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RESUME

Aprés une mise au point bibliographique sur les composés phénoliques chez les
végétaux, les auteurs présentent leurs propres résultats concernant les composés
phénoliques de feuilles des cotonniers des espéces sensnbles et résistantes a la séche-

resse, soumises & un choc osmotique.

Ayant constaté une baisse des composés phénoliques totaux sous I'effet d'un
“deflclt hydrique, une discussion ést engagée autour des causes possibles des phéno-
ménes observés. .

Une hypothgse est avancée suivant laquelle les composés phénoliques pourraient
jouer un role dans la résistance des végétaux a la sécheresse.

f

INTRODUCTION

Les substances appartenant au groupe des composés phénoliques, trés
hétérogénes tant par leur composition que par leur structure. ont été pendant
longtemps trés mal connues. Considérées comme des substances secondaires,
meétaboliquement inactives, elles ne suscitaient que peu d'intérét.

A T'heure actuelle, cette opinion est en train de changer. Les recherches
des 10-15 derniéres années ont démonitré que les composés phénoliques ne
sont nullement des produits inertes du métabolisme. lls sont soumis, dans les
tissus végétaux, a d’'importantes variations quantitatives et qualitatives, témoignant
ainsi d'une dynamique biochimique incontestable. (23) (191) (151) (90) (179) (55)
(64).
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lis interviennent dans des processus vitaux les plus divers. Le mode de
leur action et sa signification physiologique ne sont pas encore toujours
suffisamment clairs (191) (179) (91) (137). D'ou Ia place de plus en plus large
qui revient aux études de ces corps et de leurs fonctions.

Les expériences avec des précurseurs marqués au “C ont permis de
préciser les principales étapes de la biosynthése des polyphénols.

Deux voies différentes de leur forma’non sont actuellement connues (104) (21)
(190) (191) (89) (23) (113).

Selon l'une, lie au métabolisme des acides gras, les noyaux aromatiques
sont formés aux dépens de 3 unités acétate ou malonate activées par le co-
enzymes A. C'est le cas par exemple du thymol.

L'autre est liée au métabolisme des glucides et des acides aminés aro-
matiques. Les substances initiales sont ici les produits de la glycolyse (voie EMP)
et du cycle du pentose phosphate: le phosphoénolpuryvate et ['érythrose-4-
phosphate. Leur condensation et cyclisation conduisent a la formation d'un
intermédiaire important - l'acide shikimique. Celui-cj peut, soit se transformer
en acide oxybenzoiques (par exemple acide gallique), soit, aprés l'adjonction
d'une molécule supplémentaire de phosphoénolpurivate et une série de stades
intermédiaires suivie d'une amination, donner naissance aux acides aminés
aromatiques - la phénylaianine et la tyrosine. Leur désamination conduit & la
formation des acides cinnamiques et leurs aldéhydes et de coumarines.

La formation des flavonoides comporte la participation de ces deux modes
de biosynthése : la condensation d'une unité C6-C3, un acide cinnamique, et
de 3 unités malonate (ou acétate), activés par le coenzyme A, suivie de
décarboxylation donne naissance aux chalcones. Ceux-ci sont des intermédiaires
conduisant & tous les autres groupes de flavono'l'des (189) (113).

Quel est [e lieu de biosynthése des composes -phénoliques ? A cette question
on ne peut pas encore répondre avec certitude. ‘Les composés phénoliques sont
contenus dans les organes végétaux les plus divers : feuilles, tiges, écorce, bois,
racines, fieurs, fruits, embryons. On ne sait pas s'ils se forment «imn situ» dans
tous ces organes oll bien seulement dans les feuilles d'ou iis seraient transportés
vers d'autres parties de la plante. Des expériences ont démontré que divers
organes et tissus isolés sont capables de synthétiser certains composés phéno-
ligues : les racines synthétisent des coumarines (181) (102) et des flavonones
(126), les entrenceuds (176) et les boutons floraux (59) forment des anthocyanes,
dans une culture de tissus de tubercules il y a formation des acides-phénols
(122), la formation des divers composés est observée dans les feuilles ou leurs
fragments (22) (187) (177) (61).

Cependant, c'est dans les feuilles et & la lumiére que le processus de la
biosynthése est de loin ie plus rapide et intense (5) (188) (68) (191) (71).

On sait, d'autre part, que dans les chloroplastes fonctionne non seulement
le cycle de Calvin de réduction de carbone, mais aussi le cycle du pentose
phosphate, ainsi que le systéme enzymatique de syntheése des acides gras. Par
conséquent, les chloroplastes sont réguliérement alimentés en composés initiaux
pour la formation des polyphénols, en énergie (ATP) et en facteur réducteur
(NADPH.), ce qui incite a4 les envisager comme site privilégié de cette bio-
synthése.
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Les recherches de ces derniéres années signalant la présence, jusqu'ici
ignorée, des divers composés phénoliques (catechine, épicatechine, leuco-
cyanidine, acide coumaryl-quinine, quercétine) dans les chloroplastes d'un
certain nombre d'espéces (76) (56) (69) (17) (194) (101) (180) apportent des
arguments en faveur de cette hypothése.

