFACSTYRRSSNYIRIPTTLIGLIDASVAIKVAVNHRKLKNRLGAYHASRKVFLD 180 
WP_026134619.1      TTDVAGFACSAYRRSSNYIRIPTTLIGLIDASVAIKVAVNHKKLKNRLGAYHASKKVFLD 180 
KIJ85256.1          ITDVAGFACSAYQRSSNYIRIPTTLIGLIDASVAIKVAVNHKKLKNRLGAYHASQNVFLD 180 
                     ***.****::*:*.:*:**:**********.*********:*********** ::*:** 
 
WP_039715343.1      FSFLRTLPTAQVRNGMAELVKIAVVANAEVFNLLEKYGEQLLQTHFGYVDATPELQEIAY 240 
AFZ02505.1          FSFLETLPVAQIRNGMAELVKIAVVANSEVFELLYEYGHELLHTHFGYVNGSEKLQEVAH 240 
WP_019491244.1      FSFLKTLPIAQVRNGMAELVKIAVVSNSEVFELLYEYGHDLLETHFGYVNGSEHLQEIAH 240 
Ava_3858            FSLLRTLPTDQVRNGMAELVKIAVVAHQEVFELLEKYGEELLRTHFGNIDATPEIKEIAH 240 
WP_026134619.1      FSFLQTLPTAQVRNGMAELVKIAVVANKEVFDLLDEYGEELLRTHFGYVDAEPEIRDVAH 240 
KIJ85256.1          FSLLGTLPTAQVRNGMAELVKIAVVNNKEVFDLLDKYGEELLSTHFGNIDATPEIKEVAH 240 
                    **:* ***  *:************* . ***:** :**.:** **** ::.  .::::*: 
 
WP_039715343.1      KVNYESIKTMIELETPNLHEIDLDRVIAYGHTWSPTLELAPNVPIFHGHAVNIDMAFSAT 300 
AFZ02505.1          RLNYAAIKTMLELETPNLRELDLDRVIAYGHTWSPTLELAPQVPLYHGHAVNVDMALSAT 300 
WP_019491244.1      QVNYEAIKTMLELETPNLHEIDLDRVIAYGHTWSPTLELAPHVPLYHGHAVNIDMALSAT 300 
Ava_3858            RLTYKAIHKMLELEVPNLHELDLDRVIAYGHTWSPTLELAPRLPMFHGHAVNVDMAFSAT 300 
WP_026134619.1      KATYEAIKTMLELEIPNLRELDLDRVIAYGHTWSPTLELAPRIPIFHGHAVNIDMALSAT 300 
KIJ85256.1          RVTYESIKSMLNLEVNNLHELDLDRVIAFGHTWSPTLELAPRVPIFHGHAVNIDMAFSVT 300 
                    : .* :*:.*::**  **:*:*******:************.:*::******:***:*.* 
 
WP_039715343.1      LAARRGYISTQDRDRILGLMSRIGLALDHPLLEGDLLWQATESIMQTRDSKLRAAMPKPI 360 
AFZ02505.1          IAQRRGYIDVESRDRILNLMSKIGLTLDHPLLDGDLLWYATQSITQTRDGKLRAAMPNPI 360 
WP_019491244.1      IASQRGYISVGERDRILDLMSRIGLSLDHPLLEGDLLWYATESITQTRDGKLRAAMPKPI 360 
Ava_3858            IAARRGYITIAERDRILGLMSRVGLSLDHPMLDIDILWRGTESITLTRDGLLRAAMPKPI 360 
WP_026134619.1      MAAQRGYITSEERDRILGLMSRLGLALDHPLMDEELMWRATQSIILTRDGLLRAAMPKPI 360 
KIJ85256.1          LAARRGYITTQERDRILSLMSRIGLALDHPLLDEELAWRATQSITCTRGGLLRAAMPRPI 360 
                    :* :****   .***** ***::**:****::: :: * .*:**  ** . ******.** 
 
WP_039715343.1      GTCFFVNDLTREELNAALAEHKQLCATYPRGGDGVDAYMVQEP-ELVGSV- 409 
AFZ02505.1          GECFFVNDLTRQELDEALVEHRVLCAELPRNGAGIDAYIGTEESELIEA-- 409 
WP_019491244.1      GTCFFVNDLTREELDEAVAAHKHICAKLPRSGAGIDAYIGTEEVEMVGV-- 409 
Ava_3858            GDCVFVNDLTREELAAALADHKELCTSYPRGGEGVDVYPV-YQKELIGSVK 410 
WP_026134619.1      GNCFFMNDLTREELASAISEHKHLCQNYPRGGEGVEMYPDSYKPELVGSEA 411 
KIJ85256.1          GSCFFMNDLTREELAEALSEHKDLCKTYPRGGDGVELYPDAYNPELVGSEA 411 
                    * *.*:*****:**  *:  *: :*   ** * *:: *      *:: 

FIGURE 75 : ALIGNEMENT DE SÉQUENCES DHQS-LIKE EXTRAITES DE CYANOBACTÉRIES D’INTÉRÊT. LES SÉQUENCES 

CIBLÉES POUR LA DÉSIGNATION DES AMORCES DÉGÉNÉRÉES SONT SURLIGNÉES EN GRIS. AVA_3858 DE A. VARIABILIS 

ATCC 24913 ; WP_019491244.1 DE CALOTHRIX SP. PCC 7103 ; WP_039715343.1 DE SCYTONEMA MILLEI ; 
AFZ02505.1 DE CALOTHRIX SP. PCC 6303 ; KIJ85256.1 DE SCYTONEMA TOLYPOTHRICHOIDES VB-61278 ; 
WP_026134319.1 DE SCYTONEMA HOFMANNI. 
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CLUSTAL O(1.2.1) multiple sequence alignment  
KUJ16163.1          -----------------------------------------MPLSGTSPTYLHVLQNASL 19 
XP_007805993.1      ------------------------------------------MLDADSSELLHFAQNVCL 18 
XP_007681459.1      ------------------------------------------------------------ 0 
XP_013283808.1      ------------------------------------------MLQGTSPLLAHRLQNASL 18 
XP_008713719.1      ------------------------------------------------MVSSEAIKNASL 12 
XP_007756893.1      ------------------------------------------MLDGTSSLLAHRLRNAGL 18 
KIW13571.1          ------------------------------------------MLDGTSSVLAHRLQNASL 18 
KKY35075.1          ---------------MTVSQA----NGKSDIMAPDGIITTIPSLAFLRVPVKEHVKIFLL 41 
KUI55508.1          ---------------MSTR--------EPVVQSSRSI--FNSTNGCLRLSLHDHIKTAFL 35 
XP_003719130.1      MERVLWMPDEDVAPLLSVPNATAFFPSDPVP--ETRRYSSANSPTMAVLALGDTTKTLGI 58 
KXJ90766.1          ------------------------------------------------------------ 0 
XP_007839533.1      ---------------------------------------------MIRMGLYSATRSLAL 15 
                                                                                 
 
KUJ16163.1          ILLSICCFPLCTFIAALSSAI-----SPYLKTAR---HIQHYRKWRRVSSSTFRPRTILV 71 
XP_007805993.1      ILLSVVLLPLSTAILFLSYAV-----RLFFGE-----NASRQ---RSQRSPNFQPKTILV 65 
XP_007681459.1      -----------------------------------------------------EAKTILV 7 
XP_013283808.1      LILSLVFLPLDTFILLVSLVV-----GKVFPS-----KVLSNREAARHRDASFTRRKVLV 68 
XP_008713719.1      IILSLLFLPLDSFIATCSYLL-----GWVSKP-----K--------A-IRPGHQKRNVLV 53 
XP_007756893.1      LFLSLAFLPLDTLILFISFLF-----RTILPN-----EVEHRRREAR-QDHGFHPRTILV 67 
KIW13571.1          LLLSLVFLPLDTFVLISSFLV-----AFIFPS-----HAGGTPRQFE-SATGRNSRKILV 67 
KKY35075.1          LALSIFFLPISYAIAITLTAVPPSVLAYFQPFSRSTLTGALFHRTQCRAKPTFRQRTILV 101 
KUI55508.1          VLLSLITLPISYIIALALTILPPSVMTYLLPFSSSTPTGALYHRNSCRSERDFAQLTVLV 95 
XP_003719130.1      IMLSIFTLPLSLTVTGLLF-LAHLIIGYFSRSAS--KSQLQY-EANS--NSSHHQKTILV 112 
KXJ90766.1          ------------------------------------------------------------ 0 
XP_007839533.1      VAVSVILAPWSIALALLV--------IFFRPWAS-MLGSSRYPKPKC--LSPVRSRTVLV 64 
                                                                                 
