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Abstract--Nine infraspecific taxa of A~thy~~is v~l~er~r~ have been investigated for leaf flavonoids. The distribution 
of 35 flavonol glycosides within 26 populations, indicated the presence of four chemical taxa, each based on different 
glycosides of 7-methylkaempferol. 

En raison dun polymorphisme irn~~ant et dune repar- 
tition gtographique tres vaste, ~anthyl~~de vulneraire 
(ArathyEZis ~lutnerarira, Leguminosae) a fait l’objet de 
travaux systematiques tres nombreux {l-6], ayant eon- 
duit, pour la plupart, a la pulverisation de I’espke en 
une multitude de taxa infrasp~ci~ques. Reprenant 
cette etude a I’aide des m&bodes de la taxonomie 
moderne, Couderc, apres avoir montre que 1’Anthyllis 
vulneraria posdde un mode de reproduction autogame 
[7-8]-ce qui signifie que les possibilites d’hybridation 
naturelle sont inexistantes-a Cte conduit a reconnaitre 
seulement six sous-especes, dont une (subsp. vulgaris) 
regroup quatre varibtes [9, lo]. C’est dans le contexte de 
cette revision systematique infraspbifique que s’inscrit 
la presente etude des flavonofdes fohaires de l’antbyllide 
vulneraire. 

Les ~cb~ti~ons ont &tc preievb au sein de popula- 
tions issues de graines rCco1tBe.s dans la nature et cultivees 
en conditions identiques au jardin experimental de 
l’Universit6 Paris XI a Orsay. L’analyse flavonique a CtC 
abordee dans une premiere &ape par le biais des agly- 
cones, puis Ctendue a leurs formes naturelles h&&o- 
sidiques de mani6re a pouvoir disposer dun outil d’une 
finesse plus appropri&e a l’tchelle de ce probleme. Le 
traitement math~matique des risultats de cette seconde 
investigation par l’analyse factorielle a ensuite permis de 
preciser les affinites biochimiques entre les sous-esp&ces 
et varietes CtudSes. Parall~lement, I’influence eventuelle 
de facteurs externes et internes (conditions Ccologiques, 
age, stade physiologique de la plante,. . .) sur le meta- 
bolisme pigmentaire de I’A. vulneraria a CtC contrcilee, 
plusieurs annees durant, sur des invididus de stations 
naturelles. Cest ainsi qu’il a pu dtre montre que ces 

* A cette d&t&ion, il y a lieu d’ajouter 6galement les pro- 
anthocyanes procyanidine et prodelphi~idine, uniform~ment 
rencontrkes chez les kchantillons dans le rapport C/D = 2 

divers parametres restent sans influence, quahtative- 
ment parlant, sur la d&nition po~yph~nol~que des 
~hant~llons [I$]. Les recohes ont n~nmoins et+ 
effect&es dans des populations de m&me Ige (2 am) et 
au m&me stade physiologique (fin de floraison). 

BFSULTATS 

Etude des aglycones 

Le melange d’aglycones obtenu apres hydrolyse de 
quelques grammes de feuilles dches, est en premier lieu 
chromatographie sur colonne de polyamide. Le con- 
t&e, par CCM de polyamide, des fractions issues de la 
colonne, suivi dune confrontation au relevC-type dttfini 
au tours de I’anafyse exploratoire de l’espttce [12f con- 
duit ensuite a la definition flavonique de l’tchantillon. 
Les resultats obtenus avec les 3X populations &udiQs 
sont resumes dans le Tableau 1. 

L’examen de ce tableau permet de dtgager le chimisme 
flavonique de base de l’esp&ce, qui peut dtre resume en 
la presence constante de six flavonols: quercetine, 
kaempferol, isorhamnetine et leurs homologues 5- 
desoxyles, fisttine, trihydroxy-3,7,4’ flavone et gCraldol.* 

