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RESUME

Etude des variations des teneurs et de la variabilité des compositions en tocophérols et
en phytostérols dans les akénes et I'huile de tournesol (Helianthus annuus'L.)

La qualité de composition en acides gras et en composés mineurs de I’huile de tournesol
permet de répondre aux différentes demandes alimentaire et non alimentaire. L’objectif de ce
travail a éte d’apporter des éléments de compréhension sur la variation de ces composés
mineurs. L'étude montre que les variations des teneurs en tocophérols et en phytostérols dans
I’huile de tournesol sont dues au génotype et a un effet environnemental (température). La
mise en place d’un plan de croisement North Carolina Il a permis d’établir les Aptitudes
Générales et Spécifiques a la Combinaison (AGC, ASC) de 7 lignées males et de 7 lignées
femelles et de leurs hybrides. L’estimation des héritabilités montre que le caractére tocophérol
peut étre genétiquement amélioré. La spectrométrie proche infrarouge s’avere étre un outil
pour discriminer des potentiels riches et faibles en tocophérols et en phytostérols dans des
akenes broyés de tournesol.

MOTS CLES : Tournesol, Tocophérols, Phytostérols, Héritabilité, Spectrométrie proche
infrarouge, Vitamine E

ABSTRACT

Study on the variation of tocopherols and phytosterols
content and composition in sunflower (Helianthus annuusL.) seeds and oil.

Quality of sunflower seeds and oil in terms of tocopherol and phytosterol profile and content
is largely taken into account for food and non food uses. The aim of this work was to
evaluate: i) the variability of tocopherols and phytosterols composition in sunflower seeds and
oil, ii) the influence of genotype and environment on this variability. Data obtained show that
this variability is highly influenced by genotype and temperature. General and Specific
Combining Abilities (GCA, SCA) for 7 males and 7 females have been obtained using a
mating scheme for North Carolina Il. Heritability estimates show that tocopherol content can
be improved by breeding programs. Near Infrared Spectrometry assays show that this
technique is able to differentiate high and low content of tocopherols and phytosterols in
sunflower seeds.

KEY WORDS : Sunflower, Tocopherols, Phytosterols, Heritability, Near Infrared
Spectrometry, Vitamin E
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INTRODUCTION GENERALE

La culture du tournesol (Helianthus annuus L.) tient une place importante parmi les cultures
oléagineuses : I’Union Européenne est le deuxiéme producteur mondial de tournesol et la France est la
deuxieme nation productrice dans I’UE a 27 apres la Hongrie. Cependant, dans le secteur des
oléagineux, malgré la demande croissante en huiles végétales (palme, soja), la filiére du tournesol
produisant essentiellement de I’huile s’est fragilisée. La mise en place de I’agenda 2000 ainsi que la
concurrence d’autres cultures oléagineuses (colza) a entrainé une baisse des surfaces en tournesol qui
est actuellement a son seuil le plus bas. Toutefois, une diversification des utilisations associée a une
meilleure valorisation des produits et des co-produits permettrait de maintenir et de développer la

culture du tournesol.

Le tournesol présente plusieurs atouts. Tout d’abord, la culture du tournesol s’inscrit dans une
politique d’agriculture durable en présentant de nombreuses qualités agronomiques ; c’est une plante
rustique avec de faibles exigences en eau et en intrants qui contribue a I’équilibre des rotations et
favorise la biodiversité. D’autre part, I’huile de tournesol présente une grande diversité de composition
en acides gras et en composés mineurs tels que les tocophérols et les phytostérols. Bien que la
production d’huile de tournesol soit principalement destinée a une valorisation alimentaire, son
utilisation pour des applications industrielles s’accentue. Des variétés spéciales de tournesol enrichies
en différents acides gras telles que les variétés oléiques se développent dans le but de conquérir de
nouveaux marchés. Dans le secteur alimentaire, I’huile de tournesol, seule ou combinée a d’autres,
permet de répondre a des exigences technologiques (stabilité a la cuisson) et nutritionnelles (effets
bénéfiques sur la santé). Dans le secteur non alimentaire, les huiles de variétés a haute teneur oléique
sont utilisées pures ou modifiées pour des applications dans les domaines de la lubrification, de la
solvatation ou encore, pour leur teneur en phytostérols ou d’autres acides gras, dans les domaines
pharmaceutique et cosmétique. Enfin, les tourteaux résiduels de I’extraction d’huile sont valorisés en

tant gu’alimentation pour bétail ou comme biomatériaux.

Ainsi le tournesol est une plante qui peut répondre aux différentes demandes de par sa diversité et la
qualité de composition de son huile. Dans ce contexte, les composés mineurs tels que les tocophérols
et les phytostérols présentent des effets bénéfiques sur la santé intéressants a la filiere. Ces composés
mineurs pourraient permettre une valeur ajoutée. A I’heure actuelle, lors du raffinage d’une huile
brute, les phytostérols sont extraits et purifés pour étre valorisés. La fraction tocophérolique est quand
a elle valorisée dans I’huile raffinée ; cependant, sa teneur est étroitement liée au processus de

raffinage avec des pertes allant de 25 a 75%.
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Les tocophérols ou Vitamine E sont connus principalement pour leurs propriétés antioxydantes mais
des études montrent également qu’ils réduisent les maladies cardiovasculaires et présentent certaines
propriétés anti-cancéreuses. Les tocophérols sont abondamment utilisés en cosmétique pour leur action
de vasodilatation et leur pouvoir antioxydant. Les phytostérols, outre leur pouvoir
hypocholestérolémiant, sont également étudiés pour leur action anticancéreuse, immunomodulatrice et
anti-inflammatoire. Les phytostérols sont utilisés en cosmétique pour leur pouvoir anti-dessiccateur.
En conséquence, I’akeéne de tournesol constitue une source intéressante de tocophérols et de

phytostérols qui doit étre maftrisée tant au niveau de la production que de la transformation.

Cependant, les teneurs et compositions en tocophérols et en phytostérols dans la graine varient selon
les espéces végétales et au sein d’une méme espéce selon le génotype. De plus, I’expression du
potentiel génétique sera conditionnée par le contexte de la culture a savoir les conditions
environnementales (sol, climat), les conduites culturales (date de semis, irrigation,...) puis les

conditions de récolte et de stockage.

Le Laboratoire d'Agro-Physiologie de I’El Purpan a engagé des recherchers sur les tocophérols et les
phytostérols en partenariat avec les acteurs de la filiére, sélectionneurs (ASEDIS-SO), interprofession
(ONIDOL) et transformateur (Cognis-France) dans un méme objectif d’apporter des éléments de
compréhension pour déterminer la potentialité de richesse en composés mineurs des variétés de
tournesol afin de savoir s’il est envisageable d’incorporer ces caractéres dans des programmes de
sélection pour améliorer la qualité finale de I’huile. La démarche suivie sera tout d’abord
d’appréhender les sources de variations des teneurs et compositions en tocophérols et en phytostérols
dans I’akéne de tournesol puis d’établir la faisabilité d’une sélection génétique par la caractérisation de

I’héritabilité de ces composés mineurs en vue d’augmenter leurs teneurs finales dans les graines.

De plus, le développement ces dernieres années d’hybrides riches en acide oléique a impulsé de
nombreuses études pour prédire leurs teneurs par spectrométrie proche infrarouge. Cet outil permet
des analyses simultanées de plusieurs parameétres de qualité (taux d'humidité, teneur en huile, en
protéines, profil d’acides gras) avec une grande rapidité, une faible quantité de produit et des codts
d’analyse réduits. Les analyses de référence des tocophérols par chromatographie liquide haute
performance (HPLC) et des phytostérols par chromatographie en phase gazeuse (CPG) sont longues,
colteuses et relévent d’un personnel qualifié. Aussi, le second objectif de cette étude est d’évaluer la

faisabilité d’une prédiction de ces composés mineurs par spectrométrie proche infrarouge.

Le chapitre | de ce mémoire présentera, tout d’abord le contexte de la production du tournesol et les
possibilités de valorisations alimentaires et non alimentaires de la récolte du tournesol. La composition

de I’akene, et principalement celle en composés mineurs d’intérét (tocophérols et phytostérols) ainsi
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que leurs caractéristiques biochimiques, leurs propriétés et leurs sources de variabilité seront détaillés.
Enfin, les connaissances actuelles sur I’application de la spectrométrie proche infrarouge pour

discriminer rapidement des composés chimiques seront exposées.

Le chapitre 1l sera consacreé & la présentation des choix relatifs aux matériels végétaux, aux dispositifs
expérimentaux et a celles des méthodes analytiques utilisées. Les traitements statistiques appliqués
pour le traitement du plan de croisement, I'estimation des paramétres génétiques et les modéles de

calibration par spectrométrie proche infrarouge seront détaillés.

Le chapitre Il présentera I'étude des différentes sources de variation des teneurs en tocophérols et en
phytostérols en s'appuyant sur plusieurs approches : tout d’abord sur la compréhension du remplissage
de I’akene en composés mineurs pour déceler les phases clé de I’accumulation ; puis I’évaluation de
I’effet de la conversion oléique de lignées et d'hybrides sur les teneurs et compositions en composés
mineurs ; I’effet d’un stress thermique sera estimé par la mise en place d’un test de vieillissement
accéléré lors de la maturation de la graine ; enfin la derniere partie portera sur une étude multilocale et
pluriannuelle de 4 hybrides commerciaux qui permettra d’appréhender une premiére approche sur la

variabilité des génotypes et I’influence du lieu de culture sur les teneurs en composés mineurs.

Le chapitre IV se focalisera sur le plan de croisement de lignées North Carolina Il mis en place a partir
de 7 lignées A femelles stériles et 7 lignées B males, choisies pour leur teneur en tocophérols et en
phytostérols afin d’évaluer les variances génétiques et environnementales, de calculer les aptitudes
générales et spécifiques des lignées et d’estimer les héritabilités des composés mineurs. Les résultats
permettront de conclure sur l'efficacité d'un programme de sélection de variétés enrichies en

tocophérols et en phytostérols.

Le chapitre V portera sur la faisabilité d’une prédiction des teneurs en composés mineurs (tocophérols
et phytostérols) par spectrométrie proche infrarouge sur des akenes broyés ou entiers de tournesol.
Cette technique, déja utilisée pour I’analyse en routine des acides gras, est un outil présentant un

intérét certain pour une discrimination rapide des teneurs en composés mineurs de la graine.

In fine dans le cadre d’une discussion générale, les avancées de ce travail seront reprises sur i) les
possibilités de sélection des tocophérols et des phytostérols dans I’huile de tournesol, eut égard aux
résultats obtenus sur les sources de variations génétique et environnementale et sur I’héritabilité ; ii) la
faisabilité d’utiliser la spectrométrie proche infrarouge pour prédire les teneurs en composés mineurs
des graines de tournesol. Ainsi I’ensemble de ces travaux préconisent une suite vers le marquage
moléculaire de populations en ségrégation afin d’identifier des QTLs responsables des teneurs en
tocophérols et en phytostérols chez le tournesol.
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CHAPITRE I.

Etat des connaissances.
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Chapitre 1.

Etat des connaissances

Avant Propos

Le tournesol cultivé, Helianthus (du grec Helios pour le soleil et Anthos pour fleur) annuus, appartient aux
dicotylédones, famille des Astéracées. On a longtemps cru que cette espece, dont les représentants sauvages
s'étendent dans toute I'Amérique du Nord, était une des rares espéces dont la culture avait commencé en
Amérique du Nord. Des résultats récents montrent qu'en fait la domestication a été réalisée dans la région de
Mexico par les Aztéques vers 2600 av. J.C. (Lentz, et al., 2008). Le tournesol a été introduit en Europe a partir
du XVI°™ siécle mais c’est seulement a la fin du XI1X*™ siécle qu’il a commencé a étre cultivé en Russie sur de
grandes surfaces en vue de la production d’huile (Putt, 1997). L’amélioration des plantes, avec la découverte
dans les années 1970 de la stérilité male cytoplasmique, a permis des progrés importants notamment pour la
production d’hybrides favorisant la sélection sur des critéres de teneurs en huile et de résistance aux maladies.
Aujourd’hui, c’est I’'une des cultures oléagineuses les plus importantes dans le monde, avec le coton, le colza, le
soja, I’arachide et le palmier. Le tournesol peut méme étre considéré comme la premiére plante annuelle cultivée
spécifiquement pour son huile. C’est une culture connue pour sa rusticité et ses faibles exigences en intrants
comme en eau (Bonjean, 1993).

Dans ce premier chapitre consacré au bilan bibliographique, aprés avoir resitué la production et les valorisations
du tournesol dans leur contexte historique et économique, nous préciserons la physiologie du tournesol qui
permet de mettre en exergue la fraction insaponifiable. Puis, nous décrirons les tocophérols et les phytostérols
(réle dans la graine ou I’embryon, variabilité,...) présents dans I’akene de tournesol. Enfin, une approche sur la
qualité des semences de tournesol sera décrite au travers de la qualité germinative des akeénes et de leur

caractérisation par spectrométrie proche infrarouge.

1. Production du tournesol

1.1. Contexte agricole mondial de la culture de tournesol
La culture des oléagineux est essentiellement destinée a la production d'huile et de tourteaux. Depuis 1973, cette

production mondiale de graines oléagineuses a été triplée : elle était de 128 millions de tonnes en 1973 contre
392,3 millions de tonnes en 2006 (Figure 1a). Bien que la production mondiale de graines de tournesol a fluctué
au cours des dix dernieres années avec un plancher de 21,4 millions de tonnes en 2001-2002 a un plafond de
30,4 millions de tonnes en 2006-2007, sa place dans les cultures oléagineuses a chuté au profit de I’huile de soja
et de I’huile de palme (Kleingartner et Warner, 2001; FAO, 2007). En effet, le tournesol représentait, en 1993,
13% de la production des six huiles majeures contre seulement 9% en 2006 (Figure 1b), et ceci malgré une forte
progression de la production d’huile (7,4 Mt en 1987 a 10,9 Mt en 2006-2007). L’introduction du soja et du
colza OGM en Amérique du Nord et du Sud et la demande chinoise en protéines ont réduit I’intérét pour le

tournesol qui reste cependant la 4°™ huile produite au monde.
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Figure 1. Répartition de la production mondiale (a) des graines d’oléagineux et (b) d’huiles végétales en
2006 (USDA, 2008).

Cette augmentation de production d’huile est liée a une augmentation de la surface mondiale de production des
cultures oléagineuses qui a doublé en trente ans alors que celle des céréales a baissé (FAO, 2007). Dans ce cadre,
les surfaces mondiales en tournesol sont relativement élevées entre 21 et 23 millions d’ha (Fy, 2004).
L’ensemble Russie - Ukraine représente 40% des surfaces mondiales en tournesol (30% de la production) et les
variations d’emblavement dans ces deux pays expliquent en grande partie I’évolution constatée au niveau
mondial (Tableau 1). Durant la derniére décennie, des pays traditionnellement grands producteurs comme
I’Argentine, la France, et les USA ont vu leurs surfaces en tournesol diminuer et au contraire la Russie, I’Ukraine
et la Chine affirmer leur importance (Kleingartner, 2004).

Tableau 1: Bilan mondial de la production des akénes de tournesol. Source: (FAO, 2007; USDA, 2008)

2003-2004 2004-2005 2005-2006 2006-2007  2007-2008 (p)

Surface récoltée (kha) 23 287 21 369 23117 23841 22 829
Rendement moyen (t/ha) 1,15 1,19 1,30 1,26 1,20
------------------ milliers de tonnes  ------------------

Russie - Ukraine 9102 7 850 11 150 12 050 9700
Union Européenne (27) 6 155 6 463 9 958 6 483 4 470
Argentine 3240 3 600 3800 3500 4 400
Chine 1743 1552 1927 1900 1800
Inde 1700 1224 1550 1280 1650
Etats-Unis 1209 930 1823 972 1312
Turquie 600 650 750 850 700

Autres 3142 3133 3036 3110 3344
Production totale 26 891 25402 29 994 30 415 27 376

p : prévision de 'USDA.

L’Union Européenne a 25 produit 18,8 Mt de colza, 5,7 Mt de tournesol et 1,1 Mt de soja en 2006-2007 mais
elle est obligée d’importer de larges quantités d’oléagineux pour satisfaire sa demande interne en protéines
destinées a I’alimentation animale. En effet les taux d’autosuffisance varient largement selon les espéeces : 89%
pour le colza, 35% pour le tournesol et 1% pour le soja. L’élargissement de I’Union Européenne a fait entrer de
grands pays producteurs de tournesol : la Hongrie, le duo Bulgarie - Roumanie. L’Union Européenne est le
deuxiéme producteur mondial de tournesol et la France est la deuxiéme nation productrice de tournesol de

I’Union européenne (UE-27) derriére I’ensemble Bulgarie - Roumanie et devant la Hongrie, I’Espagne et I’ltalie.
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En France, la culture du tournesol occupe une place importante dans les assolements avec %2 des emblavements
et des rendements compris entre 20 et 25 g/ha (Tableau 2). Cependant, I’importance du tournesol a diminué en
France au cours de la derniere décennie méme si les huiles de tournesol et de colza constituent prés de 90% de la
production francaise d’huiles végétales. En effet, les emblavements ont chuté d’environ 50% entre 1995
(963.000 ha) et 2007 (540.000 ha) (PROLEA, et al., 2006).

Tableau 2: Evolution de la culture du tournesol en France (European Community, 2007).

1965 1973 1981 1985 1991 1995 2000 2003 2004 2005 2006 2007

Surface (1000 ha) 11 41 168 639 1070 978 729 695 616 646 645 525
Production (10° t
ines) 18 85 423 1513 2611 2018 1833 1512 1457 1511 1440 1405
graines

Rendement (g/ha) 151 20,4 26 24 24 21 25 22 24 23 22 27

La mise en application de I’agenda 2000 a entrainé une baisse des surfaces en tournesol qui est actuellement a
son seuil le plus bas, mais I’émergence des valorisations industrielles explique la montée en puissance du colza
et dans une moindre mesure du tournesol. Le contexte actuel est a I’accroissement des surfaces en tournesol

oléique au détriment du tournesol conventionnel (Figure 2).

800 1 [ Classique
700 1 [ — H Oléique
600 - ]
500
400 -

300 +

200 -

o 1R
2001 2002 2003 2004 2005 2006  2007*
Année

Surface cultivée (1000 ha)

Figure 2. Surfaces francaises en tournesol (* = estimations) (CETIOM, 2006; PROLEA, et al., 2006)

1.2. Contexte politico-économique de la filiére tournesol
Les producteurs de tournesol ne peuvent concurrencer des huiles a bas prix (soja, palme) sur le marché mondial.

Ainsi, plusieurs pays producteurs de tournesol ont développé des variétés spéciales, telles que le tournesol
oléique, dans le but de conquérir des niches de marché. Cette production assure des débouchés vers les usages
alimentaires au travers des huiles recomposées mais aussi vers le biodiesel. En effet, les biocarburants se
développent autant en France qu’en Europe. Pour répondre aux objectifs d’incorporation de 5,75% de
biocarburants en 2010, une surface importante d’oléagineux est nécessaire. Mais, la surface francaise actuelle :
692.000 ha colza et 100.000 ha tournesol, est insuffisante pour répondre a la demande non alimentaire; c’est 2
millions ha dont 300.000 ha de tournesol qui seront nécessaires dans 3 ans. Ainsi, au-dela des contrats de

cultures alimentaires mis en place par les organismes collecteurs, les agriculteurs ont la possibilité, de la méme
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facon qu’avec le colza Diester®, de cultiver du tournesol oléique dans le cadre de jachére industrielle ou de
I’Aide aux Cultures Energétiques (ACE). Ces productions exclusivement destinées a I’énergie permettent au
producteur de percevoir une aide de 45€ par hectare en 2007 mais qui sera revue a la baisse en 2008 (15€/ha).

Cependant, dans un contexte de forte demande et de disponibilités limitées des matiéres premieres (mauvaise
récolte de I’Argentine et de I’Ukraine), les cours des graines de tournesol atteignent des niveaux inégalés. La
graine de tournesol varie actuellement aux alentours de 585€/t rendu au port de St Nazaire (avril 2008) ; son prix
a plus que doublé en un an et I’huile de tournesol devient I’huile végétale la plus chere au monde : 1.400 €/t au
départ de Rotterdam en mars 2008 (Agreste, 2008). Depuis plusieurs années, la valeur de la graine de tournesol
diminue réguliérement, en raison notamment du déplacement des productions vers des zones & faibles potentiels
de production et de systemes de production globalement moins intensifs que les autres productions. Dans ce
contexte actuel d’exigences politiques, économiques et écologiques, le tournesol s’inscrit dans une agriculture
durable en présentant de nombreuses qualités agronomiques (économe en eau et en intrants). Cependant, la

filiére mono-produit de production de I’huile de tournesol a besoin de nouveaux débouchés.

1.3. Créer de la valeur ajoutée par des valorisations alimentaire et non-
alimentaire
La diversification des utilisations de la récolte vers de nouveaux marchés permettrait une meilleure

rémunération. Il est nécessaire d'améliorer la productivité du tournesol par le développement d’outils qui
permettront de lever les facteurs limitants (adaptation des variétés, conduites de culture...) mais également qui
apporteront de la valeur ajoutée a la culture par la qualité et la diversification des constituants majeurs et mineurs
(tocophérols, phytostérols) de la graine afin d’alimenter des filiéres d’utilisation alimentaire et non alimentaire et
gagner en attractivité face aux huile de colza et d’olive. Cette démarche de diversification permettra de maintenir

et développer la culture du tournesol en France et dans le monde.

2. Valorisations de la culture du tournesol
A I’heure actuelle, ce sont effectivement les graines qui apportent la plus grande valeur ajoutée au tournesol, et

déterminent sa valeur économique. Elles contiennent 40 a 45% d’huile, qui représente 80% de leur valeur
économique. La quasi totalité des graines de tournesol produites est triturée pour la production d’huile.
L'extraction de I'huile fut longtemps effectuée de facon artisanale par pressage a froid; elle est maintenant
réalisée de facon industrielle, a grande échelle. Cette transformation des graines en huile met en ceuvre une

succession d’étapes.

2.1. Transformation des graines de tournesol en huile

2.1.1. Procédés d’'obtention des huiles
Les différentes étapes industrielles commencent par la trituration des graines (procédé d’extraction de I’huile

brute) et se poursuivent par le raffinage permettant d’obtenir une huile de qualité. Il existe de multiples
alternatives pour certaines étapes du procédé, en particulier pour le raffinage des huiles brutes. Cependant, il

existe deux grands processus de fabrication de I’huile :
- la méthode mécanique. Cette méthode permet d’obtenir I’appellation « huile vierge ». Cette huile est
issue d’une seule pression a froid (Figure 3). Apres nettoyage des graines et décorticage, les akenes sont

pressés dans une presse a vis tournant lentement afin d’éviter I’échauffement mécanique de I’huile.
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Apres centrifugation, clarification, décantation et filtration, une huile avec une odeur, une saveur et une
couleur trées marquée est obtenue. Selon ce procédé, cette huile conserve ainsi tous ses nutriments tels
que les omégas 3 et 6 et les vitamines E et F (Brevedan, et al., 2000).

- la méthode industrielle. Cette méthode permet d’obtenir des huiles raffinées, obtenues par pressage ou
extraction au solvant a haute température puis d’un raffinage (Figure 3). Ces huiles brutes ainsi
obtenues contiennent des éléments indésirables (matiéres colorantes et odorantes, acides gras libres) qui
influent négativement sur le godt, I’odeur, la qualité visuelle et la capacité de conservation. Un
raffinage chimique est conventionnellement appliqué et comprend quatre étapes. Tout d’abord, le
dégommage consiste a éliminer les résidus solides, les stérols et les lécithines conférant un golt amer.
Puis, un processus de désacidification suivie d’une neutralisation permet d’éliminer les acides gras
libres. L huile est ensuite décolorée a I’aide d’une terre décolorante. La séparation des éléments traces
métalliques, des stérols, des hydroperoxydes et des matiéres colorantes sont éliminés. La derniére étape
est une désodorisation de I’huile au cours duquel les composantes olfactives et gustatives sont
supprimées. Lors de cette étape des températures élevées (100-250°C) peuvent étre atteintes. Des
substances telles que les peroxydes, les pesticides, les tocophérols et autres matieres volatiles peuvent
étre éliminées (Brevedan, et al., 2000).

Nettoyage & Séparation
= =) -> Pressage
/ .
chaud

=

Désolvatation

/
|/

r>

= Farine

L’ensemble de ces différents traitements d’extraction et surtout de raffinage des huiles brutes générent des

Figure 3. Extraction de I’huile de tournesol.

effluents et des résidus (savons, terres, charbons usagés...) qui sont difficilement valorisables et dont le
retraitement est de plus en plus colteux (Kartika, 2005). De plus, la trituration des graines génére aussi un
tourteau, qui représente 47% de la graine et contient 40 a 45% de protéines. Dans la conjoncture actuelle, cette

fraction doit étre valorisée et sera abordée dans la description des valorisations des coproduits.

2.1.2. Effet des procédés sur la qualité et la stabilité de I'huile
Les procédés industriels permettent d’extraire quasiment toute I’huile, mais les différentes opérations

d’extraction au solvant suivi du raffinage, altérent la composition de I’huile en diminuant les composés
bénéfiques tels que les antioxydants vitamine E et en faisant apparaitre des acides gras trans, trés néfastes pour la
santé (De Greyt, et al., 1998; Brevedan, et al., 2000).
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Ainsi, la qualité et la stabilité d’une huile dépend d’une part de ces caractéristiques chimiques telles que sa
composition en acides gras (plus le degré d’insaturations est élevé, plus I’huile est instable) et de sa teneur en
antioxydants (tocophérols, tocotriénols, flavonoides,..). De plus, la stabilité¢ de I’huile est influencée par les
différents procédés d’extraction et de raffinage et les conditions de stockage en présence de lumiére et/ou
d’oxygéne (Verleyen, 2002).

Bien que le but du raffinage de I'huile soit d'étendre la durée de conservation d’une huile en enlevant les
composés indésirables, les pertes en tocophérols et en phytostérols pendant le procédé sont conséquentes
(Tableau 3). L’étape la plus déterminante est la phase de désodorisation ; le distillat contient des acides gras
libres, des tocophérols, des glycérides, des stérols estérifiés et libres qui peuvent étre valoriseés.

Tableau 3 : Comparaison des teneurs en tocophérols et phytostérols totaux avant et apreés raffinage de
I’huile (Ferrari, et al., 1996; Tasan, 2005; Fernandes et Cabral, 2007).

Huile Teneur en tocophérols Teneur en phytostérols
(mg.kg™ d’huile) (mg.100g™ d’huile)
Brute Raffinée Perte (%) Brute Raffinée Perte (%)
Mais 1114 715 36 850 730 14
Colza 820 393 52 820 770 6
Tournesol 779 502 36 430 350 19
Soja 359 295 18 350 260 26

Depuis quelques années, I'effet bénéfique des phytostérols a entrainé une demande sur le marché. Les
phytostérols peuvent étre valorisés a partir de ce distillat de désodorisation mais des recherches sont menées afin
d’améliorer les procédés d’extraction de ces composés soit sur I’huile brute ou sur le distillat par des méthodes
douces (Fernandes et Cabral, 2007). De plus, la stabilité des phytostérols peut étre améliorée en conservant les

lots a I’obscurité et a basse température sous formulation d’huile ou de granulés (Thanh, et al., 2006).

La teneur en tocophérols est significativement affectée par le procédé de raffinage. En effet, les principaux
facteurs affectant cette perte sont la température, la durée du chauffage, la pression et le flux d’air. De plus, ces
composés sont sensibles a la lumiére, au milieu alcalin et aux métaux. Pendant les différentes étapes de
raffinage, la synergie de ces facteurs peut conduire a des pertes de 25 a 70% de la teneur totale en tocophérols
(Alpaslan, et al., 2001; Tasan, 2005). Cependant, les tocophérols sont des éléments clés pour la stabilité
oxydative d’une huile ; la richesse d’une huile en a-tocophérol permet de limiter son oxydation (Warner, 2005).
Actuellement, les tocophérols ne sont pas valorisés par extraction et purification a contrario des phytostérols ; les
trop faibles teneurs en tocophérols dans les matrices ne permettant pas d’envisager la mise en place d’une
production de tocophérols naturels. Cependant, I’amélioration des procédés de raffinage a permis de diminuer la
perte en tocophérols des huiles et ainsi promouvoir des huiles plus riches en tocophérols conférant une stabilité

oxydative de I’huile et un pouvoir vitaminique pour I’homme.