 
KUJ16163.1          TGVGMSKGLTLARTFYRAGHRVVGADFEDYMIPV------C-GHFSKSIETFYRLSRPSS 124 
XP_007805993.1      TGVGMAKGLRIARAFYQTGHRVIGADFEPNSILV------S-GRFSRAIDKFYRVSKPSP 118 
XP_007681459.1      TGVGMTKGLALARLFYAAGHNVIGADFEPAFLPT------CSGRVSRSLTSFHKLSKPDG 61 
XP_013283808.1      TGVGMTKGLALARLFYEAGHDVIGADFEPDGAWA------C-GRVSSALGKFYRLEKPDA 121 
XP_008713719.1      TGVGMSKGLFLARAFYLAGHRVIGADFEPDGALS------I-GRTSKSLSRFYHLRAPAG 106 
XP_007756893.1      TGIGMTKGLVLARLFYEAGHDVVGADFEPDGALA------C-GRVSRALRKFYRLQTPGI 120 
KIW13571.1          TGVGMTKGLVLARSFYEAGHVVVGADFEPNGALV------C-GRMSKSLRRFYTLRSPTT 120 
KKY35075.1          TGVGMTKGLTLARAFWLCGYRVVAADFDVGSCAAWTPWKKGRWSYSLAFDAVYSLRRPVV 161 
KUI55508.1          TGVGMAKGLTLARSFWLCGHKVIAADFDAQNCSVWTPWH--GWVYSRAFDKVYSLRKPVI 153 
XP_003719130.1      TGVGMTKGLTLARAFHSQGHRVLGADFEDALVPS-------SGRQSRSLSSFYSLRKPSS 165 
KXJ90766.1          ----MAKGLTLARAFRLCGHRVIGADVESHGIPC-------SGRFSRALSRFCKLGRPST 49 
XP_007839533.1      TGVGMAKGLTIARAFYLQGHRVVGADFENQAIPC-------SGRYSKGLSKFRSMKSPSS 117 
                        *:*** :** *   *: *:.**.:                 * .:  .  :  *   
 
KUJ16163.1          EMG-------TQ--RYMKDMIDIIKKENVELWVSCSGIASGVKDGEAAEIIE-------K 168 
XP_007805993.1      QHG-------AA--RYVRDLVYIVEKEEVDLWVSCSGVASAAEDGQAMELLG-------R 162 
XP_007681459.1      SRE-------K-QAKYTQELLNIVRKENVDIWVSCSGVASALEDGQAKEMIE-------L 106 
XP_013283808.1      KAG-------AA--PYIQTLLDVVTKEKVELWISCSGVASAVEDGMAKEVVE-------A 165 
XP_008713719.1      QDA-------ST--TYVQDLLRIVLAEKIDLWVSCSGVASAVEDGQAKEIIE-------A 150 
XP_007756893.1      SSA-------SSPDMYIQNLLDIVTREKVDLWVSCSGVASAVEDGMAKEVVE-------K 166 
KIW13571.1          KSG-------SA--PYIQSLLDIITNEKIDLWVSCSGVSSAVEDGMAKEIVE-------G 164 
KKY35075.1          KDGMDDREKEEVRTAYTRDICKIVEDEVVDLWVSCSGVASAVEDAMVKEALDKVSPSPRG 221 
KUI55508.1          GEGMDEMEKTEVQIGYIRDICQIVKTEGVDLWVSCSGVASAVEDAMVKEALDKMPTA--N 211 
XP_003719130.1      K---------TLSSSYTAQLVDLVTRENVDLWVSCSGVATAVEDGAAADQIE-------Q 209 
KXJ90766.1          ----------TSSREYIRSLVDIIEAEDVNLWVSCSGVSSAAEDAEAKEVIE-------A 92 
XP_007839533.1      S--------VQSSRSYVQQMLRIVREEDVDLWVSCSGVASALEDAKAKELIE-------R 162 
                                   *   :  ::  * :::*:****:::. :*. . : :          
 
KUJ16163.1          ETKCKAIQFGLTLTETLHEKHSFIDNTRQ-LGLNVPDTHLVTSETESLAVLYPEKPR--- 224 
XP_007805993.1      KTNCKSIQFDVKTTETLHEKDRFIEYTKS-LGLPVPETHQVVSRTAVLNVLNEA------ 215 
XP_007681459.1      VTACKCVQFDVPTTKRLHEKHSFIEYTKS-LALPVPETHTVTSKAAALQVLDDA------ 159 
XP_013283808.1      RTACKAVQFDVQTTQTLHEKHAFMAHTKDVVGLTVPETHEVTSREAVLDVLRAA------ 219 
XP_008713719.1      RTPCKALQFDIETTQMLHEKHTFVEHVSK-CGLTVPETYAITTRADVERILRR------- 202 
XP_007756893.1      RTKCKAIQFDVHTTQILHEKHSFIQHTRD-IGLNVPETHEITSRAEVERILRE------- 218 
KIW13571.1          RTGCKAIQFDVETTQTLHEKHTFIAHTRD-IGLNVPETHEIRSRAEVESVLRN------- 216 
KKY35075.1          RRRCACIQFDVPTTSTLHEKSAFIRHTKA-LKLTVPETFEVTSQAEVLDALASATR---- 276 
KUI55508.1          GARCACIQFDVPTTSTLHDKSTFIRHTRS-LKLCVPETYDVTSHSEVLHFLDRAAK---- 266 
XP_003719130.1      STRCRCVQFNEKITARLHEKNSFIRETVR-LGLPVPETHEVAAHEDVQRVFDR------- 261 
KXJ90766.1          RTKCRCIQFDVATTMELHEKDAFMRAAKR-LGLPVPETHDVTSPQQVMEILRRSNRDDGQ 151 
XP_007839533.1      ETRCKCIQFGVQETETLHEKDLFMREAHR-LGLPVPETHNLTCPDDALNILLKFHG---- 217 
                       * .:**    *  **:*  *:  .     * **:*. :         :          
 
KUJ16163.1          -----------SAQGTKYVMKSVFLDDSSRADMT-LLPRPTL----------KETETHIK 262 
XP_007805993.1      -----------IDGKKKYIMKTIGVDDASRASTAIVLPKRTL----------SQTYGHVS 254 
XP_007681459.1      -----------AGTGRKYIMKYIGTDDAVRGDMT-LLPLSSP----------ARTKAHIS 197 
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XP_013283808.1      -----------APHGRKYIMKTIGVDDAVRGDLT-LLPKKCE----------RETAEHLA 257 
XP_008713719.1      -----------APSGRHYIMKTIGVVDAVRGDMT-LLPKDTH----------DETLKHLQ 240 
XP_007756893.1      -----------TPSGRKYIMKTIGVDDSVRADMT-LLPKSSG----------VETSKHLA 256 
KIW13571.1          -----------APPGRRYIMKTVGVDDAARGDMT-LLPKSTP----------METSKHLA 254 
KKY35075.1          -----------ENPGRKFILKPVGMDDANRGNMT-LLPLPTA----------RETGSFVR 314 
KUI55508.1          -----------KHPARKFILKPVGIDDANRGNMT-LLPFSAT----------HDTERHVR 304 
XP_003719130.1      -----------SGKGRRFIMKPVGMDDAHRGNMT-LLPLATS----------AETEAHVL 299 
KXJ90766.1          QHRGGGGGGSSRGRERPFILKTVGVDDTHRANMT-LLPLLGPALGGQQDISWPDTQRYVT 210 
XP_007839533.1      -----------MSPARKFILKTVGVDDANRGNMT-LLPLDTK----------EATKRYIS 255 
                                     :::* :   *: *.. : :**                *  .:  
 