Le repartition, au sens prCsence/absence, de la 
rhamnocitrine-dont la teneur, il est important de le 
souligner, peut rep&enter jusqu’a 65 % du stock flavo- 
nique total-conduit a reconnaitre phi-terogeneite pig- 
mentaire, peu marquc?e des subsp. forondae, vulgaris 
var. ~0~~~~~~~~ et var. muritima et eelle, t&s nette au 
contraire, de la variete ~ubri~or~ du subsp. vultures, qui 
regroupe un nombre &gal de popuiations RC -+ et 
RC - . Les n%ultats enregistres avec la distribution du 
second methyl-7 flavonol, la rhamnttine, confirment 
l’hettrogeneite chimique des taxa precites. I1 convient 
toutefois de rester t&s prudent vis a vis de cette dernihe 
conclusion, ce constituant &ant toujours present en 
teneur t&s faible, ce qui a rendu, plus dune fois, sa 
detection incertaine. 
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Tableau 1 Repartition et dosage relatif des aglycones flavomques au sem de chaque population d’A. 
oulneraria 

Population* 

1 
2 
3 
4 
5 
6 
7 
8 
9 

10 
11 
12 
I -3 
14 
15 
16 
17 
18 
19 
20 
21 
22 
23 
24 
25 
26 
27 
28 
29 
30 
31 
32 
33 
34 
35 
36 
37 
ix 

Ornans alpestris Hegetschw. et Heer 
Chamrousse &garis (Koch) Willk. et Lange var. trulyuris 
Dormillouze ,1 
Godivelle 1, 
Vallee de la Meuse culgaris var. polyphylla Ser. 
Chambery .> 
Villard 11 
Le Diable 11 
1.e Chapuis 3, 
Le Sapet .> 
Combe d’Tre$ 
St-Sorlin d’Arve$ 1: 
Blanc-Ner w/garic var. maritima (Koch) Willk. 
Gris-Nez n 
Pomte aux Oies *, 
Tregastel ,1 
Gmsseny 
Pont du Ravi culga’;is var. r&rigor-a (DC.) Willk. 
St-Sauveur 3, 

>. sterile mile ., 
Superbagntres 3. 
Peyresourde ,. 
Portet d’Aspet 1. 
Gavarme ,, 

>, sterile mile X 
Saccourvielle . . 
Astau (1 
Stilon (1 
Luchon 31 
Montpellier$ hispida (Boiss. et Reut.) Rouy 
Iseran velu wlnerarioides (All.) Bonj. 
Pied Moutet ,1 
Mont-Louis forondae (Sennen) Cullen 
Argeles 1, 
Argenttere 3, 
Kopavogur bore&s (Rouy) Jalas 
Beuzec§ . . 
Beuzec atypique$ ,, 

Taxon infrasp. (subsp.) K Ir 

24 16 35 
24 15 31 
32 32 17 
17 1X 35 
29 27 35 
36 33 Ii 
16 60 20 
20 31 42 
23 37 26 
19 29 17 
24 21 23 
19 31 27 
11 27 14 
16 25 34 
JO 24 34 
23 40 37 
17 27 28 
11 47 28 
20 53 27 
24 45 31 
18 42 36 
14 3' 25 
22 22 3s 
3 50 47 
x 44 48 

24 25 31 
5 68 21 
14 43 36 
18 36 34 
31 27 29 
36 12 46 
22 43 16 
16 3x 12 
23 29 19 
9 62 29 
2 24 9 
9 25 25 
I 27 17 

Rt: 

i 

t 
+ 
9 
_ 

+ 
4 
+ 
2 
1 

+ 
i 

2 
+ 
+ 
+ 

4 
f 
+ 
+ 
+ 
+ 
+ 
+ 
- 

+ 
2 
- 

+ 
_ 
_ 

+ 
+ 
+ 

Rc 

25 
30 
19 
21 
9 
1x 

7 
1' 
35 
26 
23 
46 
25 
32 

2x 
14 

29 
21 
- 
_ 

20 
_ 

7 
12 
1 3 
4 
19 
34 
29 
_ 

65 
41 
49 

* Les populations sont designees par le lieu d’origine des graines ou des plants. 
i Q = Quercetine + h&tine; K = Kaempferol - dboxy-5 kaempferol: Ir = Isorhamnctine + geraldol: 

Rt = Rhamnetine; Rc = Rhamnocitrine. 
1 Du fait de sa teneur tres faible. la Rt est, a 5 exceptions pres, signal&e presente (+ ) ou absente ( -). 
9: Populations r&colt&es directement dans la Nature 

