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Abstract-Flavonol aglycones are present in the oil excreted by buds of Aesculus hippocastanum L. and are 
probably synthesized in glandular hairs situated on the inner side of bud scales. Flavonols are most abundant 
in the hairs, being much less concentrated in all other scale tissues Flavonol accumulation in the buds 
reaches a maximum both in the Spring and the Autumn and this is related to the accumulation of leaf 
flavonols and leucoanthocyanes and of scale and bark coumarins. 

Rt%um&Les aglycones de flavonols presents dans la s&&ion des bourgeons de marronnier sont vrais- 
emblablement products par des poils glandulaires situ& ?I la face interne des &ailles. Les flavonols sont 
pr6sents en grande abondance dans les poils, et, & concentration beaucoup plus faible, dans les autres tlssus 
de 1Xcaille. Le cycle annuel de la s&&ion montre deux pits, B I’automne et au printemps. Ce cycle est 
cornpar& h celui des flavonols et des leucoanthocyanes foliaires, et g celui des coumarines des tiges et des 
bourgeons. 

INTRODUCTION 

CONTRAIREMENT aux leucoanthocyanes et aux cattkhines qui peuvent se polymkriser, la 
plupart des flavonofdes sont gBnCralement presents chez les vCg6taux suptrieurs sous forme 
d’h&Crosides hydrosolubles contenus dans les vacuoles’ ou les plastes2 de la ccllule. On 
connait cependant aujourd’hui un certain nombre d’exemples de production des m&mes 
flavonoi’des sous forme d’aglycones libres, hydrophobes, s’accumulant A l’exttrieur de la 
matEre vivante: (a) Pour les plantes herbacCes, ce phCnom&ne se rencontre chez un grand 
nombre de Primula&es (P. obconica, veris, elatior,$orindae . . .“) dont les parties akiennes 
sont recouvertes d’une glue ou d’une farine riches en flavonoides. 11 apparait Cgalement 
chez certaines Fougkres dont la face infirieure des frondes est tapisske d’une poudre 
orangie constituCe de flavonols (Pityrogramma chrysoconica4), de chalcones ou de dihydro- 
chalcones (P. chrysophylZa5); (b) Chez les v&gCtaux ligneux, l’accumulation d’aglycones 
flavonoidiques peut se produire & deux niveaux diffkrents: soit dans les bois de coeur6-g 

’ GUILLERMOND, A. et GAUTHERET, R. (1933) Compt. Rend. 196,369. 
2 M~NTIES, B. (1969) Bull. Sot. Fr. Physiol. Veg. 15, 1, 29. 
3 WOLLENWEBER, E. et SCHNEPF, E. (1970) 2. Pflanzenphysiol. 62, S216. 
4 WOLLENWEBER, E. (1972) Phytochem. 11,425 
5 NILSSON, M. (i961) Act; Chem. Scund 15, 154, 211. 
6 MAHESH. U. B. et SESHADRI. T. R. (1954) J. Sci. Znd. Res. 13, B835. 
7 MENTZE~, C., PACHECO, H.-et VILLA, A. 11954) Bull. Sot. Ch>m. Biol. 36, 1137. 
* PERKIN, A. G. et COPE, F. (1895) Sot. 67,937. 
9 CHADENSON, M., MOLHO-LACROIX, L., MOLHO, D. et MENTZER, C. (1955) Compt. Rend. 240,1362. 
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(Pinus, Prunus, Artocarpus . . .) et parfois dans l’ecorce ou le libge,lO~ll soit a I’exterieur, au 
niveau des bourgeons ou des trbs jeunes pousses annuelles.12 

TABLEAU 1. NATURE DES AGLYCONES FLAVONOIDIQUES LIBRES, PRESENTS DANS LES BOIS DE COEUR ou LES 
SECRETIONS DE BOURGEONS DE DIFFERENTS ARBRES 