Ainsi, I’huile extraite de I’akéne est la fraction la plus valorisée. Toutefois, la conjoncture actuelle entraine une
évolution de cette filiere d’une production d’huile de tournesol vers une valorisation plus compléte de la plante
entiere. On assiste, a I’heure actuelle, non plus a une filiere mono-produit de production de I’huile de tournesol

mais on cherche a valoriser, au travers de multiples travaux, la plante entiére.
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2.2. Evolution des débouchés alimentaires

2.2.1. Huile et profil d’acides gras
L’huile de tournesol, seule ou combinée a d’autres, est capable de répondre a de nombreuses exigences du

secteur de I’agro-alimentaire. Elle est le plus souvent utilisée comme huile de table pure ou en mélange et dans
I"industrie alimentaire pour la fabrication d’assaisonnements, de sauces, de margarines.

De nombreux travaux de recherche en nutrition ont montré I’intérét de combiner I’huile de tournesol classique et
I’huile de tournesol oléique en y intégrant également I’huile de colza pour optimiser le ratio oméga 6 / oméga 3.
En effet, ces huiles apportent des acides gras essentiels. Ainsi, I’huile de tournesol classique constitue une source
d’acide linoléique, précurseur des acides gras oméga 6 tandis que le colza apporte I’acide alpha-linolénique,
précurseur des acides gras oméga 3. La richesse en acide oléique confére des effets positifs sur la santé
(prévention de I’athérosclérose) (Zock et Katan, 1998; Brouwer, et al., 2004) et une bonne stabilité a la cuisson
et de bonnes aptitudes technologiques a la friture (Choe et Min, 2006; Romero, et al., 2006; Choe et Min, 2007).
Ainsi, la diversité des acides gras dans I’alimentation humaine et leurs apports en quantités appropriées sont

nécessaires pour la prévention des maladies cardiovasculaires (Delplanque, 2000).

2.2.2. Composés mineurs

La richesse en composés mineurs de I’huile de tournesol apporte a I’huile de table ou a la margarine un intérét

nutritionnel supplémentaire.

a. Effets des tocophérols sur la santé humaine

Lors de sa découverte, la vitamine E a été définie comme facteur indispensable a la reproduction chez le rat
(Evans et Bishop, 1922). Ce composé s'est avéré présent dans I'huile, a des teneurs variables selon leur origine.
Ainsi, I'huile de germe de blé a été tres t6t reconnue comme tres riche en vitamine E (Traber, 2007). En fait,
I'activité vitaminique E est due a un ensemble de 8 molécules, les tocochromanols, qui, bien qu'absorbés de la
méme maniére par l'organisme, sont inégalement retenus, ce qui leur confere une activité vitaminique variable.
Le composé le plus actif (le mieux retenu) étant I’a-tocophérol présent en quantité importante (95% des
tocophérols totaux) dans I’huile de tournesol (Di Mascio, et al., 1991; Riccioni, et al., 2007b). En fait, I'essentiel
de l'activité vitaminique E in vivo est une activité de piégeage des radicaux libres, la forme oxydée (radicaux
tocophéroxyles) est recyclée par des antioxydants hydrosolubles, essentiellement la vitamine C et le sélénium
(Traber, 2007). Les tocophérols de synthese sont des mélanges racémiques dont le pouvoir vitaminique est

inferieur a celui de I’ a-tocophérol naturel (Hoppe et Krennrich, 2000; Brigelius-Flohe, 2006).

Les tocophérols préviennent I’oxydation des acides gras poly-insaturés dans le réseau sanguin et protegent les
lipoprotéines de basse densité (LDL) de I’oxydation causée par les radicaux libres provoquant le développement
des Iésions artériosclérotiques (Azzi, et al., 2000; Azzi, et al., 2001; Niki, 2004; Morris, et al., 2005; Schneider,
2005; Azzi, 2007; Riccioni, et al., 2007a). Outre ces propriétés anti-oxydantes, des études montrent que les
tocophérols réduisent les maladies cardiovasculaires et ont certaines propriétés anti-cancéreuses (Bramley, et al.,
2000; Beardsell, et al., 2002; Riccioni, et al., 2007b). 1l a été montré que I’a-tocophérol succinate a un réle

d’inhibition sur la croissance des cellules cancéreuses (Prasad et Edwards-Prasad, 1982; Villacorta, et al., 2003).
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D’autre part, le y-tocophérol est un nucléophile qui piége les mutagénes électrophiles dans des compartiments
lipophiles. Ainsi, il peut protéger les lipides, I’ADN et les protéines du dommage dépendant des péroxynitrites
(Brigelius-Flohé et Traber, 1999). De plus, il forme un métabolite, le y-CEHC (2, 5, 7, 8-tétraméthyl-2-(2’-
carboxyéthyl)-6-hydroxycromane), qui présente des propriétés natriurétiques (excrétion du sodium dans I’urine).
Ainsi, I’ingestion excessive de sel provoque des problémes d’hypertension, la consommation du y-tocophérol
pourrait réduire ces troubles (Wagner, et al., 2004).

Actuellement, les tocophérols commercialisés en tant que supplément vitaminique sont majoritairement des
produits de synthese, mélange racémique des stéréoisomeres de tocophérols (Netscher, 1999; Chénevert et
Courchesne, 2002). Weiser, et al. (1996) ont montré que le ratio de biodisponibilité entre des tocophérols issus
des végétaux vs synthétiques était de 1,36/1. Cependant, ce ratio a été établi sur des rats, I’étude de I’absorption
chez I’lhomme est difficile mais il semble que ce ratio pourrait atteindre 2/1 (Hoppe et Krennrich, 2000; Lodge,
2005; Bramley, et al., 2000).

b. Effets des phytostérols sur la santé humaine

Les effets des phytostérols sur la santé font I’objet de nombreux travaux depuis quelques années (Awad et Fink,
2000; Orzechowski, et al., 2002; St-Onge et Jones, 2003; Trautwein, et al., 2003; Brufau, et al., 2008). C’est en
raison de leur pouvoir hypocholestérolémiant que les stérols d’origine végétale ont suscité le plus d’intérét. Par
leurs propriétés amphiphiles, ils inhibent I’absorption intestinale du cholestérol en le remplagant dans les
micelles de sels biliaires (Ikeda, et al., 1988; Normen, et al., 2000; Sudhop, et al., 2002; Tapiero, et al., 2003;
Trautwein, et al., 2003; Calpe-Berdiel, et al., 2005). 1l a été également suggéré que les phytostérols inhibent la
biosynthése du cholestérol et que le B-sitostérol en particulier interféere avec I’absorption du cholestérol
micellaire (Field, et al., 1990). L’huile de tournesol, pauvre en squaléne, est préconisée dans les régimes
hypocholestérolémiants. En 2000, la Food and Drug Administration a reconnu officiellement que les produits
contenant des phytostérols diminuaient les risques des maladies cardiovasculaires s’ils étaient associés a une
alimentation pauvre en graisses saturées et en cholestérol (FDA, 2007).

Outre leur effet sur la réduction du taux de cholestérol sanguin, les phytostérols sont aussi étudiés pour leur
action anticancéreuse (Awad et Fink, 2000; Tapiero, et al., 2003; Bradford et Awad, 2007), immunomodulatrice
(Zangenberg, et al., 2004) et anti inflammatoire (Bouic, et al., 1999). Cependant, I’autorité européenne de
sécurité des aliments (EFSA) a fixé une dose maximale journaliere a 3g de stérols et/ou stanols (European
Comunity, 1995) suite a des travaux montrant qu’une surconsommation de phytostérols entrainait une
diminution de la teneur en o- et B-caroténe dans le sang (Law, 2000). Les phytostérols peuvent s’oxyder par
chauffage ou radiation donnant des oxyphytostérols. Cet état oxydé présente, in vitro, un risque de toxicité en
diminuant la viabilité cellulaire (Adcox, et al., 2001; Lutjohann, 2004), mais des études supplémentaires sont

nécessaires pour élucider le possible impact des oxyphytostérols sur la santé humaine (Hovenkamp, et al., 2008).

2.3. Débouchés de la valorisation non alimentaire

Par ses caractéristiques technologique et physico-chimique, I’huile de tournesol a de fortes potentialités pour
substituer partiellement les ressources pétrochimiques. Le tournesol oléique suscite un grand intérét dans certains
secteurs d’applications : I’acide oléique, mono insaturé est plus stable que I’acide linoléique polyinsaturé. Les

industries non alimentaires utilisent les huiles de tournesol natives ou sous forme d’esters méthyliques d’acides
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gras. Les huiles semi-raffinées trouvent des applications dans la cosmétique (Rahate et Nagarkar, 2007) tandis
que les huiles raffinées dans le secteur des lubrifiants et des peintures. Les esters méthyliques d’huile de
tournesol (EMHT), issus de la transestérification des acides gras, trouvent des applications dans la lubrification
(Nik, et al., 2005; Schneider, 2006), la solvatation (encre d’imprimerie) (Novance®), les tensioactifs (Parant,
2001), les adjuvants phytosanitaires (Langer, et al., 2006), dans le secteur des travaux publics (fluxuant pour
bitume) (Bioflux®) mais également comme matiére premiére pour la production de biodiesel (Diester®)
(Granados, et al., 2007; Huber, et al., 2007; Cervero, et al., 2008). Le développement de variétés a tres hautes
teneurs en acide oléique, supérieur a 90%, permettra de renforcer la position du tournesol dans les applications

existantes mais également de conquérir de nouveaux marchés dans la lipochimie.

2.4. Valorisation des co-produits

2.4.1. Tourteaux & protéines
Du fait de sa haute teneur en protéines (20-35%), le tourteau de tournesol a été étudié afin de le valoriser en

alimentation humaine. Dans ce cas, ce sont des concentrés de protéines ou des farines de tourteau de tournesol
déshuilé qui sont valorisés : i.e. I'incorporation de 15 a 30 % de farine de tournesol mélangée a de la viande de
beeuf permet d’améliorer la texture en retenant I’eau (Rossi, 1988). Les débouchés du tourteau pour
I’alimentation animale présentent plusieurs limites. En effet, le tourteau de tournesol ne présente pas les qualités
nutritionnelles aussi intéressantes que le tourteau de soja ou encore de colza. Malgré, une forte concentration en
protéines (20-35%), le tourteau de tournesol a une déficience en acide aminé essentiel : la lysine, d’autre part, il
contient une quantité importante de composés phénoliques, et il est riche en composés lignocellulosiques qui
réduisent fortement sa digestibilité. Mais en vue de I’augmentation de la demande mondiale en protéines
végétales aprés la crise de lI'encéphalopathie spongiforme bovine (ESB) et l'interdiction en 1996 d'utiliser des
protéines d'origine animales pour I'élevage, il est nécessaire de trouver de nouvelles sources de protéines
facilement exploitables. Une revue récente (Gonzalez Pérez et Vereijken, 2008) montre que les protéines de
tournesol ont peu de composés antinutritionnels et d'excellentes propriétés physico-chimiques qui les rendraient
intéressantes autant en alimentation humaine qu'en alimentation animale. Leur principaux inconvénients sont i)
la présence de composés phénoliques qui leur confére une coloration brune et ii) une sensibilité a la dénaturation
qui impliquerait une modification des procédés de triturations si l'on veut exploiter des tourteaux de bonne

qualité.

2.4.2. Reésidus lignocellulosiques
Les résidus de récolte (tiges, feuilles, capitules évidés) peuvent étre réincorporés au sol afin de I’enrichir mais ils

peuvent également étre collectés pour entrer dans la fabrication de biomatériaux (Rouilly, et al., 2006; Ramaraj,
2007).

2.4.3. Composés mineurs
Le raffinage des huiles alimentaires élimine une partie des tocophérols et des phytostérols qui se retrouvent

concentrés dans la fraction insaponifiable de I'huile. Ces composés mineurs n’apportent pas de plus-value lors
de la réaction de trans-estérification pour la production des esters méthyliques. Par conséquent, ces biomolécules
peuvent étre récupérées et valorisées, en particulier dans I’industrie pharmaceutique et cosmétique. Par leur

propriétés de surfactants, les phytostérols permettent de solubiliser les hormones stéroides dans la formulation
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des cremes (Holmberg, 2001; Korhonen, et al., 2001). De plus, ils présentent une action anti-inflamatoire
similaire a celle de la cortisone (de la Puerta, et al., 1997; Folmer, 2003). Les phytostérols sont également
utilisés en cosmétique ou ils sont souvent employés comme agents anti-dessicateurs de I’épiderme et du cuir
chevelu grace a leur pouvoir émulsifiant et pénétrant (Folmer, 2003; Borlescu, et al., 2007). Les tocophérols sont
abondamment utilisés en cosmétologie : par leur action de vasodilatation, ils améliorent la texture de la peau et

leur pouvoir anti-oxydant, allié & leur hydrophobicité est d'un grand intérét en formulation.

3. Le tournesol (Helianthus annuus L.), la plante et sa culture.

3.1. Biologie florale et systéme de reproduction
Les variétés de tournesol cultivé sont essentiellement non ramifiées ; la tige mesure de 1 a 4 cm de diamétre et de

50 a 300 cm de haut. L’initiation florale a lieu lorsque 6 feuilles sont visibles. L’inflorescence d’un tournesol est
composée d’un plateau parenchymateux de 1 a 4 cm d'épaisseur sur lequel sont disposées des fleurs ou fleurons
organisés en hélices multiples. Le capitule porte de 50 a 3000 fleurons et mesure a maturité entre 5 et 50 cm de
diameétre, selon le génotype et le milieu. Les fleurons sont de deux types : les fleurs extérieures ligulées (jaunes
et stériles) destinées a attirer les polinisateurs ; et les fleurs intérieures tubulées, caractérisées par une corolle
courte, qui donneront naissance a maturité aux akenes. La floraison du capitule peut durer plus d'une semaine,

elle se produit par cercles de fleurons, en progressant vers le centre.

Le tournesol sauvage est une plante a fécondation allogame (assurée par un systéeme relativement complexe
d’autostérilité sporophytique), a pollinisation entomophile (Vear, 1992). L’abeille domestique et le bourdon sont
les principaux agents pollinisateurs. Le tournesol présente néanmoins une certaine autogamie a I’échelle du
capitule. Selon les variétés, on observe de 10 a 90 % d’autofécondation (Vear, 1992). Etant donné son
importance en sélection et en production pour la maitrise des flux génétiques, I'autocompatibilité est un critere de

sélection chez le tournesol. Les variétés sauvages sont fortement autoincompatibles.

3.2. Cycle de développement
Le cycle de développement du tournesol est d’environ 140 & 150 jours selon la précocité des variétés (CETIOM,

et al., 2000). La croissance de la plante peut étre subdivisée en stades repéres bien distincts (Figure 4).

> > »‘5’. > Q> W') -)é

Germination / phase vegetatlve Floraison
Figure 4. Principaux stades physiologiques du tournesol (CETIOM, et al., 2000).
Le tournesol peut se cultiver sur tout type de sol moyennement riche a tres fertile. Les sols Iégérement acides a

neutre sont les plus favorables a la culture mais des résultats satisfaisants sont obtenus sur des terres faiblement

alcalines (Putnam, et al., 1990).

Le tournesol est une plante rustique avec une faible exigence en eau et en intrants. En effet, il posséde un sytéme

racinaire pivotant trés performant qui peut venir puiser I’eau et les éléments nutritifs situés a 2 métres de
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profondeur. Cet appareil racinaire est ainsi capable d’exploiter les ressources hydriques disponibles dans chaque
horizon du sol. Les conséquences du stress hydrique sur le rendement dépendent du stade de développement de
la plante. Lorsque les ressources en eau sont limitées le tournesol est capable de poursuivre sa production de
matiere seche plus longtemps que les autres cultures. Cependant, des études ont montré que I’irrigation améliore

a la fois le rendement et la teneur en huile (Lagravére, 1999).

La culture du tournesol optimise la rentabilité des céréales en restructurant le sol, en interrompant le cycle des
maladies et en limitant le développement des adventices du blé. En effet, on a pu montrer que sur une période de
5 ans, la densité des adventices diminuait significativement dans les cultures de tournesol, et que des extraits de
tiges ou de feuilles de tournesol inhibaient la croissance de plantules de liseron, datura, moutarde ou airelles
(Leather, 1993 ; Bogatek et al., 2006). Cet effet allélopathique serait dii a des composés sesquiterpéniques, les
héliannanes, présents dans les tiges, feuilles, racines et exudats racinaires des tournesols (Macias et al, 1994,
2000). Ces composes sont d'ailleurs synthetisés et testés actuellement (Macias et al., 2008 ; Zhang et al., 2007 ;
Kamei et al., 2006). Doté d’atouts agronomiques majeurs, le tournesol contribue ainsi a I’équilibre des rotations

et favorise la biodiversité en participant a I’attrait des paysages (AMSOL, 2002).

3.3. Sélection

3.3.1. Evolution du potentiel génétique
Le développement de la culture du tournesol est lié a son potentiel génétique. On peut distinguer trois étapes

dans la domestication du tournesol :

(i) Onalongtemps cru que le tournesol était une des rares plantes domestiquée en Amérique du Nord, mais il
a été montré récemment qu'apres une domestication en Amérique centrale par les indiens, le tournesol
avait été introduit en Amérique du Nord par les conquérants espagnols (Lentz et al. 2008). Les premieres
variétés de tournesol étaient des populations hétérogénes avec une architecture a plusieurs capitules qui
passera a une architecture a capitule unique

(i) L’introduction en Europe (XVI®™) entraine un développement mieux caractérisé des variétés. La sélection
du tournesol débute en Russie au début du XX°™ siécle. Tout d’abord empirique, puis raisonnée, cette
sélection est basée sur la comparaison de différentes populations de tournesol existantes. La précocité et la
teneur en huile sont les deux principaux critéres qui ont été améliorés.

(iii) La découverte d’une stérilitt male cytoplasmique (Leclercq, 1969) a facilité la création de variétés
hybrides. Ainsi, les techniques de sélection ont permis d’élargir le pool génétique disponible (Vear, 1992).

A I’heure actuelle, dans les programmes de sélection, différentes types d’orientation sont choisies :

- L’exploitation du pool génétique naturel pour sélectionner puis recombiner des critéres d’intérét
par croisements entre lignées, pour introduire des caractéristiques issues de lignées de collection
par rétrocroisements. Ces programmes permettent de faire évoluer les performances
agronomiques du tournesol cultivé par I'utilisation de génes tels que les génes de résistance aux
maladies (mildiou, sclérotinia) ou a I’infection par I’orobanche.

- Les méthodes de mutations génétiques. Ces programmes utilisent la ressource naturelle soumise a
des traitements de mutagenése, et s’accompagnent d’une sélection dirigée par croisements

permettant de fixer les critéres d’intérét et de les conserver. C'est ainsi que la mutation dominante
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oléique a été obtenue par Soldatov en 1976 dans la population Pervenets aprés mutagénése de la
population VNIIMK8931 (Lacombe, et al., 2002). Cette mutation est a l'origine de I'ensemble

des variétés oléiques actuelles.

La sélection chez le tournesol s’est orientée vers la recherche et I’identification de variétés a fort potentiel de
production. Des hybrides de plus en plus résistants aux maladies (mildiou, rouille, sclératinia, phomopsis) ont
été créés pour gagner en productivité (Vear et Tourvieille de Labrouhe, 1988; Vear, et al., 2003). Parallélement,
des travaux ont été réalisés ou sont en cours afin d’améliorer les teneurs en huile et les profils d’acides gras
(Lagravére, 1999).

3.3.2. Utilisation de la stérilité male cytoplamique pour la
production d'hybrides commerciaux
Comme pour de nombreuses cultures, le tournesol présente un fort phénoméne d'hétérosis, c'est-a-dire que les

hybrides F1 entre lignées fixées ont une vigueur et une productivité bien supérieure a celle de leurs parents.
Cependant, pour utiliser ce phénoméne, il faut avoir la possibilité de fabriquer en grande quantité des semences
hybrides. Le croisement est par exemple assez facile dans le cas du mais chez lequel les floraisons males et
femelles sont physiquement séparées sur la plante. Ainsi, I'élimination des panicules permet de produire des
plantes femelles (males stériles), et la pollinisation croisée peut étre maitrisée. Dans le cas du tournesol, une
stérilisation mécanique des plantes "femelles" est impossible. Un tel probléme peut étre résolu par moyen
chimique (castration chimique, utilisée par exemple sur le blé), ou de maniere génétique, en utilisant une
mutation qui rend le pollen inactif, ou qui empéche sa production. La difficulté est alors de créer une lignée male

stérile stable (= lignée femelle), et de rétablir la fertilité chez I'hybride.

Le systeme largement utilisé actuellement chez le tournesol a été mis au point a I'lNRA par Patrice Leclerqg a la
fin des années 1960 (Leclercq, 1969) ; il utilise une incompatibilité entre Helianthus petiolaris et Helianthus
annuus : dans les descendants de ces croisements interspécifiques, on observe une stérilit¢ méale due a une
spécificité des mitochondries de petiolaris, mais il est possible d’observer des descendants qui présentent une
fertilité normale, grace a une allele de restauration de la fertilité, R, dominant, présent chez certaines lignées H.
annuus.

e Les lignées choisies comme pollinisatrices (males) devront donc étre porteuses de l'allele R (Horn,
2002; Horn, et al., 2003) a I’état homozygote (Figure 5).

o Les lignées femelles doivent étre males stériles : elles seront donc homozygotes rr, et auront un
cytoplasme petiolaris. Le cytoplasme étant transmis par les gamétes femelles, on fabrique cette lignée
stérile en fécondant une lignée porteuse ("donneuse™) de cytoplasme petiolaris, issue du croisement
interspécifique, par le pollen de la lignée choisie comme lignée femelle de I'nybride. Une série de
rétrocroisements permet d'obtenir deux lignées dont les genes nucléaires sont identiques (isogéniques) :
la lignée femelle H. annuus totalement fertile (lignée A), et une lignée interspécifique, male stérile,

présentant un cytoplasme petiolaris (lignée B).

La lignée B est aussi appelée "mainteneur”, car elle permet de reproduire la lignée A. On appelle "restaureur” la

lignée male R qui permettra d'obtenir un hybride fertile, bien que porteur du cytoplasme petiolaris (Figure 5).
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Figure 5. Création d’un hybride de tournesol (Gnis, 2008)

Depuis presque une trentaine d’années, cette sélection a évolué non seulement vers une augmentation du
rendement mais aussi vers une modification des caractéristiques de I’huile afin de s’adapter aux nouvelles
exigences des industries alimentaire ou non alimentaire :
(i) fortes teneurs en acide oléique (Lagravére, 1999) et en phytostérols conférant des propriétés
nutritionnelles et/ou fonctionnelles de I’huile (Roche, 2005),
(i) fortes teneurs en acides gras saturés évitant I’hydrogénation des margarines et matiéres grasses
(Pérez-Vich, et al., 2000; Pérez-Vich, et al., 2002a; Pérez-Vich, et al., 2002b),
(iii) faibles teneurs en acide linoléique et des teneurs élevées en anti-oxydants (B- et y-tocophérols)
tolérant de fortes températures lors de I’extraction de I’huile et une meilleure conservation de
I’huile (Velasco, et al., 2004b; Velasco, et al., 2004c; Vera-Ruiz, et al., 2006),
(iv) faibles teneurs en acides gras saturés et fortes teneurs en tocophérols et phytostérols.

(v) tres fortes teneurs en acide linoléique pour la fabrication de peintures et margarines.

4. Composition de I'akene de tournesol
La graine de tournesol est un akene, fruit sec situé dans le capitule. Cet akéne est constitué d’une amande ou

d’une graine au sens botanique et d’une coque ou péricarpe (Figure 6).
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Figure 6. Coupe longitudinale d’'un akéne de tournesol.
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4.1. Constituants de la coque et de I'amande
La coque est essentiellement formée de fibres de cellulose, de lignine et d’hémicellulose (70 a 90% de la matiére

seche) (Connor et Hall, 1997). Cependant, dans la littérature, il est rapporté que de larges différences de
composition en constituants sont observées sur la teneur en lipides (0,9 a 7,1% /MS), en protéines (2,8 a 7,1% /
MS), en lignine, cellulose et hémicellulose. La faible teneur en protéines dans la coque réduit significativement

I’utilisation du tourteau de tournesol dans I’alimentation animale par son faible pouvoir nutritionnel.

L’amande, constituée d’un embryon et de deux cotylédons, est le lieu de stockage des réserves nécessaires au
développement de I’embryon. Les réserves de I’embryon du tournesol, indispensable a la germination et au
développement de la plantule, sont donc constituées de deux types de substances de réserve, les protéines et les
lipides représentant respectivement 20 et 50% de matiére seche de I’akéne (USDA, 2004).

4.2. Constituants lipidiques
L’huile de tournesol est majoritairement constituée de triglycérides ou triacylglycérols (TAG) (95 a 99%

d’huile). Le reste de la fraction lipidique (1 & 5%) renferme des composés dits « mineurs » en raison de leur
faible teneur, tels que des phospholipides, des alcools aliphatiques et triterpéniques, des cires, des pigments, des
tocophérols et des stérols.

4.2.1. Acides gras
Les triglycérols d’acides gras (TAG) sont constitués d’un glycérol estérifié par trois acides gras (Figure 7)

Figure 7. Structure d'un triglycéride d'acides gras (R1, R2, R3 désignent les chaines
carbonées d’'acides gras).

Les TAG sont présents généralement dans tous les tissus en tant que constituants des membranes et s’accumulent
dans les tissus de stockage des graines oléagineuses. Ils sont considérés comme chimiquement inertes et non
toxiques. Ce sont des composeés a fort potentiel énergétique pour la cellule et a ce titre, ils contribuent fortement

aux réserves germinatives de la plantule.

Les acides gras sont des molécules caractérisées par une chaine aliphatique présentant une fonction acide
carboxyligue & I’'une de ses extrémités. Dans les huiles végétales, la chaine aliphatique contient un nombre pair
de carbones compris entre 6 et 24 atomes de carbone. La chaine aliphatique peut contenir une ou plusieurs
insaturations (double liaison) de type cis généralement en position 6, 9, 12 ou 15 (par rapport au carbone 1 de la
fonction carboxylique). La composition relative en acides gras des huiles de différentes especes oléagineuses est
présentée dans le Tableau 4.
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Tableau 4. Composition en acides gras des principales huiles et graisses végétales.