Etude des htttkosides 

11 faut tout d’abord signaler que cette analyse, pour des 

raisons quantitatives, n’a pu ttre pratlquee que sur 26 
des 38 populations. De plus, seuls les heterosides en- 
train&s par l’acetate d’ethyle ont fait l’objet dune etude 
en chromatographie bidimensionnelle sur CM de poly- 
amide. Le releve heterosidique de chaque population a 
CtC Ctabli apres reproduction photographique et com- 
paraison de tow les chromatogrammes obtenus [ll]. 
De la sorte, ce sont 35 heterosides au total, tous de 
fluorescence violette, qui ont pu @tre detect&s. Six d’entre 
eux, constituants majeurs, ont ete identrfies [13]: ce 
sont les arabinosides et galactosides en 3 de lag quercetine 
(n” I et 3) du kaempferol (no 4 et 7) et de l’isorhamnetine 
(n” 5 et 6). Pour ce qur est des autres, la nature de l’agly- 
cone a pu &tre determinee pour 20 d’entre eux : quercetine 
(n’ 2 et 8) kaempferol (n” 9, 10, 11 et 24), isorhamnetine 
(n” 19, 23 et 27), et rhamnocitrine (n” 12, 13, 15, 18, 20. 

22, 25, 29, 31, 33 et 34). Les 9 derniers enfin sont rest&s 
structuralement inaccessibles: on retiendra toutefots 
qu’il ne peut s’agir d’heterosides de rhamnocitrine, ces 
composes ayant Cte rencontres une fois au moins dans 
des populations depourvues de cet aglycone. On re- 
marquera egalement I’absence de glycosides de la rham- 
netine et des desoxy-5 flavonols: bien que leur existence 
ne puisse Ctre mise en doute. la faible teneur des composes 
concern& doit suffie a expliquer qu’ils soient passes 
inapercus. 

L’exploitation du tableau de repartition des 35 
heterosides ‘entre les 26 populations par l’analyse fac- 
torielle a ensuite permis de preciser leurs affinites 
biochimiques. 

Une premiere approche, effectuce par I’intermediaire 
de la methode en ‘composantes principales’ [14], 
n’a pas permis de les matcrialiser dans un espace 
graphique a deux dimensions. Le depouillement des 
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Populations - -- 
n” 2 
2 _ 