KUJ16163.1          -RLNPTPFRPFVLQKFIS-GPEYCTHSLVINGKVKAFVACPSAELLMHYVPLPTSSALSQ 320 
XP_007805993.1      -KLSISKSTPWVLQQYIK-GEEYCTHSIVIDNKVKLFVACPSSDLLMHYQALPQESGLSK 312 
XP_007681459.1      -RLDVSEDRPWILQQYVR-GPEFCTHSLVVKGEVKAFVACPSSELLMHYEALPSDGALSM 255 
XP_013283808.1      ARLNISGDAPWILQEFIQ-GREYCTHALVVAGKVKAFVACPSAELLMHYQSLPAESPLSR 316 
XP_008713719.1      -HLPISEECPWILQQFVQ-GAEFCTHSVVVNGRVKAFVACPSAELLMHYQMLPPDSALSL 298 
XP_007756893.1      -RLKISAQCPWILQQYIR-GKEYCTHSLVVNGEVKAFVACPSAELLMHYEALPAESPLSQ 314 
KIW13571.1          -KLRISAESPWILQQFVK-GREYCTHSLVVNGQVKAFVACPSAELLMHYEALDPTSALSE 312 
KKY35075.1          -RLPVSRARPWILQQFIRGGREYCTHALVVGGAVKVFAACPSSELLMHYEALPADDPLTA 373 
KUI55508.1          -RLPITKDKPWILQQFIRGGREYCTHSLVVDGTVKVFAACPSDELLMHYTALANDDPLCE 363 
XP_003719130.1      -GLPISSACPWIVQQFIPGGREYCSHALVIRGEVRVFTACSSSELLMHYEALPAHSQLFR 358 
KXJ90766.1          -RLPISAQNPWIVQQFIPGGQEYCTHALVVRNEVRCFTACPSAELLMHYEALGPESALYQ 269 
XP_007839533.1      -RLSISPQRPWILQEFITGGEEYCTHALIVRGEVKCFVACPSAELLMHYRALEPQSALSR 314 
                      *  :   *:::*:::  * *:*:*::::   *: *.** * :*****  *     *   
 
KUJ16163.1          AMLLYTTLYAKKT-----GPSMTGHFSIDFLVEADVAQDAERRVGVSDTEVRELMSRIYP 375 
XP_007805993.1      AMLHFTEEFAHRS-----GSGFTGHLSFDFMVEEKVTEGCV-------------QKNIYP 354 
XP_007681459.1      SMLRFTQEYAAAG-----GNAFTGHLSFDFLVEMDDAERAL--------RDPSANVRLYP 302 
XP_013283808.1      AMLAFTQTYAASG-----GRGFTGHLSFDFMVREDQHGGKDGRG-----NVDPRDIVLYP 366 
XP_008713719.1      AMLAFTESIAARG-----GEGFTGHLSFDFMVEDADL--------------KSNNPTLYP 339 
XP_007756893.1      AMLDFTKRYAANG-----GRGFTGHLSFDFMVEEGDE--------------KAEDITLYP 355 
KIW13571.1          AMLAFTRKYAAVG-----GPAFTGHLSFDFMVEDDDR------------VLKAADVTLYP 355 
KKY35075.1          EMLDFTTKFAAAA-----GAGFTGHLSFDFMAEEDGDG----------------GARLYA 412 
KUI55508.1          EMLGFTRRFAAAA-----GTGFTGHLSFDFMAEDDKNG----------------GTSLYA 402 
XP_003719130.1      DMLQFTKDFCARSEE---SKSMTGHLSFDFMVDEQG--------------------AIHA 395 
KXJ90766.1          AMLAFTREYVARNSAADGVGQMTGHLSFDFMVEDVAAS------------SDKFERRFYA 317 
XP_007839533.1      AMLAFTREYIFRSPN---SEQFTGHLSFDFMVRDSAVD------------EHTIERSLYA 359 
                     ** :*               :***:*:**:.                         ::  
 
KUJ16163.1          IECNPRAHTAVVCLADESE-----------DHAEAYLSILPDHEPKGISN----G----- 415 
XP_007805993.1      IECNPRAHTAVALFSGTQG---------SVDMVKAYMSVLDSSPTSGSN-----GHLDLS 400 
XP_007681459.1      IECNPRTHTAVCLFNDTP------------EMVDAYLTLLSPKAASISSSPSPTGTNSTT 350 
XP_013283808.1      IECNPRAHTAVVLFNGRTSTSI---STAATAMVQAYLSIFEDVDNHH-----------LN 412 
XP_008713719.1      IECNPRAHTAVVLFNGTH------------RMVDAYMSLLGNAEAEE------------- 374 
XP_007756893.1      IECNPRAHTAVALFNGTT------------AVVDAYLSALDGAENRNGASDD-NGNGTPA 402 
KIW13571.1          IECNPRAHTAVALFNGTT------------TMADSYLSVLDKGPTT-------------- 389 
KKY35075.1          IECNPRAHTAVALFAQPGEQ--------MRWMVEAYASAVNAPLKPLKA----------- 453 
KUI55508.1          IECNPRTHTAVVLLGQAGGE--------VRQMVVAYLSAIESNMKLGNK----------E 444 
XP_003719130.1      IECNPRVHTAVVLFSQPGEV--------TRDMVRAYLWVLEHGQPDNNGSREAV---DEV 444 
KXJ90766.1          IECNPRAHTAVVLFAQEGPA--------MEAMVEAYMSATSDY-ENNAGSRKTV---ANG 365 
XP_007839533.1      IECNPRAHTAVTLFAQQQHGSGGDGAATTSAMVKAYLSALEET-PESYA---HV---L-- 410 
                    ******.****  :                  . :*                         
 
KUJ16163.1          ----HRGEALVVPRPGIQGYYWAGHDLVTRVLLPLLRLLRFE------------------ 453 
XP_007805993.1      YTLSGTGS-VAYPLPTAPGYYWMGHDIVTLVLHPLLRILTFR------------------ 441 
XP_007681459.1      ATPNGLAPLPIFPNPPTKKYYWLGHDLVTFVLLLLLSLASLSPDG--------------- 395 
XP_013283808.1      RTADSSIDIVRP--VAQDKYFWTGHDLVTLVLLPTLSLFPALFSGLASVPVSRSGAPSST 470 
XP_008713719.1      --------VIFPAQTGGYKYYWVGHDLATKLLLSTVGLCTLS------------------ 408 
XP_007756893.1      TTQDPTTPVIHP--AHHDKYFWIGHDLVTLVILPTSSLLFPLLPS------GRSS----- 449 
KIW13571.1          ----RSSNVVRP--LCNDKYYWIGHDLVTRVFVPTLEFLSLQ------------------ 425 
KKY35075.1          MGNSGAAPGMVWPPADATPRYWIGHDFVTRALLPWLNLLLWKPG---------------- 497 
KUI55508.1          PKTKNAFSRLVRPPTETTSRYWIGHDFVTLLVLPVWRLLSCDLT---------------- 488 
XP_003719130.1      NGQDH-VAEIVVPHHQIHPRYWIGHDVVELGLLPIIKLIRGGEE---------------- 487 
KXJ90766.1          DAQSAVQSVPVSPAGSPLPRYWLAHDLVALVSQPLVRLILGADG---------------- 409 
XP_007839533.1      KQNGLREEMIVFPPKSTLPRFWIAHDLFTLVLQPILNFVAGQKS---------------- 454 
                                        :* .**.          :                       
 
KUJ16163.1          -----IGVMDMLELWMEFAE--HVLYWRDGTFEIWDPWPFWWLYVGYWPGMFLVS----- 501 
XP_007805993.1      -----IGFWSFIHHVTTFVN--HVLFWKEGTYEVWDPLPWWWLYHVYWPRQFWAC----- 489 
XP_007681459.1      -----PSFREVFESVATFGE--HVLWWKDGTWEVWDPWPAWWLYHVYWVVQFAGALGGLV 448 
XP_013283808.1      DSGIRASITHLTQNYTLFLH--RLLTWRDGTYEPWDPLPWWWLYHVYWPVRFWAC----- 523 
XP_008713719.1      -----KGVSAVLSDYIALVS--HLTLWRDGTFELWDPWPWWCLYHIYWPVRFWHC----- 456 
XP_007756893.1      SSASSTSVRTTLQDHAVFIRHVASPTWKDGTFQPWDPLPWWWLYHFYWPLRFWDC----- 504 
KIW13571.1          -----STVRDLMRNYIDFFT--HLLTWKDGTYEVWDPLPWWWLYHVYWPTKFWSC----- 473 
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KKY35075.1          ------SGGLLVDGVGELVQ--HVLYWKDGTFELWDPWPFVALYHHYWPRAILAS----- 544 
KUI55508.1          ------VGG-ITTGVKEFAE--HVFCWKDGTFELWDPWPFVALYYHYWPKAIVTS----- 534 
XP_003719130.1      -------AKKVMKSLAELWL--HVRCWKEGSFDARDPLPTLMLYHVYWPLTTAAA----- 533 
KXJ90766.1          -----AAGGQLVRGVLKFLE--HVLTWKEGTFEIWDPMPAVWLYHVYWPLTLLSA----- 457 
XP_007839533.1      -------VHQLFCCLTEFLI--HVLTWKEGTFEVWDPWPAVVLYHVYWPLTILSA----- 500 
                                     :        *::*:::  ** *   **  **      .      
 