Skcr&lons de bourgeons Flavonoldes dans les bois de coeur 

Dlffkrentes 
espkces des 
genres 

Flavones +++ + + + + + 
Flavonols + + + + + + + + + + + + i- 
Flavanones + + + + 
Flavanonols + + -t ++++I 
Chalcones + i + 
Isoflavones + + 

Quel que soit le site d’accumulation, le melange d’aglycones secrete est gCn6ralement 
complexe (Tableau 1) (11 ne comprend pas moins de 23 aglycones differents chez Betuh 
ermanii) et les flavonoides methyl& y sont trbs frequents. Ces caracteres sont done trb 
differents de ceux du melange heterosidique des feuilles qui ne comporte generalement que 
deux ou trois aglycones peu ou pas methyles. 

Dans Y&at actuel de nos connaissances, la production d’aglycones de flavonoldes par 
les vtgetaux ligneux, au niveau du bois ou des bourgeons apparait comme un phtnomene 
limit& a un petit nombre d’espbces, disseminees dans I’ensemble des vegetaux superieurs. 
Ainsi, la secretion flavonique des bourgeons apparait chez les Salicacees (Populus, mais pas 
S~lix),~~-‘~ les BCtulacCes (Anus, Betula, mais pas Corylus ni Carpinus)‘7-21 chez 
les Platanades’ 2 (Platunus), les Hippocatanacees (Ae.scuZu~)~~*~~ et chez certaines 
Rosales.24*2sa,b 11 n’apparait actuellement pas de relation entre l’accumulation des aglycones 
dans les bois de coeur et leur secretion par les bourgeons (Tableau 1). 

lo KURTH, E. F., RAMANATHAN, V. et VENKATARAMAN, K. (1956) J. Scl 2nd. Res. 15B, 139. 
I1 HERGERT, L. et KURTH, E. F. (1952) Tappi. 35,59. 
I2 CHARRIERE, Y. (1970) These 38me cycle. 
I3 EGGER, K. et TISSUT, M. (1968) Compt. Rend. 267, 1329. 
I4 EGGER, K., Trssu~, M. et WOLLENWEBER, E. (1968) Phytochem 8, 2425. 
I5 WOLLENWEBER, E. et EGGER, K. (1969) Phytochem. 10,225. 
I6 CHADENSON, M., HAUTEVII.LE, M , CHOPIN, J , WOLLENWEBER, E., TISSLIT, M. et EGGER, K. (1971) Compt. 

Rend. 273,2658. 
I7 WOLLENWEBER, E. et LEBRETON, P. (1971) J. Blochem. 53, 8,935. 
I8 WOLLENWEBER, E. et EGGER, K. (1971) Tetrahedron 21, 1767. 
I9 WOLLENWEBER, E., BOUILLANT, M. L , LEBRETON, P. et EGGER, K. (1971) Z. Nuturforsch. 26, 11. 
2o WOLLENWEBER, E. et WASSUM, M. (1972) Tetrahedron 9, 767. 
21 WOLLENWEBER, E. et EGGER, K. (1972) 2. Pflanzenphyslol. 65, 5, 427. 
zz EGGER, K , WOLLENWEBER, E et TISSUT, M. (1970) Z. Pflanrenphysiol 62,464. 
23 WOLLENWEBER, E. et EGGER, K (1970) Tetrahedron 19, 1601. 
24 CHARRIERE, Y. en prbparation. 
25 (a) LEBRETON, P., WOLLENWEBER, E., SOUTHWICK, L. et MABRY, T. J. (1971) Compt. Rend. 272C, 1529; 

(b) WOLLENWEBER, E., LEBRETON, P. et CHADENSON, M. (1972) Z. Nuturforsch. 27B, 567. 
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Chez tous les genres g bourgeons sC&teurs mention& ci-dessus, terpCnes et flavonoldes 
s’associent toujours pour constituer le produit de &c&ion. Ces bourgeons contiennent 
des trichomes glandulaires pddicell& pluricellulaires (Alnus, Platanus, Aesczdus) port& par 
les bcailles (Aesculus, Platanus) et les jeunes feuilles (Alnus), ou encore un dpiderme s&&eur 
ondul8, tapissant les Ccailles, la base des stipules et le bord des jeunes feuilles du bourgeon 
de Populus. 