Tout récemment on a réussi a mettre en évidence la participation des
chloroplastes dans la formation des flavones (lutéoline-7-glucoside) chez les
jeunes germinations (155). D’autre pari, les expériences avec des isotopes
radioactifs ont permis d’établir qu’une synthése primaire des composés phéno-
liques se réalise dans les chloroplastes des jeunes pousses de théier et de
saule, 2 la lumiére (191).

Les composés phénoliques nouvellement formés quittent les chloroplastes et
c'est déja en dehors d’eux qu’ils subissent les processus secondaires (gluco-
sidation, hydroxylation, oxydation ou condensation) (190).

En effet, il est bien connu que, dans la cellule végétale, les polyphénols se
trouvent principalement dans les vacuoles et les parois cellulaires (45) (52) (136)
(191) (180). i

La structure biochimique des polyphénols est a l'origine d'une grande
diversité de leurs propriétés (propriéiés red-ox, apiitude remarquable & chelater
les métaux, pouvoir absorbant dans I'ultra-violet et le visible, etc.) et par la-méme,
de leurs multiples fonctions.

L'une des principales fonctions, liée au potentiel d’oxydo-reduction élevé,
est leur intervention dans les processus d'oxydation biologique.

Déja PALLADIN (116) (117) a émis I'idée suivant laquelle les composés
phénoliques, en association avec la polyphénoloxydase (PPOX), participeraient
a la respiration des plantes en tant que transporteurs des substrats respiratoires.
L'idée a été reprise par d’autres chercheurs (110) (111) (162).

Divers systéemes plus ou moins complexes comprenant une préparation de
polyphénoloxydase d’origine végétale, un polyphénol et un subsirat & oxyder ont
été congus et leurs fonctionnements in vitro démontrés (77) (57) (80) (105) (73)
(70) (26).

Les formes quinoniques d’o-diphénols constituées a la suite de I'action de
PPOX étaient capables d’enlever, par voie non enzymatique, des atomes
d’hydrogéne de donneurs les plus variés (acide ascorbique, NADH., NADPH.,
acides aminés, cytochrome C réduit, acide glycolique, caroténoides) (73) (70)
(26) (109) (66). Il a égé suggéré que de telles réactions peuvent se réaliser
in vivo. ¢

STSENT-DERDI (162) classait les plantes en deux groupes : I'un & respiration
peroxydasique, ol un flavonoide jouerait le rble d’intermédiaire entre Ia
peroxydase et I'acide ascorbique et l'autre & respiration polyphénoloxydasique.

Jusqu'a présent on n'a pas réussi & metire en évidence une liaison entre
I'oxydation des substrats respiratoires par I'intermédiaire du systéme polyphénol-
. PPOX et la phosphorylation oxydative. Il y a cependant des auteurs (191) qui
persistent & penser qu'une telle coordination peut, dans certaines conditions,
exister. SCHNEIDER (150) signale une inhibition de la photophosphorylation par
un kampférol.
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A I'heure actuelle on admet généralement que chez les végétaux fonctionne
un systéme respiratoire analogue a celui découvert chez les animaux ol la
fonction de l'oxydase terminale est remplie par la cytochrome-oxydase (23).

Dans la chaine respiratoire animale, les composés phénoliques spécifiques,
les ubiquinones (coenzymes Q) s’insérent dans le secteur compris entre la flavo-
‘pratéine et les cytochromes. Une participation analogue est postulée pour les
ubiquinones des végétaux.

Les plastoquinones, contenues dans les chloroplastes, qui par leur structure
se rapprochent des ubiquinones, sont, elles, impliquées dans le transport de
I'nydrogéne lors de la phosphorylation photosynthétique (135) (23) (84).

Ainsi les composés phénoliques participent & deux principaux processus de
l'activité des plantes : la photosynthése et la respiration.

Le role des polyphénols en tant qu'inhibiteurs des enzymes (43) (153) (161)
(53) est en rapport avec leur capacité de former des complexes avec les
protéines. Des ponts d’hydrogéne stable se constituent enire ['oxy-groupement
phénolique lié & I'oxygéne carbonyle et la liaison peptidique. Une telle inactivation
est partiellement réversible et présente souvent un caractére non spécifique
(161) (153). Les formes quinoniques réagissent avec une intensité particuliére
avec les protéines. Dans ce cas, il peut y avoir un blocage des groupements
sulfhydryles ou, si les quinones sont en excés, une interaction avec les
groupements aminés ou iminés de la protéine (120).

Selon certains auteurs (178), la liaison des composés phénoliques avec les
protéines s'accompagne de modifications dans la configuration des protéines
enzymatiques. S'il était ainsi les polyphénols naturels pourraient jouer un rble
de régulateurs allostériques des processus enzymatiques se déroulant dans la
cellule végétale.

La présence dans les tissus végétaux des composés phénoliques liés est
rapportée par divers auteurs (30) (3) (152) (87).

Les composés phénoliques de tels complexes péuvent étre isolés par
hydrolyse alcaline, acide ou enzymatique.

Une étude récente fait apparaitre un nouvel -aspect de [Iinteraction
polyphénols-protéines : une régulation possible de la protéosynthése par des
composés phénoliques endogénes. Il a été, en efiet, montré (118) que certains
flavonoides freinent l'incorporation de la leucine dans les protéines.

