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Abstract—The changes 1n flavonoids were studies during the growth of Poinsettia bracts Pelargonidin glycosides
appeared after cyanidin glycosides, the 3-rutinoside after the 3-monoglucoside The 3-mono-glucosides were pre-
domimnant at all ttmes The bracts contained kaempferol and quercetin, both as aglycones and glycosides There
was no direct relationship between the pathways of flavonol and anthocyanin biosynthesis, but two separate
pathways corresponding to the 4'-monohydroxylated- and 3',4'-dihydroxylated-, flavonoids Flavanonols and
1soflavones were detected but not characterized.

Résumé—L évolution des flavonoides a été étudiée au cours de la croissance des bractées de Pomsettia Les antho-
cyanosides du pélargonidol apparaissent aprés ceux du cyanidol Le 3-monoglucoside du pélargonidol apparait
avant le 3-rutinoside Les 3-monoglucosides prédominent & tous les stades Les bractées renferment du kaemp-
férol et de la quercétine a I'état d’aglycones et de glycosides Il n’y a pas de relation directe entre flavonols et
anthocyanes du point de vue biosynthétique 11 y aurait deux voies de biosynthése, paralléles, mais sans liens
directs, correspondant aux flavonoides monohydroxylés en 4’ sur le noyau latéral et aux flavonoides dihydroxylés
en 3',4' La présence de flavanonols et d’isoflavones est reconnue

INTRODUCTION
LES ETUDES consacrées a la biosynthése des anthocyanes ont surtout été conduites sur les
fleurs et les feuilles pourpres. Elles concernent essentiellement la biosynthése du cyani-
dol.}~® Signalons que les anthocyanosides du cyanidol prédominent treés nettement dans
les feuilles, ou 1ls sont le plus souvent seuls présents.” Parmi les Euphorbiacées, les feuilles
pourpres d’ Acalypha renferment deux anthocyanosides du cyanidol, dont le 3-monogluco-
side représentant 88%.% D’autres études ont été faites sur la biosynthése du delphinidol
et de ses dérivés méthylés.” 1 Il y a, par contre, peu de travaux sur la genése du pélargoni-
dol.'? La formation des anthocyanes a été suivie au cours du développement des boutons

* Adresse actuelle Département de Physiologie Végétale—U E R du Centre d’Etudes Supérieures Ligériennes
Université d’Orléans—45017 Orleans-Cedex. France

! GrisesacH, H (1958) Z Naturforsch 13b, 335

2 GRISEBACH, H et PATSCHKE, L (1961) Z Naturforsch 16b, 645

3 PATSCHKE, L, BARZ, W et GRISEBACH, H (1964) Z Naturforsch 19b, 1110
* GRISEBACH, H et Bore, M (1959) Z Narurforsch 14b, 485

5 PATSCHKE, L. et GrisEBACH, H (1965) Z Naturforsch 20b, 1030

6 PATSCHKE, L, BARZ, W et GRriseBacH, H (1966) Z Naturforsch 21b, 201
7 HARBORNE, J B (1967) Compari ative Biochemustry of the Flavonoids Academic Press, London
8 BiLLoT, J (1968) These de doctorat Faculté des Sciences d’Orsay, France
9 Hess, D (1963) Z Bot Dtsch 51, 142

' Hiss, D (1964) Planta 60, 568

1V pPra, J, VILLF, A et PACHECO, M (1967) Bull Soc Chim Biol 49, 395

12 Co, H et MARKAKIS, P (1966) Phytochemustry 5, 755

2673



2674 I Biror

foraux d'lmpatiens balsamma qui ne renferment que des anthocyanosides du pelargoni-
dol.’? '*

Alors que de nombreux travaux ont ¢té consacrés a la physiologie des anthocvanes dans
les fewlles pourpres'® d'une part. et d'autre part & Uévolution des flavonoides au cours
de la vie de la plante.'” 'Y les bractées n'ont pas ou peu été ¢tudiées du point de vue du
mctabolisme des flavonoides Les bractées de Pomnsettia (Euphorbia pulchierinna Willd )
renferment quatre anthocyanosides. deux du cyanidol et deun du pelargonidol (les 3-gluco-
stdes ¢t 3-rutinosides) =" 7' Les autres flavonoides nont pas ¢t¢ ctudiés & notre connars-
sance Dans cette ctude. nous avons cherché & préciser les variations de la composition
en flavonordes au cours de la crowssance des bractées dans les conditions naturelles