Nous analyserons ici les diErents caracteres de la &c&on des bourgeons d’une seule 
esptce, Aesculus hippocastanum L. Ces bourgeons comme ceux des esp&ces voisines A. 
camea et A. turbinata exsudent de grandes quantitCs de materiel visqueux. Ce n’est pas le 
cas de espties A. pavia, A. parv@ora et A. neglecta. 

Chez Aesculus hippocastanum L., nous ttudierons successivement la localisation de la 
s&&ion, celle des organes s6cr~~eurs figur6s, puis la cin&ique annuelle de la production 
flavonique, en comparaison avec celle des terpbnes, des flavonols et des leucoanthocyanes 
foliaires et des coumarines des tcorces et des bourgeons. 

RESULTATS 

Composition de la s&r&ion 

La s&r&ion libre, pr&ev&e ZI la surface des Ccailles, ChromatographiBe sur couche mince 
de polyamide, apparait composCe de dix aglycones diffkrents dont huit presentent une 
fluorescence jaune-acre sous lumiiire UV (360 nm) et deux sont absorbants. Ces compo&s 
sont des flavonols parmi lesquels le kaempf&ol, la querc&ine et la myric&ine, ainsi que 
des d&iv& mCthylBs de ces aglycones (trimCthyl&her 7,3’,4’-myric&ine, trimtthyltther 
7,3’,4’-quercitine, dimCthylCther3,3’-quercCtine, methyl&her 3-kaempft%ol rhamnazine,iso- 
rhamnttine) ont Ctt identS%. 22*23 Le mklange contient kgalement de faibles quantitCs de 
coumarines (aesculCtine essentiellement) qui proviennent des Ccailles oti ces substances, 
prCsentes sous forme de glycosides, sont extrbmement abondantes, de m&me que dans 
1’6corce des tiges. 

Chez le marronnier, les flavonoXdes foliaires sont aussi des flavonols, reprtsentts par 
les 3-glucosides, les 3-rhamnosides et les 3-arabinosides de kaempf&ol et de quercttine.26 
II ya done une certaine parent6 entre la synthbse flavonique des feuilles et des Ccailles. 11 faut 
cependant noter que seules ces dernibres possbdent l’tquipement enzymatique correspondant 
g la trihydroxylation du noyau B et aux m6thylations. Chez d’autres vdg&aux, comme le 
platane, le bouleau ou le peuplier, les diff&ences entre flavonoi’des de &c&ion et flavonofdes 
foliaires sont beaucoup plus importantes encore. 

La teneur en flavonols de la &r&ion libre d’desculus, exprimBe en querdtine, varie 
pour les Cchantillons que nous avons analyds, entre 23 et 32 % de la masse sbche de sCcr&ion 
globale (terp&nes + flavonols) (22 et 29 % de la masse dtterminCe au moment du prelbve- 
ment). La richesse en flavonols du mClange est maximale pendant l’hiver et minimale B 
l’automne et au printemps. 

Aux diff&ents stades ttudits, la composition de l’ensemble flavonique reste qualitative- 
ment identique mais des variations apparaissent dans le proportions relatives des difft+rents 
composants. Ce ph&nom&ne se produit tgalement dans les sCcr&ats de bourgeons d’autres 
esptces (Platanus, Populus, Alnus viridis, A. glutinosa).” 