Acides gras Acides gras insaturés
) Teneur saturés o )
Huile en huile Source bibliographique
C16:0 C18:0 Cc18:1 C18:2 C18:3
(Q9) (Q6) (Q3)

Amande 54,2 - 5 78 17 - (www.foodscience.az.nz, 2007)
Argan 40 - 20 45 35 - (Khallouki, et al., 2005)
Avocat 12 - 20 70 10 -

Beurre de cacao - 26 35 3 1 1 (Erasmus, 1993)
Cacahuéte 47,5 - 18 47 29 -

Carthame 59,5 - 12 13 75 - (www.cyberlipid.org, 2005))
Chanvre 35 6 2 12 60* 20 (Codina.net, 2007)
Chia 30 - - - 40 30 (Erasmus, 1993)

Colza 30 - 7 54 30 7 (Lampi et Piironen, 1999)
Coprah - 9 3 8 2 - (Lagravére, 1999)
Coton 40 - 25 21 50 - (Erasmus, 1993)
Germe de blé 10,9 0 18 25 50 5 (Ostlund, et al., 2003)
Gland 50 - 8 54 32 -
Kukui 30 - - - 40 29 (Erasmus, 1993)
Lin 35 5 4 19 14 58
Noix de macadamia 71,6 - 12 71 10 - (Sheabutter, 2007)
Mais 4 - 17 24 59 - (Verleyen, 2002)
Neem (Margousier) 40 - 20 41 20 1 (Erasmus, 1993)
Noisette 62,4 - 5 54 16 - (Crews, et al., 2005a)
Noix 60 11 5 28 51 5 (Crews, et al., 2005b)
Noix coco 35,3 91 0 6 3 -
Noix du Brésil 66,9 - 24 48 24 -
- - (Erasmus, 1993)
Noix de cajou 41,7 - 18 70 6 -
Noix de carya 68,7 - 9 68 17 -
Noix de pecan 71,2 - 7 63 20 - (1001huiles, 2008)
Olive 20 - 16 75 8 - (Cabrini, et al., 2001)

Onagre 17 6 2 11 81** - (Krzyaniah et Kerjama, 1001)
Palme 35,3 85 0 13 2 - (Verleyen, 2002)

Pépin de courge 46,7 9 0 34 42-57 0-15 (Murkovic et Pfannhauser, 2000)

Pistache 53,7 - 9 65 19 - )

— (1001 huiles, 2008)
Raisin 20 - 12 17 71 -
Riz complet 10 - 17 48 35 1 (Erasmus, 1993)

Sésame 49,1 - 13 42 45 - (1001huiles, 2008)

Soja 17,7 9 6 26 50 7 (Cabirini, et al., 2001)
Tournesol 47,3 - 12 23 65 - (Warner, et al., 2006)

L’huile de tournesol se compose d’environ 90% d’acides gras insaturés (acides oléique (C16 :1) et linoléique

(C18: 2)) et 10% d’acides gras saturés (acides palmitique (C16 :0) et stéarique (C18 :0)). Cette composition en

acides gras des triglycérides de I’huile de tournesol varie en fonction du génotype. Jusqu’en 1960, la production

d’huile de tournesol provenait de variétés standards ayant une composition dominante en acides polyinsaturés

(acide linoléique). Suite aux travaux de Soldatov (1976), une lignée mutante riche en acide oléique a été isolée a

partir de la population Pervenets. Cette mutation est dominante ou partiellement dominante selon le fond

génétique et met en jeu 3 locis indépendants agissant en trans sur la suppression de l'activité oléate désaturase

responsable de la synthése d'acide linoléique a partir de l'acide oléique (Lacombe et al. 2004). Malgré la

complexité de son déterminisme, cette mutation a révolutionné en France I'utilisation de I'huile de tournesol

gréce a la mise sur le marché de nombreuses variétés hybrides riches ou trés riches en acide oléique (Lampi et
Kamal-Eldin, 1998).
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Actuellement, quatre types de variétés de tournesol peuvent étre rencontreés :
v Standards (ou classiques) : 20 a 50% d’acide oléique
v Mid Oléiques (MO) ou NuSun, dévelopées aux Etats-Unis, dont les teneurs en acide gras oléique sont
comprises entre 50 et 70%.
v Oléiques, variétés cultivées en Europe depuis les années 90, dont les teneurs en acide gras oléique
varient de 75% a environ 88%.
v High Oléiques (HO), cultivées en Europe depuis 2000, dont le potentiel de teneur en acide gras oléique

est supérieur a 88%.

Le Tableau 5 reporte la composition moyenne en acides gras des huiles de tournesol standard, mi-oléique et
oléique.

Tableau 5. Composition moyenne en acides gras de I'huile de différents types de tournesol
(Warner, et al., 2006; NSA, 2008)

Teneur en Acides Gras de I'huile de tournesol (%)

Type Saturés C18:1 C18:2
Classique 11 20 69
Mid-oléique 9 65 26
Oléique — HO 9 82 9
4.2.2. Fraction insaponifiable

La fraction insaponifiable d’un corps gras donné comprend I’ensemble de ses constituants (composés mineurs)

qui, apres une hydrolyse basique (saponification), restent hydrophobes et solubles dans les solvants aprotiques

(Figure 8).
CH,O00CR o @ CH20H
200CR, R,CO0" Na 2 _
® o e @ Fraction
CHOOCR,  + 3(Na +OH~) —  RCOO Na~ + CHOH insaponifiable
R COOe N @
a
CH,O0CR; 3 CH,0H
TAG Glycérine
+ Savon en solution
Autres composés ou glycérol

Figure 8. Réaction d’hydrolyse alcaline (saponification) des corps gras.

Les constituants chimiques de la fraction insaponifiable peuvent étre extrémement variés en nature et en

proportions :
v des hydrocarbures divers : hydrocarbures aliphatiques saturés et insaturés, hydrocarbures triterpéniques

(squaléne) ou tétraterpéniques (caroténes) etc.

v des composés terpéniques : alcools triterpéniques penta et tétracycliques, ainsi que des 4-méthylstérols

et des stérols, produits d’évolution du cycloarténol et du lanostérol. Outre les caroténes, on rencontre des
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tétraterpenes comportant des fonctions oxygénées (alcools, époxydes, cétones,...) connus sous le nom de
xanthopylles.

v desalcools gras : les cires sont des esters d’acides et d’alcool gras.

v des vitamines liposolubles : les vitamines A, D, E peuvent étre rencontrées dans les corps gras ; en
particulier, la vitamine E (tocophérols et tocotriénols) est observée de fagon systématique; avant

saponification, ils sont présents a la fois sous forme libre et sous forme d’esters d’acides gras.

Cependant, la composition de I’insaponifiable contenue dans un corps gras dépend de I’origine biologique de ce
corps gras, des traitements qu’il a pu subir (raffinage), ainsi que de la nature du solvant d’extraction (éther
diéthylique, hexane). Cette fraction représente environ 0,2 a 2% de I'huile (Tableau 6), mais des proportions

pouvant aller exceptionnellement jusqu’a 10% sont observées dans le beurre de karité (Merrien, et al., 1992).

5. Composés mineurs de I'akene de tournesol
5.1. Les tocophérols

5.1.1. Structures et caractéristiques

Les tocophérols désignent un ensemble de molécules composées d’un noyau 2-méthyl-6-chromanol et d’une
chaine latérale de 16 atomes de carbone saturée en C, (Verleyen, 2002). La chaine carbonée existe sous deux
formes : une forme comprenant trois insaturations qui caractérise les tocotriénols et une forme totalement saturée
caractérisant les tocophérols. Les quatre formes de tocophérols (a, B, v et 8) different par la position des

substitutions en C5, C7 et C8 de I’anneau aromatique (Figure 9).

Forme R1 R2
CH, Tocophérols
o CH3 CH3
B CHs H
¥ H CHs
8 H H

CHs

Figure 9. Structure des tocophérols et des tocotriénols.

Tocotriénols

Tous les isoméres naturels des tocophérols ont la méme configuration moléculaire, la forme RRR (Elmadfa et
Wagner, 2003; Lodge, 2005) qui est par ailleurs, parmi les 8 stéréoisoméres possibles, la forme la plus efficace
biologiquement (Burton, et al., 1998; Igarashi et Kiyose, 1999; Stone, et al., 2003).

Les tocophérols purs se présentent a température ambiante sous la forme d’une huile jaune pale, visqueuse
(température de fusion : 3°C), solubles dans les solvants apolaires comme I’hexane et insolubles dans I’eau. Ils
sont trés facilement oxydés en contact avec I’air mais également avec d’autres oxydants tels que les ions
métalliques et la lumiére. Sous conditions inertes, les tocophérols sont résistants a la chaleur (distillation a
200°C) (Netscher, 1999).
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La synthése chimique de I’a-tocophérol (Netscher, 1999; Chénevert et Courchesne, 2002) est possible a partir
des autres formes, mais cette synthése produit un mélange racémique de 8 stéréoisomeres (RRR, RRS, RSR,
RSS, SSS, SRR, SRS, SSR) ; c'est ce mélange qui est vendu comme complément vitaminique E.

5.1.2. Biosynthése des tocophérols
Les tocophérols sont des composés membranaires essentiels synthétisés dans I’enveloppe des chloroplastes (Soll,

et al., 1985). La biosynthese des tocophérols se faisant dans la membrane interne des plastes, I’existence d’un
transport vésiculaire permettant de véhiculer les tocophérols de la membrane interne vers la membrane externe a
été proposée (Soll, et al., 1985). Ils sont, de plus, situés dans les parties les plus fluides de la membrane (G6mez-
Fernandez, et al., 2002).

Les tocophérols sont synthétisés par I’'union de deux composes issus de deux voies métaboliques différentes : la
chaine prényl latérale (phytyl-diphosphate), produite par la voie de biosynthese des isoprénoides et le noyau
chromanol (acide homogentisique-HGA), produit par la voie du shikimate (Vandamme, 1992; Elmadfa et
Wagner, 2003; DellaPenna et Pogson, 2006). On obtient alors le 2-méthyl-6-phytylbenzoquinone (MPBQ),
premier vrai tocophérol, précurseur commun des quatre formes o, B, v, 8. Ce précurseur peut subir une
méthylation supplémentaire en R2 (2,3-diméthyl-6-phytylplastoquinol — DMPBQ) et la synthése des tocophérols
est alors divisée en deux voies : ces composés seront a I’origine soit des formes o (précurseurs MPBQ), soit des
formes vy (précurseurs DMPBQ). Ces formes & ou y peuvent alors étre & nouveau méthylées en position R1 (par
la y-méthyltransférase) pour donner respectivement les formes -, ou o.. Cette derniére est finalement la forme la

plus hautement méthylée. (DellaPenna et Pogson, 2006) (Figure 10).

Trés probablement, les y- et 6-tocophérols sont synthétisés via la méme cyclase. Parallelement, la méthylation
finale qui donne les formes o et B- tocophérols pourrait étre catalysée par le méme Tocophérol Méthyl
Transférase (y-TMT) (Hofius et Sonnewald, 2003; DellaPenna et Pogson, 2006).

L’augmentation de la teneur en tocophérols et plus particulierement de la forme alpha (a-tocophérol) reste
possible avec la surexpression des Tocophérol Méthyl Transférases (TMT) qui permettent de diminuer la teneur
des autres formes tocophérols (Van Eenennaam, et al., 2003; Ajjawi et Shintani, 2004). Cependant, la
biosynthése de I’a-tocophérol est limitée par des conditions stressantes sur la plante (températures élevées et
stress hydrique) : d’une part I’activité des y-TMTs est réduite (Shintani et DellaPenna, 1998; Collakova et
DellaPenna, 2003b; Collakova et DellaPenna, 2003a; Kanwischer, et al., 2005), et d’autre part, la teneur en
tocochromanols est limitée par la disponibilité des précurseurs tels que I’acide homogentisique (HGA) et le
phytol (Karunanandaa, et al., 2005).

Sur des graines de soja, la modification des genes codant pour les enzymes homogentisate phytiltransférase
(VTE2) et p-hydroxyphénylpyruvate dioxygénase (HPPD) peut augmenter la teneur en tocophérols jusqu’a 14
fois par rapport au témoin (Karunanandaa, et al., 2005; Valentin et Qi, 2005; Chen, et al., 2006), mais elle exige
deux transformations enzymatiques successives la premiere pour augmenter la teneur en DMPBQ (Activité
MPBQ méthyl transférase) et une deuxiéme impliquant l'activité Tocophérol Méthyl Transférase (y-TMT) pour

transformer le y-tocophérol résultant en a-tocophérol.

-29 -



CHAPITRE | — Etat des connaissances

Non-mevalonate pathway Tyrosine catabolism (shikimate Pathway)
Glyceraldehyde-3-P
and
pyTuvate
DXFP synthase l 4-Hydroxyphenylpyruvate
_02
1-Deoxy-D-xylulose-5-P HPPD |~
~= 02
| g
l GGDP G'-'J l
reductase e T
M \_J
Ceraw!geranyl -DF 5 OFF - "Jv\-:l‘\v"‘ P o N .
; Phytyl-DP Homogentisic acid
HGGT : ’ !

! i (HPT
| r

1 o 1
Y K Y MPBQMT

Carot » MPBQ DMPBQ
l Aljlnscd:;cfarlc‘iad Chiorophylls CE-'C‘GS@ C clase
Tocotrienals Gibberellins Plasioguinones
vrg
ETMT Tocopherols wTMT

f}*%/\r 0

Figure 10. Biosyntheése des tocophérols selon Hofius et Sonnewald, (2003) ; Ajjawi et
Shintani, (2004) ; DellaPenna et Pogson, (2006).
Une expérimentation portant sur la localisation de la biosynthése des tocophérols dans I’épinard montre que la
phase finale de cette biosynthése se produit dans les enveloppes membranaires internes des chloroplastes (Soll,
et al., 1985). On suppose que dans les graines en développement, la synthése a lieu au niveau des proplastes,

mais les spécificités de la synthése des tocophérols dans les graines n'ont pas été étudiées a ce jour.

5.1.3. Rodle physiologique des tocophérols dans la plante

a. Localisation des tocophérols

La distribution des tocophérols dans la plante est variable selon les especes végétales ; ils sont présents dans les
fruits, graines, feuilles et autres parties vertes. Les tocophérols sont localisés dans les plastes, en particulier dans
les amyloplastes des graines et des tubercules. On les trouve aussi dans les chloroplastes des tissus
photosynthétiques. Les leucoplastes des pétales et les chromoplastes des fruits en contiennent également
(Munné-Bosch et Alegre, 2002a).

L’a-tocophérol est situé uniquement & I’intérieur des plastes, et le y-tocophérol principalement a I’extérieur
(Booth, 1963; Goffman et Becker, 2002). La forte concentration dans les membranes des chloroplastes peut étre
liée a la propriété des tocophérols a capter les oxygénes actifs et les radicaux péroxydes (Hofius et Sonnewald,
2003) ; ainsi les tocophérols auraient un role protecteur lors de I’assimilation photochimique de la lumiere
(Munné-Bosch et Alegre, 2002b; Dérmann, 2007).
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La fonction et la localisation des tocophérols dans la graine sont moins bien connues. Leur activité antioxydante
et leur activité de protection des chaines polyinsaturées des acides gras implique leur association intime avec les
réserves lipidiques (Sattler et al., 2003), et il a été montré chez le tournesol qu'effectivement, les tocophérols font
partie intégrante des oléosomes (Fisk et al. 2006) qui constituent probablement la seule fraction enrichie de la

graine.

b. Roéle des tocophérols dans la plante et la graine

La principale fonction des tocophérols est de stabiliser, rigidifier et réguler la perméabilité des membranes. Par
leur activité antioxydante, ils peuvent bloquer la propagation de la péroxydation des lipides a I’intérieur de la
membrane, en particulier lors de stress hydriques, ou ils contribuent a la photoprotection des chloroplastes
(Munné-Bosch et Alegre, 2002b). Une des principales fonctions des tocophérols de la graine serait d’assurer leur
viabilité en préservant de I’oxydation les lipides de réserve (Sattler, et al., 2004). Ainsi, durant le stockage des
graines, la teneur des différents tocophérols diminue progressivement (Daood, et al., 1996; Lampart-Szczapa, et
al., 2003).

L’a-tocophérol protége les lipides tissulaires de I’attaque des radicaux libres en limitant la propagation de la
péroxydation dans les membranes car ils forment & partir des radicaux lipidiques des composés plus stables. A la
pression d’oxygéne normale, le radical lipidique majeur est le radical péroxyde (ROO") qui peut se convertir en
hydropéroxyde (ROOH) grace a un donneur d’électrons. Les tocophérols ont la propriété de pouvoir donner un
hydrogene de leur groupement phénolique aux radicaux pour les stabiliser et ainsi stopper la propagation en
chaine de I’oxydation (Frankel, 1984; Bramley, et al., 2000) suivant la réaction :

tocophérol-OH + ROO™> tocophérol-O" + ROOH

ROO" : radical libre lipidique

In vivo, I’a-tocophérol a pour fonction de protéger les structures sensibles & I’oxydation comme les lipides et le
classement des tocophérols naturels selon leur activité anti-oxydante est: a-tocophérol > B-tocophérol > y-

tocophérol > 3-tocophérol. La réactivité in vitro est a I’inverse (Lampi et Kamal-Eldin, 1998; Verleyen, 2002).

Sur des graines de pavot Papaver somniferum L. le degré d’oxydation des acides gras augmente de fagon
corrélée avec le degré d’endommagement des graines et la dégradation du y-tocophérol (Wagner, et al., 2003).
Ce rdle protecteur pourrait expliquer la corrélation mise en évidence par certaines études entre la teneur en
tocophérols et le degré d’insaturation des huiles. De méme, lors de la thermo-oxydation d’huile de tournesol HO
la polymérisation des triacylglycérols est liée & la diminution de la teneur en a- tocophérol (Zacheo et al., 2000 ;
Quiles et al., 2002 ; Lampi et Kamal-Eldin, 1998).

Les variétés de tournesol enrichies en 3-tocophérol limitent également la polymérisation des huiles (Neff, et al.,
2003; Warner, et al., 2003). Seule la présence de tocophérols, et non la quantité, inhibe la polymérisation des
triacylglycérols (Lampi et Piironen, 1999). L'action des tocophérols semble étre potentialisée par les

phospholipides membranaires (Bandarra, et al., 1999).
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5.1.4. Facteurs de variation de la teneur et de la composition en
tocophérols dans les graines
La teneur et composition en tocophérols dans les huiles varient selon les especes végétales et au sein d’une
méme espece selon les génotypes (Tableau 7). Parmi les oléagineux, le tournesol se situe entre le colza et le soja
avec une teneur totale en tocophérols de 546 & 1872 mg.kg™ d’huile selon les génotypes (Demurin, et al., 1996;
Velasco, et al., 2002; Ayerdi Gotor, et al., 2006).

Tableau 7. Teneur et composition en tocophérols (mg.kg™ d’huile) dans les principales huiles végétales.

Teneur totale Tocophérols (%)
Huiles en Auteurs
tocophérols ¢ B v 3
Amande douce 215 70 1 29 / (www.foodscience.az.nz, 2007)
332 56 1 42 1 (Verleyen, 2002)
Arachide 396 40 / 46 14 (De Greyt, et al., 1998)
365 36 / 58 6 (Bramley, et al., 2000)
Argan 600 10 1 75 14 (Khallouki, et al., 2005)
413 83 / 17 / (Bramley, et al., 2000)
Carthame ns. 92 2 5 1 (Lampi, et al., 2002)
Chanvre 690 7 1 B 87 (Kriese, et al., 2004)
n.s. 28 / 71 2 (Grusak et DellaPenna, 1999)
Colza 254 35 1 63 2 (Bramley, et al., 2000)
739 26 / 71 2 (Verleyen, 2002)
Germe de blé 2571 52 28 10 10 (Bramle_y, et al., 2000)
n.s. 64 13 23 / (Lampi, et al., 2002)
782 14 6 7 3 (Bramley, et al., 2000)
Mais 540 22 2 73 3 (Warner et Mounts, 1990)
770 33 / 63 3 (Sanchez-Pérez, et al., 2000)
Noisette n.s. 93 >2 3 <1 (Crews, et al., 2005a)
n.s. 99 / 1 / (Bramley, et al., 2000)
Noix 400 3 / 93 4 (Crews, et al., 2005b)
Noix coco 11 45 / 55 / (Bramley, et al., 2000)
140 93 / 7 / (Sanchez-Pérez, et al., 2000)
Olive 126 94 / 6 / (Bramley, et al., 2000)
108 41 / 58 1 (Verleyen, 2002)
Pépin de courge 678 11 / 72 17 (Stevenson, et al., 2007)
1153 7 1 69 23 (Bramley, et al., 2000)
Soja 1000 12 1 61 26 (Warner et Mounts, 1990)
1173 12 / 68 20 (Verleyen, 2002)
Sésame 447 32 / 68 / (Verleyen, 2002)
n.s 96 2 2 / (Grusak et DellaPenna, 1999)
546 90 / 9 1 (Bramley, et al., 2000)
660 92,4 15 4,4 1,5 (Warner et Mounts, 1990)
709 88 7 5 / (Séanchez-Pérez, et al., 2000))
Tournesol 1872 88-96 39 1-4 / (Velasco, et al., 2002)
/ ! 60-97 / (Velasco, et al., 2004b; Velasco, et
n.s. 30 0-77 / / al., 2004c)
/ / / 0-68 "

n.s. : non spécifié

La variation a la récolte des teneurs en composés mineurs dans I’akene de tournesol est tributaire de deux
catégories de facteurs. D’une part, le potentiel génétique va déterminer la composition de I’akéne et d’autre part,
I’expression du potentiel génétique va étre conditionnée par le contexte plus ou moins maitrisable de la culture

(sol & climat et conditions culturales).

a. Facteurs environnementaux

Quelles que soient les espéeces, on trouve une part significative de variation due a des effets environnementaux.
Ainsi, l'effet du lieu de culture s'est montré significatif sur colza (Marwede, et al., 2004), sur avoine et
orge (Peterson et Qureshi, 1993), sur soja (Dolde, et al., 1999) et sur tournesol (Nagao et Yamazaki, 1983;
Velasco, et al., 2002).
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Bien qu’une action indirecte de la température par le biais des teneurs relatives en acides gras polyinsaturés ait
été suggérée (Almonor, et al., 1998), une augmentation de la température entraine une diminution des
tocophérols libres, comme cela a été démontré chez le soja (Dolde, et al., 1999). Cependant ce mécanisme est
complexe, et d’autres études, sur le soja, ont mis en évidence une augmentation du métabolisme du 3- ou du y-
tocophérol pour former I’a-tocophérol, en outre I’augmentation totale des tocophérols n’est pas dépendante des
niveaux individuels de chaque tocophérol (Britz et Kremer, 2002; McCord, et al., 2004). Cependant, la
transposition au tournesol n’est peut étre pas aussi simple car cette espéce n’accumule pratiquement que de I’a-
tocophérol. Une étude réalisée sur du tournesol montre que I’augmentation de température (3 — 5°C) pendant la
phase de remplissage de la graine (0—30 JAF) diminue la teneur totale en tocophérols tandis qu’elle est sans effet

sur la période de remplissage 30—45JAF (lzquierdo, et al., 2007).

Le déficit en eau provoque une augmentation de la teneur en tocophérols totaux chez le soja (Britz et Kremer,
2002) et cet effet serait dépendant de la variété. La teneur en tocophérols diminue avec un stockage prolongé des
graines simultanément a une réduction de la viabilité des graines (Daood, et al., 1996; Tammela, et al., 2000;
Zacheo, et al., 2000; Lampart-Szczapa, et al., 2003). La teneur en tocophérols diminue d’autant plus rapidement

que la graine est décortiquée ou endommagée (Zacheo, et al., 1998; Zacheo, et al., 2000; Wagner, et al., 2003).

b. Facteur génétique

La variabilité génétique des teneurs et compositions en tocophérols a été démontrée chez de nombreuses especes
cultivées : colza, soja, avoine, blé, mais, riz (Dolde, et al., 1999; Kurilich et Juvik, 1999; Goffman et Becker,
2002; Velasco, et al., 2002; Bergman et Xu, 2003; Hampshire, 2003).

Des travaux spécifiques d’amélioration génétique, par sélection ou par transformation sont en cours sur la plante
modele Arabidopsis thaliana (Van Eenennaam, et al., 2003; Ajjawi et Shintani, 2004; Van Eenennaam, et al.,
2004), et sur especes cultivées (mais, colza) (Rocheford, et al., 2002; Egesel, et al., 2003; Marwede, et al.,
2004). Les travaux publiés sur le tournesol sont orientés vers une modification du profil afin d’augmenter son
degré de stabilité oxydative. L’huile de tournesol est la seule espece oléagineuse de grande culture a accumuler
essentiellement de I’a-tocophérol (Merrien, et al., 1992). Cependant, de récentes études proposent des génotypes
dont la teneur en f-, 3- ou y-tocophérol est supérieure a celle de I’a-tocophérol (Velasco, et al., 2004b; Velasco,
et al., 2004c; Demurin, et al., 2007). L’accumulation des tocophérols serait sous I’influence de deux genes (Tphl
et Tph2). Ces génes contrélent I’accumulation des tocophérols dans la graine de tournesol. Tphl interviendrait
sur la concentration en a- et en - tocophérol, si I'on se réfere aux voies de synthése, cette fonction concernerait
probablement I'activité MPBQ méthyl transférase (Figure 10). Le géne Tph2 contr6lerait le niveau d’o- et de y-
tocophérols, c'est-a-dire l'activité Gamma Tocophérol Méthyl Transférase (Demurin, et al., 1996). Ces deux
locus seraient indépendants (Vera-Ruiz, et al., 2006) car ils sont localisés dans des groupes de liaison différents.
Des mutants avec des teneurs élevées en y-tocophérol (85%), en B-tocophérol (jusqu’a 77%) ou en &-tocophérol
(jusqu’a 73%) ont été obtenus par recombinaison de deux mutations (Velasco, et al., 2004b; Garcia-Moreno, et
al., 2006). La teneur en pB-tocophérol (jusqu’a 70%) peut étre augmentée par une triple mutations des
méthyltransférases (Hass, et al., 2006; Tang, et al., 2006).
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La conversion des variétés en « High Oleic » semble entrainer une augmentation significative de la teneur en o et
B-tocophérol chez le colza (Goffman et Becker, 2002). Il est possible que ce comportement présente une
interaction avec I’effet année, et plus particulierement, la température durant le remplissage de la graine. Des
interactions entre profils d’acides gras, température et profils ou teneurs en tocophérols ont aussi été démontrées
chez le soja (Britz et Kremer, 2002; McCord, et al., 2004). Demurin et al. (1996) ont mis en évidence une
corrélation négative entre la teneur en acide oléique (C18 :1) et I’accumulation des tocophérols dans la graine de
tournesol tandis que Dolde et al. (1999) ont remarqué une évolution similaire avec la teneur totale en acides gras

saturés.

L’héritabilité semble plutot faible pour les lignées fixées, qui présentent une forte interaction génotype x
environnement, comme observé chez le colza (Marwede, et al., 2004). Par contre, la sélection d”hybrides semble
plus favorable avec de bonnes valeurs d’héritabilité et un effet moindre de I’environnement chez le mais (Egesel,

et al., 2003). Chez le tournesol, aucune étude de I'néritabilité des teneurs en tocophérols n'a été recensée.

5.2. Les phytostérols

5.2.1. Structures et caractéristiques

Les stérols des plantes, appelés phytostérols, sont des alcools stéroides, membres de la famille des terpénes. Les
phytostérols sont constitués d’un assemblage tétracyclique cyclopentaphénanthrénique (A, B, C, D) comprenant
un groupement hydroxyle en position 3 du cycle A et une chaine latérale. Les phytostérols ont une structure

chimique similaire au cholestérol (Figure 11).

2,
HO
Cholestérol
A &£
HO I : HO HO
B-sitostérol Stigmastérol Campestérol

Figure 11. Structure chimique du cholestérol et des principaux phytostérols.

Les principaux phytostérols identifiés chez le tournesol sont par ordre décroissant de teneurs : le B-sitostérol
(24B-éthylcholest-5-én-3p-ol), le A’-stigmastérol (24a-éthylcholest-7-én-3-ol), le stigmastérol (24a-
éthylcholesta-5,22-dién-3p-ol), le A’-avénastérol (24-éthylidenecholest-7-én-3p-ol), le A°-avénastérol (24-
éthylidencholest-5-én-3p-ol), le campestérol (24p-méthylcholest-5-én-3p-ol) et le A’-campestérol (24-

-34 -



CHAPITRE | — Etat des connaissances

méthylcholest-7-én-3B-ol) (Dutta et Normen, 1998; Verleyen, 2002). Les phytostérols sont appelés stanols
lorsqu’ils sont hydrogénés. Les stanols sont présents a I’état de traces dans les plantes, les oléagineux et les
huiles végétales et en quantités plus importantes lors de la transformation d’un produit pour un usage

commercial (Moreau, et al., 2002).

5.2.2. Biosynthése des phytostérols

Les phytostérols sont synthétisés dans le cytoplasme a partir du squaléne via la voie du mévalonate du
métabolisme des isoprénoides. A partir de la production de I’isopentylpyrophosphate de I’acétyl-CoA via I’acide
mévalonique, on obtient le farnesyl diphosphate qui est ensuite condensé en une molécule de squaléne. Les
étapes qui conduisent au squaléne sont trés vraisemblablement communes aux deux regnes (animal et végétal).
L’étape limitante de la biosynthese de ce dernier se situe au niveau de I’intervention de la HMG-CoA réductase.
Le squaléne, grace a une époxidase, est transformé en cycloarténol ce qui constitue le précurseur de synthese des
alcools triterpenes, des phytostérols et des brassinostéroides (Zhou, et al., 2004). Par I’intermédiaire du

cycloeucalénol et de I’obtusifoliol, celui-ci conduit aux phytostérols (Figure 12).