RESULTATS

Crotssance des biaciées

L¢ Tableau 1 donne les caractéristiques des cing stades analysés au cours de Févolution
des bractées La croissance s'accompagne de synthéses importantes, mais la masse de sub-
stance fraiche d'une bractée augmente moins que sa surface . de fagon globale. la croissance
en surface d'une bractée est 4 4 5 fois supérieure a4 Faugmentation de sa masse de sub-
stance fraiche (Tableau 1) Dés fes premiers stades, les bractées sont colorees en 1ouge Les
bractées des stades T a 3 ont leur face superieure rouge fonec a aspect veloute et leur face
mlericure plus clarre Le changement visible a Foeil se produtt au stade 4 ou les deus faces
des bractees sont rouge clair, comme dans les bractées adultes

TasLrat 1 DINETOPPEMENT DIS BRACTIES DE Pousettia VARIATIONS DIS TINIURS TN ANTHOCYANES 1T
FTANONOTLS TXPRIMELS PAR RAPPORT A TA MASSE DU SUBSTANCT FRATCH

Stades de developpement

1 2 3 4 3
Masse de substance fraiche
d'une bractee (img) 17 34 A A 1100
Surface d'unc bractee (cm”) 0,4 I6 3 5 SN
Anthocyanosides totaus (umoles ghy 6 14 21 [ 12
Flavonols (umoles gk) ! 27 26 39 i3
Glycostdes de flavonols (zunoles ¢l ) 3.6 41 47 4N 33

Etude guantitati e

Nous navons dos¢ que les pigments correspondant aux (rots groupes principauy
Anthocyanosides, Quercetine et Kaempférol aglycones. Glycosides des mémes flavonols
La quantite dlanthocyanes est tés farble au début de la crotssance 0.104 ymole bractée
au stade 1 La cromssance d'une bractée sTaccompagne d'une synthése trés mmpor tante de
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pigments anthocyaniques, dont la teneur atteint 12,3 umole/bractée, a I’état adulte. Les
quantités relatives exprimées par rapport a 'unité de surface présentent un maximum trés
net pour le stade 3 ou il y a quatre fois plus d’anthocyanes par cm? qu’au stade adulte
Les bractées jeunes, de surface réduite (1/30 de la surface d’une bractée adulte pour le stade
3), sont les plus riches en anthocyanes par unité de surface, ce qui correspond a leur col-
oration nettement plus soutenue On retrouve le méme maximum au stade 3 pour les
valeurs exprimées en umoles/gF (Tableau 1).

Différents anthocyanosides. Le tableau 2 indique les pourcentages des quatre antho-
cyanosides pour les divers stades de développement. Dans les bractées adultes, il y a prédo-
minance des anthocyanosides du cyanidol qui constituent les deux tiers des pigments
anthocyaniques pour un tiers aux anthocyanosides du pélargomidol. Ces valeurs, sont en
accord avec les résultats de travaux antérieurs 2! Dans les bractées les plus jeunes, 1l n'y
a pratiquement que des anthocyanosides du cyanidol, le 3-monoglucoside du pélargonidol
n’étant qu’en quantité trés faible.

TABLEAU 2 POURCENTAGES DES QUATRF ANTHOCYANOSIDES DES BRACTFES DE Pomsettia POUR LES DIFFERENTS
STADES DE LA CROISSANCE

Stades de developpement

Anthocyanoside 1 2 3 4 5
Cyanidol 3-glucoside 67 65 53 45 435
3-rutinoside 31 20,5 27 28 21
Total 98 85,5 80 73 64,5
Pélargonidol 3-glucoside 2 12,5 15 18,5 25,5
3-rutioside — 2 5 8,5 10
Total 2 14,5 20 27 355

Au cours de la croissance des bractées, les anthocyanosides du cyanidol sont toujours
prédominants, mais leur importance relative diminue de 98 a 649, ce qui correspond a
I'apparition progressive des anthocyanosides du pélargonidol a partir du stade 2. Les deux
anthocyanosides du cyanidol sont présents, dés le premier stade et le 3-glucoside est tou-
jours en quantité plus importante que le 3-rutinoside Les deux anthocyanosides du pélar-
gonidol apparaissent successivement: d’abord le 3-glucoside dont le pourcentage aug-
mente & partir du stade 2 jusqu’a représenter un quart des pigments dans les bractées
adultes, c’est-a-dire légérement plus que le 3-rutinoside du cyanidol Ensuite, le 3-rutino-
side qui apparait en trés petite quantité qu’au stade 2 et dont la synthése est lente, puisqu’il
ne représente jamais plus de 109 des pigments anthocyaniques totaux