26 TISSUT, M. (1970) These Doctorat Etat Grenoble, CNRS A.0.4860. 
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Localisation de la s&&ion 
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Le bourgeon de marronnier est constitut de quatre paires d’kailles brunes enveloppant 
une paire d’kailles internes vertes qui prot&gent la pousse MescopCe (Fig. 1). Seules les 
Ccailles brunes sont s&&rices. Pour rapporter la production flavonique B tel ou tel 
dispositif anatomique, il convient d’ttudier la rippartition des flavonoi’des dans 1’6paisseur 
de ces Ccailles. Cette Ctude a Ctk rCalisCe par deux voies diffkentes: le fractionnement 
mkcanique et l’observation en microscopic de fluorescence. 

FIG. 1. COUPE TRANSVERSALE D'UN FIG. 2. SCHEMA D’UNE COUPE FIG. 3. COUPE LONGITUDINALE 

BOURGEON D’Aesculus hlppocas- TRANSVERSALE D’ECAILLE DE BOUR- D'UN TRICHOME ADULTE (G X 700). 
tanum. GEON. 

Le dosage dans les diffkrentes fractions distingukes dans l’kpaisseur de I’tcaille montre 
la prCsence des flavonols dans chacune des quatre fractions rtalisCes. On peut estimer 
approximativement que les fractions 1-4 correspondent respectivement aux trichomes mtlCs 
g de la stcrttion libre, & 1’Cpiderme supkieur, au parenchyme et au suber (Fig. 2). Le 
fractionnement est effect& g l’apex des Ccailles, rCgion qui est pauvre en s&crCtion libre, de 
man&-e B limiter I’imprCgnation des trichomes par cette s&&ion. De plus, pour dkfinir 

TABLEAU 2. TENEURFLAVONOLIQUEDESDIFFERENTESFRACTIONSTISSULAIRES 

Trlchomes + 
s&r&on hbre Epiderme Parenchyme Suber S&z&ion hbre 

DO-ml/g 1 
{ 2 

1380 302 364 260 1976 

k.DO-ml/gs. 150 35 38 30 219 

T% C ; 34 1 56 6 
35 1 57 7 

l-Dosage spectrophotom&rique; 2-dosage densltom&rique. DO-mI/gs teneur flavonohque de 1 g-see 
de chaque fraction; T% repartition du contenu flavonohque de I’&zaille, exprimee par 100 unit& arbltralres 
dans les diffkrentes fractions. 

la teneur flavonique des trichomes seuls, nous avons pr&tdC au lessivage progressif par 
l’acttone, de la surface de I’tcaille, puis & la r&up&ration des trichomes qui paraissent 
rapidement dkpourvus de s&-&ion libre. Dans les Cchantlllons analysCs, le contenu 
flavonique des trichomes est environ quatre fois suptrieur B celui de la &c&ion libre. Au 
total, les teneurs flavoniques (flavonols par unit6 de masse de fraction) les plus fortes 
correspondent aux trichomes et B la stcrktion hbre; les autres fractions ont une teneur 
au moins quatre fois plus faible que celle de la stcrCtion hbre (Tableau 2). Cependant, 
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en raison de l’tpaisseur particulierement grande du parenchyme, (75 % de l’epaisseur de 
l’ecaille) le contenu de cette fraction est important: il represente plus de 50 % des flavonols 
totaux de l’tcaille pour les stades d’automne. La chromatographie des differentes fractions 
montre la presence d’abondantes quantitts de coumarines (aesculine et derives glycosylts 
de la fraxttine) dans les seules fractions tissulaires et surtout dans le parenchyme. 