KUJ16163.1          -----LWERKWWSRCNVSTQKMFGC 521 
XP_007805993.1      -----LRTGKKWIRVNVSTTKIFGC 509 
XP_007681459.1      GEVLGLGRGGKWSRVNVSTTKMF-- 471 
XP_013283808.1      -----LRDGRKWSRINVSTAKMFEC 543 
XP_008713719.1      -----IRTGTGWSRVNVSTTKMFEK 476 
XP_007756893.1      -----LVRGRKWSRVNVSTTKMFEC 524 
KIW13571.1          -----IWTGSKWSRINVSTTKMFQC 493 
KKY35075.1          -----WWKGEQWSRLNVSTTKMFIC 564 
KUI55508.1          -----WWKGERWSRLNVSTTKMFSC 554 
XP_003719130.1      -----WWQGRRWSRINVSTTKMFMI 553 
KXJ90766.1          -----LWRGVRWSRVNVSTTKMFLC 477 
XP_007839533.1      -----WWRGDDWSRVNVSTTKMFAC 520 
                               * * **** *:*   

FIGURE 76 : ALIGNEMENT DE SÉQUENCES ATP-GRASP EXTRAITES DE CHAMPIGNONS D’INTÉRÊT. LES SÉQUENCES 

CIBLÉES POUR LA DÉSIGNATION DES AMORCES DÉGÉNÉRÉES SONT SURLIGNÉES EN GRIS. KUJ16163.1* DE 

PHIALOCEPHALA SCOPIFORMIS ; XP_007805993.1 D’ENDOCARPON PUSILLUM Z07020 ; XP_007681459.1 DE 

BAUDOINIA PANAMERICANA UAMH 10762 ; XP_013283808.1* DE FONSECAEA PEDROSOI CBS 271.37 ; 
XP_008713719.1* DE CYPHELLOPHORA EUROPAEA CBS 101466 ; XP_007756893.1* DE CLADOPHIALOPHORA 

YEGRESII CBS 114405 ; KIW 13571.1 D’EXOPHIALA SPINIFERA ; KKY35075.1 DE  DIAPORTHE AMPELINA ; 
KUI55508.1   DE VALSA MALI VAR. PYRI ; XP_003719130.1 DE MAGNAPORTHE ORYZAE 70-15; KXJ90766.1 DE 

MICRODOCHIUM BOLLEYI ; XP_007839533.1 DE PESTALOTIOPSIS FICI W106-1.*  LES PROTÉINES MARQUÉES D’UNE 

ÉTOILE SONT DOTÉES D’UNE RÉDUCTASE  À LEUR EXTRÉMITÉ N-TERMINALE QUI N’A PAS ÉTÉ UTILISÉE POUR LES 

ALIGNEMENTS.
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CLUSTAL O(1.2.1) MULTIPLE SEQUENCE ALIGNMENT 

XP_007681536.1      MSDMKASVQETP-----KGFHVEGYEKIEYDFSFVDGVFEKEHADLAECFSRWRRCLAIM 55 
XP_008713717.1      MSDLQATVAETP-----NGFHVQGYEKIEYDFTFIDGVFDMGNKALADCYERWGRCLAVM 55 
KIW13573.1          MSDLKASVAETP-----AGFHIEGYEKIEYDFTFIDGVFDARNRDLADCYQRWGRCLAVM 55 
XP_007756891.1      MSDLKASVAETA-----AGFHVEGYEKIEYDFTFIDGVFDTSRSELADCYRRWGRCLAVM 55 
XP_013283806.1      MSDLKASVAETA-----AGFHVEGYEKIEYDFTFIDGVFDTKKSDLADCYTRWGRCLAVM 55 
KUJ21542.1          MSDLKATVAETKTSSGHVGFRVEGYEKIEYDFTFIDGVFDLENCNLANCYKKWKRCLAVT 60 
XP_007805994.1      MSDLKATVSETK-----NGFHVEGYEKIEYDFTFIDGVFDIKNSNLADCYSRWGRVLAVT 55 
XP_007839531.1      MSDLKASVSETK-----NGFHVEGYEKIEYDFTFIDGVFDVANPNLADCYKRWGRVLAVT 55 
KKY35074.1          MSDLKATVSETP-----KGFHVEGYEKISYDFSFVDGVFDIRNPGLAECYKPWGRVLAVT 55 
KUI55509.1          MSDLKANVSETP-----QGFHVEGYEKITYDFTFVDGVFDIQNPGLASCYKPWGRVLAVT 55 
XP_003719131.1      MSDLKATVSETP-----QGFHVEGYEKIEYDFTFVDGVFDVNNPGLANCYKKWGRVLAVT 55 
KXJ90767.1          MSDLKANVSETA-----QGFHVEGYEKITYDFTFVDGVFDVTNTQLANCYKQWGRVLAVT 55 
                    ***::*.* **       **:::***** ***:*:****:  .  **.*:  * * **:  
 
XP_007681536.1      DLNIFNLYGKQMQEYFEHHGVELKIHKTMIGEKAKSIETFLSIVDSMNEFGIIRKEPVLV 115 
XP_008713717.1      DLNIFNLYGEKMQAYFDHYDIDLDVHKTMIGEKAKSMDTLLSIVDSMTKFGIFRKEPVLV 115 
KIW13573.1          DSNIFDVYGEQMQRYFDHYKIDLDIHKTMIGEKAKSIDTFLSIVDSMNKFGVFRKEPVLV 115 
XP_007756891.1      DYNIFNVYGEQMQKYFDQYKIDLDVHKTMIGEKAKSIDTFLSIVDSMNKFGIFRKEPVLV 115 
XP_013283806.1      DYNIFNIYGEKMQKYFDHYKIDLDIHKTMIGEKAKSIDTFLSIVDSMNKFGVFRKEPVLV 115 
KUJ21542.1          DLNIYNIYGKKMEKYFEHHGLELKIHKTKIGEKAKTMPTLLSIVDAMNEFGIYRKEPVLV 120 
XP_007805994.1      DLNIYNVYGKQMQRYFDHYGLELKIHKTKIGEKAKTIPTFLSIVDSMTEFGIYRKEPVLV 115 
XP_007839531.1      DKNVYNVYGHKMEKYFRHYGLDLKIHKTSIGEKAKTIDTFLEICDSMTDFGIIRKEPVLV 115 
KKY35074.1          DKNVFGLYGDKMENYFAHYGLTLQVHKTSIGEKAKTVDTWLSICDSMTDFGIIRKEPVLV 115 
KUI55509.1          DKNVYGLYGDKMEAYFNHYGLTLKVHRTSIGEKAKTVDTWLSICDSMTEFGIIRKEPVLV 115 
XP_003719131.1      DKNIFGIYGKRMQEYFQHYDLDLTVKQTSIGEKAKTIDTYLSICDAMTDFGIIRKEPVLV 115 
KXJ90767.1          DKNVFRMYGAKMEKYFEHHGLKFKVHQTSIGEKAKTMDTLLSICDSMTEFGIIRKEPVLV 115 
                    * *:: :** :*: ** :: : : :::* ******:: * *.* *:*..**: ******* 
 
