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Abstract-The tissue locahsation of flavonoids has been studied in leaves of Betulu, Coryfus, Fugus, Fruxinuq Pisum, 
~iutanus, Quercus, Sphtcia and 7Xa and scales ofonion bulbs. All these speciescontain flavonols which are, for the most 
part, located in the upper epidermis of the leaves. In the onion buib, fiavonols are exclusively in the epidermis. The 
flavonols~~ycosylat~ and dissolved in the vacuoles. The leaves were fractionated by an original technique of abrasion 
of the frozen material. The physiological significance of such a distribution of flavonoids in the adult leaves or scales is 
discussed. 

INTRODU~ION 

Db le debut du sikcle, la locahsation tissulaire des 
flavondides a fait I’objet d’etudes d&ailkes en ce qui 
concerne les anthocyanes-visibles en microscopic 
optique. De l’ensemble des rtsultats obtenus, il ressort que, 
pour Ies parties vegetatives, deux types ~accumulations 
anthocyaniques, vraisemblabtement non equivalentes, 
peuvent avoir lieu: (1) accumulation des organes jeunes; 
(2)accumulation des organes foliates adultes, affectant des 
tissus en general nettement delimites et que Nozzolillo [I ] 
montre comme &ant essentiellement superficielle (dans 61 
espkces sur 66). 

Lalocalisation tissulaire des autres polyphenols est bien 
moins finement connue. Des resultats intkessants ont et& 
obtenus sur des vegetaux ri Cpiderme separable [2,3]. On 
est loin, cependant, d’avoir une vue globale de cette 
distribution. d’autant moins que des poiyph~nols ont ete 
trouvisdanstouslesorganesdediversvCgitauxsu~rieurs 
avec des repartitions variables dune espkce a I’autre. 
Cependant, dans la confusion apparente qui rtgnedans la 
repartition des multiples formes polyphtnoliques, une 
regle parait etre gentralement respect&z: chez les 
Angiospermes terrestres, les organes foliacks sont tres 
gentralement pourvusde flavonoides (surtout flavonols et 
flavones)avec une teneur de I‘ordrede 1 B quelques “4 de la 
masse &he. Cette teneur fait I’objet de regulations plus ou 
moins complexes, qui, chez les Dicotykiones surtout, 
mettent en jeu la qualite et la quantite de la lumitre 
incidente. 

Au tours de la dernitre d&cennie, les recherches de 
biologie ceflulaire ont permis d’obtenir deux resultats de 
tres grande Importance: (1) Des plastes, et m&me 
vraisembl-ablement des chloroplastes sont impliquis dans 
la biosynthtse des flavonoides. (2) Ces plastes peuvent &tre 
le siege dune accumulation flavonoidique, sous forme 
d’aglycones libres [4] ou de glycosides (51. Certains 
plastes, comme ceux de Phuseolus aureus ou de Morus alba 

paraissent depourvus de flavonoides, d’autres contiennent 
des flavondides de meme structure que ceux qui 
representen: I’ensemble flavono~dique fohaire [S]. 

d’autres, enfin, comme dans I’avoine, [3], contiennent des 
Ravonoides plus ou moins spkcifiques. 

Dans un schema de synthese, Alibert et al. [6] montrent 
que I’elaboration, au moins partielle, de I’ensemble des 
flavonoi’des des feuitles, par les plastes, peut Ptre envisagk 
Les problemes de localisation et de transfert des 
flavonoides dans Ia cellule et dans les tissus se posent done 
maintenant avec acuitt. 

RfSULTATS 

Localisation intracellulaire de l’accumulation des 
Javonoides des or~anes,foliacis PtudiPs 