L’observation des coupes d’ecailles en microscopic UV confirme l’existence d’une 
telle repartition tissulaire des polyphtnols: la vive fluorescence bleue des coumarines du 
parenchyme peut Ctre CcartCe par un traitement hydroethanolique des coupes, traitement 
qui tlimine ces substances en laissant en place la majeure partie des aglycones flavoniques 
plus lipophiles. Ces derniers presentent une fluorescence acre spontante et une fluorescence 
jaune-vert en presence de AICIJ, caracteristiques, qui permettent de localiser ces produits 
principalement au niveau de la secretion libre superficielle et au niveau des trichomes 
(Tableau 3). Pour ces derniers organes, seule la fluorescence due a l’aluminium se manifeste, 
avec une latence beaucoup plus faible chez les poils ICsCs que chez les poils intacts. Au total, 
les deux techniques de fractionnement et de microscopic UV, fournissent done une informa- 
tion concordante malgrt des imperfections qui sont, pour la premiere, Pimprecision de la 
delimitation des tissus &pares, et, pour la seconde, sa faible sensibilite et la possibilite 
d’interactions entre les diverses fluorescences. I1 faut noter, de plus, que ces deux tech- 
niques, bastes sur la detection des flavonoides, ne permettent pas de suivre les autres 
composants de la secretion. 

TABLEAU 3. LOCALISATIONDES FLUORESCENCES EN LUMIERE UV (360nm) 

Trartement S&xetion Produit de 
prealable Reactrf Trichomes Eprderme Parenchyme Suber libre diffusion 

Neant 
Hz0 
MeOH 
N&ant 

1 A ou Fjv+ Fb Fb et Fjv Fb Fjv++ 0 
2 Fjv+ + Fjv Fjv+ Fjv Fjv++ 0 
1 A Fjv Fjv Fb 0 FjvfS 
3 ‘ Fj++ Fjv Fjvf Fb Fjv++ 0 

l-Ah& en solution methanolique (5 %); 2-AK& en solution aqueuse (15%); 3-ZrOCl~ en solution 
Cthanolique (10%). A-absorption; Fjv-fluorescence jaune-vert ; Fb-fluorescence bleue; Fj-fluorescence 
jaune. L’intensite de la fluorescence est indiquee par (+). 

Origine Anatomique des Flavonoides non Glycosylt% 
11 existe a la surface des Bcailles, des structures glandulaires typiques (Figs. 2 et 3) qui 

sont des trichomes pluricellulaires plus ou moins sphtriques a pedicelle court. Ces trichomes 
se localisent essentiellement a la face interne des Ccailles brunes oh leur densite maximale 
est de 200-300/cm2, ce qui correspond aux tpoques de forte stcretion (automne et prin- 
temps). La densitt minimale, qui est associtk a une secretion t&s faible, est de l’ordre de 
10-20 trichomes/cm2 (hiver). A cette saison, les glandes presentent des signes Bvidents de 
degCnCrescence cellulaire; aux periodes d’activite, les cellules glandulaires turgescentes 
ont un cytoplasme dont la coloration jaune-brun en lumibre visible est renforcee par 
traitement par AICIJ. Chez le trichome jeune (mars), la coloration brune apparait pro- 
gressivement. 

S’il parait evident que la phase terpenique est produite par les trichomes, il persiste un 
certain doute quant a l’origine des flavonols: leur grande abondance dans la fraction super- 
ficielle contenant les trichomes, la coloration de ces organes, leur fluorescence en presence 
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de Ah&, le synchronisme entre dtveloppement glandulaire et production flavonique sont 
autant d’arguments en faveur de la formation de ces polyphtnols dans les trichomes. 
Cependant, la presence des flavonols dans le parenchyme de I’Ccaille et la fluctuation 
importante du rapport flavonols stcr&ts/nombre de trichomes au tours du cycle annuel 
nous ambnent a introduire quelques reserves quant a cette origine. Des observations menant 
aux m&mes resultats ont ttC Cgalement effect&es chez PZutanus.12 