XP_007681536.1      VGGGLVTDVAGFACAAYRRNTNYIRVPTTVIGLIDASVSIKVAVNYGNYKNRLGAYHAPM 175 
XP_008713717.1      IGGGLVTDVAGFACAAYRRNTNFIRIPTTVIGLIDASVSIKVAVNYGNYKNRLGAYHAPM 175 
KIW13573.1          IGGGLVTDVAGFACAAYRRNTNYIRIPTTVIGLIDASVSIKVAVNYGNYKNRLGAYHAPM 175 
XP_007756891.1      IGGGLVTDVAGFACAAYRRNTNYIRIPTTVIGLIDASVSIKVAVNYGNYKNRLGAYHAPM 175 
XP_013283806.1      IGGGLVTDVAGFACAAYRRNTNFIRIPTTVIGLIDASVSIKVAVNYGNYKNRLGAYHAPM 175 
KUJ21542.1          VGGGLVTDVAGFACAAYRRNTNFIRVPTTVIGLIDASVSIKVAVNYGEMKNRLGAYHAPI 180 
XP_007805994.1      VGGGLVTDTAGFACAAYRRNTNFIRVPTTVIGLIDASVSIKVAVNYGNYKNRLGAYHAPI 175 
XP_007839531.1      VGGGLVTDVAGFACAAYRRNTNFIRIPTTVIGLIDASVSIKVAVNYGRYKNRLGAYHAPM 175 
KKY35074.1          VGGGLVTDVAGFACAAYRRNTNFIRVPTTVIGLIDASVSIKVAVNYGNYKNRLGAYHAPI 175 
KUI55509.1          VGGGLVTDVAGFACAAYRRSTNFIRVPTTVIGLIDASVSIKVAVNYGNYKNRLGAYHAPI 175 
XP_003719131.1      VGGGLVTDVAGFACASYRRNTNFIRVPTTVIGLIDASVSIKVAVNHGRYKNRLGAYHAPI 175 
KXJ90767.1          VGGGLVTDVAGFACASYRRNTNFIRVPTTVIGLIDASVSIKVAVNYGNYKNRLGAYHAPI 175 
                    :*******.******:***.**:**:*******************:*. **********: 
 
XP_007681536.1      HTFLDFGFLRSLPVAQVRNGFAELIKISSCAHLPTFDLLDKHCEDLINTGFGRTDDAKKE 235 
XP_008713717.1      KTFLDFTFLKTLPEAQIRNGFAELIKISTCAHLPTFELLEKYCTELIQTGFGRTNDAPAE 235 
KIW13573.1          HTFLDFGFLRTLPEAQIRNGFAELIKISTCAHLPTFDLLDKYCEQLIKTGFGRTDGAPEE 235 
XP_007756891.1      HTFLDFTFLRTLPEAQIRNGFAELIKISTCAHLPTFELLDKYCEQLIGTGFGRADGAPKE 235 
XP_013283806.1      RTFLDFTFLRTLPKAQIRNGFAELIKISTCAHLPTFELLDKYCEQLIDSGFGRCDGASAE 235 
KUJ21542.1          HTFLDFTFLRTLPTAQIRNGFAELIKISTCSHLDTFNLLDKYCEQLIEKSFGRADGSSKE 240 
XP_007805994.1      HTFLDFTFLRTLPKAQIRNGFAELIKISSCAHLDTFNLLDKYCEQLIETGFGRTDNAPAE 235 
XP_007839531.1      HTFLDFTFLRTLPIAQVRNGFAELIKISSCSHLEVFDLLDKYCEQLIECRFGRADGAPDE 235 
KKY35074.1          HTFLDFTFLRTLPIAQVRNGFAELIKISSCSHLQVFDLLDKFCEQLIEHKFGRGDGSSEE 235 
KUI55509.1          HTFLDFTFLRSLPIAQVRNGFAELIKISSCAHLEVFNLLDKYCEQLIESKFARADGSSDE 235 
XP_003719131.1      HTFLDFTFLRTLPKSQVRNGFAELIKISSCAHLQVFDLLDKYCEQLIDSKFGRADGAPAE 235 
KXJ90767.1          HTFLDFTFLRTLPVAQVRNGFAELIKISSCAHLEVFDLLDKYCEQLIDTKFGRADHAPEE 235 
                    :***** **::** :*:***********:*:** .*:**:*.* :**   *.* : :  * 
 
XP_007681536.1      VREAADKINRSGIYEMLKLETPNLHEIGLDRVIAYGHTWSPLHELIPSIPLRHGHAISID 295 
XP_008713717.1      VRKAADTINKAGIYEMLKLETPNLHEIGLDRVIAYGHTWSPLHELVPEIPLRHGHAISID 295 
KIW13573.1          VRKAADTINRAGIHEMLKLETPNLHEIGLDRVIAYGHTWSPLHELVPDVPLRHGHAISID 295 
XP_007756891.1      VRDAADAINRAGIHEMLKLETPNLHEIGLDRVIAYGHTWSPLHELVPEVPLRHGHAISID 295 
XP_013283806.1      VRNAADAINRAGIHEMLKLETPNLHEIGLDRVIAYGHTWSPLHELVPEVPLRHGHAISID 295 
KUJ21542.1          LIDAADKINREGIHEMLKLETPNLHEIGLDRVIAYGHTWSPLHELVPKTPLRHGHAISID 300 
XP_007805994.1      VRKAADTINREGIHEMLKLETPNLHEIGLDRVIAYGHTWSPLHELVPETPLRHGHAISID 295 
XP_007839531.1      -------INREGIYEMLRLESPNLHEIGLDRVIAYGHTWSPLHELVPETPLRHGHAISID 288 
KKY35074.1          LTRAADIINREGIYEMLKLESPNLHEIGLDRVIAYGHTWSPLHELIPETPLRHGHAISID 295 
KUI55509.1          LRQAADIINREGIHEMLKLETPNLHEIGLDRVIAYGHTWSPLHELIPSTPLRHGHAISID 295 
XP_003719131.1      VRSAADIINREGIYEMLKLESPNLHEIGLDRVIAYGHTWSPLHELMPETPLRHGHAISID 295 
KXJ90767.1          VRKAADIINREGIYEMLKLESPNLHEIGLDRVIAYGHTWSPLHELVPETPLRHGHAISID 295 
                           **: **:***:**:************************:*. *********** 
 
XP_007681536.1      MAYSATLANQRGLLSDEEHQRLLKLFSRAGLSIDHPDFDEHVLDKGTAAILKTRDGKLRL 355 
XP_008713717.1      MAYSATLANIRGILSDADHKRILDLFSTAGLSMDHHQFNEEILDKGTKAILRTRDGLLRA 355 
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KIW13573.1          MAYSATLANLRGLLSDEDHSRLLSLFSRAGLSMDHHQFDEEILDKGTKAILKTRDGLLRA 355 
XP_007756891.1      MAYSATLANMRGILPDEDHKRLLNLFSRAGLSMDHHQFDEEILDKATKAILRTRDGKLRA 355 
XP_013283806.1      MAYSATLANMRGILSDAEHQRILRLFSRAGLSMDHHQFDEDILDQGTKAILRTRDGKLRA 355 
KUJ21542.1          MAYSATLANDRKLITDAEHRRILNLFSRAGLSMDHHQFDEEILAKATSAILKTRDGLLRA 360 
XP_007805994.1      MAYSATLANSRGLLSDVEHMRLLNLFSRAGLSMDHHQFDEEILDKGTAAILKTRDGKLRA 355 
XP_007839531.1      MAYSATLAMKRGLLSADEHRRLLTLFSRAGLSIDHPQFDDEVLDKGTAAILKTRDGLLRL 348 
KKY35074.1          MAYTATLANHRRLLSDVEHTRLLTLFSRAGLTIDHPQFDEHVIDKGTAAILKTRDGKLRL 355 
KUI55509.1          MAYSATLAHSRGLLSDAEHTRLLTLFSRAGLSIDHPQFDEDVLERGTAAILKTRDGKLRL 355 
XP_003719131.1      MAYTATLANTQGLLKDAEHKRLLDLFSRAGLSIDHPMFDEQVLEKGTAAILKTRDGKLRL 355 
KXJ90767.1          MAYTATLANQRGLLSDDEHKRLLTLFSRAGLSIDHPLFNDEVLAKGTEAILKTRDGKLRL 355 
                    ***:****  : ::   :* *:* *** ***::**  *::.:: :.* ***:**** **  
 