La plupart des enzymes qui participent a ces réactions sont associées a la paroi du réticulum endoplasmique avec
une participation du plasma membranaire pour certains stérols comme le stigmastérol (Hartmann, 1998). Les
phytostérols sont donc synthétisés dans le cytosol et ils sont ensuite véhiculés vers les membranes. Les stérols
sont présents sous différentes formes chez les plantes. La forme libre est la plus fréquemment rencontrée. lls
peuvent cependant former des stéryl-glucosides ou des stéryl-glucosides acétylés (Toivo, et al., 2001; Roche,
2005). L’huile de tournesol contient environ 60% des stérols sous forme libre et le reste est sous forme estérifiée
(Figure 13) (Phillips, et al., 2002).

R R
o
Phytostérol libre Stéryl ester
R R
o
i
o}
CH:OH “CHOH

OH oH
OH 1, Stéryl glucoside OH Stéryl glucoside acétylé

CH

Figure 13. Principales structures conjuguées des phytostérols (Liu et al., 2007).

L'un des facteurs limitants de I'accumulation des phytostérols est la syntheése du mévalonate : celui ci dépend de
I'activité 3-hydroxy-3-méthylglutaryl coenzyme A réductase 1 (HMGRL), et lorsque cette enzyme est sur
activee, I'accumulation des phytostérols peut étre multipliée par 2 ou 3 (Harker, et al. 2003; Schaller, 2004 ; Hey,
et al., 2006).
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5.2.3. Rodle physiologique des phytostérols dans la plante

a. Localisation des phytostérols

Les phytostérols sont localisés dans les membranes lipidiques cellulaires sous la forme libre (B-OH en C3)
(Schaller, 2003). Les stéryl-glucosides et les stéryl-glucosides acétylés sont des molécules conjuguées
synthétisées et localisées dans le plasma cellulaire (Schaller, 2003) et qui constitueraient le pole de réserve des
stérols libres (Gondet, et al., 1994; Banas, et al., 2005). Les stérols se trouvent en faibles quantités dans le
réticulum endoplasmique, le tonoplaste, les membranes mitochondriales et dans les chloroplastes. Ils ne sont pas
présents dans les membranes des thylacoides (Hartmann, 1998).

Ainsi, les phytostérols libres ou conjugués sont distribués dans la plupart des cellules végétales, la régulation de

la proportion de ces deux formes serait liée a la teneur en formes libres dans le plasma cellulaire.

b. Réle des phytostérols dans la graine

Les phytostérols, synthétisés dans le cytosol, sont ensuite véhiculés vers les membranes. lls participent a la
composition structurale des membranes. La région lipophile de la molécule est intégrée a I’intérieur de la couche
lipidique. Seul le groupement hydroxyle est en contact avec le milieu aqueux. De par leur position au sein de la
membrane, les phytostérols participent activement aux controles des processus métaboliques qui sont associés
aux membranes (Lindsey, et al., 2003). Les phytostérols libres servent a stabiliser les bicouches
phospholipidiques dans les membranes cellulaires, a I’identique du cholestérol dans les membranes cellulaires
animales (Moreau, et al., 2002). lls permettent ainsi de rigidifier et de controler le niveau de fluidité des
membranes cellulaires (Schaller, 2003) en ayant la capacité de restreindre la mobilité des chaines acyles des
graisses (Hartmann, 1998). Cependant leur réle serait plus actif qu’on ne le pensait initialement : leur implication
dans les régulations hormonales est treés étudiée, aussi bien en tant que précurseurs des brassinostéroides (Diener,
et al., 2000; Schaller, 2003), que directement au niveau de I’organisation de la membrane cellulaire, en tant que

médiateurs de I’interaction entre les protéines et les lipides membranaires (Lindsey, et al., 2003; Schaller, 2003).

Les phytostérols jouent également un role déterminant dans la division et la différenciation cellulaire et plus
particulierement dans la régulation du développement embryonnaire (Clouse, 2000) ainsi que dans la fertilité en
facilitant la germination du tube pollinique (Clouse, 2002). Les variations de teneurs en phytostérols pourraient
étre corrélées avec I’adaptation des plantes a la variation de température (Palta, et al., 1993; Buchanan, 2000).
D’autre part, Yoshida et Niki (2003) ont montré un effet antioxydant des phytostérols sur I’huile.

5.2.4. Facteurs de variation de la teneur et de la composition en

phytostérols dans les graines

Comme pour les tocophérols, la teneur et composition des phytostérols varie en fonction de I’espéce végétale :
soja, colza, tournesol, avoine et selon les variétés (Maatta, et al., 1999; Vlahakis et Hazebroek, 2000) (Tableau
8). La majorité des huiles végétales contiennent de 1 a 5 g de stérols / kg d’huile. L’huile de tournesol contient
majoritairement du B-sitostérol devant le campestérol et le stigmastérol. L’huile de tournesol ne contient
pratiqguement pas de squaléne qui participe a la synthése des graisses et a la formation du cholestérol ce qui lui
confére des atouts nutritionnels.
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Tableau 8. Teneur et composition en phytostérols (mg.100g™ d’huile) dans les principales huiles végétales.

Phytostérols (mg/100g d'huile)

Huile Auteur

Campestérol _Stigmastérol _B-sitostérol  TOTAL stérols
Amande douce 5 3 122 143 Instituto de la grasa
. 38 22 169 229 (Verleyen, 2002)
Arachide 15 4 68 171 (Phillips, et al., 2005)
49 40 231 444 Instituto de la grasa
CeriEme 10 34 2 204 (Phillips, et al., 2005)
136 - 224 668 (Phillips, et al., 2005)
Colza 309 - 404 713 (Verleyen, 2002)
104 3 183 293 (Lechner, et al., 1999)
122 traces 303 425 (Verleyen, 2002)
Germe de blé 102 4 304 410 (Ostlund, et al., 2003)
37 - 63 % (Ballesteros, et al., 1995)
. 32 4 357 408 (Verleyen, 2002)
Graine de coton 9 1 75 300 (Phillips, et al., 2005)
24 36 37 n.s. (Ballesteros, et al., 1995)
Mais 200 68 646 914 (Verleyen, 2002)
71 34 291 773 (Phillips, et al., 2005)
7 1 140 166 (Crews, et al., 2005b)
Noix 6 traces 87 108 Instituto de la grasa
10 1 190 201 (Amaral, 2005)
3 3 15 73 (Phillips, et al., 2005)
Noix de coco 6-11,2 11,4-15,6 32,6-50,7 40-120 (Codina.net, 2007)
8 12 48 69 (Verleyen, 2002)
2 1 52 150 (Phillips, et al., 2005)
Olive 5 - 127 193 (Verleyen, 2002)
2 - 98 n.s. (Ballesteros, et al., 1995)
palme 14 10 43 67 (Verleyen, 2002)
13 8 34 67 Instituto de la grasa
Sésame 38 9 114 506 (Phillips, et al., 2005)
33 22 113 240 (Dachtler, et al., 2003)
6 4 40,3 297 (Phillips, et al., 2005)
Soja 91 82 175 360 (Lechner, et al., 1999)
32 35 210 350 (Sanchez-Muniz, et al., 2004)
34 36 187 350 (Sanchez-Muniz, et al., 2004)
Tournesol 12 3 100 352 (Phillips, et al., 2005)
31 20 186 350 (Lechner, et al., 1999)

n.s. non spécifié

a. Facteurs génétiques

Les différences génotypiques ont été observées chez le seigle (Zangenberg, et al., 2004), I’avoine (Méaatta, et al.,
1999) et I’arachide (Jonnala, et al., 2006) mais les résultats sont contradictoires chez le colza (Beermann, et al.,
2003; Hamama, et al., 2003). Il semble que la variabilité génétique soit moins importante pour ces composés que
pour les tocophérols. Les premiers résultats obtenus par notre équipe sur le tournesol lors des études
préliminaires a ce travail de thése vont dans ce sens, bien que des différences variétales aient pu étre mises en
évidence (Ayerdi Gotor, 2004).

b. Facteurs agro-environnementaux

L’effet environnemental affecte significativement la distribution des stérols, cependant I’effet du lieu de culture
est beaucoup moins important que sur les tocophérols (Vlahakis et Hazebroek, 2000; Yamada et Toshitaka,
2002; Hamama, et al., 2003; Ayerdi Gotor, 2004; Zangenberg, et al., 2004) voire inexistant sur une culture
multilocale d’avoine (Maatta, et al., 1999). Peu d’études relatent des modifications de composition des
phytostérols sur la culture du tournesol. D’apres Vlahakis et Hazebroek (2000), la teneur totale en phytostérols
augmente avec la température durant la maturation de la graine sur du soja. La composition en phytostérols varie
significativement, avec une augmentation du pourcentage en campestérol et une faible diminution des teneurs en
stigmastérol et en B-sitostérol, lorsque la température augmente. Au contraire, sur du seigle, la teneur totale en

phytostérols diminue significativement avec des températures plus élevées (Zangenberg, et al., 2004). Pendant la
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maturation des akénes, la cinétique d’accumulation varie selon les différentes formes de phytostérols. Pour le A’-
campestérol et le A’-avénastérol, I’accumulation se réalise pendant toute la phase de maturation, tandis que pour
le campestérol, le stigmastérol et le A”-stigmastérol, le maximum est atteint avant le 26°™ jour aprés floraison et
reste stable ou diminue légérement, pendant la maturation de I’akéne (Mozzon, et al., 1998; Poirier, 2003;
Ayerdi Gotor, 2004). Une étude biannuelle portant sur la comparaison de trois hybrides de tournesol (Santiago
I1, Proléic 204 et Ichragles) montre que la date de semis influe sur le remplissage de I’akéne mais également
qu’un apport en eau entraine une diminution de la teneur en phytostérols (Roche, et al., 2006). La présence de
lombrics ou de champignons dans des plantains lancéolés entraine une augmentation significative de la teneur en

phytostérols totaux, en B-sitostérol et en campestérol (Wurst, et al., 2004).

6. Qualité des semences de tournesol
La qualité des semences de tournesol va étre déterminée par sa qualité germinative, mais aussi par la

composition de sa graine.

6.1. Qualité germinative des semences de tournesol
La qualité germinative des akenes de tournesol est un parameétre de qualité des semences. Au préalable d’une

mise sur le marché d’une variété, les entreprises semenciéeres doivent procéder a une détermination du taux de
germination qui doit étre supérieur a 85% pour que la semence puisse étre mise sur le marché (European
Community, 2002). Cependant, I’altération des semences est influencée par plusieurs facteurs environnementaux
et biologiques qui sont actuellement méconnus. L’effet synergétique d’une température élevée (jusqu’a 50°C)
associée a un taux d’humidité relatif proche de la saturation favorise la dégradation des semences (McDonald,
1999). D’autre part, des études ont montré que la présence de moisissures sur des graines réduisait leur viabilité
(McDonald, 1999; Merritt, et al., 2003). Ainsi, les conditions de stockage optimales permettent de maintenir la

qualité initiale des semences.

Afin de mieux comprendre les mécanismes d’altération de la graine, plusieurs études ont été réalisées dans des
conditions accélérées de vieillissement (température, humidité relative, obscurité, oxygene, taux
d’endommagement de la graine) afin de déterminer la qualité germinative des graines et I’évolution des teneurs
en composés mineurs. Différentes espéces végétales ont été étudiées (Ellis et Roberts, 1980; Zacheo, et al., 1998;
Goffman et Mollers, 2000; Zacheo, et al., 2000; Merritt, et al., 2003; Wagner, et al., 2003) et la synthése de ces

études est reportée dans le Tableau 9.

Chez le tournesol, au-dessus de 45°C, les protéines de la graine sont dénaturées et au-dela du troisieme jour
d’exposition, I’akéne n’est plus viable (Corbineau, et al., 2002; Kibinza, et al., 2006). Une augmentation de la
teneur en malonylaldéhyde et en en eau oxygénée (H,0,) associée a une diminution de la glutathion réductase

dans la graine a été observée.

Il existe une relation entre la teneur en acides gras et la germination : une diminution de 15% des acides gras
entraine une perte de 90% du taux de germination (Halder, et al., 1983). Cette diminution du taux de germination
serait liée aux composants des membranes cellulaires et plus particuliéerement a la péroxydation des lipides
(Bewley, 1986). Les antioxydants tels que I’a-tocophérol, la vitamine C et le -caroténe préviennent la formation

de ces radicaux libres.
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Par ailleurs, quel que soit le type de vieillissement (accéléré ou naturel), il n’y a pas de différences
significatives entre la teneur en tocophérols totaux et le taux de germination (Fielding et Goldswothy,
1980; Priestley, et al., 1980). Cependant, une étude réalisée sur des graines de Pin montre une perte de la
viabilité ainsi qu’une réduction de la teneur en a-tocophérol au cours du temps (Tammela, et al., 2000).
Les tocophérols pourraient jouer un réle important lors de la germination car ils protégeraient I’embryon
et les lipides de réserve face aux oxydations dés I’imbibition de la graine quand les mécanismes de
germination s’activent et les enzymes reprennent leur activité, mais aussi ils sont nécessaires pour

I’activation du systéme photosynthétique (Kruk, et al., 2005; Krieger-Liszkay et Trebst, 2006).
6.2. La spectrométrie proche infrarouge (SPIR): un outil de diagnostic
6.2.1. Un outil de diagnostic rapide et performant

Depuis une trentaine d'années, I'utilisation de I'analyse dans le proche infrarouge s'est largement répandue
dans l'industrie : elle permet des résultats rapides en laboratoire pour le contr6le qualité, une économie
substantielle en frais analytique tout en gardant une bonne fiabilité en process et rend possible le contrdle
en ligne. Les progrés dans l'instrumentation et en chimiométrie ont permis une croissance soutenue de

cette technique.

La spectrométrie est une méthode d’analyse dont le principe repose sur I’absorption de la lumiére proche
infrarouge (longueurs d’ondes comprises entre le visible et I’infrarouge moyen c'est-a-dire entre 400 et
2500 nm) par la matiere organique. La spectrométrie proche infra-rouge (SPIR) permet de doser
quantitativement les constituants chimiques constitués d’atomes de carbone, d’oxygéne, d’hydrogéne,
d’azote... reliés entre eux par des liaisons chimiques covalentes. Elle ne dose pas directement un
constituant (eau, protéines, matiéres grasses...) mais le nombre de liaisons chimiques spécifiques du
constituant (O-H pour I’eau, N-H pour les protéines, C-H pour les matiéres grasses,...). Les bandes
d’absorption de tous les constituants ou paramétres susceptibles d’étre dosés se recouvrent en grande

partie dans le proche infrarouge (Figure 14).

250 500 1080 2000 4000 6000 Longueur d'ondes (nm)
Ultraviolet -ale I Proche infrarouge Moyen infrarouge

Figure 14. Bandes du spectre lumineux.

Il n’est donc pas possible de se contenter d’une mesure d’absorption lumineuse a une seule longueur
d’onde qui serait caractéristique du produit a doser, mais au contraire de procéder a une détermination sur
une série de plusieurs longueurs d’ondes. La SPIR est une méthode analytique indirecte ; un modéle de
prédiction (équation de prédiction ou de calibration) est appliqué au spectre afin de déterminer la
concentration d’un composé. Cette équation de prédiction est obtenue aprés la phase de calibration qui
correspond a la mise en corrélation de I’ensemble de données spectrales d’un grand nombre

d’échantillons et des valeurs de références respectives du composé que I’on cherche a calibrer (on parle
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aussi de méthode comparative). Par le biais des différentes méthodes statistiques (régression en

composantes principales, régression linéaire multiple, PLS), on aboutit a une équation de prédiction.

Le grand avantage de cette technique est la facilité d'échantillonnage. C'est une mesure qui peut étre non
destructive (soja, blé, fruits, foie gras,..). Malgré la lourdeur de la phase d'étalonnage, l'analyse proche
infrarouge est une technique qui permet des analyses multi-composants simultanées avec une grande

rapidité, une faible quantité de produit et un codt analytique faible.

6.2.2. Développement pour la caractérisation des

oléagineux
La spectrométrie proche infrarouge est utilisée pour déterminer différents paramétres sur une grande
variétés de matrices de graines ou d’huile végétales a partir de la discrimination de certaines bandes
d’absorption (Hourant, et al., 2000) : détermination du taux d’humidité, de la teneur en huile, du taux de
protéines et de la composition en acides gras par SPIR sur des graines de sésame (Sato, et al., 2003; Sato,
et al., 2004) ; du profil d’acides gras sur graines entiéres de colza (Sato, et al., 1998) ou sur des olives
entieres (Ledn, et al., 2003).

L’importance du développement d’hybrides de tournesol a haute teneur en acide oléique a impulsé, ces
derniéres années, de nombreuses études pour évaluer la capacité de la spectrométrie proche infrarouge a
prédire la composition en acides gras. La pertinence de la forme de la matrice tournesol a été largement
étudiée : akéne entier non décortiqué, akene entier décortiqué, akénes broyés ou huile (Sato, et al., 1995;
Pérez-Vich, et al., 1998; Velasco, et al., 1999; Velasco, et al., 2004a; Moschner et Biskupek-Korell,
2006; Biskupek-Korel et Moschner, 2007). Les résultats montrent que I’outil SPIR permet de prédire avec
un coefficient de détermination supérieur a 98% les teneurs en acide oléique et acide linoléique pour
toutes les matrices excepté sur la graine intacte (interférence de la coque noire de la graine). La prédiction
des autres acides gras tels que I’acide palmitique et I’acide stéarique est obtenue avec une précision
moindre (R2 = 80 %) car la gamme de variabilité des teneurs est plus étroite pour ces deux acides. Une
meilleure prédiction des teneurs en acide stéarique a été obtenue par la création d’hybrides mutants
enrichis en acide stéarique ; le coefficient de détermination sur une graine entiere augmente (R? = 88%)
(Velasco, et al., 2004a).

L analyse des composés mineurs par spectrométrie proche infrarouge est un sujet peu exploré dans la
littérature. Pour I’analyse des tocophérols, des travaux portant sur la luzerne (Gonzalez-Martin, et al.,
2006) et sur des huiles végétales (Szlyk, et al., 2005) montrent des coefficients de détermination élevés
(R2 = 99%) par rapport a ceux obtenus avec la prédiction des acides gras. L’analyse de la partie stérolique
dans I’huile d’olive a été déterminée par spectrométrie de Raman a transformée de Fourier et montre que
les bandes des composants comme celles du B-caroténe ou de la lutéine peuvent étre facilement
identifiées (Baeten, et al., 2001).
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7. Bilan de la revue bibliographique et présentation des
travaux

La France produit 57% du tournesol européen et au niveau national, la région Midi-Pyrénées est le 2°™
bassin producteur de tournesol derriére la région Poitou Charente. Bien que la production pour usage
industriel soit en progression, I’huile de tournesol est essentiellement destinée a la consommation
humaine. L’huile de tournesol bénéficie d’une bonne image, en raison de sa composition équilibrée en
acides gras insaturés. Mais sa bonne image provient aussi de sa grande richesse en composés mineurs,
notamment en tocophérols (vitamine E), intéressants tout autant pour leur effet santé, que pour leur action
anti-rancissement de I’huile. De plus, le tournesol est le seul oléagineux de grande culture dont la graine
accumule majoritairement I’a-tocophérol, isomére ayant la plus grande activité vitaminique. L'huile de
tournesol présente également un intérét industriel pour la production d’esters d’acides gras
(essentiellement pour les biocarburants). Lors du processus de fabrication, une fraction dite insaponifiable
est isolée : on y retrouve les tocophérols et les phytostérols, ce qui en fait un co-produit a fort potentiel de

valorisation.

Le développement actuel de la notion d’aliment fonctionnel entraine une attention croissante concernant
les teneurs en composés mineurs a effets santé. L’intérét pour les tocophérols et les phytostérols s’est
considérablement développé ces derniéres années. Cependant, peu de travaux ont été publiés a ce jour sur
I’amélioration des espéces cultivées pour leur teneur et profil en composés mineurs. Le tournesol
jouissant d’une bonne image "santé", il serait intéressant de connaitre le potentiel de sélection d’hybrides
associant performances agronomiques et teneurs en micronutriments. Ce travail de recherche s’inscrit

dans une optique visant le renforcement des débouchés pour la culture du tournesol en Midi-Pyrénées.

Par ailleurs, la capacité germinative des grains peut étre altérée par les conditions de stockage. Afin de
mieux comprendre les mécanismes d’altération de la graine, plusieurs études ont été réalisées dans des
conditions accélérées de vieillissement sur différentes espéces, afin de déterminer la qualité germinative
des graines et de déterminer I’évolution des teneurs en composés mineurs. Sur le tournesol, il serait
également intéressant de se demander comment ces deux familles de composés (tocophérols et
phytostérols) varient et peuvent affecter la capacité germinative et la vigueur de la plante, ou la capacité

de conservation des semences.

Enfin, la méthode par spectrométrie proche infra-rouge est une méthode indirecte qui permet d'analyser
facilement et rapidement des échantillons et de déterminer simultanément différents parametres dans les
graines. La littérature montre une gamme diversifiée de calibration pour le tournesol (protéine, humidité,
profil d'acides gras, teneur en matiere grasse). Cependant, aucune calibration sur les composés mineurs

n'a été identifiée dans la littérature.
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Chapitre II.

Matériel et Méthodes

L’étude de la variation des teneurs et des compositions en tocophérols et en phytostérols a été conduite a travers
plusieurs volets successifs.

Le premier volet a été consacré a I'évaluation de I'impact de différents facteurs sur la variation des teneurs et
compositions en tocophérols et des phytostérols.

- L’étude des cinétiques de remplissage des graines en composés mineurs a été réalisee pendant 2
années, sur des plantes cultivées en champ sur la plate forme expérimentale du CETIOM a Baziége
(en 2002) et sur les domaines d’expérimentation de Caussade semences a Caussade (81), d’Euralis a
Mondonville (31) et de Syngenta Seeds a St Sauveur (31) (en 2003).

- L’étude de I’effet de la conversion oléique sur les teneurs en tocophérols et phytostérols a été réalisee
a travers la collecte de lignées ou d’hybrides classiques et leur conversion oléique issue de quatre
années de récolte (2003, 2004, 2005 et 2006). Les paires quasi-isogéniques ont été fournies par les
sociétés Monsanto, Ragt/R2n, Soltis et Syngenta Seeds.

- L’étude de l'effet de la température a été réalisée en 2007. Un essai en serre visant a tester I’effet d’un
stress thermique lors du remplissage des graines a été mis en place au laboratoire d’Agrophysiologie
de I’EIl Purpan.

- Enfin, une étude portant sur la variabilité d’hybrides commerciaux a été effectuée a partir de la
collecte de quatre hybrides : Allstar RM, Prodisol, Melody et Aurasol sur plusieurs lieux (9) sur trois
années (2002, 2003, 2004). Ce matériel, non dédié a I’étude, était issu des essais du réseau CETIOM.

Ces premieres études ont montré que la variabilité génétique était suffisante pour aborder dans une deuxieme
étape, un travail plus approfondi sur le déterminisme génétique des teneurs et compositions en tocophérols et
phytostérols.

Ainsi, un deuxiéme volet a été consacré a I’étude de I'héritabilité des teneurs et des profils des composés mineurs
(tocophérols et phytostérols) dans I’akéne de tournesol. Un plan de croisement "top cross" de type North
Carolina Il (Lynch et Walsh, 1998) a été mis en place pour caractériser les aptitudes genérales et spécifiques a la
combinaison pour ces composés mineurs.

- Tout d’abord, 24 lignées (12 males & 12 femelles - lignées A) ont été étudiées au champ en 2004 sur
le site expérimental du CETIOM a Encrambade ; 14 lignées ont été retenues, en y incluant les parents
de Prodisol et de Melody.

- Un Top Cross (plan de croisement factoriel type NCII : 7 lignées males x 7 lignées femelles) a été
réalisé en « contre-saison » (octobre a mars 2004 dans I’hémisphére sud) par les sociétés Caussade
semences, Maisadour semences, Monsanto Dekalb, Ragt/R2n, Soltis et Syngenta seeds, détenteurs
des lignées males retenues. Deux témoins (Prodisol et Melody) ont été inclus sur chaque site de

production afin de controler I’effet lieu. Ainsi, 47 hybrides sur les 49 possibles ont été collectés (2
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croisements ont échoué), avec suffisamment de semences pour faire 2 années d'essais sur 6 lieux par
an.

- Les hybrides ont été cultivés sur 6 lieux deux années consécutives (2005, 2006) en y adjoignant 2
hybrides commerciaux (Melody et Prodisol) et 6 lignées publiques (Programme Cartisol) selon un
dispositif a 2 répétitions. Les sites choisis étaient représentatifs des zones de culture du tournesol en
France. Ce matériel a permis d’estimer des parameétres génétiques (corrélations, héritabilités,...).

- Trois populations F2 issues des 47 hybrides étudiés ont été choisies, et autofécondées en SSD filiée.
La production des semences F3 a été réalisée en contre saison (2006/2007) sur environ 180 lignées
par croisement a partir des F2 produits sur le site expérimental de Caussade semences a Cayrac (82).
En 2007, la génération F3->F4 a été réalisée sur deux lieux en France, I’un au Nord, I’autre au Sud.
L’objectif de ce travail est de préparer la recherche de marqueurs et de QTL associés aux teneurs ou
profils en tocophérols et phytostérols, en vue d’une utilisation en sélection.

Enfin, ce travail traite de I’étude de la faisabilité d’une prédiction des teneurs en composés mineurs dans les
akenes de tournesol par spectrométrie proche infrarouge. Des calibrations ont été réalisées a partir des données

collectées sur I’ensemble du matériel végétal issu des différentes études.

La Figure 1 synthétise la répartition de I’ensemble du matériel végétal collecté pour les différentes études.

Remplissage de la

graine

? HO/CL

? génotypes

2002 & 2003

Influence conversion

Variabilité génétique
2002-2004

oléique
? environnementales 2003-2006

? environnementales
\ ? environnementales

Stress controlé
2007

élection lignées

Sélection des extrémes > Création d’hybrides

CS 2004/2005

parentales
2004

Caractérisation
génétique

Génération F2 - F3
CS 2006/2007

Génération hybrides

Sélection

S (F1 > F2) sur 6 lieux

Génération F3 > F4 .

2007 sur 2 lieux 3 hybrides 2005 & 2006
(+H)(-+)(-)

Figure 1. Synthese de I’ensemble du matériel végétal utilisé et provenant des récoltes des années 2002 a
2007.

Ce chapitre décrit le matériel végétal utilisé dans chaque étude, ainsi que les méthodes analytiques permettant de
caractériser les composés mineurs (tocophérols et phytostérols) sur un seul akéne ou dans un lot d’akénes ainsi

que les traitements statistiques appliqués.
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1. Matériel végétal et conduite des essais

1.1. Cinétiques d’accumulation des composés mineurs
Afin d’appréhender le remplissage des akénes en composés mineurs, une étude des cinétiques d’accumulation a

été réalisée deux années consécutives sur des plantes cultivées en plein champ, a fin de mieux comprendre
I’accumulation ou les pertes qu’arrivent lors de la maturation de la graine en ces molécules. En 2002, un premier
essai a été réalisé sur 4 hybrides cultivés a la station expérimentale du CETIOM a Baziege (31). En 2003, cette
étude a été étendue a 3 lieux (Mondonville (31), St. Sauveur (31) et Caussade (81)) et comprenait 7 hybrides

supplémentaires, afin d'élargir la gamme de précocité et de types (conventionnels et oléiques) (Tableau 1).

Tableau 1. Caractéristiques du matériel végétal (akenes F,) mis en place en 2002 et 2003.