3 
6 _. 
9 _ 

11 + 
12 + 
13 ._ 
14 _ 
15 _ 

16 -1. 
17 _ 
18 _ 

19 + 
20 t 
22 + 
23 + 
24 + 
26 
28 + 

Xl _ 

31 + 
32 + 
33 _ 
34 _ 

36 + 

37 - 
38 

12 
+ 
+ 

+ 
+ 
+ 
+ 
+ 
+ 

+ 
_ 

_ 

_ 
_ 
_ 

f 
+ 
+ 
_ 

+ 

_ 
_ 

13 
+ 
+ 
+ 
_ 
_ 
_ 

+ 
+ 
f 
_ 

+ 
+ 
_ 
_ 
_ 

+ 
_ 

+ 
+ 
_ 

+ 
+ 
+ 
+ 
_ 
_ 

Tableau 2. Matrice des donntes de l’analyse des correspondances 

Heterosldes n 

14 
+ 
+ 
+ 
_ 
_ 
_ 
+ 

_ 
_ 
_ 

+ 
+ 
+ 
+ 
+ 
t 
t 
+ 
+ 
+ 
I 
i 

+ 
f 
+ 

15 
_ 
_ 
._ 
_ 

+ 
+ 
+ 
_ 

+ 
_ 
_ 
_ 
_ 
_ 

_ 
_ 

+ 
+ 
+ 
* 

+ 

16 
_ 
_ 
_ 

_ 
_ 
_ 

+ 
+ 

+ 
_ 

+ 
_ 
_ 
_ 
_ 
_ 
_ 
_ 

+ 
_ 
_ 
_ 
_ 

17 

+ 
_ 

+ 
_ 

+ 
+ 
+ 
_ 

+ 
+ 
+ 

+ 
_ 

_ 
_ 
_ 
_ 

+ 
+ 
1 
+ 

18 
_ 
* 
_ 

+ 
+ 

_ 

+ 
_ 

+ 
_ 
_ 
_ 
_ 
_ 
_ 

_ 

+ 

+ 
+ 
_ 

_ 

19 
+ 
+ 
+ 
+ 

+ 
+ 
+ 
+ 
+ 
+ 
_ 

_ 

+ 
+ 
+ 
+ 

+ 

+ 
+ 
+ 
+ 
+ 
+ 
+ 

20 
+ 
i 
+ 
_ 

+ 
+ 
T 
+ 
t 
_ 

t 
+ 
_ 
_ 

+ 
* 
_ 

+ 
_ 
_ 

+ 
+ 

+ 
-I 
+ 
+ 
+ 

21 

1. 

_ 

_ 

+ 
+ 

_ 
_ 
_ 
_ 
+ 

+ 

_ 

t 
+ 
+ 
+ 

22 

. . 

+ 

+ 

t 
+ 

+ 
+ 

+ 

+ 
+ 
+ 
+ 

23 
t 
+ 
+ 
* 
+ 
t 

+ 

+ 

+ 
+ 
+- 
+ 

+ 

+ 
1. 
* 

+ 
+ 
+ 
i 

24 
+ 
+ 
_ 

+ 
+ 
+ 
_ 
_ 
_ 
+ 
-. 
_ 
_ 

25 
_ 
_ 
_ 
_ 

+ 
+ 
+ 
+ 
+ 
_ 

+ 
._ 
_ 
_ 

+ 
+ 

_ 
_ 

+ 
_ 

i 

_ 

+ 
_ 
_ 

+ 
+ 
-. 

_ 
_ 

27 
+ 
+ 
+ 

+ 
+ 
+ 
+ 
+ 
+ 
_ 

+ 
+ 
+ 
+ 
+ 

28 
_ 

* 
i 

+ 
+ 
_ 
_ 

+ 
+ 
+ 
+ 
+ 
+ 
_ 

_ 

+ 
_ 

+ 
+ 

_ 

29 
+ 
+ 
+ 
+ 
+ 
+ 
_ 
_ 

_ 
_ 
_ 
_ 

_ 
_ 
_ 
_ 
_ 
+ 

_ 

+ 

_ 
_ 

30 
_ 
_ 
_ 
_ 

_ 

_ 
_ 
_ 
_ 

+ 
+ 
_ 
_ 

_ 
_ 
_ 

+ 
_ 

_ 

_ 

31 
+ 
+ 
+ 
t 
+ 
-f 
+ 
_ 
_ 
_ 
_ 
_ 

_ 

_ 
_ 

_ 

+ 

+ 
+ 
_ 

+ 
+ 

resultats de ce premier calcul a pourtant abouti a 
Climiner du tableau de don&es 13 heterosides dont la 
valeur systematique s’est montree tres peu significative. 
De la sorte, ce sont done 22 glycosides seulement qui ont 
Cte retenus pour l’etablissement dune nouvelle matrice 
de donnees (Tableau 2), qui a Ctt traitee a l’aide d’une 
seconde methode de calcul factoriel, l’analyse des 
correspondances. 

Celle-ci, outre sa superiorite technique sur I’analyse en 
composantes principales, presente l’avantage de com- 
biner au classement des populations celui des hetero- 
sides, en associant chacun d’eux aux populations qu’il 
discrimine le mieux [IS]. Graphiquement parlant, les 

Populations 

caractbres les plus discriminatoires sont Cloignes de 
l’un au/et i’autre des axes factoriels tandis que les moins 
significatifs sont localisks au voisinage de l’origine. 

Les resultats de ce second traitement sont traduits par 
la Fig. 1, dans lequel populations et hettrosides sont 
repartis en fonction de leurs coordonnttes sur les deux 
premiers axes facteurs qui couvrent 43 % de la variabilite 
de la matrice. La prise en consideration des coordonnkes 
sur les axes 3 et 4 Porte la valeur du recouvrement ii 
plus de 70%, mais sans modification significative de la 
repartition observke. 