Les tuniques de bulbe d’oignon sont le siege d’une 
synthtse flavonique intense [7]. L’observation au 
cytophotom~tre, sous lumitre ultraviolette longue 
(370 nm) des cellules de l’dpiderme externe obtenues par 
coupe, met en evidence la tres forte absorption du seut 
contenu vacuolaire, correlee avec la presencedes flavonols 
en concentration tres force. Les cellules dtpourvues de 
flavonols ont une vacuole Claire: c’est le cas des cellules du 
parenchyme. De plus, les cellules de I’epiderme interne des 
tuniques profondes sont peu riches en flavonols. Leur 
contenu vacuolaire absorbe peu I’UV long. Apres maintien 
des tuniques isolees en milieu aire humide, l’epiderme 
interne tlabore des flavonols; le contenu vacuolaire de ses 
cellules devient alors trbs absorbant. Enfin, le spectre 
diffkrentiel d’un tel epiderme vivant et de son semblable 
traiti par le methanol rapidement, est tres semblable au 
spectre du melange fiavonique de l’oignon. L’accumuta- 
tion des glycosides flavonoliques du bulbe d’oignon est 
done essentiellement vacuolaire (Fig. 1). 

Dans les autres materiels etudiis, chlorophylliens et un 
peu moins riches en flavonols, I’observation cytophoto- 
mttrique est malaisee et on obtient une preuve indirecte de 
I’existenced’une accumulation flavonolique vacuolaire (1) 
par absencedequantites importantesdeflavonolsdans les 
autres compartiments cellulaires (en particulier les 
chloroplastes), sut%anC a rep&enter le contenu 
flavonique global de la feuiiie, (2) par obtention dune 
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bpiderme interne ~piderrne externe 

Fig. 1. Microphotographiedecellulesd’~pidermeexterneetinternedetuniquedebulbed’oignon,enlumii?eultraviolettelongue. 
Cy: cytoplasme; N: Noyau; P: Paroi; V: Vacuole; X: Surface de mesure d’absorbance au cytophotomctre; Z: Zone de 

dkollement due a la plasmolyse. 

fraction tres importante des glrcosides flavoniques 
foliaires par traitement du mat&iel vivant a l’ether 
Cthylique qui provoque l’cclatement cellulaire et 
I’expulsion du contenu vacuolaire d’un certain nombre de 
cellules. Les glycosides Ravoniques (a I’exception des 
monorhamnosides et des monoarabinosides qui se 
solubilisent dans I’ether) se rassemblent dans la phase 
aqueuse qui se forme au tours du traitement. On recuptre 
ainsi rapidement de 20 a 30”,, du contenu tlavonique 
foliaire. Dans les materiels Ctudies, l’existence d’une 
accumulation flavonique vacuolaire parait done bien 
&abbe. 

RPpurtition des ,~a~onu~.~ duns YGpaisseur des orguncs 
,foliacPs Ptudik 

Des fractionnements par abrasion du materiel congele 
ont et& realises sur des feuilles developpees de Berula 
pubescens Ehrh., Cor)lus acellanu L.. Fagus silcatico L.. 
Fraxinus excelsior L., Pisum saticum L., Plotanus aceriji>lia 
Willd.. Quercus pedunculata Ehrh., Spinacia okracea L., et 
7Xa argenreu Desf. On distingue quatre fractions: 
supbieure, moyenne-superieure, moyenne-inferieurc et 
inferieure, ces fractions ayant comme constituant majeur. 

respecti~~ement, l‘epiderme superieur, le parenchyme 
palissadique, le parenchyme lacuneux et I’epiderme 
inferieur. 

Les Figs. 2et 3 montrcnt la repartitiondes flavonolsdans 
ces fractions et font apparaitre la teneur specialement forte 
de I’epiderme supkieur. Chez le bouleau le platane et le 
chene, lesfractionsinferieures ont une tencur plusforteque 
les parenchymes. La prbenccdes flavonolsdans la fraction 
moyenne-superieure contamince de maniere peu 
controlable par de I’ipidermc suptkieur ne permct pas de 
conchtre a la presence ou a i’ahsence de quantites 
importantes de llavonols dans Ies parenchymes 
pahssadiques. La presence de quantites non nulles de 
flavonols dans la fraction mopenne-inferieure plaide en 
faveurde la possibihtc. pourlescellules parenchymateuses. 
d’accumuler de faibles quantites de Bavonols. 