XP_007681536.1      AVPHPLGSCVFINDVEKEDLEKALRKHKEIMKSFPREGAGIESFVDASDTGYTMNEAPTE 415 
XP_008713717.1      AVPSPLGSCIFLNDVSMDEMYDALKAHKKLMKQYPRNGEGLEAFVDSSDTGYTLNNQPVE 415 
KIW13573.1          AVPSPLGKCVFLNDVSMDEMYAALKKHKSLMKNFPRNGEGLEAFVDASDTGYTVNNQPAE 415 
XP_007756891.1      AVPAPLGKCVFLNDVSMDEMFAALKHHKSIMQNYPRNGEGLEAFVDASDTGYTVNNKPVE 415 
XP_013283806.1      AVPAPLGSCVFLNDVSMDEMYAALKRHKELMKNFPRNGEGIEAFVDASDTGYTVNNVPVE 415 
KUJ21542.1          AVPNPIGTCTFLNDVSAEEMNAALRRHKELMKEYPRNGEGLEAYVDASDTGYTENAKMEE 420 
XP_007805994.1      AVPRPLGSCIFINDLEPKEMHSVLRRHKEIMKQFPRNGEGLEAYVDASDTGYTENHYDES 415 
XP_007839531.1      AVPNPLGSCKFINDVSEHELRDALRKHKEICQTYPRQGAGIEAYVDSSDTGYTENGES-- 406 
KKY35074.1          AVPNPLGSCTFLNDVSQEELLLALKKHKEFAKNYPREGAGLEAFVDGSDTGYTDLASENK 415 
KUI55509.1          AVPSPLGSCTFLNDVSGDEMMMVLKTHKALVNSYPRGGAGLDAYVDGSDTGYADLETENM 415 
XP_003719131.1      AVPNPLGSCTFLNDLSAETLNDALRKHKAVCKTYPRGGEGLEAYVDASDTGYTDNAAEDL 415 
KXJ90767.1          AVPNPLGSCSFVNEYSTEELSQALHKHKAVCKTFAREGAGLEAYVDSSDTGYTDSATENS 415 
                    *** *:*.* *:*: . . :  .*: ** . : : * * *::::**.*****:        
 
XP_007681536.1      QNGKHA--EEHGVTAGLKKA-VINDD-ASNGQANGGLGATNVDGFTGDPK-SAVKHAAGV 470 
XP_008713717.1      ---------INGVSNGLRKLNVLNDDSTRNGV--ESNGTDV-----------SKKHASRL 453 
KIW13573.1          ---------SSTMSNGQKKLNVLNDDSHV-------NGHQNADGKMTNGVFKASKHATTD 459 
XP_007756891.1      AE-------TNGVSNGLKKLNVLNDDTHKSGS--QTNGHSDADGKHTNGVSAAVKHASGP 466 
XP_013283806.1      ---------TDGVSNGLKSLTVLNDDVQKNGI--QTNGNNGVDGKMTHGVITATKHASDP 464 
KUJ21542.1          EKVLEAAAMKAGSLNG-TN--GTNGINGMNGAKTATNGANGTNGFSNGHTDTKV----KN 473 
XP_007805994.1      -KAIEEAAVTAGNLNGFMN--GTNGV------SKGV--NGHTNGHKDGPEAH------TN 458 
XP_007839531.1      --VDDAA-EEADIPPG-SK--VVNGS------ATNGNGYGHANGNSNGDI-SLLEKAKAA 453 
KKY35074.1          -SVIDTV-AENGDGLK-AK--LAAKV------SNGT--NGHTNGHTNGHTNGHTKGF-TN 461 
KUI55509.1          -SVMNTV-TGNGEGLK-RK--AAVAV------NNGV--KKISSVHIET------------ 450 
XP_003719131.1      -SVEAAA-KEAAVVNA-AH--TANGG------FKGA--NGHSNKNVKNGILPNIGAIKTG 462 
KXJ90767.1          -SVEEAA-REAGLISE-SQ--HLNDT------SLIE--K---GKVVFDGLL--------- 450 
                                                                                 
 
XP_007681536.1      DADSAMTNGG-----------AQVTDKTNGVSNGVNGKH------------------- 498 
XP_008713717.1      ERVDGLQKSVN-----------GTNGQTNGVTNGTNGHSNGVTNGVNGHQ-------- 492 
KIW13573.1          EKPTGFLHGAKD---------VATNGLASGRPNGLNGHTNGMHLNGNHINASRVNGVH 508 
XP_007756891.1      EGVNGLGN-----GTTD----DTSNGLADGVANGINGHRNGIKVQG------------ 503 
XP_013283806.1      EKADSLIDGIRGIGMNN----DISNGGGDGVSNELNGGSKRVEVRA------------ 506 
KUJ21542.1          N--GVAPNGVNGNA---LKSVKVADGQ------------------------------- 495 
XP_007805994.1      G--ELD--GVSK-----IAQQAGFDGAEHGLMNGADGFTNGAKA-------------- 493 
XP_007839531.1      L--LSNGNGHAKKPYT--------NGVKVQA--------------------------- 474 
KKY35074.1          G--HSNGNGVNGVHYSQVEKVAKMNGVH------------------------------ 487 
KUI55509.1          --------------------VRQANGVH------------------------------ 458 
XP_003719131.1      I--DLNGHGLNGLENS-----PLVDGVKSGL--------------------------- 486 
KXJ90767.1          -----NGRGIKAQA-------------------------------------------- 459 

 

FIGURE 77 : ALIGNEMENT DE SÉQUENCES DHQS-LIKE EXTRAITES DE CHAMPIGNONS D’INTÉRÊT. LES SÉQUENCES 

CIBLÉES POUR LA DÉSIGNATION DES AMORCES DÉGÉNÉRÉES SONT SURLIGNÉES EN GRIS. XP_007681536.1 DE 

BAUDOINIA PANAMERICANA UAMH 10762 ; XP_008713717.1 DE CYPHELLOPHORA EUROPAEA CBS 101466 ; 
KIW 13573.1 D’EXOPHIALA SPINIFERA ; XP_007756891.1 DE CLADOPHIALOPHORA YEGRESII CBS 114405 ; 
XP_013283806.1 DE FONSECAEA PEDROSOI CBS 271.37 ; KUJ21542.1 DE PHIALOCEPHALA SCOPIFORMIS ; 
XP_007805994.1 DE ENDOCARPON PUSILLUM Z07020 ; XP_007839531.1 DE PESTALOTIOPSIS FICI W106-1 ; 
KKY35074.1 DE  DIAPORTHE AMPELINA ; KUI55509.1   DE VALSA MALI VAR. PYRI ; XP_003719131.1 DE 

MAGNAPORTHE ORYZAE 70-15; KXJ90767.1 DE MICRODOCHIUM BOLLEYI. 
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C. Principe du sous-clonage par Topo-cloning 
 

L’ADN topoisomérase 1 est une enzyme à la fois dotée d’une activité d’enzyme de restriction et de 
ligase. L’ADN topoisomérase 1 de Vaccinia virus reconnaît ainsi la séquence pentamérique 5’-
(C/T)CCTT-3’ pour se lier de façon covalente à l’extrémité 3’-phosphate de la thymidine terminale 
(Shuman, 1994). La Taq polymérase employée pour la PCR a une activité transférase terminale non 
template dépendante qui va venir ajouter une désoxyadénosine à l’extrémité 3’ des produits de PCR 
(Marchuk et al., 1991). Ces deux caractéristiques sont mises à profit lors de la technique dite de Topo 
cloning qui exploite des vecteurs conçus de telle sorte qu’ils portent la séquence 5’-(C/T)CCTT-3’ à 
leurs deux extrémités linéaires avec des topoisomérases attachées de façon covalente à chacune 
d’elles (on parle de vecteurs activés) (Figure 78).  
 

 

FIGURE 78 : VECTEUR PCR2.1-TOPO TA ET RÉGIONS D’INTÉRÊT  

Ainsi, par simple contact avec des produits de PCR 3’-adénylés, ces derniers peuvent directement 
s’intégrer au sein d’un Topo vecteur en la seule présence d’une concentration en sels appropriée. 