L'intervention des substances phénoliques dans les phénoménes de
croissance a éfé mise en évidence par de nombreux chercheurs (46) (154) (39),
mais !'interprétation des phénoménes observés est toujours encore sujet aux
controverses.

Le probléme est complexe et il est loin d'étre résolu.

On sait que les polyphénols agissent sur les auxines et les enzymes
responsables de leur destruction catabolique, en particulier sur 'AlA (acide f -
indolyl acétique) et I'AlA-oxydase.

Deux effets oposés sont signalés : stimulation (72) (103) (174) (157) (8) (128)
(129) et inhibition de la croissance (31) (173) (171) (134).

L'effet stimulateur, observé pour les o- et p-diphénols, s'expliquerait par
I'inhibition qu’exercent leurs formes quinoniques sur 'AlA-oxydase, alors que
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I'effet inhibiteur serait dt aux monophénols et m-diphénols qui ne s’oxydent pas
facilement et qui, eux, stimulent l'activité de I'AlA-oxydase (132) (148) (154).

Dans certains cas, la stimulation de la croissance par des polyphénols n'a
lieu qu’en présence d'un apport de I'AlA exogeéne (108) (168) (58) (95), leur effet
pouvant étre synergique (8) (171) (108).

Un autre mécanisme d'intervention des composés phénoliques, impliquant la
participation des polyphénols oxydases (PPOX), a. été, ces derniers temps,
également proposé : l'inactivation auxinique se produirait par condensation de
quinones, issues de I'oxydation des polyphénols par PPOX, avec le noyau indole
de I'AIA (15) (169) (82). Les PPOX agiraient en neutralisant, par oxydation, des
inhibiteurs phénoliques des AlA-Ox, tels que les o- et p-diphénols (129). Il y aurait
ensuite formation de complexes inactifs entre ces composés et I'AIA (130) (40).

A Tl'opposé de cet effet serait la participation possible du systéme o-diphénols
+ PPOX & la production de P'AIA. Un tel systéme a été capable de donner
naissance a I'AlA, & partir du tryptophane, in vitro (183) et semble fonctionner
également in vivo (182) impliquant comme composés phénoliques des dérivés
d’acides cinnamiques.

Le rdle des polyphénols dans le processus de la germination n’est pas non
plus tres clair.

L’action inhibitrice de certains d'enire eux, en particulier des coumarines, a
été démontré par de nombreux auteurs (31) (32) (98) (99) (75) (127) (163) (20) (35).
Par élimination ou destruction partielle des composés phénoliques tégumentaires
on a pu obtenir une meilleure germination (20). Parfois seule la vitesse du
processus est affectée (90).

On signale aussi le cas ol le méme composé (I'acide p-oxyphénylacétique)
peut, suivant la concentration, soit stimuler, soit inhiber la germination (36).

D'autre part, il a été établi-(97) que des exiraits aqueux de graines séched et
gonflées inactivent rapidement Jes inhibiteurs tels que les coumarines, et certdins
auteurs (141) (74) (47) (48) (106) pensent que pendant les processus de
gonflement et de germination, les inhibiteurs peuvent se transformer en composés
qui stimulent la germination.

Récemment, il a éité rapporté (51) que les graines du cotonnier n’acquiérent
le pouvoir germinatif qu’aprés que les composés phénoliques contenus dans
leur tégument (principalement des catéchines et des leucoanthocyanines) aient
subit une condensation.

Enfin, les polyphénols jouent aussi un role dans la morphogénése des tiges
(24), et dans les processus de lignification (8) (9).

Pour ce qui est de Pinfluence des polyphénols sur la floraison, des faits
contradictoires sont signalés: un ralentissement (19) et une induction de la
floraison (100).

Une participation de ces corps aux processus de reproduction a également
été envisagée (158), en rapport avec la division cellulaire (stimulation) et la
pollinisation croisée (79), ainsi que dans la tubérisation (123) {156).

Un autre aspect du rdole des composés phénoliques, en tant que matériel
énergeétique, est li¢ a leur catabolisme. Jusqu'a une époque récente on jugeait
les végétaux incapables de dissocier des noyaux aromatiques, cette fonction
incombant aux micro-organismes. A I'heure actuelle, on sait que chez toute une
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série de plantes une telle dissociation peut s’accomplir. Elle a été démonirée
pour divers composés phénoliques simples, comme phénol (29) ou tyrosine (62}
et complexes : catéchines (186) (192) (193), flavonones (121), flavonols (28), acide
chlorogénique (167), isoflavones (11).

Ainsi, les végétaux supérieurs sont capables de dissocier entiérement les
molécules de composés phénoliques et d'utiliser I'énergie emmagasinée (191).

A la lumiére des travaux trés récents cerfains composés phénoliques jouent
un réle important dans les phénoménes de la perméabilité des membranes. On
sait que des changements de volume des thylak0|des des chloroplastes induits
par la lumiére, sont provogués par le mouvement dans les deux sens a travers
la membrane, des substances osmotiquement actives. Les tanins, qui réagissent
non spécifiquement avec les protéines, affectent ce mouvement de fagon &
inverser les changements de volume. Ce processus est attribué aux changements
de la perméabilité de la membrane provoqués par les tanins (149).