Chcz I’oignon. la repartition Ravonique darts les 
tuniques superticielles du bulbe est clairement dcmontree 
par cytophotomttrie. Seuls, les ipidermcs accumulent des 
flavonols. l’epidermeexternektant, de loin. le plus riche. Le 
parenchyme. lui, dipocrvu dc flavonols, synthitise des 
acides-phenols simples (presence dune activitt 
ph~nylalanine-ammoniac-lyase correspondante) [7 !. 
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kpatssew de la feullle 

Fig. 2. Repartition des flavonols dans kpaisseur de la feuille de 

Ttlicr. ~~~f~~~ff. Frurinfts. Pfarunus, Fugus, Qwrws. 

A t?piderme su&ieur au externe 

\ Parenchymes 

ipiderme InfPrieur 
au mterne 

kpoisseur de la feuille 

Fig, 3. Rkparlrtion des Ravonols dans l’tpaisscur de la feuille de 

Pisrrm, Spinwin et du bulbe d’oignon. 

Le bouleau, le chitne, le noisetier et le platane klaborent 
des leucoanthocyanes au niveau de leurs feuilles. La 
r&partition en profondeur de ces ~avono~des a itC: 
tgalement dCterminPe (Fig. 4). Ils ont une r&partition 
beaucoup plus uniforme yue les flavonols. Les surfaces ne 
prCsentent pas d’accumulation particulierement forte. La 
meme observation peut Etre faite avec les leuco- 
anthocyanestotaleset l’acidechlorog~niquedelafeuillede 
hktre. La r&partition pr&rentiellement superficielle des 
flavonols parait done etre une caracteristique propre k ce 
groupc de flavonoides. dans les mat&iels ttudik 

~f&efme supitrieur 

8 Fbenchyme supkleur-\ 
rPllren_ infirieur 

\ . 

, 
Epaisseur de la fewlie 

Fig. 4. Repartition des leucoanthocyanes solubles darts 

l%paisseur de la feuilfe de Berulu, Cor~hts. ~~ufu~tt{.s et QUP~CUS. 

DISCUSSION 

~existence~unen~mbledeflavono~des hydrosolubles 
accumulks dans [es vacuoles, evidente dans le cas des 
anthocyanes. est maintenant confirmie en ce qui concerne 
les flavonols. La microscopic ~lectronique a d’ailieurs 
permis rtcemment d’obtenir un rtsultat anaiogueen ce qui 
concerne les cellules B polyphknols de racines de banane et 
de coton [8 ], grace g l’adjonction de caffkine au milieu de 
fixation. Cet ensemble flavonique vacuolaire n’exclut pas 
la possibilitk d’existence d’autres sites d’accumulation 
dont on posskde d’ailleurs des exemples chez certains 
vkpktaux: localisation dans les parois cellulaires (bois de” 
coeur de Rosa&es, exine des pollens . . .). dans ies espaces 
intracellulaires et les plastes d’organes de s&r&ion [4], 
dans les plastes [5]. 

~accumulation vacuolaire ne reprknte pas un 
ensemble strictement isole du reste de la cellule. Nos 
mesures de turn-over montrent que chez I’oignon et le pois, 
les Ravonols sent en contact avec des enzymes qui sent 
capables de les transformer. Cependant, il est t&s 
vraisemblable que la forte hydrophilie apportie par la 
glycosylation represente un moyen d’orientation vers la 
vacuole des Ravondides &labor& ailleurs, dans le plaste ou, 
dans certains cas, dans le cytosol [9]. Parall~(ement, cette 
glycosylation est probablement le moyen d’exclure les 
Ravonoi’des d’un certain nombre de structures lipophiles 
comme les membranes des organites, qui sont ah&&es, 
d’une manitre g&&ale, par ces composks, pour des 
concentrations toujours infkrieures B 10T3 M [IO]. 

Dans les organes foliads Ctudib, la localisation d’une 
part trts importante des flavonols est superficielle, trts 
certainement Cpidermique. Tronchet 12) a montre la 
localisation ipidermique des flavonoi’des foliaires de 
nombreuses plantes succulentes k epiderme dktachable. 
Dansle bulbed’oignon, les flavonolsse trouvent kgalement 
dans les kpidermes. Cette situation parait done t&s 
analogue B celle des anthocyanes itudikes par Nozzolillo. 
Ces observations permettent le formulation d’une 
hypothkse g&n&ale: II existerait chez de t&s nombreux 
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vtgttaux supkrieurs terrestres une accumulation 
vacuolaire superficielle de flavonoi’des dam les organes 
foliacks. Cette.a&umulation serait particulierement forte 
auniveaudelafacesu~rieuredesfeuillesdedicotyledones. 