Type génétique

Année Nom variété Précocité Obtenteur
(Hybrides)
2002 Allstar RM conventionnel précoce Euralis Semences
LG 5420M conventionnel précoce Limagrain
& LG 5660 conventionnel mi-précoce Limagrain
2003 Prodisol conventionnel précoce Monsanto Dekalb
Alisson RM conventionnel précoce Euralis Semences
Alisson RMO oléique précoce Euralis Semences
Aurasol oléique mi-précoce Monsanto Dekalb
2003 Melody conventionnel mi-tardive Syngenta Seeds
Parma conventionnel précoce Maisadour Semences
Tekny conventionnel précoce / mi-précoce Syngenta Seeds
Tellia conventionnel mi-précoce RAGT Semences/R2n

Les techniques culturales habituellement utilisées par les entreprises semencieres et le CETIOM ont été
pratiquées. L'autofécondation a été assurée par empochage des capitules pendant la période de la floraison.
Apres la floraison, les sacs ont été ouverts, sauf sur le site de St Sauveur (31) ou les capitules sont restés
empochés jusqu’a la récolte. Les prélévements effectués & Baziege en 2002 et & Mondonville en 2003 ont été
utilisés pour I’étude de la cinétique du remplissage des akenes en tocophérols et phytostérols. La détermination
de leurs teneurs et compositions a maturité a été réalisée sur les 4 essais.

Pour les cinétiques, a chaque date de prélévement, 3 a 5 capitules par parcelle ont été collectés. Pour des raisons
d’homogénéité de stade de développement, seuls les trois cercles extérieurs de chaque capitule ont été égrenés.
Les akeénes des capitules sélectionnés ont été ensuite regroupés par parcelle (Tableau 2), lyophilisés
(Lyophilisateur HETO CT 110, Saint Herblain, France) pendant 48 heures puis stockés a — 18°C jusqu’a
I'analyse.

Tableau 2. Caractéristiques des prélévements réalisés en 2002 (4 hybrides) et en 2003 (11 hybrides).

Année Lieu des essais Prélevement intermédiaire (JAF) Prélevement final (JAF)
2002 Baziege (31) 20 a 60, tous les 5 jours 60
Caussade (82) 35 77
2003 Mondonville (31) 20, 30, 40, 53 63
St. Sauveur (31) / 65
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1.2. Influence de la conversion oléique sur les composés mineurs.

1.2.1. Effet génétique

Pour étudier I’influence de la conversion oléique sur les teneurs en composés mineurs, une collecte de couples de
lignées ou d’hybrides, composés par un tournesol dit « classique » (teneur élevée en acide linoléique) et sa lignée
(ou hybride) isogénique équivalente convertie par rétrocroisements, dite « oléique » (teneur en acide oléique, > a

75%, introduction de la mutation Pervenets) a été réalisée aupres des partenaires de I’étude (Tableau 3).

Tableau 3. Origine genétique des couples quasi-isogéniques de tournesol oléique vs classique étudiés.

Nombre de Origine génétique des couples

Année . . Obtenteur
couples Oléique vs. Classique
7 Lignées parentales isogéniques Monsanto, RAGT, Soltis
2003 4 Hybrides F1 auto fécondés Monsanto Dekalb
4x6 Hybrides F1 auto fécondés cultivés sur 6 lieux Syngenta Seeds
2004 3 Lignées parentales isogéniques Monsanto Dekalb, RAGT
4x6 Hybrides F1 auto fécondés cultivés sur 6 lieux Syngenta Seeds
2005 5 Lignées parentales isogéniques Monsanto Dekalb, Soltis
5 Hybrides F1 auto fécondés Syngenta Seeds
2006 o8 Lignées parentales isogéniques, cultivés sur le méme Soltis, Syngenta seeds

lieu

Bien que chaque couple ait été cultivé ensemble, I’ensemble des couples n’a pas été produit sur le méme lieu
(différents obtenteurs) et I’absence de témoins ne permet pas d’estimer la variabilité environnementale. Les
akénes ont été collectées par les entreprises semenciéres, puis récupérés au laboratoire d'Agrophysiologie et

stockés dans une chambre froide jusqu’aux analyses.

1.2.2. Effet de latempérature lors du remplissage de |'akéne

Cette partie concerne la mise en place d’un essai dans des conditions contrdlées afin d'étudier I'impact d’un
stress thermique sur le remplissage de la graine en composés mineurs. Les deux variétés étudiées sont un hybride

F1 a forte teneur en acide linoléique (Alisson RM) et son équivalent converti oléique (Pacific).

Cette étude a été réalisée en serre sur quatre groupes de plantes. Chaque groupe est composé par 12 plantes (6
converties vs 6 classiques). L’autofécondation a été assurée par empochage des capitules. Aprés la floraison, les
sacs ont été ouverts. Pendant toute la durée de I’essali, le groupe 1 (plantes témoins) a été immobilisé en serre. A
une période critique du remplissage et pendant un temps déterminé, chaque groupe de plantes (G1, G2 ou G3) a
subi un stress en phytotron (VB0714 Vétsch Avantec, Ilkirch, France) (Tableau 4).

Tableau 4. Calendrier des stress des différents groupes en fonction de la date de floraison des plantes GH :
serre ; PH : phytotron)

Jour de
— 10 JAF 17 JAF 23 JAF .
floraison 37 30 JAF 40 JAF 47 JAF Récolte
Témoin Serre GH GH GH GH GH GH GH
Groupe 1 GH PH GH GH GH GH GH
Groupe 2 GH GH GH PH GH GH GH
Groupe 3 GH GH GH GH GH PH GH
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Le groupe devant subir un stress est subdivisé dans 2 phytotrons; une moitié du groupe a subi un stress
thermique (25°C la nuit, 35°C le jour), I’autre moitié un traitement contréle de I'effet de I'éclairement, (18°C la
nuit, 25°C le jour). La mesure de I’intensité lumineuse est réalisée en serre et dans les phytotrons a I’aide d’un
luxmétre (LI-250A, Eurosep instruments, Saint Chamond, France). Les conditions de culture et les étapes de
croissance des plantules et des plantes sont décrites en annexe 1. Les akénes sont récoltés lorsque I’humidité est
comprise entre 9 et 12%. Pour des raisons d’homogénéité, seuls les trois cercles extérieurs du capitule ont été

égrénés. Les akénes ont été stockés en chambre froide jusqu’aux analyses.

1.3. Etude de la variabilité des teneurs et compositions en tocophérols et
phytostérols dans la graine
La part des variabilités environnementale et variétale des composés mineurs a été évaluée en réalisant une

collecte de quatre hybrides sur plusieurs lieux (9) et trois années (2002, 2003, 2004). Quatre hybrides
commerciaux de tournesol : Allstar RM (Euralis Semences), Melody (Syngenta Seeds), Prodisol (Monsanto
Dekalb) et Aurasol (High Oleic, Monsanto Dekalb) ont été collectés sur différentes régions de culture du

tournesol en France, via le réseau des essais CETIOM (Tableau 5).

Tableau 5. Hybrides et départements de collecte de 2002 a 2004.
Années de culture

Hybrides 2002 2003 2004
Départements francais
Allstar RM 11-16-17-34-36-37-38.79  1116-17-26-32-34-36-37-38- 1 5 31 35 37.39.51.54-84
58-85-86-89
Aurasol  11-16-17-32-34-36-37-38-79 89 17-18-26-30-31-32-51
Melody 11-16-38 11-46-17720 52-94-36-35-58- 24-31-38-58-79-84
. 11-16-17-26-32-34-36-37-38-
Prodisol 11-16-17-34-36-37-38-79 oo 3a s 10-16-18-26-31-32-39-54-84

Selon les protocoles utilisés au CETIOM, chaque essai était composé de 4 blocs avec des parcelles d’environ 30
m? par hybride. Les semis ont été réalisés entre le 1% et le 20 Avril avec une densité de semis de 65.000 grains/ha
et une distance entre rangs de 0,25 m. Les principaux traitements réalisés sur la culture sont ; I’application de
flurochloridone en post-semis et de trifluraline lors du semis; un traitement au métaldehyde (7kg/ha) (lutte contre
les limaces); des traitements antifongiques si nécessaire au flusilazole et carbendazime (0.8 L/ ha). Les
fertilisations ont été effectuées avant le semis (60 kg P/ ha et 60 kg K/ ha) et lors du semis (50 kg N/ ha avec 1.2
kg B/ ha).

Les données météorologiques ont été prises sur six stations les plus proches possible des essais: Carcassonne
(43°13’N, 2°21’E), Montignac (45°47°N, 0°28’E), Auch (43°39’N, 0°35’E), Montaud (45°16°N, 5°34’E), Fours
(46°49°N, 3°43’E) et Blagnac (43°38’N, 1°24’E). Quatre parameétres ont été retenus: pluviométrie (mm par
jour), température maximale (°C par jour, Tyax), température minimale (°C par jour, Tyn) €t la radiation
(kw-m?) pour la période entre le premier Avril et le 30 Septembre. Ces données météorologiques ont permis
d’estimer I’importance des différences de conditions climatiques en France sur la variabilité des teneurs et

compositions en composés mineurs.
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1.4. Comparaison de lignées parentales

Une étude comparative de lignées parentales a été réalisée en 2004. Chaque entreprise semenciére : Caussade
semences, Maisadour semences, Monsanto Dekalb, Ragt/R2n, Soltis et Syngenta Seeds a fourni 4 lignées. Un
essai en champ portant sur 24 lignées : 12 males (lignées R) et 12 femelles (lignées male fertiles A) a été mis en
place sur le site expérimental du CETIOM a Villenouvelle (31). Les 24 lignées ont été semées sur 3 blocs, avec
une répartition aléatoire dans chaque bloc. L’autofécondation a été assurée par empochage des capitules pendant
la période de la floraison (20 capitules par lignée et par bloc) puis les sacs ont été ouverts aprés la floraison. Pour
chaque lignée et chaque bloc, 6 capitules ont été prélevés a 20, 40 et 65 jours aprés floraison (JAF). Seuls les
trois cercles extérieurs du capitule ont été égrénés. Les akénes d’une méme lignée et d’un méme bloc ont été
rassemblés, lyophilisés (HETO CT 110, Saint Herblain, France) pendant 48 heures puis stockés a — 18°C jusqu’a

analyse.

1.5. Top Cross ou Plan de croisement North Carolina Il

Parmi les 24 lignées parentales cultivées sur le site expérimental du CETIOM a Villenouvelle (31), 6 lignées
femelles et 6 lignées males ont été choisies en raison de leur plus grande différence dans leurs teneurs en
tocophérols et en phytostérols. Le choix du matériel a été réalisé sur I’analyse des 3 blocs a 20 JAF en tenant
seulement compte de la teneur en tocophérols. Une lignée supplémentaire male et une lignée supplémentaire
femelle ont été ajoutées (parents de Prodisol et Melody), en raison des différences de teneurs en tocophérols

relevées entre ces deux hybrides au cours des essais précédents.

1.5.1. Création d’hybrides F1 et témoins utilisés

Le plan de croisement a été réalisé sur ces 7 lignées R et 7 lignées B femelles stériles et effectué en contre-saison
dans I"hémisphére Sud (octobre 2004 a mars 2005) par les entreprises semenciéres possédant la lignée R. Sur le
site de production, deux témoins (hybrides Prodisol et Melody) ont été inclus afin de controler I’effet lieu
(Tableau 6).

Tableau 6. Plan de croisement pour la production d’hybrides F1 réalisé en contre saison en 2004/2005. Les
cases grisées correspondent aux croisements ayant echoués. (N.B. Les lignées males et femelles sont de
génotypes différents méme si elles portent des lettres identiques).

Lignées femelles Semences F1
A B C D E F G

AXA BXA CXA DXA EXA FXA GXA | prodisol  Melody
AXB BXB CXB DXB EXB FXB GXB | Prodisol  Melody
Lignées AXC BXC CcCXC DXC EXC FXC GXC Prodisol Melody
males AXD BXD CXD D XD EXD FXD GXD Prodisol Melody

AXE BXE CXE DXE EXE FXE GXE Prodisol  Melody
AXF BXF CXF DXF EXF FXF GXF Prodisol  Melody
AXG BXG CXG DXG EXG FXG GXG Prodisol  Melody

@ T moOw>

Parmi les 47 hybrides récoltés, Melody et Prodisol ont été reconstitués. Au printemps 2005, les hybrides ont été
collectés et triés. Ces semences ont été réparties pour les essais multilocaux sur deux ans, un prélévement a été

réalisé pour effectuer les analyses (=étude de graines F1).
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1.5.2. Etude des hybrides

Une étude multilocale (6 lieux) et pluriannuelle (2005, 2006) a été menée sur les 47 hybrides en y adjoignant 2
hybrides commerciaux (Melody et Prodisol) et 9 lignées publiques (Programme Cartisol) selon un dispositif a 2
répétitions. Les sites choisis étaient représentatifs des zones de culture du tournesol Nord / Sud en France
(Tableau 7).

Tableau 7. Liste des obtenteurs et des sites retenus pour la mise en culture des plantes F1 et la production
de graines F2 en 2005 et 2006.

Obtenteur Lieu de culture Situation géographique
Caussade semences Cayrac (82) 44°60'N 1°28'E
Maisadour semences Conan (41) 47°48'N 1°15'E
Monsanto Dekalb Savenes (82) 43°49' N 1°11E
RAGT/R2N Villampuy (28) 48°20'N 1°30'E
Soltis Mondonville (31) 43°40'N 1°17'E
Syngenta seeds St. Sauveur (31) 43°45'N 1°24'E

Les capitules ont été empochés pendant la floraison puis les sacs ont été ouverts. A maturité, 5 capitules par
hybride et par répétition ont été collectés. Les akénes ont été regroupés par hybride et par répétition puis stockés

a température ambiante jusqu’a analyse.
1.5.3. Production des lignées recombinantes

a. Génération F2->F3

Trois populations F2 issues des 47 hybrides étudiés ont été sélectionnées. La sélection des croisements F5C x
R5A; F5E x R5C ; F5C x R5D sera justifiée dans le chapitre 1. La génération F2->F3 a été réalisée en contre
saison (2006/2007) au Chili & partir des graines F2 produites sur le site expérimental de Caussade semences a
Cayrac (82). 180 capitules par population F2, avec plus de 100 akenes par capitule pour le semis et I’analyse au
laboratoire ont été produits.

b. Génération F3>F4

La génération F3->F4 a été réalisée en 2007. Les 3 populations de lignées recombinantes sélectionnées ont été

cultivés chacune sur deux lieux, I’'un au Nord, I’autre au Sud (Tableau 8).

Tableau 8. Répartition des populations de lignées recombinantes et des lieux de culture entre les
entreprises semencieres pour la production des semences F4 en 2007.

Croisement (population de

180 lignées recombinantes) Lieu de culture

Entreprise semenciére

Caussade semences CxD Cayrac (82)
Maisadour semences CxD Conan (41)
Monsanto Dekalb CxA St. Amand (41)
RAGT/R2N ExC Chatellerault (86)
Soltis ExC Mondonville (31)
Syngenta seeds CxA St. Sauveur (31)

Sur chaque site, 180 lignes par population ont été semées (40 plantes/ligne) ; de plus, 5 lignées Cartisol et deux
hybrides (Melody et Prodisol) ont été également mis en place afin d’évaluer I’effet lieu. Trois capitules ont été
empochés par lignée ; les akeénes d’un capitule ont été utilisées pour la prochaine multiplication ; et les deux
autres pour les analyses.
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1.6. Etude de l'effet du stockage sur la teneur en tocophérols et en
phytostérols par des tests de vieillissement accélérés et de germination

L’étude des cinétiques des teneurs en composés mineurs au cours du vieillissement accéléré des akénes a été
menée sur trois hybrides Alisson RM (Euralis), Alisson RMO (Euralis) (teneurs élevées en tocophérols et
phytostérols, R2005) et Melody (teneurs faibles en tocophérols et phytostérols, R2006, Syngenta Seeds). L’étude

du transfert des tocophérols entre les cotylédons et le germe a été réalisée sur I’hybride Alisson RM.

1.6.1. Test de vieillissement accéléré

Les hybrides Alisson RM, Alisson RMO et Melody ont subi un vieillissement accéléré dans une étuve (42°C et
RH = 100%). La période de stress varie entre 0 et 30 jours d’exposition dans I’étuve : plusieurs prélévements
intermédiaires sont réalisés et plus particulierement pour la période comprise entre 8 et 12 jours. A chaque
préléevement, les akénes vont subir un test de germination. Les akénes ont été répartis dans différents groupes

selon la durée du stress ; chaque groupe contenait 3 répétitions de 20 akénes par hybride.

1.6.2. Test de germination
Dans une premiere phase, afin de limiter la prolifération des moisissures, les akénes sont lavés dans une solution

d’hypochlorite de sodium (2ml1/200ml d’eau distillée — 15 min). Les akénes ont ensuite été immergés dans I’eau
(2h) pour déclencher la germination, puis ils ont été alignés, par groupe de 20, sur une feuille de papier filtre

pliée en accordéon et imbibée d’eau distillée.

L’ensemble est placé dans une chambre de culture (Enceinte

- . . . - o - Py
climatique 54283 Fisher Bioblock Scientific, Illkirch, France) /_é@(
(obscurité, 21°C, RH=100%) pendant 7 jours. Au septiéme jour aprés D e

(imbibed but stage |
ungerminated) (0.5-3 mm)

la mise en place de I’essai, chaque plantule® est mesurée et classée

selon la Figure 2.

- -
Parallelement a cette expérience, d’autres essais ont été mis en place ~ __ %
‘:‘”"/\ 3 D
pour compléter cette étude principale : il
stage i stage Il
(3-10mm) (10-25 mm)

. Une étude de I’influence de la lumiere sur la teneur en

tocophérols et la croissance des plantules a été realisée. Un test de Figure 1. Stades de développement
des graines de tournesol de 0 a 7

jours aprés la mise en germination
place dans une chambre de culture (21°C, RH=100%) en présence ou (Bailly, et al., 2002)

germination sur des plantes non stressées de 0 a 9 jours a été mis en

non de lumiére. La teneur en tocophérols dans les plantules a été déterminée.

. Une étude de la cinétique de répartition des tocophérols entre le germe et les cotylédons lors de la
germination a aussi été réalisée. Des graines de tournesol ont été mises & germer ; une dizaine de graines
germées ont été prélevées journalierement pendant 9 jours. La séparation du germe et des cotylédons a été
réalisée sous binoculaire a I’aide d’un scalpel ; chaque partie a été analysée pour sa teneur en tocophérols.

! Le mot « plantule » est ici utilisé dans le sens : « Jeune plante germée, se nourrissant encore aux dépens
des réserves de la graine ou des cotylédons » (Eveno, 1997).
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1.7. Prédiction des composés mineurs par spectrométrie proche infrarouge.

L’objectif de cette partie était de développer une nouvelle méthode rapide pour estimer les teneurs en
tocophérols et en phytostérols dans des lots d’akénes broyés. Des jeux d’échantillons ont été utilisés pour réaliser
les calibrations et les validations des équations de calibration pour estimer les tocophérols (860/230) et les
phytostérols (680/180). Ces échantillons sont issus des différents prélévements réalisés entre 2002 et 2007.

La mise en place d’équation de calibration sur des akénes broyés restant destructive, une calibration pour estimer
la teneur en tocophérols sur un akéne entier décortiqué de tournesol a été envisagée. 520 akenes, issus des

prélévements réalisés entre 2004 et 2007, ont été collectés, décortiqués et analysés.

2. Méthodes analytiques

2.1. Détermination des tocophérols et des phytostérols sur un lot d’akénes

Chaque lot d’akeénes, réceptionné au Laboratoire d’ Agro-Physiologie, a subi le méme traitement. Tout d’abord, il
a été broyé puis analysé par spectrométrie proche infrarouge (SPIR). Une extraction de I’huile a été réalisée puis
les teneurs et compositions des tocophérols ont été déterminées par Chromatographie liquide haute performance
(HPLC) tandis que les teneurs et compositions des acides gras et des phytostérols, aprés dérivatisation, ont été
déterminés par Chromatographie en Phase Gazeuse (CPG). Les protocoles de préparation des échantillons et

d’analyses sont décrits en détail dans les publications insérées aux Chapitres Il et IV de ce document de thése.

2.1.1. Extraction de I'huile
Deux méthodes ont été utilisées pour I’extraction d’huile. Tout d’abord, la méthode normalisée du Soxhlet NF

EN ISO 659 (1998) a été mise en place. Cette méthode s’est avérée longue, fastidieuse et consommatrice de
solvant. Au vu du nombre important d’échantillons a traiter au cours de ces travaux, une extraction automatique

de I’huile (Accelerator Solvant Extractor) a été développée.

a. Méthode de référence (Soxhlet)

Le protocole de la méthode normalisée du Soxhlet NF EN I1SO 659 (1998) est détaillé dans les publications du
Chapitre I11. L’huile est extraite a I’hexane pendant 4 h, plusieurs extractions sont nécessaires pour extraire la
totalité de I’huile

b. Méthode par extraction automatique (ASE)

La méthode par ASE (Accelerated Solvent Extractor) repose sur le méme principe que la méthode du Soxhlet.
Cette technique d’extraction par solvant fonctionne a des températures et des pressions élevées afin d’accroitre
I’efficacité de I’extraction. Cette technique présente I’avantage d’étre rapide (30 minutes par échantillon) et
économe en solvant. La comparaison des différentes techniques d’extraction ainsi que les paramétres
déterminant les conditions d’extraction et le nombre de cycles ont été définis par Bruhl & Matthaus (1999). Afin
de déterminer les parameétres optimaux d’extraction ASE (Accelerated Solvent Extractor 200 Dionex, Toulouse
France), un plan Taguchi a été réalisé en utilisant différentes conditions d’extraction (température, solvant,
temps d’extraction, sable) (Tableau 9). Le protocole de la méthode par ASE est détaillé dans la publication du
Chapitre IV.
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Tableau 9. Conditions d’extraction a I’ASE définies pour déterminer les conditions optimums selon un
plan d’expériences Taguchi.

Conditions d’extraction a I’ASE

T ) 100 T " ) 5
em?oeé:rﬁture 110 emps (meiz;ractlon 10
120 15

Hexane 0

Solvant Hexane 95%, Isopropanol 5% Sable (%) 25
Ether de pétrole 50

Pour les deux techniques d’extraction, apres évaporation du solvant sous vide (Rotavapor, Bioblock Scientific
HS 40 HUBER, Heildolph), la quantité d’huile est pesée et exprimée en g d’huile par rapport a 100g de matiére

seche. L huile est stockée dans des piluliers & — 18°C.

2.1.2. Analyse des acides gras

Le protocole est détaillé dans la publication du Chapitre 111.3. 1l aboutit & la collecte de chromatogrammes dont
I"allure est spécifique de la fraction analysée (Figure 3). D’une maniere générale, une séparation efficace des 7
acides gras majoritaires est observée. L’ordre d’apparition est croissant en fonction de I’augmentation de la

longueur de la chaine carbonnée de C16 a C22.

200
Jmy
| [}
=]
b g
. @
150 — S
. 3
] g
4 ) |
3
100 — ) g .
B h=) © 3 ) F
i = =] =] g
1 E gy g =
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Figure 3. Fractionnement des acides gras par chromatographie en phase gazeuse sur colonne Zébron —

FFAP.
La calibration a été réalisée avec différentes concentrations de solutions standards de chaque acide gras. Les

résultats ont été exprimés en pourcentage d’acides gras du total présent dans I’échantillon.

2.1.3. Analyse des tocophérols

La détermination de la teneur en tocophérols des huiles brutes a été réalisée selon la norme 1SO 9936 (1997). La
séparation compléte des quatre formes de tocophérol a été obtenue par chromatographie liquide haute
performance (HPLC) en 15 minutes. Chaque échantillon a été dosé deux fois. Le protocole d’analyse des
tocophérols est décrit en détail dans les publications insérées aux Chapitres 11l et IV de ce document de these.
Les teneurs en tocophérols sont exprimées en mg par kg d’huile (mg.kg™ huile) ou en mg par kg de matiére

seche d’akénes (mg.kg™* MS).
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2.1.4. Analyse des phytostérols

La détermination de la teneur en phytostérols a été réalisée selon la norme ISO 12228 :1999 (EC, 1995; 1999)
sur I’huile extraite. De la méme maniére que pour les acides gras, les extraits stéroliques doivent étre dérivatisés.
Le principe de I'analyse des phytostérols est baseé sur un isolement de la faction insaponifiable puis une
silylation de cette fraction avant injection directe en chromatographie en phase gazeuse (CPG). Les différents
phytostérols ont été quantifiés par une calibration interne a I’aide de la bétuline. Chaque échantillon a été extrait
2 fois et dosé 2 fois. Le protocole d’analyse des phytostérols est décrit en détail dans les publications insérées
aux Chapitres Il et 1V de ce document de thése. Les teneurs en phytostérols sont exprimées en mg par 100 g

d’huile (mg.100 g™ huile) ou en mg par 100 g de matiére séche d’akénes (mg.100 g™ MS).

2.1.5. Répétabilité des analyses

La répétabilité des analyses et I’erreur analytique commise sur I’extraction d’huile, les teneurs en tocophérols par
HPLC et les teneurs en phytostérols par CPG ont été déterminées. Deux hybrides commerciaux de tournesol :
Melody (M) et Prodisol (P) ayant une teneur en tocophérols respectivement faible et forte ont été mélangés dans
différentes proportions. Neuf extractions d’huile par mélange ont été effectuées: 6 par ASE et 3 par soxhlet.
Chaque mélange a été caracterisé pour sa teneur en huile, ses teneurs en tocophérols et en phytostérols. Les
erreurs standards des moyennes ont été calculées en regroupant par méthode d’extraction les écart-types des
répétitions de mesures. La comparaison des méthodes Soxhlet et ASE a montré que ces deux techniques
permettent d’extraire la totalité de I’huile et fournissent des teneurs en huile, en tocophérols et en phytostérols

identiques (Annexe 2).

En résumé de cette partie, un lot d’akénes réceptionné au laboratoire subira I’ensemble des analyses présenté sur

la Figure 4.

2.2. Détermination des tocophérols et des phytostérols dans une plantule.

2.2.1. Extraction afroid de I'huile

Protocole

Les plantules de tournesol séparées en groupes en fonction du jour de prélévement, longueur du stress et de la
longueur de son hypocotyle sont congelées a —18°C (24 heures minimum) et lyophilisées pendant 48 heures
minimum. Elles sont broyées avec un moulin (IKA Werke A10, Staufen, Allemagne) deux fois dix secondes
pour obtenir une poudre fine et homogene. 0,5g de poudre est pesée au mg prés dans un tube en téflon de 20ml
préalablement taré. On introduit 2 ml de hexane (qualité HPLC, SDS, France) pour réaliser I’extraction d’huile.
L’ensemble est passé au vortex quelques secondes puis placé dans le rotary (Labinco, Hollande) 30 minutes a
50rpm et centrifugés (Centrifugeuse MR23i Jouan, Saint-Herblain, France) pendant 10 minutes a 7000 rpm
(20°C). Le surnageant est prélevé et introduit dans un tube & hémolyse, préalablement pesé, I’hexane est
évaporée avec de I’azote (Air liquide, France) jusqu’a obtenir une goutte d’huile. Le tube est pesé pour obtenir

par différence la quantité d’huile récupérée exprimée en grammes.
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BROYAGE
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So(delbroyat EXTRACTION DE L'HUILE
ASE 120°C, 100 Bar, 10 min de temps statique

95% Hexane 5% Isopropanol
ANALYSE NIRS RECUPERATION DE L'HUILE
Rotavapor avec ballons grands

Récupération en petit pilulier
Congelées jusqu'a 'analyse

SPECTRE

SOLUTION DE BETULINE 250mg de I'huile sont pesés
avec précision dans un ballon 50ml
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AJOUTER
ml de solution & chaque ballo
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Figure 4. Les différentes étapes d’analyse d’un lot d’akénes de tournesol.
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2.2.2. Analyse des tocophérols
Protocole

Le dép6t sur les parois est décollé avec 1ml d’hexane (qualité HPLC, SDS, France). 0,5ml sont prélevés et
placés dans un vial pour I’analyse des tocophérols selon la procédure décrite sur graines broyées. Le résultat est

exprimé en mg.kg™ d’huile.