Flavonols Le Tableau 1 donne les quantités totales en flavonols, aglycones et glycosides,
exprimées en umol/gF. Les pourcentages relatifs de quercétine et de kaempférol sont in-
diqués sur le tableau 3. Dés le stade 1, le kaempférol est présent, mais en trés petite quan-
tité. La quercétine est toujours le flavonol prédominant, surtout dans les premiers stades
ou elle est environ quatre fois plus abondante que le kaempférol, alors que le rapport
quarcétine/kaempférol n’est que de 1,5 dans les bractées adultes. La synthése de la querc-
étine et du kaempférol se poursuit pendant toute 'évolution des bractées, mais les courbes
obtenues ont une allure générale, differente de celles obtenues pour les anthocyanes, tra-
duisant une synthése plus réguliére. En particulier, pour les teneurs en uymol/cm? le maxi-
mum se situe au stade 4 pour la quercétine, tandis que les teneurs en kaempférol varient
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assez peu avec également un maximum au stade 4 Jusqu'au stade 4, les glycosides de fla-
vonols sont plus abondants que les deux aglycones. Ils représentent 77¢, des flavonols
totaux au stade 1 et seulement 50, au stade 5

TaBnuail T Penmnen BE BEA 0 Freansanin MO G
CROISSANCE
Stades de developpement
Flavonol 1 2 3 4 5
Quercetine 75 80 86 75 60
Kaempferol 25 20 14 25 40

Les quantités de flavonols sont toujours inférieures a celles des anthocyancs. cect dés
le stade 1 Comparée aux flavonols totaux (aglycones + glycosides), la quantit¢ dantho-
cyanes se maintient dans un rapport qui varie peu (1,4 au stade 1 ¢t 1.9 au stade 8) Par
contre, le rapport anthocyanes/(quercétine + kaempférol) passe de 6 au stade 1. 4 3.7 au
stade 5. ce qui indique que la synthése de la quercétine et du kaempférol s¢ ralentit motns
a partir du stade 4 que la synthése des anthocyanes

CONCLUSION ET DISCUSSION

Les bractées de Poinsertia renferment de nombreux flavonoides. Elles se caractérisent.
outre les anthocyanes, par la présence de flavonols a I'état daglveones. quercétine et
kaempférol. De tels aglycones ne se rencontrent pas, en général, dans les feuilles, mais peu-
vent s'accumuler dans les tumiques des bulbes d’Ognon 2 1l faut remarquer I'absence de
Havones recomnues sur les chromatogramnes. Les amtlrocyarmes ot lus fhvonol des
bractees appartiennent a deux series homogénes: 'une monohydroxylée en 4 (pélar-
gontdol. kaempférol), 'autre dihydroxylée en 3'.4" (cyanidol, quercétine). Les flavanonols
présents appartiennent peut-&tre & ces deux séries (dihydrokaempférol, dihydroquercetine).

Les anthocyanosides du cyanidol sont les premiers synthétisés et ils sont toujours prédo-
minants. Les anthocyanosides du pélargonidol n’apparaissent que progressivement au
cours de Févolution des bractées €es résultats saccordent avec Flry potitse de deuy vorey
de svnthése distinctes, I'une pour le pélargonidol (ayant un OH en ), autre pour les
anthocyanidols dihydroxylés.” On retrouve les mémes résultats en ce qui concerne les fla-
vonols. En particulier. le kacmpférol ne disparait pas alors que se forme la quercétine,
comme cela est connu pour les feuilles 1#

Du point de vuc de la glycosidication des anthocyanidols. les 3-rutinosides sont toujours
moims importants que les 3-glucosides et, dans le cas du pélargonidol. le 3-glucoside appar-
aitle premier Ce résultat est comparable & celur obtenu sur des cultures de nissu d"Huplo-
pappus gracilis ou le 3-glucoside du cyanidol s"accumule & une vitesse deun fors supéricure
a celle du 3-rutinoside ** Contrairement a ce que I'on observe lors du développement des
boutons floraux,”* ** 1l n'y a pas disparition des 3-monoglucosides lorsque sont formes
les 3-diglycosides Au contraire, les résultats sont en faveur d'une compétition du glucose
et du rutinose, vis-i-vis de Fanthocyanidol ou de ses précurseurs, subissant fa glycosidifica-
tion Cetter derniére parait plus facile avec le glucose, se faisant en prionté de de fagon
prépondérante
22 Trsst. r M. (1972). Phisol beg 10,381