Il a été également observé qu'une stimulation mécanique des sarments de
pois entraine une chute rapide d'un flavonoide (acyl-dérivé d'un glycoside de
quercétine) en méme temps qu'un accroissement de ['activité de I'’ATP-ase et,
en rapport avec ceci, un changement brusque de la perméabilité de bio-
membranes (38).

Les acides phénoliques influent également sur |'absorption des ions (41) (42)
et sur le transport du succmate et malate & travers la membrane mitochondriale
(86).

Enfin, un rdle important est attribué aux composés phénoliques dans la
résistance des planies aux maladies (139) (172) (54) (138) (12). Elle semble étre
due, soit & la pré-existence d'un composé toxique pour un agent pathogéne
donné (iel I'acide protocatéchique d'une variété d'oignon contre Collectotrichum
et Diplodia), soit & la formation de telles substances en réaction a I'infection
(p. ex. l'orchinol chez !'orchidée contre Rhizoctpnia repens) (191).

Les tentatives de lier la résistance aux m; 1ad|es a la teneur globale des
composés phénoliques dans tels ou tels org nes n'ont pas été, en général,
concluant, comme c'est le cas de la résistance du cotonnier & la maladie de
flétrissement, la verticilliose (140) (160) (67) (50).

L’accumulation des substances phénoliques dans les fissus végétaux infectés
ou dans les zones proximales représente un autre aspect de cette intervention
(4) (93) (78).

Certains auteurs pensent que sur la voie de la propagation de l'infection il
se forme une barriére physique constituée par des produits de condensation
entre les formes oxydées de polyphénols, les acides aminés et les protéines (172)
ou par des cellules mortes, tuées par excés de quinones toxiques (33).

Dans une étude récente, il a ¢été démontré que !hyper-sensibilité du
Nicotiana tabacum Xanthi n.c. & I'égard du virus de la mosaique du tabac
s'accompagne de la production et de I'accumulation d'un grand nombre de
composés phénoliques. Ces substances n'apparaissent toutefois pas comme
responsables de la formation des nécroses d’hypersensibilité. Leur accumulation
serait la conséquence et non pas la cause de ce processus (164).

Le phénoméne d'accumulation des phénols est également observé 2 la suite
de blessures causées par des facteurs mécaniques (65) (83) (2) st dans le cas
de carence en certains éléments minéraux comme l'azote et le soufre (85), ainsi
que sous l'effet d'un choc hydrique (13) (14).
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Cette accumulation pourrait donc étre envisagée comme une reponse non
spécifique a différents types o’ agressmn

Cette hypothése nous a incité & entreprendré: une étude des composés
phénoliques chez les cotonniers, plantes particuliérement riches. en ces
'substances, en rapport-avec un: choc hydrique, la sécheresse-(16).

MATERIEL ET TECHNIQUES

MATERIEL VEGETAL

Deux especes sauvages de cotonnier: G. anomalum et G. thurberi et une
espéce cuitivée, variété HAR 444-2 issue des croisemenis .entre G. hirsitum,
G. arboreum et G. raimondii, présentant chacune un degré différent de résistance
& la sécheresse, ont été choisies pour‘cette étude. G. anomalum est considérée
comme résistante ; G. thurberi, comme assez sensible et HAR, comme trés
sensible & la sécheresse.

Les plantes ont été cultivées en serre, soit en pots de terre soit en
aquiculture, sur une solution nutritive: d’'HOAGLAND modlifiee (175). La
composition en oligo-éléments était celle mdlquee par HEVITT (60).

Le choc hydrique a été mdmt au stade de la floraison, stade critique pour le
cotonnier. 1l a été provoqué de deux maniéres différentes :

— par desséchement du sol a la suite de l'arrét de l'arrosage jusqu’au
flétrissement des feuilles (sécheresse naturelle) ;

— par abaissement du potentiel hydrique de la solution nutritive & I'aide de
polyéthyléne glycol 600, Jusqu 4 une valeur de ~— 20 J, soit 180/1 PEG 600 (choc
osmotique).

Les analyses des composés phénoliques ont éié effectuées sur les feuliles
des étages supérieurs. - [

METHODES ANALYTIQUES

Extraction :

Les composés phénoliques des feuilles ont été extraits a 'aide de méthanol
absolu jusqu'a épuisement. Toutes les opérations ont été réalisées a froid. Les
pigments ont été éliminés par de I'éther de pétrole. L'extrait final a été évaporé
a sec sous vide et repris par du méthanol aqueux a 50 %.

ldentification :

Les substances phénoliques ont éié séparées, purifiées et identifiées suivant
les méthodes décrites par TANGUY (166) (164) (165).