L’examen du graphique F, x F, conduit a la recon- 
naissance des unit&s chimiosystematiques suivantes: un 

Taxon 3 

Fig. 1. Diagramme des affiuitb polyphenoliques des populations analydes (Analyse des correspondawes). 
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premier ensemble regroupant les popu-lations Blanc- 
Nez (n- 13), Gris-Nez (n‘ 14) Pointe aux Oies (na 15) et 
Guisseny (n” 17) (subsp. vulgaris var. maritima), Kopa- 
vogur (n” 36), Beuzec (n” 37) et Beuzec atypique (n’ 3X) 
(subsp. borealis), Pont du Ravi (n’ 18, Peyresourde 
(n” 22), Portet d’Aspet (n” 23), Saccourvielle (n’ 26) et 
Stilon (n” 28) (subsp. culgaris var. ruhrifTora). est indi- 
vidualise par I’hetProside n’ 22 (aglycone rhamnocitrine). 
A I’interieur de ce groupe. une subdivision peut &tre 
operee sur la base des heterosides n 15 (aglycone 
rhamnocitrine) definissant les populations des subsp. 
borealis et vulgaris var. maritima, et de l’heteroside n” 2 
(aglycone quercetine) commun aux populations Peyre- 
sourde, Portet d’Aspet, Saccourvielle et Stilon, c’est a 
dire le subsp. n&ark var. rubviflorn pro pnrte. La position 
‘moyenne’ des populations Pont du Raw et Kopavogur 
s’explique, pour la premiere par le fait qu’elle soit 
depourvue du compose no 2 et pour la seconde, par 
l’existence simultanee dans son chimisme des heterosides 
no 2 et 15. 

Un second ensemble, d&i essentiellement par l’hete- 
roside no 29, r&unit les populations Chamrousse (no 2) et 
Dormillouze (n-’ 3) (subsp. vulgaris var. vulgaris), 
Chambery (n” 6), Le Chapuis (n’ 9), Combe d’Ire (n” 11) 
et Saint Sorlin d’Arve (no 12) (subsp. oulgaris var. 
polyphylla), Mont Louis (n‘ 33) et Argeles (n’ 34) (subsp. 
forondae) et Montpellier (n” 30) (subsp. hispida) qui sont 
les SEULES a posseder ce glycoside de rhamnocitrine. 
I1 sera note, de plus, que tous ces Cchanttllons ont en 
commun les heterosides n 12 (aglycone rhamnocitrine) et 
no 24 (kaempferol), et pour la plupart, les composes 
no 1X et 31. deux htterosides de rhamnocitrme. La 
relative dispersion graphique de ces populations s’exph- 
que par le ‘tiraillement’ opere par certains autres 
glycosides: la presence du compose n 15 chez les 
populations Mont Louis et Argelts explique leur recen- 
trage sur l’axe facteur 1; de m&me, la presence des com- 
poses no 26 et 32 chez Combe d’Ire et Saint-Sorlin entraine 
leur d&placement en direction de l’axe facteur 2. 

A proximite de l’ensemble ainsi structure. se situent les 
populations Iseran velu (n” 31) et Pied Moutet (n” 32) 
representatives du subsp. nulnerariodes; il faut souligner 
que ces populations partagent avec celles du groupe 
precedent les composes no 12, 24 et 31 et plus parti- 
culierement avec les populations Combe d’Ire et Saint 
Sorlin, les htterosides n” 26 et 32. Par contre. ils s’indi- 
vidualisent par l’absence de l’heteroside n’ 29, considere 
comme le caractere discriminant du second ensemble. 
ce seul paramttre suffisant a expliquer leur relatif 
eloignement. Toutefois, il semble que le probleme doive 
ttre pose en d’autres termes: les caracttres no 32 et surtout 
26 apparaissent en effet comme beaucoup plus dis- 
crimmatoires que les caracteres n 24 et 31. c’est done 
par rapport aux premiers qu’il semble preferable de 
situer les deux populations en question. 