2.2.3. Analyse des phytostérols
Protocole

Les 0,4 ml restants sont utilisés pour effectuer I’analyse des phytostérols selon la procédure décrite sur les

graines broyées. Le résultat est exprimé en mg.100g™ d’huile.

2.3. Détermination des tocophérols dans un akene de tournesol

2.3.1. Extraction de I'huile
Protocole

L’akéne décortiqué de tournesol est broyé a lI'aide d'un mortier pendant 10 secondes. Il est ensuite placé dans un
tube Eppendorff, un millilitre d'hexane (qualité HPLC, SDS, France) est ajouté. L’extraction d’huile est réalisée
en plagant I’Eppendorff dans le rotary pendant 30 minutes. Le surnageant est prélevé et introduit dans un tube a
hémolyse préalablement pesé. L'hexane, contenu dans le surnageant, est évaporé a l'aide d’azote gazeux (Air
liquide, France). Le tube a hémolyse ne contenant alors plus que I'huile est pesé pour calculer la teneur en huile

exprimée en mg.kg™ d’huile.

2.3.2. Teneur en tocophérols
Protocole

Une fois I'extraction d'huile réalisée, 0,5ml d'hexane (qualité HPLC) sont rajoutés dans le tube a hémolyse. Le
mélange est agité rapidement, 0,5ml de ce mélange est prélevé et introduit dans un vial pour I'analyse par HPLC.

Le protocole d’analyse par HPLC est identique a celui décrit sur graines broyées.

2.4. Analyse par spectrométrie proche infrarouge
Les spectres correspondant a I’ensemble des lots d’akenes récoltés de 2002 a 2007 ont été collectés avec un

appareil de spectrométrie proche infrarouge FOSS NIR system 6500 (Foss Analytical, Nanterre, France). Ce
systeme permet d’enregistrer I’absorption de la lumiére de 400 a 2500 nm pour couvrir a la fois le domaine
spectral du visible et celui du proche infrarouge. Deux types de cellule ont été retenus : la premiére cellule, la
plus commune, permet d’étudier un broyat de graines; la seconde cellule permet d’étudier une seule graine

décortiquée (Figure 5).

Les valeurs de réflectance [log(1/R)] ont été collectées entre 400 et 2500 nm avec un pas de deux nm. Pour
chaque échantillon, I’appareil a effectué 32 enregistrements différents associés a 32 spectres d’une cellule en
céramique (blanc). Un spectre moyen final a été obtenu a partir du calcul pour chaque longueur d’onde d’une
valeur moyenne : moyenne des enregistrements et de la différence avec la moyenne du blanc. Sur une
monograine décortiquée de tournesol, deux répétitions correspondant aux deux faces de la graine ont été

réalisées et une moyenne de I’ensemble des enregistrements a donné le spectre moyen final.

- 57 -



CHAPITRE Il — Matériel et Méthodes.

Figure 5. Cellules utilisées pour I'analyse par SPIR. 1: Cellule en quartz pour graines broyées; 2:
Adaptateur pour une graine de tournesol ; 3: Plaque en caoutchouc pour fermer la cellule une fois
remplie.

3. Traitement des données

3.1. Traitement statistique

Les traitements statistiques ont été réalisés a I’aide de SPSS v1l ou de Statistica v7. Pour les cinétiques
d’accumulation, les erreurs standards des moyennes ont été calculées en regroupant les écart-types des

répétitions des mesures (s). L’erreur standard d’un point issu de n répétitions est alors notée gg — %F
n

Pour les études de I’effet génétique ou I’effet de I’environnement, les effets ont été testés a I’aide d’analyses de

variance adéquates et les moyennes comparées a posteriori par test de Student, Newman et Keuls.

3.2. Traitement du plan de croisement

Le modéle Top Cross (ou North Carolina Il) a été le modele expérimental retenu pour estimer les paramétres
génétiques quantitatifs de plante a fleurs (Lynch et Walsh, 1998). Ce modéle implique la totalité des croisements
entre deux groupes indépendants d’individus [i = 1, ... , Ng (males) et j = 1, ... , Ny (femelles).]. Le modéle

linéaire du phénotype pour le k"™ descendant du croisement (i x j) a été exprimé par :

Zij = M + S + dj + | + €.
avec : J moyenne phénotypique de la population ;
sietd, effets additifs (valeurs de sélection) du i*™ male et de la j*™ femelle ;
li effet non-additif (interaction) d & la combinaison des génes des parentsietj;

€ijk déviation entre la valeur phénotypique du descendant k des parents i et j et la valeur prédite par le modéle.

3.2.1. Calcul des variances
Pour le calcul des variances, nous avons posé I’hypothése que les parents avaient été choisis aléatoirement dans

une banque de population élargie. La variance phénotypique totale a été exprimée par:

2 2 2 2 2
0 ,=043+t0s+0,+0%
avec: o%get 0% variance due (d) a I'effet femelle et (s) a I'effet male
o variance d'interaction due a la combinaison des genes des parents

0% variance environnementale

Tous les termes de cette équation sont indépendants et ont une espérance nulle.
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Les effets de ce modéle sont définis par :

Si=Hi—H ; di=p;j-p ; lij = Mij =M — Si —d; ; €ijk = Zijk — M — Si — dj — Ij
avec: piety;  respectivement, les phénotypes attendus des descendants du pére i ou de la mere j,
Mij phénotype attendu du descendant du croissement (i X j).

Le modele Top Cross (plan de croisement NC I1) a la particularité de déterminer les composantes de la variance
o’y et % qui sont, respectivement, équivalentes aux covariances paternelle et maternelle des demi-fréres. En
utilisant les expressions des covariances entre parents, les composantes observées de la variance peuvent étre
exprimées selon leurs variances causales génétiques : o°a, additive, o°p dominance et d'épistasie de premier
ordre AA, AD et DD. La variance des femelles contient en plus les effets maternels qui peuvent étre testés par

rapport & la variance des lignées méles.

2 2
o o
2 A L TAA

2 2
o4 = O; +O0¢ - R
4 16 m . Equation 1
2 2
(o} (o} : .
ol = A+ A Equation 2
4 16
2 2 2 2
ol = O  O%m %o  Oop Equation 3
4 8 8 16
avec : 0%6m variance due aux effets maternels
0% variance due aux effets environnementaux maternels.

Puisque la variance des effets maternels contribue tant aux covariances des fréres qu’aux covariances des demi-

fréres de méme origine maternelle. Le Tableau 10 résume les calculs de variances et leur décomposition.

Tableau 10. Description de I’analyse de variance utilisée pour résoudre le modéle North Carolina Il.

Facteur Degrés de liberté Somme de carrés E(MS)
Males Ns—1 NN, Z (z, - z7)* 0% + na? + NNyo%
Femelles Ng—1 nNdZ (zj _7)2 0% + no? + NNsG?
d e | sU d
Interaction (Ns — 1)(Ng — 1) N Zijzij— zi — zj — 2)? 0%+ No%
Erreur NsNg(n — 1) Ziik (Zik — zi)° o’

3.2.2. Heéritabilité

L’ héritabilité se calcule en réalisant le rapport entre la variance génétique (part de la variance phénotypique
attribuable aux genes, I'autre part est attribué a I’environnement) et la variance phénotypique (ou variance

totale : génétique + environnementale).
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- H2est plus connue sous le nom d’héritabilité au sens large qui s’exprime par :
_ Variance génotypique (V) _ Vs
Variance phénotypique (Vo) Ve TV

2

+V

Do min ance Environnementale

- h2est I’héritabilité au sens strict. C'est la proportion de variance phénotypique attribuable a la seule
variance additive :
Variance additive (V,)

h? =
Variance phénotypique (V)

Elle représente donc la proportion de variance due aux effets des alléles genes et par conséquent utilisable en

sélection pour créer de nouvelles lignées. On I'utilise pour calculer le progres génétique.

3.3. Calibration SPIR et procédure de validation

Les calibrations sur lots de graines broyées et sur un akéne de tournesol ont été réalisées a I’aide du logiciel
WINISI 1.02 (Infrasoft International LLC). Afin de réduire les effets de la diffusion et accroitre la contribution
de la composition chimique, il a été nécessaire d’effectuer des pré-traitements mathématiques des spectres. Un
traitement mathématique des données brutes en dérivée premiére a été appliqué sur les données spectrales de
maniere a mieux montrer les pics. Une correction supplémentaire a été appliquée sur les données ce qui a permis
a la fois de corriger les dérives de la ligne de base et de mieux séparer les bandes d’absorption tout en réduisant
le bruit de fond. Des traitements mathématiques de type SNDV (Standard Normal Variate and Detrending) pour
réduire les effets physiques liés a la granulométrie du broyat) ont été appliqués sur les spectres avec une dérivée

premiére sur 4 points de mesure suivie d’un lissage également sur 4 points de mesure.

Les modeles développés ont été réalisés en utilisant un algorithme disponible dans le logiciel WINISI (Intrasoft
International). Une PLS (Partial Least Squares) modifiée, méthode dérivée de la régression et de I’analyse en

composantes principales a été utilisée. Ces modeles sont de la forme :

Y =5+ Zxf
avec: Y variable a prédire,
Xi variable spectrale a une longueur d'onde i
B coefficients du modéle (a estimer).

Le set d’échantillons d'étalonnage est utilisé pour estimer les coefficients de régression ; du modéle. Dans les
méthodes de régression, la qualité de I'ajustement du modéle a été évaluée a partir de I'erreur type d'étalonnage

(Standard error of calibration, SEC) donnée par :

SEC=[(1/(n—k-1)) Z(yi-Y )™ dei=lan
Avec n nombre d'échantillons d'étalonnage,
k nombre de variables prédictives incluses dans le modéle,
Vi valeur de référence observée (a prédire),
Yi valeur prédite, pour I'échantillon i.

-60 -



CHAPITRE Il — Matériel et Méthodes.

L’équation de calibration ayant le plus fort coefficient de détermination multiple (R?) et la plus petite erreur

standard (SEC) a été retenue et validée avec un jeu de valeurs supplémentaires (set de validation).

L'exactitude de la régression peut étre évaluée, sur des échantillons n'ayant pas participé a I'étalonnage, par la
racine carrée de I'erreur quadratique (root mean square error of prediction ou SEP):
SEP =[(1/m) Z (yi— Y )], dei=1am

avec m nombre d'échantillons de vérification,
yi valeur de référence observée
Yi valeur prédite, pour I'échantillon i.

Ainsi, la validation de cette équation de calibration pour I’estimation des teneurs en tocophérols totaux et
phytostérols totaux dans des akenes de tournesol broyées a été déterminée par les parametres suivants: I’erreur
standard de calibration (SEC), le coefficient de détermination multiple (R?) en calibration (RSQ), I’erreur
standard de validation (SECV), le coefficient de détermination multiple de la validation croisée (1 — VR) et
I’erreur standard de prédiction (SEP). Le modele est correctement établi si les deux valeurs SEC et SEP sont

voisines I’une de I’autre.
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CHAPITRE II1.

Facteurs génotypiques de variabilité des teneurs et compositions en
tocophérols et en phytostérols dans I’akene de tournesol.
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Chapitre llI.

Facteurs de variation génotypiques et environnementaux des
tocophérols et des phytostérols dans le tournesol.

Les teneurs en tocophérols et en phytostérols des graines d’oléagineux (colza et soja) sont trés dépendantes a la
fois du facteur génétique et des conditions environnementales de culture de la plante (Verleyen, et al., 2001;
Lampi, et al., 2002; Phillips, et al., 2002; Abidi, 2003). Cependant, ces connaissances sont trés limitées sur
I’espéce tournesol. L’objectif de ce chapitre est de lever une partie des incertitudes sur les différences
génotypiques et environnementales pour les teneurs et les compositions en tocophérols et en phytostérols dans

I’akéne de tournesol.

Ainsi, les expérimentations décrites dans ce chapitre ont été réalisées afin de fournir des éléments permettant de
mettre en place une étude de I’héritabilité des composés mineurs. Dans un premier temps, la compréhension du
remplissage en tocophérols et en phytostérols pendant le développement de I’akéne permettra de déterminer les
phases clés d’accumulation de ces composés. Cette approche sera complétée par trois essais : I'un consacré a une
étude de l'effet de la conversion oléique sur les teneurs en tocophérols et phytostérols, tandis que le second
testera l'effet de températures élevées durant les phases clés du remplissage de la graine. Enfin, une étude
multilocale et plurianuelle de la variabilité des teneurs et composition en tocophérols et phystostérols sur des

hybrides commerciaux de tournesol. Ces travaux seront présentés sous forme de publication.

1. Accumulation des composés mineurs dans I’'akéne de tournesol
Comme il a été souligné dans la littérature, les teneurs et les compositions en tocophérols et en phytostérols dans

les oléagineux présentent une variation marquée (Abidi, 2001; Verleyen, et al., 2001; Lampi, et al., 2002;
Phillips, et al., 2002; Abidi, 2003). Cependant, avant d’aborder I’étude de cette variation, il nous a semblé
nécessaire, dans une premiere phase, d’apporter des connaissances sur le remplissage de I’akéne en tocophérols

et phytostérols.

En effet, I’laccumulation de la matiére seche dans I’akene comporte deux périodes. Pendant la premiére phase, la
matiére seche s’accumule activement dans I’akéne, jusqu’a 37-44 jours aprés floraison (JAF) selon les
génotypes (Champolivier et Merrien, 1996; Roche, 2005). L’accumulation des constituants lipidiques débute
également lors de cette phase et se poursuit lors d’une seconde phase caractérisée par un plateau au cours
duquelle I’akéne se desséche. La fraction lipidique commence & s’accumuler dés le 10“™ JAF jusqu’a environ
30 JAF, seuil au-dela duquel le pourcentage d'huile se stabilise jusqu’a maturité des akenes (Lagravere, et al.,
2004; Roche, 2005). Le génotype module la proportion des acides gras mais I’établissement des proportions
d’acides gras s’effectue selon deux phases distinctes : tout d’abord, chez I’hybride classique, une premiere phase

conduit a une augmentation de la fraction oléique (C18:1) qui débute des la floraison et qui s’étend de 15 a 27
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JAF selon les conditions de culture. Une seconde phase conduit a la réduction du pourcentage en C18:1 et a
I’accumulation en C18:2. Chez I’hybride oléique, la cinétique de formation de I’acide oléique C18:1 se distingue
de celle de I’hybride standard par une hausse continue de C18:1 de 15 JAF jusqu’a 33 a 40 JAF et une phase de
stabilisation jusqu’a la maturité. Le taux de C18:2 s’établit de maniére inverse a celle du C18:1 aussi bien pour le
génotype standard que le génotype oléique. L’acide oléique C18:1 constitue une molécule clé intermédiaire entre
les acides gras saturés (C18:0 et C16:0) et insaturés (C18:2) (Lagravere, et al., 2004). Roche et al. (2006) ont
montré que les quantités d’acides oléique et linoléique accumulées dans les akénes au cours de la maturation

étaient significativement affectées par les conditions de culture (température et disponibilité hydrique).

L’objectif de ce volet de travail a été d’identifier la période maximale d’accumulation des tocophérols et des
phytostérols dans les akénes de tournesol en maturation. L’évolution du contenu en tocophérols et en
phytostérols a été suivie durant 2 campagnes sur des hybrides commerciaux cultivés durant I'été 2002 en plein
champ sur la plateforme expérimentale du CETIOM a Baziége et en 2003 sur les domaines d’expérimentation de

Caussade semences a Caussade (81), d’Euralis a Mondonville (31) et de Syngenta Seeds a St Sauveur (31).
1.1. Etude des cinétiques d’accumulation des composés mineurs

Les résultats obtenus sur I’étude des cinétiques d’accumulation des tocophérols des phytostérols pendant la

maturation des akenes ont fait I’objet de trois publications scientifiques :

AYERDI GOTOR A, CALMON A, BERGER M, LABALETTE F, KLEIN L, 2005. Variability of tocopherols
and phytosterols in sunflower hybrids. NAFAS, 3(6) : 113-115. (ANNEXE 3)

AYERDI GOTOR A, BERGER M, LABALETTE F, CENTIS S, DAYDE J, CALMON A., 2006. Variabilité
des teneurs et compositions des composés mineurs dans I’huile de tournesol au cours du développement du
capitule. Partie | — Tocophérols. Oléagineux Corps gras Lipides (O.C.L.). 13 (2) : 206-12.

AYERDI GOTOR A, BERGER M, LABALETTE F, CENTIS S, DAYDE J, CALMON A., 2008. Variabilité
des teneurs et compositions des composés mineurs dans I’huile de tournesol au cours du développement du
capitule. Partie Il — Phytostérols. Oléagineux Corps gras Lipides (O.C.L.). (en cours de préparation)
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Partie | - Tocophérols

Abstroct: The sunfiower oil s rich in pofyunsalurated fatty acids and in minor comporents (1 % of the
ol fraction) including phylosterols, tocopherals, wax and athers components, This study evaluates the
coritent and compasition of the tecopherols in four sunfiower ybrids during two growing seasons (2002
& 2003) and in seven supplemented hybrids during a multiocal study In 2003, The occumulation of
tocapherol i the maturing seeds was studied followed fram fowering stoge bl il maturity. The kinetics
of tocapherols was similar to fally acids: rapid increase prior to 25 Days Alter Fowering (DAF) and then
smmmsum.m,m:mmmmmmwmﬂdmmm
the tocopherol content, since the totl amount of iocopherols was significantly reduced by high
temperatures, On the ather hand, the comparison of tecopheral content in the 11 hybrids tested dearty
shows the impact of genetic factor concerming the level of locopherals expressed in the seed, Howsever in
this study the gerotype-environment interaction was shight, Dol provided by this study show that
content of tarapherol in the sunfiower ol con be promated thaugh combined action on selection and
qrowth condifions.

Key wards: sunfigwer od, focopherals, vitamin £, acoumsstion, lemperature

Introduction

La vitamine E naturelle est un complexe vitaminique liposoluble qui regroupe les tocophénols
{4 formes : a, f, v, &) et les tocotriénols, composés amphiphiles formés d'une chaine peény et d'une
téte chromanol [1] (figure 1), Les tocophéncls sont prédominants dans ce complexe et toutes les
formes naturelles ont k2 configuration R,R,R [2-4] ; parmi celles-ci, I'a-tocophére] présente |'activité
vitaminigque la plus élevée, Récemment, de nombrew: travaus ont mis en évidence 'effet positif de
la vitamine £ sur la santé humaine : zinsi, une alimentation suppbémentée énvitamine E, seube [5-8]
ou en synergie avee les caroténoides et la vitamine C [9], diminue ke risque de maladies
cardivasculaires et de cancer du cdlon, Les tocophérols Emitent le développement des lésions
artériosclérotiques en empdchant ou en réduisant Poxydation des lipdpfotdines de faible densité
{systime de transport du cholestérol et des acides gras) causée par les radicaux Fbres [4].
Cependant, la vitamine E de synthése n'est pas équivalente aux formes naturelles car elle présente,
pour chacune de ces formes, de 2 3 8 isoméres géométrigues dont elle est un racémique,
Elle ne contient done qu’une partie de vitamine E équivalente aux mobbcules naturelles [10], ce qui
pase le probdeme de la restauration en vitamines autorisée dans certaing aliments [11]. Aussi, la
vitamine E naturelle & dose égabe a un potentiel vitaminique plds, important que ka vitamine E
gynthitique : be rapport d"équivalence (naturel fsynthitique) éant de 1,36%41712-14], La vitamine
E es1 préssente dans Phuile de germe de blé, |2 plupart des graines oléagineusss, les gumes verts,
|a viande, le jaunc d'eeuf et les produits [aitiers,

Les tocophérols sont synthétisés exclusivement par les plantes ou cyanabachéries, au niveau des
membranes chloroplastiques ou proplastiques, La téte chromanol (acide homogentisique - HGA)
et la queve hydrephobe {phytyl-diphosphate (phytyl-DPF) pour les tocophérols) proviennent de
voies métaboliques localisées dans les plastes. L'association des deux parties constitue un précur-
SEUF COMPIUN aux quatre formes a, B, v, 8 : he 2-méthyl-6-phytyiplastoquingl (MPBQ). Celui-ci peut
subir une méthylation supplémentaire en R2 (2,3- diméthyl-6-phytylplastoquinol - DMPBQ) et la
synthise des tocophirols est alors divisée en deus voies : ces composis seront 3 Porlgine soit des
formes & (précurseurs MPBI), soit des formes ¥ (précurseurs DMPBO). Ces formes § ou 1 peuvent
aliars Btre & nouveaw méthylés en position R1 (par la y-meéthyltransférase) pour donner respective-
rent bes formes [ ou e, Cette demibre est finalement a forme [ plus hautement méthylée [15).
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A
A

a-tocotriémol

CHy H p-tocophénol fi-tocotridnal
i i'i CHy y-locophésol = tocotriénol
H H -tocophirol §-tocotriénol

Hgmlhmhmwﬂﬂﬁudﬁﬁuﬁﬂfmmw
A = Rodical phytyle ; B = radical géronye].

Dans les feuilles, I'o-tocophénol est majoritaire et il 2 &6 trowvé en
abandance dans 'enveloppe des plastes o il est symthétisé [16], dans les
particules lipoprotéiques du stroma des chioproplastes ol il est stocké
[17] et dans les membranes thylakoidales [18]. Dans fes graines au
contraire, on trouve principalement les formes v et &, Lactivité MPBQ-
mithyl transiérase, 3 Porigine de la voie du y-tocophérol, ainsi que
Factivité y-méthyl transférase, produisant les formes | ou o, jouent un
rile prépondérant sur la compaosition en tocophérols, mais pas sur la
teneuwr totale [19, 20, celle-ci semble plutdt dépendre de la synthése des
deux soLs-parties de la molbécule : HGA et phytyl-DP [15].

Le rifle des tocophérols est capital dans les tissus photosynthétiques, od,
par leur activité anti-cxydante, ils peuvent bloguer la propagation de la
péroxydation des fipides 3 Fintérieur de la membrane, en particulier lors
de stress hydrigues, ol les tocophérols contribuent 3 la photoprotection
des chloroplastes [19, 21, 22, Une des principales fonctions des toco-
phéroks de la graine serait d*assurer sa viabilité en préservant de F'oxyda- -
tion les lipides de réserve [23] ; ainsi, pendant e stockage des graines, b
tenewr des différents tocophérols diminue progressivement [24, 25]. De
méme, des lignées mutantes 3 faible teneur &n tocophénols dans la graine
prisentent une forte altération de beur faculté germinative [23]. Cepen-
dant, actucllement, on dispose de peu d'informations sur la biosynthése
et le lieu de stockage des tocophérols dans la graine.

Le toumesol contient entre 400 e 1 200 mg de tecophémls par kg
d'huile, et c'est [a seule espéce olfagineuse de grande culture & accumu-
ler essentiellement de I'e-tocophérel dont la teneur varie entre 91 et
97 % des tecophérols totaux [26]. Le toumesol est également Fespéce la
plus tokirante & la sécheresse et o fortion privilégiée dans le centre-est ot
le sud de I'Europe (France, Espagne, Hongeie). Sur d'autres espéces
(colza, soja) les facteurs génétigues [27-32] et emvironnementausx (ieux
ce culture [27, 33], température, stress hydrigue) ont une part significa-
tive dans la variation des teneurs et compositions des tocophérols. Ainsi
les températures Slevées [34, 35] ou le déficit hydrique [35] ont une
influence négative sur la teneur de "akéne en tocophérals,

Concernant le tournesol, a tencur totale et la compasition en tocophé.
robs est influencée par le génotype [27, 36-38] et par les effets environ-
nementausx (ieu de culture) [30]. Toutefols, 3 notre connaissance aucune
€tude n'a b entreprise afin d'éablir et de compléter les cinétigues de
remnplissage des akines en tocophérols 3 Iaide de plusieurs génotypes et
années de culture,

Ainsi Fobjectif de cette étude &tait de micux comprendre e rempl’lssage.
des akénes en tocophénols individuels et totaux en suvant des cinétiques
d'accumulation des tocophérols au cours de la maturation chez des

. hybrides commenciau cultivés dans le sud-puest de la France pour deus:

anndes de culture (2002 ot 2003) mais également d'appréhender 1a
variabilité génétique et environnementale en comparant onze hybrides
sur trois liewus de culture, Cette éude permettrait ' apparter de nouvelles
infarmations afin de sélectionner des hybrides pour ce critére de qualité
de huile,

Matériel et méthodes

Matériel végétal

Un essal pluriannued a été réalisé sur quatre hybrides : en 2002, ces
hybrides ant £0é cultivés 4 Baziége (31) et en 2003 en répétition sur trois
liew: : Mandorndlle (313, St Sauveur (31) et Caussade (81). De plus, en
2003, Fétude multilocale comprenait sept hybrides supplémentaires
{tablagu 1),

Les variétés de tournesal ont & cultivées selon les techniques habituel-
lement utilisées par les entreprises semenciéres et le Cétiom. Sur ces
essas, Fautofécondation a été assurée par empochage des capitules
pendant la périade de la floraison. Apeds la floraison, les sacs ont été
ouverts, sauf sur le site de St Sauveur (31) ol les capitules sont restes
empaochés jusqu'a la récolte. Les prélévements effectuds sur le site de
Baziége en 2002 et sur bo site de Mondonville en 2003 ont été utilisés
pour Pétude de la cinétique du remplissage des akénes en tocophérals et
la détermination de leurs teneurs ¢l composition (tobleay 2),

Tablesu 1. Corochérrtigues du meténel vigdtal (graines F.) mis en place en 2002 ef
2003,

Année Nom Type  Précocité  Obtenteur
varlété  génétique
(Hybrides) :
2002 & AllstarBM Classique ~ Précoce Furalis Semences
2003 LGS420  Classique  Précoce Lirnagrain
LGS660 - Classique  Mi-préoce Limagrain
Prodsol  Classique  Précoce  Monsanto Dekalh
2003 Azson AM - Classique  Précoce Euralis Semences
Alissan Olfique - Précoce Euralis Semences
RO
Aurasol Oléique’  Mi-pricoce  Mansanto Dekalb
Melody  Clasiqgua  Milardve  Syngenta Seeds
Parma  Classigue,  Précoce  Maladour Semences
Telry - Classique  Précoce/  Smgenta Seeds
-. Mi-précoce
Tellia Classique * Mipricoce  RAGT Semencey/Ran

Tableau 2. Coroctéristiques des préfévermens mis en ploce en 2002 sur 4 fybvides o
en 2003 swr 1 T hybrides ou cowrs de ko maturation,

Année Lieu des essais Prédévements Prélivement
Iintermédiaires final
Jours apries floraiton (I4F)

{JAF)

2002 Bazitge (31) 204 60, tous bes 5 fours &0
003 Caussade (52) 35 T
Monidonville (31) 20, 30, 40, 53 63
54 Sauveur (31) ! 65
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Tabdeau 3. Descriptif des solutions prépardes pour Fétalonnage exeme des qualre
formies de tocophérols,

Composés Longueur Solution Solutions étalons
d'onde mére {pg / mL de

{mg /miLde ~  méthanol)
miéthanol)

a-tocophérol 292 0,1 5,10, 20, 30 €1 50

f-tocophérol 96 0,1 5,10, 20, 30 et 40

y-tocophéral 8 0,1 5,10, 20, 30 et 40

&-tocophérol 98 0,1 5, 10,15, 20 et 35

Echantillonnage

Pour chagque date de prélievernent, 3 & 5 capitules par parcelle ont éé
collectés. Pour des raisons d'homogénéité de stade de développement,
seuls les trois cercles extérieurs de chaque capitule ont é1¢ égrendés
manuellement. Les akénes ont &€ ensuite regroupés par prélévement
(un par date et par parcelle), lyophilisés (HETO CT 110, Saint Herblain,
France) pendant 48 heures puis stockés 3 - 18 *C jusqu'a analyse.