Dosage :

L’estimation quantitative globale des phénols totaux a été réalisée a l'aide
du réactif de FOLIN et CIOCOLTEU (34), le mode opératoire étant celui décrit
par POTTY (133). La courbe étalon a été établie avec du phénol purifié selon la
technique de DRAPER et POLLARD (27).
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RESULTATS ET DISCUSSION

Composition en phénols des feuilles de cotonnier :

Les feuilles de cotonnier sont trés riches en composés phénoliques. Les
phénols détectés appartiennent & plusieurs groupes : flavane-3 ols et flavane-3,4
diols, flavonosides, dérivés de I'acide cinnamique, anthocyanes et dérivés de
P'acide benzoique (fig. 1 a, b, ¢ et tableaux | et ).

N
Fig. 1. — Chromatogrammes bidimensionnels (Whatman Ne 1) des composés phénoliques.
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Fig. 1 c. — Esters des acides hydroxycinnamiques et du glucose ou de I'acide quinique.

Les symboles sont les mémes que ceux des tableaux I et II.

Le groupe des flavanes renferme de I'épicatéchine, de la catéchine, puis de
la leucocyanidine, présente sous des formes peu et trés polymerisées, appelées
tanins condensés, constituées par la réunion d’'un grand nombre de molécules
de leucocyanidols.

Les flavonols, le kaempférol, la quercétine et la gossypétine se trouvent sous
forme d’hétérosides. Les flavonosides sont trés abondants dans les extraits
foliaires. Les principaux sont: la nicotiflorine ou kaempférol-3 rhamnoglucoside,
la rutine ou quercétine-3 rhamnoglucoside, I'isoquercitrine ou quercétine-3
glucoside, I'astragaline ou keemférol-3 glucoside et de nombreux hétérosides de
gossypétine.

Les dérivés de l'acide cinnamique comprennent les esters des acides
hydroxycinnamiques et de I'acide quinique, les acides chlorogéniques (acide
caféyl-3 quinique, acidg caféyl-4 quinique et I'acide caféyl-5 quinique), I'acide
p-coumaryl-3 quinique (présent en quantité importante), I'acide férulyl-3 quinique
(présent en quantité trace), des esters du glucose comme le caféyl-l glucose,
le férulyl-l glucose, le p-coumaryl-l glucose et des dérivés estérifiés avec
plusieurs molécules d’oses (glucose, rhamnose) et des coumarines. Ces derniéres
se trouvent sous formes de leur B-glucosides, la scopoline ou glucoside-7
scopolétine, la skimmine ou glucoside-7 umbelliférone, et probablement la
cichorine ou glucoside-7 esculétine puisque dans les hydrolysats on a identifié
de I'esculétine.

. i .
Le groupe de l'acide benzoique contient un glucoside dont la partie
phénolique est 'acide gentisique.
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qui serait le monoglucide-3 cyanidine. Abondante chez HAR, elle se ltrouve en
quantité trace chez G. anomalum, faisant ainsi apparaitre une dlfference entre
espéces. L !

v
v

Dans les extraits foliaires on a noté également la présence d'uneia\nthocyane

Les caractéristiques physiques des composés que nous avons pui T8oler sont
résumées dans les tableaux | et 1.

i
, i
Incidences de la sécheresse sur les composés phénocliques: !

Le choc hydrique s'accompagne d'une baisse des teneurs en phénols totaux
(tableau I11). Cette baisse est trés importante pour HAR, surtout en cas d'un choc
osmotique au PEG, et beaucoup moins sensible chez G. anomalum, laquelle, par
ailleurs, apparait comme étant la plus riche en polyphénols parmi les trois
espéces étudiées. La baisse semble surtout concerner |'anthocyane, les flavanes
et tous les esters faisant intervenir une molécule de glucose et une molécule
d'un acide hydroxycinnamique (caféyl-l glucose, férulyl-l glucose, p-coumaryl-l
glucose).

Identification

C - catéchines : C, : épicatéchine; C; : catéchine.
L - leucocyanidines peu polymérisées.
T - leucocyanidines trés polymérisées = tanins condensés. ,
F - ﬂavonosides : F1 : nicotiflorine ; F2 : rutine ; F3 : isoquercitrine ; F4 : astragaline ;
: hétérosides de [a gossypétine. ' ' : )
E- esters des acides hydroxycinnamiques et de l'acide quinique ou du glucose :
E1 : acide caféy!-3 quinique; E2 : acide caféyl -2 quinique ; E3 : acide caféyl-5
quinique ; E4 : acide p - coumaryl - 3 quinique ; E5 : acide férulyl - 3 quinique ;
E6 : caféyl -1 glucose ; E7 : p-coumaryl-1 glucose ; E8 : férulyl -1 glucose.
Cm G - coumarines sous formes des B -glucosides : Cm'1 G : scopoline; Cm2G :
skimmine. '
AG - anthocyane sous forme de glucoside en position 3 : monoglucoside -3 cyanidine. .
d B - dérivé de l'acide benzoique : un glucoside dont la partie phénolique est I'acide
gentisique.

; Solvants

%EW'- butanol, éthanol, eau 4, 1, 2. ’ "
‘BAW - butanol, acide.acétique, eau 4, 1, 5 (phase org.).
BAM - butanol, ammoniaque 2N 1, 1 (phase org.).

BPW - butanol, pyridine, eau 14, 3, 3.

KFW - isobutyl méthylcétone, acide formique, eau 14, 3, 2.
AA 2 - acide acétique a 2 %.