2 STICRIAND, R G et StNDLRLAND, N (1972) 4nn Bor 36, 443
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La présence de flavanonols sur les chromatogrammes est importante & noter. Dans les
premiers stades, il ne semble y avoir qu’un seul aglycone, qui pourrait correspondre a la
série dihydroxylée. Le role central des flavanonols, dans la biosynthése des flavonoides,
est actuellement reconnu 2327 I faudrait reprendre avec précision I'étude de flavonoides
“mineurs” pour voir st Fon trouve également des flavanones, et pour 1dentifier les isofla-
vones, mieux représentées dans les premiers stades. Les résultats obtenus sont en accord
avec le schéma pour la biosynthése des flavonoides.®-?® Nos résultats indiquent qu’il n’y
a pas de relation directe entre la biosynthése des flavonols et celle des anthocyanes, et sont
donc en faveur de '’hypothése, selon laquelle la transformation des flavonols en antho-
cyanidols apparait comme peu probable i vivo Le rdle des flavanonols comme précur-
seurs 4 la fois des anthocyanes et des flavonols expliquerait leur présence dans les bractées,
et le fait, que les 1soflavones deviennent moins importantes dan les derniers stades du
développement, s'accorde avec le fait que leurs précurseurs sont & ce moment utilisés sur-
tout pour la synthése de deux autres types de flavonoides. En conclusion, les bractées de
Pomnsetnia apparaissent comme un matériel intéressant pour la biosynthése des fla-
vonoides, puisque les divers groupes s’y trouvent bien représentés.

EXPERIMENTALE

Les bractées ont €té prelevées durant le mois de mai sur des plantes cultivées en pleine terre & Tananarive
Extraction, purification Aussitdt récoltées, les bractées sont pesées et mises en présence de MeOH-HCl 1% froid
Aprés centrifugation, les extraits sont concentrés sous vide La moitié de chaque extrait est traite par AcOEt +
H,O La phase inférieure renfermant les anthocyanosides et les glycosides de flavonols est concentrée a 1 ml
dans MeOH-HCl 19,

Séparation et dosage des unthocyanosides La phase inferieure, a un seul pic de 4, , = 5254 527 nm L’absorp-
tion a 530 nm sert au dosage des anthocyanosides totaux Les 4 anthocyanosides sont séparés par CCM a 2-d
sur gel de silice Solvants utihsés BAW et EFW (AcOEt~-HCOOH-H,0, 8 2 3) Chaque pigment est récupéré
dans MeOH-HCI 1°, et, apres centrifugation, le spectre est détermmé Pour les 2 anthocyanosides du cyanidol,
onav,, = 530nmet E oE.,, = 25%, pour les deux anthocyanosides du pélargomdol, 4,,,, = 508-510 nm
etE 0 /En.. = 41°, %% Les dosages sont faits au / ,,, de chaque pigment en utilisant les coefficients d’absorption
indiqués par divers auteurs 7° Pour les anthocyanosides totaux, nous avons utilise la valeur moyenne, approxi-
mative, de € = 30000 a 530 nm 233!

Séparanion et. dosage des flavonols quercétine et kaempférol L'extrait total est chromatographié sur papier
Whatman No 3MM avec HOAc 15%, La bande correspondant & quercétine -+ kaempférol est éluée par MeOH
et sert au dosage spectrophotométrique de I'ensemble des deux flavonols Puis, I'éluat est concentré et chromato-
graphié a nouveau avec TBA (t BUOH-HOAc-H,0,3 1 1) Quercétine et kaempférol sont élués séparément
par MeOH et dosés spectrophotométriquement & 370 nm Les deux pigments sont obtenus bien purifiés (spectres,
R; dans différents solvants) ’ 32

Glycosides des flavonols Leur dosage spectrophotométrique se fait & partir de 'absorption a 360 nm de la phase
inférieure, aprés traitement 3 AcOEt 1l a été remarqué que lors de la séparation par CCM des anthocyanosides,
les glycosides des flavonols accompagnent les taches des quatre anthocyanosides Pour chaque tache éluge, 'ab-
sorption a 360 nm, corrigée de I'absorption due au pigment anthocyanique, permet de déterminer les glycosides
des flavonols La somme des quantités obtenues pour les quatre taches correspond a 85% environ de la quantité
de glycosides de flavonols déterminés a partir de I'extrait total Pour la quercétine, le kaempférol et les glycosides
des flavonols, nous avons utilisé une valeur moyenne € = 20000, basée sur nos déterminations personnelles a
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partir de produits purs et sur tes valeurs mdiquees par ta bibliograptue 7 27 7

Purification et identification des flavonoides Les différents flavonoides ont été 1soiés et purifies par des chroma-
tographies en bandes répétées avec TBA et HOAc *? L'identification est faite par les techniques classiques de
chromatographie et de spectrophotométrie 7 # *#=3% Seuls ont eté déterminés. avec certitude. les quatre antho-

cyanosides la quercétine le kaempferol et quatre de leurs glycosides
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