Méthodes analytiques

Extroction de huile

L'huile a été extraite des akines fraichement broyés conformément 3 la
norme MF EN 150 659 [39]. La totalité du prélévernent a été broyée
{1095 Knifetec Mill, Foss Tecatos, Hijgands Sudde), puis deux aliguotes
{18 g chacun} ont été placés chacun dans une cartouche de cellulose
(Whatman Prolabo/Subra, Toulouse, France), L'huile a & extraite &
I'hexane (mélange d'isomires Prolabe/Subra, Toulouse, France) dans un
appareil de Soxhlet. Apriss 4 h d'extraction, I"hulle de chague &chantillon
a £té récupérée sous vide (Rotavapor, Bioblock Scientific HS 40 HUBER,
Heildolph) et stockée dans des piluliers - 18 °C,

Amalyses des tocophérols

La détermination de la teneur en tocophérols des huiles brutes a éLé
réalisée selon la nomme 150 9936 [40). La séparation complite des quatre
formes de tocophérol a été obtenue par chromatographie liquide haute
performance (HPLC) {SpectraPhysics, Thermo Separation Praducts, USA)
équipé d'un passeur d'échantillon AS100. Un aliquote de 20 pl d'un
mélange huile/hexane (environ 1.9/25 mL) a &té injecté sur une colonne
Lichrosorb S160 (250 cm x 4 mm = 5 pm, Cluzeau, France). La phase
mobile éait un mélange hexane : isopropanacl (99,7 :0,3 viv) de qualité
HPLC (Prolaba, France) de débit 1 mLfmin. Les quatre tocophérals ont
&t Elués en 15 min et détectés 3 'aide d'un spectrométre 3 fluorescence
(Waters 2475 multi 1), 3 une longueur d'onde d’excitation de 298 nm et
une fongueur d'onde d'émission de 344 nm. Le signal a &é intégré 3
Iaide du logiciel PC 1000 de TSP pour O5/2.

Calibration externe

Les quatre formes des tocophérols ont été identifiées et quantifiées par
une calibration externe A Faide de 4 standards de tocophérols (Chroma-
dex, USA). Pour 'n-tocophéral, une solution mére de 0,1 mg/mL a été
préparée puis quantifiée précisément par spectrophotométrie UV-Visible
{Hitachi U-1100, Les Ulis, France) & 292 nm. A partir de cette solution
mire d'a-tocophéno, cing solutions ont &€ préparées : 5, 10, 20, 30 et
50 poUml et injectées individuellement sur 'HPLC. Les solutions prépa-
rées pour la calibration des autres formes de tocophérol sont présentées
dans le fobleay 3. La préparation des solutions méres et des calibrations
ont été répélées & chaque nouvelle sére,
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Figure 2. Fractionnement des isoméres e, §, ¥ ef &-focophénols par chromatographie
e phase fquide. Pics: 1: sohont, 2@ o-tocophérol; 3: fetocophénl; 4
y-tocophérel : 5 - 3-tocophiinal, [étection par uorimdtrie : 298 nm {excitation) et 344

nm [émizsian).

Traltement des données

Les analyses statistiques (corrélations et analyses de la variance (Anova) &
dewx facteurs) et la comparaison des moyennes ont été réalisées sous
Micr;:mft Excel® pour Windows 97® et sous SPSS 11.5% (SPSS France,
Paris).

Résultats

Les teneurs en huile (40-55 %) et le taux d'insaponifiable (0,8-2 %)
observés sur I'ensemble des prélévements sont ceux généralement ren-
cantrés dans Mhuile de toumesol [26], Les chromatogrammes obtenus
(figure 2) montrent une séparation efficace des 4 formes de tocophérols,
les teneurs en tocotriénols sont inférieures au seull de détection. L'a-
tecophérod est Fisomére majoritaire, il représente entre 90,4 et 98,5 % de
[ teneur totale, les formes {f et ¥) sont minositaives et la forme () n'est
pas détectable, Toutefols, I'huile de tounesol ne contient en général pas
de &-tocophérol ni de tocotriénols détectables [22].

Les droites d'étalonnage pour chaque tocophéral ont toutes été établies
avec des coefficients de détermination (R®) supérieurs & 0,98 (figure 3),

20—
18-
16-

0 : ——
0 10 20 30 40 S0 60

Teneur en alpha-tocophérol (pg/mL)

Figure 3. Droite o Hoknnoge de Fa-tocophénol (détection » spectramétre & Mueores-
cence).
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Les tocophérals totaux

En 2002, on peut observer que la phase d'accumulation active des
tocophérols coincide avec celle des acides gras (figure 7AL Pour la variété
Proslisal, des préfévements ont été réalisés avant 20 JAF et montrent que
la teneur en tocophérols augmente rapidement jusqu’au 207 JAF pour se
stabiliser vers une teneur maximale de 1000 mg.kg™ d'huile. Pour les
variétés Allstar RM et LGS660, I'absence de prélévement avant e 20° JAF
ne permet pas d'observer cette accumulation, A partic du 25° AF la
:Imﬁr en tocophérols se stabilise & une valeur moindre de 750 mg kg™

‘huile,

Pour la récolte 2003, les profils d'accumulation des tocophérols totaux
(figure 7b) montrent une relative superpasition des profils quelle que soit
la variété, cependant ces profils différent des profils précédemment
obtenus, Notons qu'avant 20 JAF, aucun prélévement n'a été effectué, ce
{ui ne permet pas de rendre compte de I'accumulation des tocophérols
totaux. L'absence d'une stabilisation des teneurs en tocophérols peut
étre justifiée par I'cffet des fortes températures pendant cette période
induisant une consommation de ceux-ci, Le dassement observé en 2002
reste inchangé, la variété Prodisol présente toujours la teneur la plus
élevée en tocophérols, avec 750 mg.kg™" d'huile & maturité,

L'effet de 'environnement, essentiellement de la température, semble
étre un facteur <lé dans la teneur de huile en tocophéroks. De fortes
températures durant le remplissage de F'akine sont susceptibles de
limiter Faccumulation des tocophérols, comme il a déjd été observé lors
du remplissage de la graine chez le soja [27]. Les températures Sevées
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[=]

ont une action négative déja bien connue sur 'appareil végétatil, life au
stress ouydatif dans les chloroplastes : elles entrafnent systématiquement
une diminution de la teneur totale en tocophérals reflitant leur utifsation
pour la préservation des membranes [19]. Les proplastes des cotylédons
de I'embryon sembleraient donc avolr le méme comportement,

Effets du liew de culture et du génotype
sur lo teneur en tocophérals & maturité

La teneur en tocophérols & maturité a éé analysée dans I'huile de 11
hybrides cultivés sur trois eux en 2003 (figure 8). Elle varie entre 261 et
734 mg.kg ™" d'huile, soit entre 89 et 406 mg de tocophérols par kg de
matiére séche. La différence trés significative entre les essais réalisés 3
Mondonville (31) et Caussade (82) et ceux réalisés 3 St Sauveur (31) est
probablement liée aux conditions de réalisation de F'essai. Fn effet, sur le
site de St Sauveur les capitules sont restés empochés jusqu'a la récolte. La
température moyenne au niveau du capitule a-donc 8té plus élevée, ce
qui a amiplifié Peffiet du stress thermique lors du remplissage des akénes.
La teneur en tocophérols apparait donc ici aussi particuliérement sensible
a Mélévation de la température. L'analyse de-variance (Anova) montre
que les effets génétiques et environnementaux affectent significative-
ment la teneur totale en tocophérols (tableay 4). Bien que significative,
Finteraction génotype - lieu ne représente qu'une part minime de la
variance totale.
L'effet génotype est également significatif : les variétés Prodisol, Aurasol
& Alisson RM montrent un plus fort potentiel de production de tocophé-

ot

Tableau 4, Analyse de variance de 11 hybrides de tournesol culfivés sur fois Feux
{Coussade, Mondomz, 5t fory) en 2003,

Tocophérols totaux
Source de di SC Mc F
variation
Lien 2 1212324 606162 3195+
Génotype 9 643002 71355 37.8*
LxG 18 153053 8503 45"
Ermeur 83 157468 1897

(dl - degré de Bberté ; 3C : somme des carmés ; MC : moyenne des carrés ; F @ test
statistique ; * P < 0,01}
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Figure 4. Evalution de lo feneur en bl {en % de malidre siche - akénes non
dérortiqués) pour quatre vongtes cullivies en 2002 en un lew (Baziége, France).

Les teneurs en tocophérols sont exprimées en mg par kg d'huile (mg kg™
huile) ou en mg par kg de matiére siche d’akénes (mg.kg™ MS).

Evolution de la teneur en huile au cours de la maturation

de la graine

La teneur en huile somble fixée assez t6t chez ensemble des variétés
Eludices : le plateau est atteint vers le 25* jour aprés floraison. Aprés
15 jours, cette teneur reste relativement stable (figure 4). Les accumula-
tions observées comespondent ausx profils établis pour d'autres hybrides
de tournesol [41, 42].

Evolution de la teneur en tocophérols au cours
de la maturation de I'akéne

Les différentes formes de

Pour Fensemble des variétés, dis 25 JAF, I'a-tocophérol représente plus
de 90 % des tocophérols totaux. En 2002, cette proportion se stabilise ou
augmente encore legérement jusqu'd maturité (figure 3), tandis que les
autres tocophérols ([ et y) diminuent progressivement. Dés 25 JAF, la
teneur en y-tocophérol est trés faible (18 mgkg™ pour Prodisol,
40 mg.kg™" pour AllStar RM et LG5660) par rapport & Fa-tocophérod, ef
elle ne cesse de décroftre jusqu'd maturité (figure 58). Le y-locophérol
étant précurseur de la forme o, ce décalage des cinétiques révide proba-
blement une différence de cinétique d'expression des enzymes qui
interviennent séquentiellement dans la synthése de l'a-tocophérol au
niveau des akines, Le P-tocophérol suit la méme cinétique que le
ytocophérol (3 25 JAF: 98 mokg™" pour Prodisol, 20 mg.kg™ pour
Allstar BM et LGS660]).

En 2002, certaines variétés telles que Prodisol et Allstar-RM mantrent une
huile qui s'enrichit en a-tocophérol et en tocophérols totaux jusqu'a 75
JAF. Cependant, en 2003, dés 25 JAF la teneur en e-tocophéral tend a
décraitre et certaines variétés telles que Prodisol et LG5420 perdent
jusqu'd plus de 1/3 de lour teneur entre le 25 JAF et 65 [AF (figure 6).
Mozzon et al. [43] ont montré également, en étudiant une autre variété,
que la teneur en a-tocophéral augmente jusqu'd environ 20 JAF pais
décroit. Ainsi, la diminution systématique exposée par Prévot [44] ne
semble pas de régle, mais plutit dépendante des conditions environne-
mentales. Il a éé montré que la synthése da-tocophérol pouvait Btre
stimulée lors de la réponse & un stress, mais lorsque celui-di estimportant,
les capacilés de régénération deviennent limitantes, et le stress se traduit
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Figure 5, Evolution de ko tensur en alpho- (a) ef en gamma- (B) focophénls lors de la
matunation des groines de tournesol (récolte 2002 - ur fiew (Bazidge, Francef).

alors par une perte nette en e-tocophdérol [45). Les conditions rencon-
trées dans le sud-ouest de la France en 2003, combinant déficit hydrique,
températures Elevées et fort rayonnement solaire, représentent un stress
extréme qui pourrait &tre & Porigine de la diminution de la teneur en

a-tocophérol observée dans cette étude.
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rols totaux et d'a-tocophérol que Melody et LGS660. L'étude mende en
2002 cormrobore ces tendances, la vaniété Prodisol présentant une teneur
en tocophérols significativernent plus Slevée que LGS660 (Tigure 74). Ces

résultats indiquent que les interactions génolype-environnement sont -

plutét falbles, étant donné |a différence importante de conditions clima-
tigues entre ces deux années, '

Discussion

Au cours de ce travail, la teneur et la composition en tocophérols
d'hybrides commerciaux ont &€ analysées, L'étude sur la cinétique de
remplissage des akénes en tocophérols montre une augmentation des
teneurs jusqu'a 25 |AF puis une stabilisation de ceux-ci, Cependant, au
regard des résultats obtenus, la température semble Btre un facteur ché
dans la teneur en locophérols dans 'huile, Les fortes températures durant
le remiplissage de 'akine limiteraient Ifaccumulation des tecophérols afin
de préserver du stress oxydatif la plante. Cette étude montre aussi que la
variabilité de la teneur en tocophérols dans Ihuile de toumesol com-
prend une composante génétique significative ; ainsi, Prodissl présente
en moyenne une teneur en tocophérols tataux de 36 % plus élevée que
LGS660. De plus, linteraction génotype-envirannement apparait plutdt
faible dans cette dtude, Une stabilité de expression des performances
variétales, et une variabilité génétique suffisante pourraient rendre pos-
sible la sélection de variétés hybrides avec des teneurs en tocophérols
élevées, voire de combiner cette sélection avec la production de profils
muodifiés, comme cela se fait déja pour les acides gras, Des transforma-
tions stables du profil des tocophérols par mutagenise ont d'ailleurs été
récermment obtenues chez le tournesol [36, 37].

Ainsi, les donmées collectées au cours de ces travawx permettent de
montrer que les teneurs en tocophérols pourraient &tre augmentées par
sélection variétale, et peut-tre aussi en veillant 3 la conduite culturale, Le
tournesol est une culture bien implantée en France (en 2005 : 650 000
ha) [46] mais subit les évolutions du marché : augmentation de la sole
oléigue au détdment du toumesol classique. Déjd bien reconnue en
alimentation par sa composition en acides gras et en vitamine E ; Phuile
de toumesol joult d'une bonne image diététique, et représente 28 % de
la consommation apparente en France [47]. Outre les applications ali-
mentaires, Fhuile de tournesol (notamment oléique) présente un inténgt
industrief pour la production d'esters d'acides gras (secteur des biocar-

burants et potentiel de développement dans celui des biolubrifiants) [48,-

49). Une fraction insaponifiable contenant les tocophérals et les phytos-
térols est isobée lors des transformations industrielles ; c'est un co-produit
& fort potentiel de valorisation. Ainsi, plus Fhuile sera riche en ces
composés, plus la plus-value sera élevée. En conséquence, une sélection
pour la qualité, intégrant non seulement le profil en acides gras insatunés
mais aussi les tocophérols et d'autres moléoules d'intérdt santé (fe
phytostérols), pourrail présenter un grand intérét pour cette culture.
Cette approche nécessite cependant une étude approfondie combinant
des approches généliques et agronomigues.
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ABSTRACT

The sunflower oil is rich in polyunsaturated fatty acids and in minor components (1% of the oil fraction)
including phytosterols, tocopherols, wax and others components. This study evaluates the content and
composition of the phytosterols in four sunflower hybrids during two growing seasons (2002 & 2003)
and in seven more hybrids in a multilocal study in 2003. The phytosterol content in the maturing seeds
was followed from flowering stage till full maturity. The kinetics of phytosterols accumulation was
similar to that of fatty acids: a rapid increase until 25 Days After Flowering (DAF) and a stabilization
after 50 DAF. However, the temperature during the seed development induced changes in the
phytosterol content, since the total amount of phytosterols was significantly increased by high
temperatures in some hybrids. On the other hand, the comparison of phytosterol content in the 11
hybrids tested in 2003 shows significant differences in phytosterol content between hybrids and little
location X hybrid interaction. In this study the environment effect was the major source of variation.
This study shows that phytosterol content in sunflower oil can be promoted though combined action
on selection and growth conditions.
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INTRODUCTION

L’huile de tournesol bénéficie d’'une bonne image, en raison de sa composition équilibrée en acides
gras insaturés (acides oléique et linoléique) [1]. Sa faible teneur en acide linolénique (0,2%) en fait
une huile stable, classée parmi les huiles de friture, ceci d'autant plus qu'il existe maintenant des
variétés contenant plus de 85% d’acide oléique, mono-insaturé [2]. Mais sa bonne image provient
aussi de sa grande richesse en composés mineurs, notamment en phytostérols et en tocophérols
(vitamine E), intéressants pour leur effet santé [3]. De plus, I'huile de tournesol présente un intérét
industriel pour la production d’esters d'acides gras (biocarburants et biolubrifiants) [4-6]. Lors du
processus de fabrication et plus particulierement de désodorisation, une fraction dite
« insaponifiable » contenant entre autres les phytostérols est isolée et peut étre valorisée en un co-
produit a forte valeur ajoutée [7].

Les phytostérols représentent une vaste famille de composés, de structure analogue a celle du
cholestérol chez les animaux, et dont la fonction biologique est semblable. Ce sont des alcools
stéroidiens avec un noyau tétracyclique et une chaine latérale de 17 atomes de carbone (Figure 1).
Les principaux phytostérols (60 a 80%) trouvés dans I'huile de tournesol sont par ordre décroissant de
teneurs : le B-sitostérol (24p-éthylcholest-5-&n-3B-ol), le A’- stigmastérol (24a-étylcholest-7-&n-3p-ol),
le stigmastérol (24a-éthylcholesta-5,22-dién-3p-ol), le A’-avénastérol (24-éthylidenecholest-7-&n-3B-
ol), le A’-avénastérol (24-éthylidencholest-5-&n-3B-ol), le campestérol (24B-méthylcholest-5-,én-3p-ol)
et le A’-campestérol (24-méthylcholest-7-én-3p-ol) [8-10].

-72-



CHAPITRE Il — Facteurs de variation génotypiques et environnementaux des composés mineurs

V
“,

HO HO
Cholestérol B-sitostérol
HO HO
Stigmastérol Campestérol

Figure 1. Structure du cholestérol et des principaux phytostérols.

Les phytostérols permettent de rigidifier et de contrbler le niveau de fluidité des membranes
cellulaires. Mais leur réle serait plus actif gu’on ne le pensait initialement : leur implication dans les
régulations hormonales est tres étudiée, aussi bien en tant que précurseurs des brassinostéroides,
que directement au niveau de l'organisation de la membrane cellulaire, en tant que médiateurs de
I'interaction entre les protéines et les lipides membranaires [11; 12]. Les effets des phytostérols sur la
santé font I'objet de nombreux travaux depuis quelques années [13-16]. C'est en raison de leur
pouvoir hypocholestérolémiant que les stérols d'origine végétale ont suscité le plus d'intérét. Par leurs
propriétés amphiphiles, ils inhibent I'absorption intestinale du cholestérol en le remplagant dans les
micelles de sels biliaires [9; 16; 17]. Les phytostérols sont aussi étudiés pour leur action
anticancéreuse [13], immunomodulatrice et anti inflammatoire [18]. Les phytostérols possédent
également un pouvoir émulsifiant et pénétrant. Cette propriété est utilisée en cosmétique ou ils sont
souvent employés comme agents anti-dessiccateurs de I'épiderme et du cuir chevelu [7].

Comme pour les tocophérols, la variation de la teneur et composition des phytostérols varie en
fonction de I'espéce végétale et selon les variétés [10; 19]. Les différences génotypiques ont été
observées chez le seigle [20] et I'avoine [19] mais les résultats sont contradictoires chez le colza [21;
22]. L'effet environnemental affecte significativement la distribution des stérols, cependant I'effet du
lieu de culture est beaucoup moins important que sur les tocophérols [20; 22]. Chez le soja, la
concentration en phytostérols totaux augmente si la température est élevée durant la maturation de la
graine [10]. On observe alors une modification significative de la composition des phytostérols :
augmentation du pourcentage en campestérol et diminution des teneurs en stigmastérol et en B-
sitostérol [10].

Dans ce contexte, on constate que la teneur et la composition des phytostérols peut étre influencée
par le génotype et par les effets environnementaux mais les variations sont moins importantes par
rapport a celles observées pour les tocophérols sur d'autres espéces. Le tournesol est une espéce
oléagineuse de grande culture qui présente un profil stérolique atypique : accumulation majoritaire de
B-sitostérol, présence de A°-avénastérol et absence de brassicastérol [23] ; ce profil est recherché
pour des valorisations industrielles. Cependant, les teneurs totales en phytostérols sont inférieures a
celles observées pour d'autres espéces oléagineuses (colza, mais); par conséquent il serait
intéressant de connalitre pour des variétés commerciales de tournesol leur variation et ainsi regarder
leur potentiel d’expression en phytostérols.

L'objectif de cette étude s'inscrit dans une démarche similaire a celle entreprise sur I'étude des
tocophérols [24], a savoir suivre le remplissage de la graine en phytostérols totaux et individuels au
cours de la maturation de I'akéne chez des hybrides commerciaux pour deux années de culture (2002
et 2003). Ce travail permettra ainsi d’évaluer les influences génétiques et environnementales sur la
teneur et la composition en phytostérols et de rechercher d'éventuelles phases critiques lors du
remplissage.
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MATERIEL ET METHODES

Matériel végétal

En 2002, 4 hybrides (AllStar RM, LG 5420M, LG5660, Prodisol) ont été cultivés a Baziege (31). En
2003, onze hybrides : neuf classiques (Alisson RM, AllStar RM, LG 5420M, LG5660, Melody, Parma,
Tekny, Tellia, Prodisol) et deux oléigues (Alisson RMO, Aurasol) ont été mis en place sur trois lieux :
Mondonville (31), St. Sauveur (31) et Caussade (81). Les variétés, [litinéraire cultural
(autofécondation), les prélévements et la préparation des akénes ont été décrits précédemment [24].
Comme pour I'étude sur les tocophérols, les prélevements effectués sur le site de Baziege en 2002 et
sur le site de Mondonville en 2003 ont été utilisés pour I'étude de la cinétigue des teneurs et
compositions en phytostérols au cours du remplissage des akéenes.

Analyses

Extraction de I'huile

L’huile des akénes a été extraite a I'hexane pendant 4 h dans un appareil de Soxhlet [24]. Apres
extraction, I'huile de chaque échantillon a été récupérée et stockée dans des piluliers a — 18C.
Chaque échantillon a été analysé en double répétition.

Analyses des phytostérols

La détermination de la teneur en phytostérols des huiles brutes a été réalisée selon la norme ISO
12228:1999 [25]. La séparation compléte des différents phytostérols a été obtenue par
chromatographie en phase gazeuse (CPG) (GC 8000 — FISONS Instrument, Italie). Le principe de
'analyse des phytostérols est basé sur un isolement de l'insaponifiable puis une silylation de la
fraction insaponifiable avant injection directe en Chromatographie en Phase Gazeuse (CPG).
Saponification

Dans un ballon de 50 ml, on introduit 250 mg d’huile, 1 mg de bétuline / ml d’acétone (bétuline : étalon
interne - Sigma Aldrich, Saint Quentin Fallavier, France) et 5 ml d'une solution éthanolique
d’hydroxyde de potassium (KOH / 0,5 M). Le mélange est porté a ébullition sous reflux pendant 15
minutes. Immédiatement aprés l'arrét de la saponification, 5 ml d'éthanol (qualit¢ HPLC — SDS,
France) sont ajoutés au mélange chaud.

Extraction des stérols

Pour isoler la fraction insaponifiable, 5 ml de la solution sont versés dans une colonne d’oxyde
d’aluminium. Cette colonne en verre (diamétre : 30 mm) est préalablement préparée et remplie de 10
g d'oxyde d’aluminium (neutre, pH = 7,5, 50 — 100 um, PROLABO/SUBRA-France) hydratés avec de
I'éthanol (Qualité HPLC, SDS, France). La substance résultant de la premiere élution n'est pas
récupérée. Une modification de protocole a été effectuée en plagcant dans un entonnoir un filtre
Whatmann (papier n41) sur un deuxieme ballon afin de retenir les particules d’alumine contenues
dans I'éluat. L'insaponifiable est extrait par 5 ml d’éthanol puis par 30 ml d'éther diéthylique (Qualité
HPLC, SDS, France). Les solvants sont évaporés sous vide (Rotavapor, Bioblock Scientific HS 40
HUBER, Heildolph). Le dépbt présent sur les parois est décollé avec 2 ml d'éther diéthylique et
récupéré dans un tube a hémolyse. L'éther diéthylique est ensuite évaporé avec un flux continu
d’'azote (Air Liquide, France).

Identification des stérols

100p! de réactif silylant (95 pl de N-méthyle-N-(triméthylsilyl)-heptafluorobutyramide (Sigma Aldrich,
Saint Quentin Fallavier, France) et 5 pl de 1-méthyle imidazol (Sigma Aldrich, Saint Quentin Fallavier,
France)) sont ajoutés dans les tubes a hémolyse contenant les stérols isolés. Le tube est ensuite
chauffé pendant 15 min a 105°C dans un bain d’huile préchauffé.

0,5 uL ont été injectés manuellement avec une micro-seringue (ou 1 uL par le passeur automatique)
sur une colonne capillaire en silice fondue SAC-5 (30cm x 0,25mm x 0,25um, Cluzeau, Puteaux- La
Défense, France) l'injecteur est a 320C, et l'azote (gaz vecteur) a 1 ml/min avec une pression de
130 kPa (Air Liquide, France). Un gradient de température de 240 a 320°C avec une augmentation de
4°C/min est appliqué, la température finale est ensuite laissée constante pendant 10 min. Les
différents phytostérols sont quantifiés par un détecteur a ionisation de flamme a 310C avec un débit
d’hydrogéne de 30 ml/min et un débit d’air de 300 ml/min. Le signal a été intégré avec un intégrateur
(Data Jet Integrator, Thermo Finnigan, Courtaboeuf, France).

Chaque phytostérol est identifié a partir de son temps de rétention, défini a l'aide de mélanges
d'étalons standards (B-sitostérol, stigmasterol et campestérol (Sigma Aldrich, Saint Quentin Fallavier,
France))

Calibration interne — Quantification des phytostérols

Pour quantifier les stérols présents dans I'échantillon, les temps de retention relatifs (TRR) ont été
obtenus en divisant le temps de rétention (TR) du stérol concerné par le TR de la bétuline. Dans cette
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méthode, on considere que les facteurs de réponse de tous les stérols et de la bétuline sont égaux.
La quantification a été calculée a partir des aires des pics pour les différents phytostérols comparée a
I'aire du pic correspondant a I'étalon interne (bétuline).

Traitement des données
Les analyses statistiques (corrélations et analyses de la variance (ANOVA) a deux facteurs) ont été
réalisées sous Microsoft Excel pour Windows® 97 et sous SPSS 11.0 pour Windows® (Paris, France).

RESULTATS

Les chromatogrammes obtenus (Figure 2) montrent une séparation efficace des différents
phytostérols et de I'étalon interne. Ainsi pour lintégration des pics, les temps de rétention relatifs
(TRR) calculés par rapport a la bétuline sont les suivants : campestérol (0,79) ; stigmastérol (0,81) ;
A°-campestérol (0,83) ; B-sitostérol (0,85); A°-avénastérol (0,86); A’-stigmastérol (0,94) et A’-
avénastérol (0,96). Les teneurs en phytostérols sont exprimées en mg par 100 g d’huile (mg.100 g™
huile) ou en mg par 100 g de matiére séche d’akénes (mg.100 g™* MS).
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Figure 2. Composition en stérols d’une huile de tournesol obtenue par chromatographie en phase

gazeuse sur colonne capillaire en silice fondue SAC-5 (Cluzeau, Paris) (Pics: 1: campestérol, 2 :

stigmastérol ; 3: A7-campestérol; 4 : PB-sitostérol; 5: A°-avénastérol ; 6 : A7-stigmastérol; 7: A-
avénastérol ; 8 : bétuline)

Les teneurs en phytostérols totaux observées sur I'ensemble des prélevements (incluant les premiers
stades) varient de 231,4 & 800,3 mg.100 g huile et de 65,8 & 285,6 mg. 100g™ MS. Sept stérols
différents peuvent étre identifiés et quantifiés. Comparativement aux autres huiles végétales, le
tournesol se caractérise par des valeurs moyennes. Cependant, dans I'huile de tournesol, le composé
majoritaire de la fraction stérolique est le B-sitostérol (57-68%) suivi du stigmastérol (12%) et du
calmpestérol (10%). Le A’-avénastérol est également présent et sa teneur varie entre 11 et 35 mg.100
g huile.

Evolution des phytostérols au cours de la maturation de I’'akéne

Dans les akénes de tournesol nouvellement formées (20 JAF), le taux de phytostérols totaux en
fonction de la matiére seche est quasiment a sa valeur finale, il augmente légérement jusqu'a 40 JAF,
puis il décroit en fin de maturité, de maniére paralléle a la cinétique d'accumulation de I'huile, comme
le montre le profil caractéristique de Prodisol représenté ici (Figure 3). La cinétique d’accumulation de
I'huile et des stérols est similaire pour toutes les variétés étudiées. Le B-sitostérol est en quantité
majoritaire (environ 60%) ; les autres phytostérols représentent chacun 10% (ou moins) des
phytostérols totaux.