. : Réactifs . .
| - vaniline + HCI a froid. BTN
Il - HCI concentré a 100°C.

'~ acide p-tolugne sulfonique & chaud. :
IV - Cl, Al , , S

K
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Tableau I.
Caractéristiques chromatographiques et spectroscopiques des principaux phénols des feuilles de GOSSYPIUM.

Spectres dans &thanol

R f x 100 dans les solvants REACTIONS COLOREES FLUORESCENCE
d@ 95°°en m PRODUITS APPARAISSANT
APPELLATION K APRES  HYDROLYSE
BEW | BAW | BAM | BPW | KFW | A A 2 | REACTIF | COLORATION | U V UV + NH3 Amaxi Amini
G 60 40 I rose
Cy 68 46 I rose
L I rose
L 11 rouge
L 111 rouge
T I rose
T 1. rouge :
précipité
marron
T I1I rouge
Hydrolyse acide
F1 51 48 Iv Jjaune brun | vert kaempférol, glucose, rhamnose
Fy 37 46 1v Jaune brun | jaune quercétine, glucose, rhamnose
Fy 53 21 Iv Jaune brun | jaune quercétine, glucose
Fy 67 27 v Jjaune brun | vert kaempférol, glucose
gossypétine, sucres
Fg
Hydrolyse alcaline
Ey 42 57 1 30 40 | 57-72 Jjaune-vert| 245, 302, 328 265 acide caféique, acide quinique
E» 40 50 1 30 40 | 67-72 Jaune-vert | 245, 302, 328 265 acide caféique, acide quinique
Es 36 45 1 26 35 | 62-77 Jaune-vert | 245, 302, 328 265 aclde caféique, acide quinique
Ey 54 72 9 39 56 | 68-80 violet 230, 292, 312 250 acide p-coumarique, acide quinique
Eg 49 65 3 63-72 vert 235, 295, 325 263 acide férulique, acide quinique
Eg 63 50 8 54 20 | 60-70 jaune-ver:t 250, 305, 335 265 acide caféique, glucose
E; 73 60 25 69 40 | 68-80 violet 235, 295, 313 260 acide p-coumarique, glucose
Eg 69 55 19 62 30 | 65-75 vert 240, 300, 330 263 acide férulique, glucose
Hydrolyse acide ou ensymatique
Cmy G 56 47 35 77 bleu 250, 287, 338 306 scopolétine, glucose
Cm_ G umbelTiférone, glucose
AG 30 25 18 1v bley cyanidine, glucose
dB acide gentisiaue , glucose
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. Tableau I
Caractéristiques chromatographiques et spectroscopiques des aglycones identifiés dans les hydrolysats acides ou enzymatiques.

g R x 100 dans les solvants COLORATION FLUORESCENCE Spectres dans éthanol
bt B a 95° en mp.
; p-nitro uv
w Alcool milieu |Réactif |p-nitro|> 5.: uy v :
§ BEW BAW\TAW By AW} Naf A A 2)Forestal f;q 5o 1iquejacide |Hoepfner|aniline aniline | UV 4 NHy e 1y AL[T ts M A max. hnin.
+ Na,C04 + NH3
K 86 42 Jaune vert Jaune vert
Q 71 58 jaune Jjaune Jjaune Jaune
Phy 66| 78] 3| 11 |32-66]30-63 - rouge - |jaune- | brun Jaune-~
beun vert
Ph, { 75| 88| 10} 32 |42-70(42-70 vert Jaune bleu violet 228, (292), 310 247
Phy | 72| 84} 40| 64 128-70(38-65 jaune |rose bleu- bleu~ 235, (294), 322 258
vert violet ' B
Cmy | 75| 83 35 (31 |45 orange |jaune b]eq— violet | violet 229, 253, 300, 346 | 307
gris
Cm, | 85 90 45 |40 55 bleu
Cmy | 70 75 8 |33 41 rouge |jaune- | brun vert-
brun Jjaune
A 50 rouge- rouge
violet
Gn 66| 80| 2{ 15 |69 65 brun gris gris- bleu-
blanc vert

- - Identification
K - kaempférol.
Q - quercétine.
Ph - acides-phénols : Ph, acide caféique ; Ph, acide p - coumarique ; Ph, acide férulique.
Cm - coumarines : Cm, : scopolétine ; Cm, : umbelliférone ; Cm, : esculétine.
A - anthocyane : cyanidine.
Gn - acide gentisique.

Solvants

TAW - toluéne, acide acétique, eau 4, 1, 5 (phase org.}.
B3 AW - benzéne, acide acétique, eau 6, 7, 3 (phase org.).
Na f - formiate de Na, acide formique, eau 10, 1, 200.
Forestal - acide acétique, eau, HCI conc., 300, 100, 30.




Tableau [If.
Influence de la sécheresse sur la teneur en phénols totaux des feuilles de cotonniers.