Reste enfin le probleme des populations Saint-Sauveur 
(n” 19), Saint-Sauveur sterile mble (n” 20) et Gavarnie 
(nG 24) (subsp. vulgaris var. rubriflora) et Tregastel 
(no 16) (subsp. vulgaris var. wwitima). Malgre leur relative 
dispersion graphique, ces quatre populations peuvent 
&tre considtrees comme constitutives d’un quatrieme 
ensemble, defini tout d’abord par un caractbre negatif, 
l’absence de tout heteroside de rhamnocitrine et, en 
second lieu, par trois caracteres discriminatoires: les 
glycosides n” 2,26 et 32. L’eloignement entre les popula- 
tions du subsp. vulgaris var. rubriflora et celle de la 

varietC maritima trouve son explication dans I’influence 
exercee sur la posttion graphique de ces populations par 
des caracteres beaucoup moins significatifs: les h&t&- 
rosides n” 14, 17,27 et 28, que sont seules a posseder au 
sein de ce dernier ensemble les populations de la variete 
rubriflora. 

En conclusion, l’analyse factorielle des correspon- 
dances appliquee aux resultats de l’etude des glycosides 
flavoniques, conduit a la reconnaissance de quatre taxa 
chimiques a l’interieur du complexe infraspecifique de 
I’dnthyllis vulnerarin: 
presence de glycosides de rhamnocitrine: 

+ HCtCroside n- 22: subsp. vulgaris var. maritima 
pro parte, 

subsp. rulgaris var. rubriflora 
pro parte, 

subsp. bore& TAXON 1 
+ Heteroside n’ 29: subsp. rulgaris var. vulgaris, 

subsp. rulgaris var. polyphylla, 
subsp. hispida. 
subsp.forondae . TAXON 2 

+ Heteroside no 26: subsp. tulnerarioides TAXON 3 
absence de glycosides de rhamnocitrine: 

subsp. wlgaris var. rubr(florn 
pro purte, 

subsp. wlgaris var. maritima 
pro purte _. . . . TAXON 4 

Les conclusions auxquelles conduit cette etude chimio- 
systematique doivent mamtenant &tre confront&es aux 
diagnoses morphologiques issues des travaux taxono- 
miques de Couderc dans le but de parvenir a une 
meilleure definition des affinites entre populations et 
taxa infraspecifiques etudib. Ceci fera l’objet dune autre 
publication a paraitre tres prochainement. 

PARTIE EXPERIMENTALE 

Les specimens d’herbter correspondant aux differents taxa 
d&its par Couderc sont conserves au Laboratoire de Biologie 
vitgetale C, Universite Paris XI. F-91405 Orsay. 

Agl~cone.\. de 0.5 a 1 g de feuilles seches sont hydrolyses par 
HCl 2N boutllant (40 mm). Extractton des aglycones par 
Et,O; reprise de I’extratt par MeOH et separation en-15 
fractions oar CC de nolvamide tluee Dar C.H,-MeCOEt- 
MeOH [ Ib]. Analyse hes* fractions par ‘CCM”su~ polyamide 
DC 11 (solvant C,H,--MeCOEt-MeOH, 6: I : 3). Photometric 
en lumkre UV (365 nm) d’une CCM monodtmenstonnelle pour 
&valuer les proporttons relattves des dtfferents aglycones 
(Tableau 1). 

HtWrosiddes: suivant la quantttt de materiel disponible, 
l’analyse est rep&tee 3-5 fats pour chaque populatron. 0.5-I g 
de feuilles broyees sont extraits 3 x 100 ml MeOH H20. 6:4. 
Ftltratton. concentratton et reprtse par H,O. Extraction des 
heterosrdes par AcOEt (3 x 50 ml), chromatographie btdimens. 
sur CM de polyamide DC 1 I (solvants: I-C,H, -MeCOEt- 
MeOH, 25: 10: 11 et 2-H,O-MeOH-MeCOEt -AcMe,CO, 
30 15: 10.4). Photographre des chromatogrammes en lumiere 
UV (365 nm) et releve des heterosides 

Identification des hetcrostdes majeurs, vow ref. [13]. Autres 
heterosides: tsolement & partir de 5-10 CCM bidimens., 
m&mes solvants que ci-dessus Aprb delimttation des spots en 
UV, grattage du polyamtde et ejution par MeOH: hyhrolyse 
par 2ml 2N HCL: extractton par EtZO; identificatron de 
l’aglycone en CCM sur DC 11 (solvant 6: 1.3) en presence de 
temoins des 5 aglpcones majeurs de I’A. wlvreraria. 
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