Cycle annuel de la s&r&ion cornpart! d celui d’autres polyph&ols 

Les bourgeons sont completement form&s sur la pousse feuillee de I’annte d&s le mois 
de juin pour les axillaires (les bourgeons correspondant au premier couple de feurlles restant 
atrophies) et des juillet pour le bourgeon terminal. Ces organes sont maintenus en dormance 
jusqu’a I’hiver et s’ouvrent en mars-avril. La production flavonique (Fig. 4) connait deux 
phases d’activite maximale, en automne et au printemps, peu avant I’eclosion du bourgeon. 
La secretion, prtsente en faible quantite dbs juillet augmente done fortement au moment 
de la chute des feuilles. Les flavonols form& disparaissent a l’entrte de l’hiver, periode au 
tours de laquelle leur teneur reste faible et stable. La reprise d’activite du bourgeon, en 
mars, se traduit par l’apparition d’une nouvelle poussee de trichomes qui sont a l’origine 
d’une secretion visiblement t&s abondante mais moins riche en flavonols qu’a I’automne. 

Eclas~on des bourgeons 

Bourgeons form& 
en I969 

I I I, , I,, I,, , I I I , I I I I 
JJASONDJFMAMJ MAMJJASO 

8 o Flavonols 
d’orbres dlffkrents 

. Flavonol~ d’un 
A 

meme arbre 

Temps, rno15 

FIG. 4. CYCLE ANNUEL DE LA TENEUR (a) EN FLAVONOLS FIG. 5. CYCLE ANNUEL DE LA 

DES Ik4lLLES DES BOURGEONS D'Aescuh hippocastanum; TENEUR FLAVONIQUE FOLIAIRE 

(b) EN COUMARINES DE L%CORCE DES TIGES DE L'ANNkE; D'Aescuh hlppocastanum. 
(C)ENCOUMARINESDES BOURGEONS. 

Si l’on compare cette courbe de la Fig. 4 a celle de l’accumulation flavonique foliaire 
(Fig. 5), qui est Bvidemment trts decalee dans le temps par rapport a la premiere, il faut 
noter dans les deux cas I’existence d’une activite maximale correspondant a la reprise de 
vegetation et a la croissance. Le pit automnal de secretion apparait au contraire comme 
un phenomene tout a fait singulier. Les quantitts de flavonols sCcrCtCs par l’ecaille ou 
accumules dans la feuille sont assez comparables: Un gramme set de ces organes contient, 
au moment du pit printanier, l’equivalent de 5-6 mg de quercetine, pour la jeune feuille, 
et de l-l ,5 mg pour l’tcaille. 
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L’intense production de trichomes par les kailles, en mars, coincide Bgalement avec 
une synthLtse active de leucoanthocyanes solubles dans le bourgeon. Au moment de SCclosion, 
en avril, ce sont surtout les leucoanthocyanes insolubles, vraisemblablement polymCrisCes 
qui s’accumulent. 

Les coumarines, prksentes dans les Ccailles ou dans les korces des tiges (Fig. 4) totale- 
ment absentes des feuilles, ont un cycle d’accumulation diffkrent de celui des flavonoides 
foliaires, mais qui n’est pas sans analogies avec celui de la s&&ion: elles sont absentes 
des tiges nouvellement formtes, en juin, et des bourgeons correspondants. Leur teneur 
augmente ensuite jusqu’g un maximum automnal (octobre). Pendant l’hiver, la teneur 
diminue faiblement dans l’korce, plus nettement dans les Bcailles et augmente de nouveau 
g la reprise de la vCgCtation. Cette fluctuation, qui rappelle celle des flavonoi’des de sCcr&ion, 
parait, comme elle, like g l’arr&t puis g la reprise de l’activit6 mktabolique g6ntrale. 

Une telle courbe d’accumulation confirme la grande difftkence physiologique stparant 
flavonoldes foliaires et coumarines dont la production parait impossible pendant les pCriodes 
de croissance (ex. jeunes tiges) dans ce materiel et dont le cycle prtsente d’assez fortes 
analogies avec celui des flavonols de &r&ion. 