PHENOLS TOTAUX EN %
DE LA MATIERE SECHE
ESPECE ou VARIETE
PR Sécheresse Choc
Témoin naturelle osmotique
3,52 1,62 -
HAR 444-2
3,47 - 0,74
G. thurberi 3,01 1,96 -
G. anomalum 4,58 3,76 -

Dans les travaux sur les polyphénols du genre Gossypium gu’on trouve dans
la littérature une place prépondérante est consacrée aux deux problémes
particuliers : 1'étude d’un pigment toxique, spécifique du cotonnier, le gossypol,
et le réle des composés phénoliques dans la résistance de différentes espéces
ou variétés aux maladies, plus spécialement a la verticilliose.

Le gossypol localisé principalement dans la graine, d'oll il a été isolé, a été
identifié comme étant un LI', 6,6’, 7,7’-hexahydroxy-5,5'-diisopropyl-3,3’-diméthyl-
(2,2-binaphtaléne)-8,8'-dicarboxy-aldéhyde (184) (1) (6). A c6té de la graine, la
partie la plus riche en gossypol est I’écorce des racines, mais on le trouve aussi
dans tous les autres organes de la plante (83) (152) quoique parfois seulement a
'état de traces. Les différences variétales peuvent étre trés importantes. I
apparait dés le début de la croissance (142). Dans la graine le gossypol se irouve
sous forme libre et lié aux protéines (18), la liaison se faisant vraisemblablement
par les groupes aminés libres de la lysine (7) et les groupes carbonyle du
gossypol (87). La toxicité est attribuée a [a forme libre (88).

Dans les travaux sur le réle des polyphénols dans la résistance aux maladies,
Paccent est mis sur la teneur globale en tanins. Les résultats obtenus par
différents auteurs sont contradictoires. Les uns considérent que ces composés
exercent une influence négative sur la résistance (49) (50) ; d’autres soutiennent
une opinion contraire (140), d’autres encore nient purement et simplement toute
influence sur la résistance (160). Le probléme reste ouvert.

La composition en polyphénols de divers organes du cotonnier a été peu
étudiée et les données ne sont que fragmentaires, surtout en ce qui concerne
les feuilles, les organes de reproduction ayant retenu le plus d’intérét.

C’est pourquoi il nous a paru utile de procéder & un inventaire des composeés
phénoliques présents dans les feuilles.

Les résultats montrent la présence d'une trés grande diversité de ces
composés. Les flavonoides appartenant aux différents groupes y occupent une
place importante. Trés nombreux et abondants sont en particulier les glucosides
des flavonols.

A ce propos, il convient de noter que les flavonosides, les dérivés de la
quercétine, ont déja été mis en évidence, au nombre de six, dans les fleurs, et
au nombre de trois, dans les feuilles de cotonnier (145) (146) (25) (115) (114) et
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que la présence de flavonols libres - quercétine et isoquercétine, a été signalée
dans les jeunes pousses vertes (68). Parmi d'autres constituants flavonoides
des feuilles, les catéchines, dont deux, comme nous l'avons démontré, sont des
constituants des feuilles, ont été étudiées précédemment dans les organes
reproducteurs. L'épigallocatéchine, la gallocatéchine, la catéchine et ['épi-
catéchine entrent dans la composition des capsules et des graines immatures
(143) (144). Les catéchines, avec les leucoanthocyanes représentent les
principaux composés phénoliques du tégument des graines de cotonnier (51).

Les feuilles de cotonnier contiennent une gamme trés vaste des dérivés
de l'acide cinnamique dont les coumarines. L'identification des coumarines nous
semble un fait important car, & notre connaissance, ces composés n'ont jamais
été signalés chez le genre Gossypyum.

Des différences nettes apparaissent entre les espéces étudiées en ce qui
concerne P'anthocyane. Présente dans les feuilles de HAR et de G. thurberi, elle

est absente ou a I'état de trace de celles de G. anomalum.

Pour I'ensemble des polyphénols de feuilles une remarque générale s'impose.
La grande majorité de ces corps se trouve sous forme de complexes, engagés
dans des combinaisons avec des substances non phénoliques tel que I'acide
quinique et, surtout, les glucides.

Les composés phénoliques sous forme de glucosides sont des constituants
des végétaux supérieurs trés largement. répandus, mais leur rdle physiologique
est continuellement discuté depuis la fin du siécle dernier.

Le choc hydrique se répercute d'une maniére sensible sur le contenu
phénolique foliaire. Mais contrairement & ce qu'on pouvait s'attendre en partant
des données de la littérature citée dans l'introduction, & savoir qu'en réponse a
diverses agressions (virose, traumatisme, carence, etc.), il y aurait une accumu-
lation des polyphénols, c'est le phénoméne inverse qui se produit. On observe
une baisse des composés phénoliques.

Comment expliquer une telle réponse ?

Il est bien certain que la sécheresse entraine une perturbation profonde du
métabolisme général de la plante.

On sait depuis trés longtemps qu'elle affecte deux principaux processus de
I'activité vitale : la photosynthése et la respiration (159).

Dans les conditions d'un déficit hydrique, la capacité photosynthétique des
plantes et toujours diminuée (96) (37) (147) (131).

Le flétrissement est accompagné non seulemeni d'une réduction de la
réaction de HILL, mais aussi d'une diminution de la phosphorylation cyclique
(107). /

Lors d’'un stress trés sévére chez Bermuda Grass, |a photosynthése, ['accumu-
lation de I'amidon et la synthése des protéines se trouvent, toutes les trois,
inhibées (10).