L’existence dune solution flavonique vacuolaire 
essentiellement tpidermique pose aujourd’hui le probleme 
de son site de biosynthese et de son transfert. La part de 
I’intervention des chloroplastes, d’eventuels plastes 
specialis& du type de ceux observes par Holtis [ 111 et du 

cytosol doit done maintenant etre defmie. 
En outre, cela nous conduit a la formulation 

d’hypotheses sur le role jouC par les flavonoides foliaires 
superficiels. Celui d&ran vis-a-vis de la lumiere UV solaire 
parait le plus vraisemblable et a ete envisage a plusieurs 
reprises [2.12,13];ilnecessiteplusieursremarques: (I) Les 
UV solaires paraissent pouvoir etre experimentalement 
dangereux pour levtgttal. Swain [14} retient la possibiliti 
de mutagen&e, de dimerisation de la thymine du DNA 

GUI., 260nm) envisaged par Setlow [15] et de photode- 
struction du NAD et du NADP (1,, 340 nm) avancke par 
Webb et Tai [ 161. (2) L’exposition aux UV courts (entre 
280et 340 nm)seram~im~e pour les pollensan~mophil~ 
qui peuvent itre empork a de tres hautes altitudes et qui 
sont effectivement tres riches en flavonoides [17]. (3) 
L’accumulation des flavondides superficiels subit, au 
moins chez les dicotyltdones, des regulations complexes 
sous l’action de la lumiere de diverses I et intensitts. (4) 
Dans pratiquement tous les cas ttudies ici (celui de 
l’tpinard etant le moins net), les flavono’ides superficiels 
sont des flavonols ayant une bande I absorbant fortement 
I‘UV long. L&ran r&.alise couvre ainsi beaucoup plus que 
ce que nous avons considere comme bande d’UV 
dangereuse. Ceci nousamene a envisager la po~ibilit~~un 
avantage suppltmentaire pour la plante, lie k I’absorption 
dela lumitreentre 350et 400nm. (5) La realisation, par les 
plantes, d’accumulations superficielles, a l’etat solide, de 
substances absorbant I’UV, bien que theoriquement 
possible, parait exceptionnelle [4, IS]. L’exemple le plus 
typiqueest certainement celui despollens anemophiles, qui 
sont d’ailleurs entierement desseches au moment du 
transport. C’est dire que l&ran flavonique liquide parait 
bien Ctre le systeme le plus largement repandu. Ce dernier 
fait nous am&e B envisager que les flavondides superficiels 
puissent avoir des fonctions multiples: &ran UV, dune 
part, mais aussi, systeme de protection, non indispensable, 
contre diverses agressions mecaniques ou parasitaires. 
Deux arguments renforcent cette idee: 1. Chez certaines 
plantes (pois, bouleau, platane)et pas chezd’autres (Irene, 
epinard) l’epiderme inferieur est lui aussi trbs riche en 
flavonoides. 2. Dans le bulbe d’oignon, peu expose a la 
lumiere, les flavonols superficiels sont presents en grande 
quantite et dune man&e tres semblable a ce qui se passe 
dans de vcritables feuilies. 

EXPERIMENTAL 

Obserwrion des ceiluies d’oignon en lumike t; K Les coupes 

realistes dam les tuniques d’oignon sont montees entre lame et 

lamelle,observkset photographibs~l’aided’uncytophotometre 

MPVI Leitz avec des grossissements de 200 B 400 fois. 
L’alimentation UV est equrpk de 2 filtres (Joyce Chromoscan 