DISCUSSION 

A la lumikre des connaissances actuelles sur le mCtabolisme des flavonoides par les 
organes akriens, le cas des polyphCnols de s&r&ion comporte un ensemble de caractkes 
remarquables: 11 s’agit d’une production de flavonols k l’abri de la lumibre, r8aliske en 
partie en ptriode de faible activitk mttabolique de la pousse, sans qu’intervienne 1’Ctape de 
glycosylation qui est irkluctable pour les flavonols foliaires. L’Ctude des rkgulations et des 
modalit& de cette biosynthbse est done t&s certainement inGressante. 

Les dispositifs anatomiques qui sont B l’origine de cette synthtse sont trb vraisemblable- 
ment les trichomes qui produiraient done conjointement terpkes et flavonols. Cette double 
activid de synthtse de substances associBes dans un mtlange hydrophobe a dkjja it6 signalBe 
chez les vCg&aux par Hansel. 27 11 faut cependant noter que la prksence des flavonols dans 
l’dpaisseur des tissus de l’kaille pose un probltme: S’agit-il d’une simple diffusion dans 
les espaces intercellulaires ou, au contraire, d’un acte physiologique 1% & l’activit6 cellulaire 
du parenchyme, comme l’etude des ultrastructures semble le montrer dans les ensembles 
sCcrBteurs d’autres vCgCtaux?24 

Les variations du rapport terpbnes/flavonols dans la .&r&ion peuvent avoir deux 
origines: Soit, la synthbe de ces substances &ant tout & fait parallble, le rythme de leur 
destruction serait diffkent, soit la dissymktrie affecterait directement les synthkses. 11 est 
possible que 1’6tude du vieillissement de la &r&ion isolte rksolve ce probltme. Par contre, 
pour lever les rkserves que nous avons signaGes quant g l’origine anatomique des flavonols, 
il faudrait que la culture in vitro des trichomes isol& B I’Ctat jeune soit Galisable. 

L’existence d’une s&&ion de bourgeons pose naturellement le problbme des avantages 
qu’elle apporte au vegktal apte & la produire et du r61e des diffkrents composants apparem- 
ment indissociables de cette sCcrCtion. Le fait que cette propriCt6 ne caracttkise pas tous 
les vtgkaux ligneux, et qu’elle affecte des esptces dont l’aire de rkpartition en altitude et 
latitude n’a rien de remarquable, montre qu’elle constitue un Cltment mineur dans le 
dkterminisme tcologique de ces espkces. Le pit de sCcrttion automnal donne g penser qu’il 
s’agit d’une protection de la pousse tClescopCe contre les rigueurs de l’hiver (l’hydrophobie 

27 HANSEL, R. (1962) Planta Med. 10, 361. 
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du &c&at pourrait diminuer le risque de congtlation des tissus; elle pourrait assurer 
l’isolement physiologique des bourgeons en rendant les Cchanges gazeux plus difficiles et 
partictper ainsi B leur repos mCtabolique). Les analogies des cycles d’accumulation de la 
s&r&ion et des coumarines, la prCsence des flavonols s&-t%% dans toute l’Ccallle, permettent 
de supposer, par contre, un r61e physiologique plus interne. L’observation de coupes 
d’Ccailles en microscopic ultraviolette fait d’ailleurs apparaitre un stockage de longue 
durCe, en pCriode hivernale, de la sCcrttion dans le parenchyme; par contre, en p&lode de 
grande activitt mktabolique (printemps), la stcrCtion dlsparalt rapidement de ce tissu. Cette 
observation est confirmte, chez d’autres espkces, par I’ttude des ultrastructures. Le pit de 
s&&ion printanier, lui, parait tout diffkrent et d’interpritation difficile: la sPcrBtion ne 
badigeonnant B peu prts pas les jeunes feuilles, 11 ne peut s’agir, comme cela semble le cas 
chez Pupulus, d’une hmitation de la transpiration apris l’tclosion. Par contre, elle pourrait 
Ctre favorable au processus d’Cclosion 1wmCme. Enfin, en ce qui concerne la fraction 
flavonique de la s&rCtion, l’activit6 de ces substances vis 21 vis de certams germes bactCrlens 
ou fongiques pourrait rep&enter un avantage important. 