D. Transformation des cellules électro-compétentes et 
principe de la transformation par électroporation 

 

Le transfert d’ADN dans les bactéries a été effectué dans le cadre de ces travaux par électroporation. 
Cette technique consiste à appliquer un champ électrique intense mais extrêmement bref (quelques 
millisecondes) en utilisant deux électrodes placées de part et d’autre des parois d’une chambre 
contenant une suspension mixte de cellules à transformer et d’ADN (Dower et al., 1988). Les parois 
cellulaires sont perméabilisées lors du choc électrique et l’ADN peut être transféré dans les cellules 
selon une migration polarisée (l’ADN est attiré par l’anode du fait de sa charge négative). L’exposition 
des cellules à ces voltages est très nocive et entraîne la mort de 50 à 75% d’entre elles (Bel-Vialar, 
2002). Le protocole ayant permis d’obtenir les cellules électro-compétentes et le procédé de 
transformation sont décrits à la suite. 
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Préparation et transformation des cellules électro-compétentes 

1. Des cellules d’E. coli DH-10b sont cultivées une nuit en milieu liquid LB-10 sous agitation à 
200 rpm 

2. 2 mL de pré-culture sont inoculés dans 200 mL d’un milieu de culture frais et les cellules 
croissent à 37°C sous agitation à 200 rpm jusqu’à atteindre une densité optique aux alentours 
de 0,6 à 600 nm (habituellement, durée de 2 à 2,5 heures). 

À partir de cette étape, tout se déroule à 4°C : 

3. La culture cellulaire est transférée dans un tube sterile préalablement refroidi. Le tube est 
centrifugé 10 minutes à 4.000 rpm puis le surnageant est éliminé.  

4. Les cellules sont remises en suspension dans 200 mL d’une solution aqueuse stérile à 10% 
de glycérol. Le tube est centrifugé pendant 10 minutes à 4.000 rpm puis le surnageant est 
éliminé. 

5. Les cellules sont remises en suspension dans 40 mL d’une solution aqueuse stérile à 10% de 
glycérol. Le tube est centrifugé pendant 10 minutes à 4.000 rpm puis le surnageant est 
éliminé. 

6. L’étape 5 est répétée. 

7. Le culot cellulaire est repris par 2 mL d’une solution de glycérol à 10% et est aliquoté à raison 
de 50 μL par tube Eppendorf. Les cellules sont directement congelées dans l’azote liquide et 
conservées à -80°C dans l’attente de leur transformation.  

Pour la transformation : 

1. Les cellules électro-compétentes sont immergées dans la glace pendant 10 minutes. 

2. Le produit issu du Topo cloning est ajouté aux cellules électrocompétentes. 

3. L’électroporation a lieu à un voltage de 1250 V. 

4. 500 μL de milieu liquide LB-10 sont rapidement ajoutés et le tube est incubé à 37°C pendant 
une heure.  

5. Les cellules sont ensemencées à la surface d’une gélose LB-10-Carbénicilline-X-Gal-IPTG 
pour une incubation d’une nuit à 37°C. Composition des géloses : 20 mL LB-10+Agar, 20 μL 
carbenicillin (50 mg/mL), 40 μL 40 mg/mL X-Gal et 10 μL IPTG 1M. 
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E. Sélection des cellules recombinantes 
 
Il reste ensuite à sélectionner les cellules ayant intégré le plasmide recombinant. Les différentes 
régions d’intérêt du vecteur pour réaliser ce criblage sont représentées sur sa cartographie (Figure 
78).  
 
Les cellules transformées (recombinantes ou non) sont caractérisées par leur résistance à la 
kanamycine et à l’ampicilline (Rüther, 1980).  
 
Le repérage des clones d’intérêt parmi les différentes colonies peut ensuite être effectué par le 
système X-Gal, basé sur les propriétés d’une enzyme, la β-galactosidase, issue de l’opéron lactose 
(Rüther, 1980). La β-galactosidase est une enzyme codée par le gène LacZ et est constituée de deux 
sous-unités (LacZ-α et LacZ-ω), chacune d’entre elles étant nécessaire à l’activité catalytique de 
l’enzyme. La souche hôte qui sera utilisée pour le clonage est modifiée par génie génétique pour ne 
synthétiser que le fragment ω de l’enzyme. Lorsque cette souche modifiée est transformée par un 
plasmide contenant le fragment α du gène LacZ, les deux fragments vont s’associer pour livrer une β-
galactosidase fonctionnelle (α-complémentation). L’activité de la β-galactosidase est évaluée en 
présence d’isopropyl β-D-1-ThioGalactopyranoside (IPTG) (inducteur) et de 5-bromo-4-chloro-3-
indoylbeta-D-galactopyranoside (abrégé X-Gal) (susbtrat). Sous l’effet d’une β-galactosidase 
fonctionnelle, X-Gal est hydrolysé en galactose et en 5-bromo-4-chloro-3-hydroxyindole (X) qui va 
spontanément s’oxyder et dimériser pour livrer un dérivé de l’indigo de couleur bleue (Rüther, 1980) 
(Figure 79).  
 

 

FIGURE 79 : MÉTABOLISATION DE X-GAL PAR LA Β-GALACTOSIDASE 

 
 les colonies transformées non recombinées réalisent l’α-complémentation  pour permettre à la 

cellule de métaboliser X-Gal, à l’origine d’une couleur bleue ; 
 

 les colonies transformées recombinées (plasmide avec insert) apparaissent blanches car 
LacZ-α est inactivé par l’insertion du transgène dans le plasmide. X-Gal n’est alors pas 
métabolisé et les colonies restent blanches (Figure 80). 
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FIGURE 80: SÉLECTION DES CLONES TRANSFORMÉS RECOMBINANTS PAR LE SYSTÈME LACZ. FIGURE ADAPTÉE DE 

HTTP://OL.SAULNIER.FREE.FR/ESPACE_TRAVAIL/BLANC_BLEU.HTML 
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F.  Protocole de purification de l’ADN plasmidique par 
lyse alcaline 
a. Principe 

Dans un premier temps, le milieu de culture est éliminé par centrifugation. Le culot bactérien est alors 
resuspendu dans un premier milieu tampon contenant de l’EDTA pour déstabiliser les membranes 
bactériennes et inactiver les DNases. Les bactéries sont ensuite lysées à l’aide d’un détergent à pH 
13 (NaOH 0,2 M + Sodium Dodécyl Sulfate). À un tel pH, l’ADN est dénaturé, ces deux brins se 
dissocient. La neutralisation rapide du milieu par l’adjonction d’une troisième solution contenant de 
l’acétate de potassium 3M à pH 5,5 permet à l’ADN de se renaturer mais avec des différences 
notables entre l’ADN chromosomique et l’ADN plasmidique : 

- l’ADN chromosomique très long nécessite beaucoup de temps pour se réapparier et ne peut 
finalement pas aller au terme du processus car l’ADN simple brin précipite du fait d’une 
concentration élevée en sels ; 

- l’ADN plasmidique – beaucoup plus court – parvient à se reformer et demeure en solution. 

Une centrifugation permet d’éliminer les membranes, les protéines et l’ADN chromosomique qui 
précipitent de l’ADN plasmidique qui demeure dans le surnageant. L’ADN plasmidique est ensuite 
précipité par l’isopropanol.   

b. Protocole 
 
L’ADN plasmidique est purifié des cellules d’E. coli au moyen d’un kit QIAprep Spin Miniprep. 
 
Tampon P1: 
50 mM Tris-HCl, pH 8,0 
10 mM EDTA, pH 8,0 
 
Tampon P2: 
200 mM NaOH, 1% SDS 
 
Tampon P3: 
3 M KOAc, pH 5,5 (ajusté au moyen d’acide acétique) 
 
Tampon TE: 
10 mM TrisHCl (pH 8), 1 mM EDTA. 

Protocole: 

1. Les colonies recombinantes sont cultivées une nuit dans 2 mL de milieu liquide LB-10 à 30°C 
en presence de 0,1% de kanamycine. 

2. Les cellules sont centrifugées à 13.000 rpm pendant 3 minutes, le surnageant est éliminé. 

3. Le culot de cellules est remis en suspension dans 250 μL de tampon P1 supplémenté par 3.5 
μL de RNase A à 10mg/mL. 

4. 250 μL de tampon P2 sont ajoutés et le tube Eppendorf est retourné plusieurs fois pendant 5 
minutes (pas plus). 

5. Lorsque la solution s’éclaircit, 300 μL de tampon P3 sont ajoutés et le tube est retourné 
plusieurs fois pendant 5 minutes. 
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6. Le tube Eppendorf est centrifugé pendant 10 minutes à 13.000 rpm et le surnageant est 
transféré dans un nouveau tube Eppendorf. 