De ce fait, les produits initiaux de la biosynthése des polyphénols pourraient
faire défaut.

La baisse de la transpiration et la fermeture des stomates, expression de
défense du végétal contre les pertes d'eau, sont suivis d'une augmentation
de la température au niveau des feuilles (195), fait constaté également dans le
cas particulier du cotonnier (170) (175) (125). Cette élévation de température
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pourrait étre une des causes de la diminution des polyphénols. Il a été en effet
démontré que les températures élevées exercent une action négative sur la
synthése de ces composés (164). A 30° C on note chez le tabac un arrét de la
synthése des anthocyanes dans les fleurs et des polyphénols dans les feuilles
(94) (124). Un phénoméne analogue est observé pour les fleurs et les feuilles de
Begonia gracilis. La vitesse de la synthése des anthocyanes est d'autant plus
faible que les plantes se développent a température plus élevées (124).

D'autre part, il a été démontré qu'a un certain degré de déshydradation, il
se produit dans les cellules une dissociation de la respiration et de la phospho-
rylation oxydative et que cette dissociation se maintient quelques jours encore
aprés un nouvel apport d’eau aux plantes (80). Ainsi, méme & la suite d’'un
flétrissement de courte durée - c’est le cas d'un choc osmotique - le principal
systéme énergétique des plantes cesse de fonctionner pendant une période
prolongée. Ce qui, a son tour, eniraine inévitablement un ralentissement des
processus synthétisants, et parmi eux, trés vraisemblablement, ceux impliqués
dans la formation des noyaux aromatiques.

Quant aux répercussions du choc hydrique sur Pactivité respiratoire, le
‘probléme semble assez complexe. D'aprés ceriains auteurs (195), il y aurait une
intensification de la respiration chez certaines plantes & la lumiére. Selon
d'autres (159), la respiration augmenterait d’abord pendant la premiére phase
de réaction et reviendrait ensuite & une valeur proche de la valeur initiale ou
méme tomberait en-dessous.

Dans un travail récent (44), il a été démontré que chez le blé, I'intensité de
respiration diminue progressivement avec I'aggravation du stress hydrique en
tombant, dans le cas d'une sécheresse exiréme, & 50 % de la valeur témoin. De
plus, dans certaines conditions de siress (stress modéré), la contribution de la
glycolyse dans le processus de la dégradation du glucose augmente au dépens
de la voie des phosphopentoses.

S’il en étalt ainsi, ceite diminution de I'activité du cycle des phosphopentoses
se répercuterait sur la biogénése des composés phénoliques et pourrait éire
envisagée comme une des causes de la chute de ces substances, observée sous
'action de la sécheresse. !

Le desséchement des feuilles sous I'effet du choc peut é&ire assimilé au
vieillissement des tissus, & la sénescence accélérée, et on sait que la synthése
des composés phénoliques est plus active dans les feuilles jeunes (124) (185)
(188). S

La dégradation accélérée des composés phénoliques pourrait éire une autre
cause de leur chute.

Le choc hydrique entraine des modifications physiques des membranes
chloroplastiques ou leur destruction et par & méme la libération dans le
cytoplasme de certaines enzymes telles que les hydrolases et les oxydases
contenues initialement dans les organites cellulaires (159) (175) (112) (53).

La disparition de la compartimentation faciliterait, soit la dégradation des
molécules phénoliques, par la mise en contact avec des enzymes, soit leur
migration vers d’autres organes.

L'oxydation irréversible de certains polyphénols pourrait conduire & la
formation des mélanines insolubles, ce qui diminuerait le « pool » des composés
phénoliques. I a éié en effet démontré que sous I'action des peroxydases sur la
dihydroxyphénylalanine et sur d’autres polyphénols, il ¥ a une rapide oxydation
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de ces substances en quinones, suivie de cyclisation et des transformations en
mélanines (92) (119).

En conclusion, la baisse des composés phénoliques sous l'effet d’'un choc
hydrique apparaitrait comme une résultante d'un grand nombre de processus
influencés eux-mémes par de nombreux facteurs.

A I'heure actuelle, nous ne disposons pas d’éléments suffisants pour choisir,
parmi les interprétations possibles, la ou les causes des phénoménes observés
dont chacune peut avoir un déterminisme complexe: synthése plus lente,
destruction plus rapide ou migration vers d'autres organes.

Le fait que les teneurs en composés phénoliques sont les plus élevées chez
G. anomalum, espéce résistante & la sécheresse, et qu'aprés l'application du
choc hydrique, ces teneurs n'ont baissé que relativement peu, au contraire des
espéces plus sensibles, plaide, nous semble-t-il, en faveur de I'hypothése que
les polyphénols pourraient jouer un role dans la résistance a la sécheresse.

Cette étude préliminaire nous parait étre de nature & susciter des travaux
de recherches plus approfondis sur la nature intime des mécanismes de la
résistance des végétaux aux différentes agressions et, plus particuliérement, a la
sécheresse.

Nous tenons a exprimer toute notre gratitude a Mlle J. TANGUY qui a réalisé
la chromatographie et ['identification des composés phénoliques.
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