TECHNIQUES 

MatCvlel Le fractlonnement tlssulau-e des &zallles a &e effect& g partlr de lots de bourgeons termmaux 
prClevCs & l’automne, sur plweurs arbres, chaque lot Btant constltu& des bourgeons d’un m&me arbre. Pour 
1’8tude des cycles, des bourgeons, des feuilles et de I’tcorce de pousse termmale sont prClevCs perlodlque- 
ment, B des mtervalles d’une semame & un mols suwant I’tpoque, au tours des anntes 1968-1971. Tous 
les pr&vements sont real&s sur des indlwdus dCtermm&; des r&f&ences biomBtrlques sont notCes de 
man&e B contreler la validit de I’Cchantdlon d’un prCltvement B l’autre Le mat&e1 dfssCcht et pesC est 
stock6 B ~ 15” B 1’obscuntC. 

Fractronnement tissularre. L’apex des ecallles moyennes des bourgeons de certams lots sublt un fractlonne- 
ment mCcamque dans le sens de I’Cpalsseur: la &c&on hbre est enlevCe avec un coton ImblbC d’acttone, 
des couches successwes sont ensuite prClevCes par abrasion B l’alde d’un scalpel fin, le contrBle contmu de 
l’op&atlon se falsant g&e & une loupe binoculalre. La prem&re fraction, p&levee face mterne, est essentielle- 
ment constituCe par les trtchomes; viennent ensurte les fractions prmclpalement constltuCes par de l’Cplderme, 
du parenchyme et du suber. 

Extractions. Le materiel non chlorophylllen est extralt par le MeOH B chaud dans un apparel1 de Soxhlet 
pendant 45 mn. Les femlles sont extraites & frond par l’acttone aqueuse, la solution obtenue est fracttonnee 
par l’ether de p&role pour enlever les chlorophylles et les carotCndides, la solution hydroac&omque obtenue 
est dduCe au l/50” dans 1’EtOH B 96” pour le dosage spectronhotom&rlque des flavonols. Une ahouote 
de la solution mltiale est Bvaporbe, rep&e par HCI 2 %I et mamtenue & 1OO”pendant 30 mm. Les glyco&des 
flavoniques sont hydrolyses et les leucoanthocyanes sont transformkes quantltatwement en anthocyanes 
Le rCsldu d’extraction par l’ac&one sublt le m&me traltement pour doser les leucoanthocyanes insolubles. 

Chromatographles. La s6paratlon des dlff&ents composants analysts est obtenue par chromatographle 
sur couche mmce de polyamide dans les solvants 1 et 2 pour les aglycones flavomques et dans le solvant 3 
pour les coumarmes. Solvant 1, C6H6-MeOH-MeCOEt (30: 7.13); Solvant 2, CGHs-MeOH-dloxanne 
(8.1: 1); Solvant 3, C,H,-MeOH-MeCOEt (8: 5.5). 

Dosages Les composes chromatographiCs sont doses sur couche mmce par densltomCtrle dans I’UV long 
B l’alde d’un apparel1 Chromoscan. Les filtres utdisCs ont une bande passante de 50 nm cent& sur 380 nm 
(dosage des flavonols), sur 358 nm (dosage des coumarmes). Les flavonols sont do&s en solution alcoohque 
par spectrophotom&rle dlff&entlelle en presence de AlC13 g 425 nm pour les aglycones et 405 nm pour les 
glycosldes en 3. 

Observations en mrcroscopie UV. Les coupes transversales d’Ccadles obtenues manuellement ou avec un 
mlcrotome & congklatlon sont traitCes par d&rents solvants (H,O, MeOH, EtOH) et reactIfs (AlC13, 
ZrOClz) et sont observkes en lumikre vwble et ultrawolette B l’alde d’un Cqulpement Fluorex Reichert 
95001 m; X 343 nm). 