ref. 340 et 379) rtalisant une bande passante de 40 nm de large ct 

centreesur374nm. LesUVsontarrctesaudeladelacoupepar un 

filtre jaune. Des mesures de DO sent effectuees SW des surfaces 

reglab)es,qui peuvent Ctre tres petites, bien inferieures a celie de la 

vacuole ou du noyau et correspondre a I’epaisseur du film 

Tableau 1. Nature des flavonols dans les vegetaux ttudits 

Genre Flavonols 

Betuh 

COf$US 

Fagus 

Fraxinus 

Pisum 

Platanus 

Quercus 

Spinaeia 

7iliu 

4 autres aglycones 

3-glucosides ‘I-rhamnosides de K et Q 

3,7-dirhamnosides de K et Q 

3-glucosides de K, Q, M 

3-rhamnosides de K, Q. M 

Allium cepa: 4’glucosides de K et Q 
(bulbe) 7A’glucosides de K et Q 

3,4’-glucosides de K et Q 

3-galactosideset 3-rhamnosidesde kaempferol (K) 

et quercitol (Q) 

3-rhamnoside de myricetine (M) 

tl avonols complexes 

3-glucosides, 3-rhamnosides, 3-arabinosides de K 
et Q 
3-rhamnoside de M 

3-glucosides et 3-rhamnosides de K et Q 
3-glucosides et 3-rhamnoglucosides de K et Q 
3-triglucosides de K et Q 
3coumaroyl et 3-feruloyltriglucosides de K et Q 
3-glucosides. 3-rhamnosides, 3-arabinosides. 3- 

rhamnoglucosides de K et Q 
M 
3-glucosides de K, Q. et isorhamnttine 

3-rhamnosides de K et Q 
ff avonols complexes 

patuletine 

cytoplasmiqueoudesparois. Lescellulessontplasmolys6espardu 

NaC10.3 M. 

Obtention du WC oacuolaire. 200 g de feuilles sont immergb une 

nuit darts Et,O, dans une ampoule a decantation. La phase 

aqueuse rassemblee a la base de I’ampoule est recueillie. La phase 

tthtree est ivaporee et subit une chromatographie en vue de la 

recherche des Bavonols. Si des 3-arabinosides ou des 3- 

rhamnosides sont presents, ils sent ajoutts a la phase aqueuse. 

Fraction~Iement dons l’dpaisseur des feuiffes. L’ipiderme 

inf~rieur des feuilles d’epinard et I’epiderme interne des tuniques 

d’oignon sont prelevks B la pince fine. Dans tous les autres cas, Ie 

materiel fixesurune plaqueest congele par immersiondansI’azote 

liquide et subit une abrasion superficielle a I’aide dun scalpel a 

lamedroite. Les’copeaux’obtenussont immediatement immerges 

dans I’acetone. La premiere couche, non verte. fait partie de la 

fraction sup6rieure (dans le cas ou le materiel est fix6 par sa face 

infirieure); une certaine quantitt de substance prelevee est alors 

icart~.avantlepr~l~vementd’unecoucheplusprofonde,vertequi 

constitue la fraction moyenne-superieure. essentiellement 

obtenue a partir de parenchyme palissadique. Loperation est 

recommende avec du materiel fixe par sa face superieure de 

maniere a obtenir les fractions inferieure et moyenne-inf~rieure. 

La’masse &he des echantillons preleves est determinee apres 

extraction acetonique. par centrifugation. dessication du culot et 

pesee. 

Dosa~ede.~~uc;onol.s.Lasolutiona~toniqueestpartag~contre 

I’ether de p&role. tvaporee, reprtse, jusqu’a un volume tixe. par 

EtOH. Le dosage est realis par spectrophotometrie dt@rentielle 

en presence de AICI,. Dans le cas de IYpinard. les tlavonols 

m&thy)& derivant de la patuletine ont un spectre peu modifii par 

I’aluminium. On utilise alors paralltlement le dosage par 

spectrophotomitrie directe et le dosage en presence ~diuminium 

1191. 
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Structure des flavonols dotis [ 111 (Tableau 1). 
Dosunp des ievcoanthocvanes solubles. Une ahquote des 

solutions ethanoliques est trattee par HCI 2 N 1 IOR”, 30 min. Les 
anthocyanes form&es sont extraites par BuOH et do&s par 
spectrophotometrie directe. 

9. Hrazdina, C.. Wagner, G. J. et Sigelman, H. W. (1978) 
Ph~f~hemisfry 17, 53. 

10. Tissut, M.. Chevallier, D. et Deuce, R. (1979) Ph~~?~hem. (& 

paraitre). 
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