7. 560 μL d’isopropanol sont ajoutés au surnageant, le tube Eppendorf est retourné plusieurs 
fois avant d’être centrifugé à 13.000 rpm pendant 10 minutes. 

8. Le surnageant est éliminé et le précipité est séché à l’air une dizaine de minutes en gardant le 
tube Eppendorf renversé à la surface d’un papier absorbant. 

9. Le précipité est dissous dans 30 μL de tampon TE et est conservé à -20°C. 

10.  4 μL de cette solution sont envoyés au séquençage. 

 
L’insertion du fragment d’ADN peut être vérifiée par digestion avec les enzymes de restriction ou par 
PCR.  

G. Fragments de gènes séquencés 
 

CCGTGGAAAATAGGTACGCGGGGTGCTAATTCTAAAGTAGGACTCCAACTATGACCATAGGCTAT
AACTCGATCTAGGTCTAATTCGTGTAAGTTGGGTACTTCATATTCCAACATTTTCTTGATGGCTTTG
TAAGTCAACTTATGAGCGACTTCTTTGATTTCCTCTGTAGCATCAATGTTACCGAAGTGAGTGCGA
AGTAATTCCTCACCGTATTCTTCGAGCAATTCAAATACTTCTTTGTGCCCAACTACGGCAATTTTGA
CCAATTCCGCCATCCCGTT 

FIGURE 81 : SÉQUENCE DU FRAGMENT DE GÈNE AMPLIFIÉ PAR LES AMORCES DHQS-LIKE CYANOBACTÉRIENNES SUR 

RIVULARIA SP. MICRODISSÉQUÉ 
>ATPCyano_pair 1_Total lichen gDNA clone 1 

GGCTATCGGGGCATCAATTTTCCCGCGCTGTCAAGGGCTTTTTTACCGTTCCCGTTCCTGAAAAAGAACCAGAAGCCTATT
GTCAGGCATTAATTGCGATCGCTCAAGAAAAGCAGATCGATTTATTTGTGCCTGTTTCTAGCCCGATTGCCAGCTACTACGA
TTCTTTGGCTAAAAAGGCTTTAGAACCCTATTGCGAATCGATTCACCTCGATCCAAAAACTACCGCCATTCTCGATGATAAAC
ATGCTTTTTGTGATCAAGCACGAGAATTTGGCTTATCCGCACCCAAGGTATTTCGCATTACCGATCCGCAGCAGATTTTAGA
TTTTGACTTTGAGAGTGACGGCAGTACCTACATTGTCAAAAGTATTCCCTACGATTCTGTCTTGCGCTTAGACTTAACCAAAT
TACCCTTTGCAGATATGGAAAGCTATGTTCGTAGTTTGCCTATTAGCGAAGCCAAGCC 

>ATPCyano_pair 1_Total lichen gDNA clone 2 

TATCAGGGAATAGATTTTCTAATGCTATTGCAGGTTTCTATACTGTTCCTGAGCCTAAAGAAGATTGGAATGGTTATTCTCAG
AAATTACTAGATATTATAAAAAAAGAAAATATAGATGTATTTATTCCAGTATCTGCTGCAACTTTAAACTACTACGAATCGTTA
GTCAAACCTGTTTTAGCTGAACATTGTGAAGTCTTACATTTTGATATAGAAATTACGGAAATGTTAGACAATAAATTTACATTT
ATGGAAAAAGCGAAAACTTTTGGGTTGACTGTTCCTAAATCATTTCTAATTACCAATGCACAACAAATTCTTGATTTCGATTTT
GTCAAAGATGGAAGTCAGTATATTTTAAAAAGTATTCCCTATGACTCAGTGCGCCGTTTAAACATGACAAAGCTACCAATGAA
GTCAGCAGAGGATATGAGTCAATTTGTCAAAAACTTGCCTATTAGTACAGAA 

FIGURE 82 : SÉQUENCES DES FRAGMENTS DE GÈNE AMPLIFIÉS PAR LES AMORCES ATP-GRASP CYANOBACTÉRIENNES 

SUR LE LICHEN TOTAL MAIS PAS SUR RIVULARIA SP 
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Analyses de lichens par spectrométrie de 
masse : déréplication et histolocalisation 

Les lichens, organismes symbiotiques associant un 
champignon et un partenaire photosynthétique 
(algue verte et/ou cyanobactérie), sont caractérisés 
par la biosynthèse de métabolites secondaires 
uniques dotés de bioactivités variées.  

Pour valoriser au mieux cette ressource privilégiée, 
des méthodes innovantes de spectrométrie de 
masse ont été développées dans le but de 
minimiser la préparation de l’échantillon et la durée 
des analyses. Deux techniques de spectrométrie de 
masse ont été évaluées en ce sens : le DART-MS et 
le LDI-MS. L’apport de chacune de ces deux 
méthodes a pu être établi sur un large panel de 
lichens, représentant une part importante de 
l’espace chimique couvert par ces organismes. Il a 
été démontré que des profils chimiques complets 
pouvaient être obtenus respectivement à partir de 
thalles lichéniques et d’extraits acétoniques totaux. 
Compte tenu de la très large utilisation de la CCM 
pour l’analyse chimique de lichens, les possibilités 
offertes par le couplage de la CCM à l’ionisation 
electrospray ont également été explorées.  

Une seconde partie de ces travaux avait pour but de 
cartographier la distribution des métabolites 
secondaires au sein du thalle lichénique. À ces fins, 
des analyses d’imagerie LDI ont été réalisées sur 
une coupe transversale d’un lichen crustacé 
modèle : Ophioparma ventosa. Ce lichen a été 
étudié en phytochimie pour identifier six 
napthopyranones à partir des apothécies dont 
quatre nouvelles structures. Les principaux 
métabolites de ce lichen ont pu être imagés par LDI-
MSI avec une résolution spatiale de 50 μm environ. 
Une corrélation entre la distribution des molécules 
et leur rôle écologique présumé permet d’avancer 
des hypothèses  d’écologie chimique. Des 
approches conjointes reliant histolocalisation et 
étude génétique des partenaires de la symbiose ont 
été entreprises. La recherche des gènes de la 
biosynthèse de la mycosporine sérinol chez les 
symbiontes isolés de Lichina pygmaea par 
microdissection capture laser a été initiée en ce 
sens. D’autres approches innovantes comme 
l’analyse cristallographique par diffraction de poudre 
par les rayons X sont également abordées dans ce 
document articulé autour de six publications issues 
de ce travail et de deux articles en cours de 
soumission. 

 

Mass spectrometric analyses of lichens: 
from dereplication to histolocalization 

Lichens are self-sustaining symbiotic partnerships 
comprising a fungus associated with a green alga 
and/or a cyanobacteria. This consortium produces 
unique secondary metabolites that are endowed 
with various biological activities.  

To harness this privileged chemodiversity, 
innovative mass spectrometry techniques were 
developed in the course of this study to accelerate 
the dereplicative holdup through both a minimal 
sample preparation and a decrease of the time of 
analysis. Two approaches were considered during 
this work: DART-MS and LDI-MS and their 
adequacy for lichen dereplication was assessed on 
a vast array of samples encompassing a wide range 
of metabolites. Both of them facilitated complete 
chemical profiles, respectively from unprocessed 
lichen material and crude acetone extracts. Since 
TLC still enjoys a wide-spread popularity among 
lichenologists, the advantages offered by TLC-ESI-
MS hyphenation were evaluated as well.  

A second part of this manuscript focused on the 
histolocalization of lichen metabolites. For this 
purpose, LDI mass spectrometry imaging studies 
were undertaken on the crustose lichen 
Ophioparma ventosa. The phytochemical 
investigation of this species afforded the isolation of 
six naphthopyranones from its apothecia, four of 
them being new molecules. LDI-MSI revealed the 
distribution patterns of all the main metabolites of 
this lichen, reaching a spatial resolution of 50 μm. 
Most interestingly, the distribution pattern of imaged 
metabolites within the thallus is highly organized 
and is related to their ecological relevance. Joint 
strategies combining histolocalization and genetic 
investigation of lichen symbionts separated using 
laser capture microdissection were also considered. 
As such, an investigation of the biosynthesis of 
mycosporine serinol within Lichina pygmaea 
dissociated symbionts was initiated. Further 
analytical strategies such as X-ray powder 
diffraction are introduced in this thesis that contains 
six publications and two drafts to be submitted. 