L'analyse de la cinétique de remplissage des phytostérols (en mg par 100 g de matiére séche) montre
qu'avant 30 JAF, il y a une accumulation de la teneur en phytostérols suivi d’'une décroissance (Figure
4). Cette accumulation est proportionnelle a 'accumulation de I'huile qui est maximale a 30 JAF [24].
Par conséquent, contrairement a ce qui a été observé pour les tocophérols, la composition en
phytostérols (en mg par 100g d'huile) semble relativement constante dés 20 JAF (Figure 4).
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Figure 3. Accumulations comparées de I'huile (cercles vides) et des phytostérols (cercles pleins =
phytostérols totaux), de 20 JAF a maturité pour la variété Prodisol sur I'essai réalisé en plein champ a
Baziege en 2002. Chaque point = moyenne de 3 répétions analytiques

Cependant, le B-sitostérol, en proportion la plus importante, semble disparaitre au cours de la maturité
pour certaines variétés telles que les variétés Limagrain (LG 5420 et LG5660) ce qui entrainerait la
décroissance observée & maturation. D'autre part, on note que la teneur en A’-avénastérol, présent
dans de plus faibles quantités, augmente au cours de la maturité et pour I'ensemble des variétés. Les
résultats de la récolte 2003 mettent en évidence que les teneurs initiales a 20 JAF sont bien plus
élevées qu’en 2002 et comprises entre 450 et 900 mg.100g™ d’huile.

Ces teneurs en phytostérols totaux décroissent rapidement au cours de la maturation des graines
pour atteindre & la récolte environ un tiers de la teneur initiale L'’ensemble des phytostérols (B-
sitostérol, stigmatérol, campestérol,...) 1présente une accumulation et une décroissance similaire de
celle des phytostérols totaux (mg .100g ™ huile).

Aucun prélévement avant 20 JAF n’avait été effectué au cours de I'essai 2003, cependant la teneur en
phytostérols exprimée par rapport a la matiére seche (mg/ 100g de MS) montre un extremum de
teneur entre 25 et 35 JAF puis une diminution reproduisant I'observation de I'essai de la campagne
précédente (Figure 5).

L'analyse de variance (Tableau 1) réalisée sur les 4 hybrides : Prodisol, Allstar RM, LG5420 et
LG5660 et sur les deux années 2002 et 2003, montre qu'il N’y a pas de différences de génotypes mais
qu'un effet année peut étre mis en évidence sans étre aussi marqué que celui observé sur les teneurs
en tocophérols [24].

Tableau 1. Analyse de variance en moyenne de carrés des tocophérols et phytostérols totaux de 4
hybrides (Allstar, Prodisol, LG5420 et LG 5660) cultivés en 2002 et 2003 et 5 dates de prélévement a 20,
30, 40, 55 et 65 JAF

Facteurs dl. Tocophérols totaux  Phytostérols totaux

(mg-kg™ huile) (mg-100g™ huile)
JAF 1 62135* 128441 %+
Génotype 3 114230*** 3606
Année 1 278790** 26836*
Génotype x Année 3 9463 717
Erreur 53 9306 5947

d.l. Degré liberté ;TestF : * p< 0,05 ;** p<0,01; p<0,001

L’effet des fortes températures observées en 2003 favorise des teneurs plus élevées en phytostérols
totaux. Ces résultats corroborent ceux décrits par Vlahakis et Hazebroek [10] chez le tournesol;
cependant seules les teneurs finales en phytostérols ont été étudiées.
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Figure 4. Accumulations des phytostérols totaux et individuels de 20 JAF & maturité sur I’essai réalisé en
plein champ a Baziége en 2002.
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Figure 5. Accumulations des phytostérols totaux (mg-100g™ d’huile ou mg-100g™ Matiére séche) du béta-
sitostérol et du stigmastérol de 20 JAF a maturité sur I’essai réalisé en plein champ en 2003. Les teneurs
sont exprimées en mg.lOOg'1 d’huile.

Effets du lieu de culture et du génotype sur la teneur en phytostérols a maturité

La teneur en phytostérols & maturité a été analysée dans I'huile de 11 hybrides cultivés sur trois lieux
en 2003 (Tableau 2). Elle varie entre 328,9 et 595,0 mg.lOOg'l d’huile et 142,3 a 268,2 mg de
phytostérols 100g de matiére séche ; cependant les teneurs en huile étaient significativement plus
basses en 2003 qu’en 2002.

Tableau 2 : Moyennes des teneurs en phytostérols totaux (mg.100 g'1 Huile). Les erreurs standards sont
respectivement 19, 13 et 43 pour les moyennes des variétés (n=6 échantillons par variété), des lieux (n=20
échantillons par lieux) et des variétés par lieu (n=2 répétitions). La variété Techny n'a été échantillonnée
qu'a Mondonville

Variétés Moygnpe Mondonville Caussade Saint Jory
varietes
Alisson 442% 419 407 499
Alisson RMO 483% 382 418 595
AllStar 437% 398 378 535
Aurasol 423 346 334 589
LG5420 4032 371 438 401
LG5660 432% 474 369 454
Melody 443 401 384 546
Parma 420 486 329 476
Prodisol 469% 510 355 543
Teckny 574

Tellia 530° 561 462 567
MO&’;’}QGS 436" 387° 520°
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Tous comme les résultats obtenus sur les tocophérols, la différence significative observée entre les
essais est probablement liée a leurs conditions de réalisation. Sur le site de Saint Jory, les capitules
sont restés empochés jusqgu’a la récolte ce qui a engendré un stress thermique supplémentaire.
L’effet de I'environnement, essentiellement de la température, semble étre également un facteur clé
dans la teneur en phytostérols. Ces résultats semblent indiquer que les températures élevées
induisent une augmentation de la concentration de I'huile en phytostérols. L'analyse de variance
(ANOVA) montre que les effets génétiques et environnementaux affectent les teneurs en phytostérols
(Tableau 3) mais ces variations sont bien moindres par rapport a celles observées sur les teneurs en
tocophérols [24]. L’interaction génotype x environnement ne présente qu’'une part minime de la
variance totale similaire a la variation génotypique.

Tableau 3. Analyse de variance de 11 hybrides de tournesol cultivés sur 3 lieux (Caussade (81),
Mondonville (31) et St Jory (31))

Phytostérols totaux
(mg .100g " d’huile)

di SC MC F
Lieu 2 374167 187083 55,5*
Génotype 9 126481 14053 4,2*
LxG 18 217014 12056 3,6%
Erreur 83 280027 3374

dl. degré de liberté — SC. Somme des carrés — MC. Moyenne
des carrés — F. Test statistique *p<0,001

DISCUSSION - CONCLUSION

Au cours de cette étude, différents hybrides commerciaux ont été analysés pour leur teneur et
compositions en phytostérols. L'étude de la cinétique d’accumulation des phytostérols montre qu'ils
sont présents dans tous les stades de développement de la graine. La teneur en phytostérols
exprimée par rapport a la quantité de matiere seche dans la graine augmente jusqu’a 30 JAF puis
décroit. Un décalage est observé, lorsque la teneur en phytostérols est exprimée par rapport a la
quantité d’huile (mg.100g™ huile), dés 20 JAF, la teneur est élevée puis elle décroit. Les cinétiques
d’accumulation de I'ensemble des phytostérols présents dans la fraction insaponifiable suivent celle
observée pour les phytostérols totaux (mg.lOOg'1 huile). Les travaux de Harker et al. [26] sur des
graines de colza et de tabac montrent des résultats similaires. Cependant, la température affecte
significativement les teneurs phytostérols : elles semblent entrainer une augmentation de la teneur en
phytostérols comme il a été déja observé [10]. .

D’autre part, cette étude montre que la variabilité de la teneur en phytostérols dans I'huile de tournesol
est due au génotype et a un effet environnemental amplifié par de fortes températures pendant la
maturation de la graine. Cependant, ces effets ne sont pas comparables a ceux observés sur les
tocophérols [24]. Un classement des hybrides par rapport a leur teneur en phytostérols dans les
akénes a maturité est beaucoup plus difficile a réaliser que pour les tocophérols. La variété Tellia
présente un potentiel élevé en phytostérols tandis que la variété Melody se classe significativement
parmi les plus faibles.

Au regard des résultats, il s'avere qu’augmenter les teneurs en tocophérols dans des akénes de
tournesol sera possible par la sélection variétale tandis que I'enrichissement en phytostérols sera plus
limité. Les conditions culturales et la date de prélevement seront des facteurs clés sur les teneurs en
phytostérols. Il serait nécessaire d'établir plus précisément I'effet de la température sur la teneur en
phytostérols finale en effectuant un essai avec des conditions environnementales controlées, mais
aussi trouver plus de variabilité génétique.
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1.2. Bilan sur le remplissage en composés mineurs au cours de la maturation
des akenes de tournesol.
Les teneurs en huile (40 — 55%) et le taux d’insaponifiable (0,8 — 2%) observés sur I’ensemble des prélévements

sont ceux genéralement rencontrés dans I’huile de tournesol (Merrien, et al., 1992). Les accumulations observées
sur la fraction lipidique correspondent aux profils établis pour d’autres hybrides de tournesol (Triki, et al., 1997;
Lagravere, et al., 2004). La fraction lipidique commence & s’accumuler dés la 10°™ JAF et atteint rapidement un

plateau vers le 25°™ JAF, seuil au-dela duquel le pourcentage se stabilise jusqu’a la maturité de I’akéne.

L’étude sur le remplissage en composés mineurs dans des akénes de tournesol a mis en évidence que la phase
d’accumulation active des tocophérols et des phytostérols coincidaient avec celle des acides gras et la matiére
séche. L’étude de la cinétique montre une augmentation de la teneur en a-tocophérol jusqu’a 25 JAF puis une
stabilisation tandis que les autres tocophérols (B et y) diminuent progressivement. La teneur en y-tocophérol est
trés faible (18 — 40 mg.kg™ d’huile) par rapport & I’o-tocophérol, et elle ne cesse de décroitre jusqu’a maturité.
Le B-tocophérol suit la méme cinétique que le y-tocophérol. Le y-tocophérol étant précurseur de la forme o, ce
décalage des cinétiques révéle probablement une différence de cinétique d’expression des enzymes qui
interviennent séquentiellement dans la synthése de I’a-tocophérol au niveau des akénes. Au niveau des
phytostérols, la cinétique de remplissage des akénes montre une teneur élevée a 20 JAF puis une décroissance
jusqu’a maturité. L’ensemble des phytostérols présents dans la fraction insaponifiable présente une accumulation

similaire.

Cependant, au regard des résultats obtenus, la température semble étre un facteur clé dans les teneurs en
tocophérols et en phytostérols dans I’huile. De fortes températures durant le remplissage de I’akéne limiteraient
I’accumulation des tocophérols car ils pourraient étre utilisés pour protéger les acides gras accumulés de
degradation subies lors du stress oxydatifs induit par les températures élevées (Munné-Bosch et Alegre, 2002b)

et augmenteraient la teneur en phytostérols (VIahakis et Hazebroek, 2000; Roche, et al., 2006).

D’autre part, cette étude montre aussi que la variabilité de la teneur en tocophérols dans I’huile de tournesol
comprend une composante génétique significative ; des teneurs variant de 261 & 734 mg.kg™ d’huile ont été
observées. Ainsi, Prodisol présente en moyenne une teneur en tocophérols totaux de 36 % plus élevée que
LG5660. Cependant, cet effet n’est pas aussi marqué sur la variation des teneurs en phytostérols. Un classement
des hybrides par rapport a leur teneur en phytostérols est beaucoup plus difficile. La variété Tellia présente un
potentiel élevé en phytostérols tandis que la variété Melody se classe parmi les plus faibles. Dans cette étude,

I’interaction génotype-environnement apparait plutot faible tant pour les tocophérols que pour les phytostérols.

Ainsi, les données collectées au cours de cette étude montrent une stabilité de I’expression des performances
variétales et laissent penser que les teneurs en tocophérols pourraient étre augmentées par sélection variétale,
tout en veillant a la conduite culturale ; les possibilités d’enrichissement en phytostérols s’avérent plus limitées.
Cette approche nécessite cependant une étude approfondie combinant des approches génétiques et

agronomiques.
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2. Influence de la conversion oléique sur les teneurs et compositions en
COMpPOSES mineurs.

Un atout de I’huile de tournesol est la grande diversité de composition en acides gras de I’huile de tournesol et en
co-produits (composés mineurs). Cette diversité conduit a des utilisations variées aussi bien en nutrition humaine
que dans I'utilisation non alimentaire. Pour le secteur alimentaire, le développement de variétés de tournesol
difféeremment enrichies en acides gras tel que I’acide oléique présente un réel intérét pour I’alimentation
humaine, avec de nombreux effets bénéfiques sur la santé (Purdy, 1986; Cole, et al., 1998; Delplanque, 2000;
Gertz, et al., 2000; Lacombe et Bervillé, 2001; Benatti, et al., 2004). Dans le secteur non alimentaire, I’huile de
tournesol peut étre utilisée dans le domaine des lubrifiants (Schneider, 2006) et biosolvants (Bewa et Alfos,
2005) grace a un profil enrichi en acide oléique. Aussi, depuis quelques années les programmes de sélection
orientés vers un profil plus riche en acide oléique se sont développés et la sole d’emblavement en tournesol
oléique a augmenté et continue d’augmenter. De plus, I’intérét croissant pour les composés mineurs (tocophérols
et phytostérols) dans I’huile de tournesol améne a s’interroger sur I’influence de la conversion oléique sur le
potentiel des hybrides a s’enrichir en composés mineurs. En effet, la littérature relate qu’un profil riche en acide
oléique est plus stable qu’un profil enrichi en acide linoléique (Marquez-Ruiz, et al., 1999; Gertz, et al., 2000;
Gertz et Kochhar, 2001) et solliciterait dans une moindre mesure les tocophérols. D’autre part, les travaux chez

le tournesol de Demurin et al. (1996) montrent une corrélation négative entre I’acide oléique et les tocophérols.

L’objectif de cette étude était de fournir des éléments sur I’effet de la conversion oléique sur les teneurs et
compositions en tocophérols et en phytostérols dans les akénes de tournesol. Des couples de lignées et
d’hybrides classique et leur converti oléique ont été utilisés; ce matériel a été collecté sur différentes campagnes
en plein champ entre 2003 et 2006. Dans un second temps, I’effet environnemental et plus particuliérement la
réponse a un stress thermique au cours du remplissage des akénes a été évaluée par la mise en place d’un essai en

serre dans des conditions controlées.

2.1. Etude de la variabilit¢ de la composition en composés mineurs en
réponse a la conversion oléique

2.1.1. Analyse de la variabilité

Afin de prendre en compte la variabilité du fond génétique dans I'étude de l'effet de la conversion oléique
Pervenets sur les teneurs et compositions en tocophérols et en phytostérols dans I’akéne de tournesol, des
couples quasi isogéniques de lignées et d’hybrides classique et leur conversion oléique cultivés sur des mémes
lieux de 2003 & 2006, ont été étudiés.

Les résultats obtenus font I’objet de la préparation d’une publication scientifique insérée dans ce document de
thése :

AYERDI GOTOR A., BERGER M., LABALETTE F., CENTIS S., DAYDE J., CALMON A., 2008.

Oleic conversion effect on tocopherol and phytosterol contents in sunflower oil.

Journal of the Science of Food and Compoasition. (en cours de préparation)
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Abstract

In sunflower crop, conventional breeding is widely used for the modification of traits such us
fatty acid composition and disease resistance, and mainly for obtaining a commercial oil with
high oleic acid content. The growing interest on tocopherols and phytostérols present in
sunflower due to their human health benefits requires the study of the influence of breeding
programs on these bioactive components. A hundred of isogenic pairs of classic and its oleic
version of hybrids and parental lines were cultivated between 2003 and 2006 in different
locations in France. The results indicated that sunflower oil was rich in a-tocopherol and -
sitosterol. There was little correlation between traditional and oleic sunflower for the total
tocopherol content, and no correlation for the total phytosterols content. There was little or no
effect of the oleic conversion for the tocopherol and phytosterols content, nevertheless
tocopherol content in oleic sunflower was slightly inferior to the classic genotypes but no
significant.

KEYWORDS : Sunflower, Oil, Oleic conversion, Phytosterols, Tocopherols,
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1. Introduction

The Mediterranean diet, with a high intake of oleic acid (mainly from olive oil consumption),
has a proven benefit on human health. Many studies have demonstrated that a continuous
intake of polyunsaturated fatty acids (PUFA) can reduce cardiovascular problems,
dyslipidemias, diabetes and some cancers (Benatti et al., 2004, Brouwer et al., 2004, Reaven
et al.,, 1993, Zock and Katan, 1998). Over 90’s sunflower and canola breeders became
interested on oleic acid and started research programs to develop new varieties with a high
content on this fatty acid. Sunflower breeders have produced hybrids with very high oleic acid
content (more than 90%). A variety is considered as oleic when its content is over 75% of
total fatty acids, but hybrids with a middle oleic acid content (Mid oleic) have also been
developed to maintain a optimal proportion of linoleic acid in the final oil composition.

At the same time an increasing interest for some minor components presents in sunflower
seeds has appeared. In fact, tocopherols (Vitamin E) and phytosterols are bioactive
compounds with health benefits present in the oil fraction. Tocopherols are lipids
antioxidants, they are known to have a protective effect against many diseases including
cancer, cardiovascular diseases, cell damage and DNA damage by free radicals, Alzheimer
disease and oxidation of LDL (Bramley et al., 2000, Morris et al., 2005, Richey, 2005).
Phytosterol are the plant hormones and they are already used to reduce cholesterol levels in
human blood, added in margarines or in yogurts, this anticholesterolmic properties have
lengthy been studied (Kritchevsky, 2002, Trautwein et al., 2003, Normen et al., 2000,
Richelle et al., 2004) but plant sterols have other interesting properties as anticancer dietary
components (Awad and Fink, 2000), anti-inflammatory characteristics (Bouic et al., 1999)
and anti-atherosclerosis (Patel and Thompson, 2006).

Sunflower tocopherol content is affected by genotype (Ayerdi Gotor et al., 2006, Velasco et
al., 2002) but also by environmental conditions (Nolasco et al., 2004, Izquierdo et al., 2007),
its content varies between 300 to 1800 mg/kg of oil, a-tocopherol is the major homologous
present with more than 95% of the total tocopherol content. Phytosterol content in sunflower
oil also varies among genotypes (Vlahakis and Hazebroek, 2000, Ayerdi Gotor et al., 2006)
and environmental conditions (Roche et al., 2006) but less than tocopherols.

The difference on tocopherol content between oleic and classic cultivars has been observed in
canola (Goffman and Becker, 2002) in peanut breeding lines (Jonnala et al., 2006) and in
sunflower hybrids (Nolasco et al., 2006) but these studies did not compare the original lines
with the converted one. We could not find, in the literature, any reference to phytosterols.
Breeding programs are used to modify principally, yield, fatty acid composition or disease
resistance. The objective of this research was to evaluate the influence of breeding for high
oleic acid content on the tocopherols and phytosterols content of sunflower oil.

2. Material and methods

Sunflower plants
Isoline pairs of sunflower hybrids and parental line classics (low oleic acid content and theirs
oleic equivalents -- oleic acid content higher than 75% of total fatty acids) were cultivated
between 2003 and 2006. Plants have produced from the different breeder partners of our
project (Table 1).
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Table 1. Genetic origin of the pairs used each year from different breeders and locations

Year Number of  Genetic origin of Oleic vs. Classic pairs
pairs
2003 7 Isogenic parental lines
4 Self fecundated hybrids
4X6 Self fecundated hybrids cultivated in 6 places
2004 3 Isogenic parental lines
4X6 Self fecundated hybrids cultivated in 6 places
2005 5 Isogenic parental lines
5 Self fecundated hybrids
2006 28 Isogenic parental lines, couples were close by cultivated

Chemical analysis of achenes

Solvent extraction of lipids

The analysis of the total oil content was performed by hexane extraction using a soxhlet
extractor apparatus. Fifty grams of dry-freeze achenes were ground with a sample mill
(KnifeTec 1095; Foss Tecator AB, Sweden) and placed in cellulose cartridges (Whatman g =
30 mm, h =100 mm, Prolabo-Subra, France). Cartridges were submitted to hexane (n-hexane,
Prolabo-Subra, France) extraction for 4 hours in six soxhlet-ramp (NF EN I1SO 659, 1998).
Then, the solvent was removed from the extracts under low pressure evaporation with a
rotavapor (HS 40 Huber, Bioblock Scientific, Heildolph). Lipid extracts were weighed and
conserved at -18°C to minimize oxidative reactions before analysis.

Tocopherol determination

Complete separation of all native tocopherols was achieved using a high-performance liquid
chromatography (HPLC) (SpectraPhysics; Thermo Separation Products, USA) and detection
was performed with a fluorescence detector (excitation wavelength = 298 nm and emission
wavelength = 344 nm; Waters 2475 multi A, France) (ISO 9936, 1997). A normal-phase
LiChrosorb Si60 column (250 cm x 4 mm x 5um, CIL Cluzeau, France) was used. The
mobile phase was hexane/isopropanol (99.7:0.3 v/iv HPLC grade, SDS, France) and the
solvent flow was 1 mL/min. One gram precisely weighed (Sartorius Analytical balance
Precisa 205 A, Italy) of oil sample was diluted in 25 mL of hexane and 20 uL were injected
into the HPLC. Tocopherols were identified by comparison of retention times with respective
standards (Tocopherol Kit; ChromaDex, USA). Standards were prepared in a methanolic
solution (0.1 mg/ mL). Standard solutions were checked with an UV spectrophotometer
(Hitachi U-1100 photometer). Total tocopherol content was calculated as the sum of a- , B-, v-
and &-tocopherol contents and they were expressed in mg / kg oil (Ayerdi Gotor, et al.2006a).

Sterol determination

The oil (250 mg) with 1 mL of a freshly prepared solution of betulin (Img/mL acetone) as
internal standard was saponified with a 5ml of an ethanolic solution of KOH 5% (w/v) during
15 minutes. Then the sample was purified in an aluminium oxide column (pH 9-10, Panreac
Quimica, Spain) and the unsaponifiable fraction was recovered after complete evaporation of
solvents. The total and the individual sterol content were analyzed by Gas Chromatography a
following the international norm (NF EN ISO 12228, 1999), after a silylation with
trimethylsylil (TMS) ester derivatives (1-methylimidazole and N-methyl-N-(trimethylsilyl)
heptafluorobutyramide reagent 5:95 v/v Sigma, France) during 15 minutes in 105°C oil bath.
1ul of the TMS solutions were injected into a silica capillary column (ZB-5, 30 m x 0.25 mm
x 0.25 um, Phenomenex, France) in the gas chromatography (Fisons GC 8000 series MMFC
800 Multi-function controller, Italy) fitted with a flame ionization detector. Sterols were
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identified using the ratio obtained between betulin (Internal standard) and sterol standards
(Sigma-Aldrich, France). Sterols were expressed in mg / 100 g oil.

3. Results and discussion

A total of 100 isogenic pairs were cultivated in France in different places between 2003 and
2006. Total tocopherol content varied between 233 to 1016 mg/kg of oil, o tocopherol was
the principal homologous with more than 95% of the total tocopherol content. This values
were in accordance to the literature (Ayerdi Gotor, et al., 2006, Velasco, et al., 2002, Ayerdi
Gotor et al., 2007). Total phytosterol varied between 179 to 467 mg / 100g of oil; total
phytosterols corresponds to the sum of 7 sterols: B-sitosterol was the major one (40-50%)
followed by campesterol (15-25%) and stigmasterol (15-25%). Vlahakis & Hazebroek
reported similar values for phytosterols content and composition in sunflower oil (Vlahakis
and Hazebroek, 2000).

Tocopherols

The comparison for the total tocopherol content between classic and its oleic isogenic line
shows that there are little differences (Figure 1). In general, excepting in 2003, total
tocopherol content was higher in classic hybrids or classic parental lines than their
corresponding oleic. In 2003, a very hot summer, values were closer to the median (dotted
line).
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Figure 1. Correlation between classic and oleic sunflower for the total tocopherol content
(mg/kg oil) for 4 years: A- 2003; B- 2004; C- 2005; D- 2006

Phytosterol

Figure 2 shows the absence of correlation for the phytosterols content between classic and

oleic hybrids and parental lines.
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Figure 2 Correlation between classic and oleic sunflower for the total phytosterol content
(mg/100g oil) for 2 years: A- 2003; B- 2004.

4. Conclusions

Oleic hybrids and parental lines had slightly lower tocopherol content than classic ones;
phytosterols content did not vary inside the couples studied. The tocopherol antioxidant
function in oils have been largely studied in literature (Quiles et al., 2002, Evans et al., 2002,
Psomiadou and Tsimidou, 2002).They have proved that more the fatty acid had unsaturations
more easily it was oxidated and more the oil contained tocopherols more it was resistant to
oxidations. But when we observed the quasi isogenic pairs used in this report, there was no
difference in tocopherol content even if the fatty acid profile had changed. There is no
evidence of any effect on the tocopherol and phytosterol content when the fatty acids
composition in sunflower oil was modified by breeding programs. Nevertheless during seed
development, regulatory mechanisms of these components (fatty acids, tocopherols and
phytosterols) as the enzyme activity, could be altered by environmental factors such as
temperature, to protect the plant against oxidations altering the final oil composition.
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2.1.2. Bilan de I'étude
Les teneurs en tocophérols totaux varient entre 233 et 1016 mg.kg™ d’huile, et celles des phytostérols entre 179

et 467 mg.100g™ d’huile ; ces valeurs sont en accord avec celles observées dans la littérature (Velasco, et al.,
2002; Ayerdi Gotor, et al., 2006a; Ayerdi Gotor, et al., 2007).

Cette étude montre que la conversion oléique diminue sensiblement la teneur en tocophérols totaux. De plus,
I’effet de I’environnement, et plus particulierement de la température influence les teneurs en tocophérols,
comme il a été observé lors de I’étude précédente; une température plus élevée pendant le remplissage des
graines induit une diminution de la teneur en tocophérols. Des travaux portant sur la fonction antioxydante des
tocophérols dans les huiles ont largement été développés (Evans, et al., 2002; Psomiadou et Tsimidou, 2002;
Quiles, et al., 2002) et ont montré que plus une huile était riche en composés insaturés et pauvre en tocophérols,
plus elle était facilement oxydée. Ainsi, un profil riche en acide oléique est plus stable car il est moins insaturé
qu’un profil enrichi en acide linoléique (Marquez-Ruiz, et al., 1999; Gertz, et al., 2000; Gertz et Kochhar,
2001) ; les tocophérols seront ainsi moins sollicités. Au regard de ces résultats, la conversion oléique ne favorise
pas d’augmentation de la teneur en tocophérols mais plutét une diminution. Les conclusions exposées par
Demurin, et al. (1996) montrant une corrélation négative entre la teneur en acide oléique (C18:1) et
I’accumulation des tocophérols dans la graine de tournesol vont dans ce sens. Dans cette étude, les teneurs en
phytostérols ne semblent pas affectées par la conversion oléique ; la gamme de variabilité des phytostérols dans
les couples étudiés n’est peut-étre pas suffisante pour observer un effet. Cependant, I’étude précédente sur les
cinétiques de remplissage a montré que la variabilité génétique sur les teneurs en phytostérols était inférieure a

celle observée sur les tocophérols.

Néanmoins, pendant le développement de I’akene, les mécanismes de régulations de ces composants (acides
gras, tocophérols et phytostérols) sont altérés par des facteurs environnementaux tels que la température. La
réponse a un stress pour protéger I’akéne face aux oxydations conduit @ une modification de la composition

finale de I’huile.

2.2. Effet d'un stress thermique au cours du remplissage de I'akéne sur
I'accumulation des composés mineurs — Comparaison d'un hybride et de sa
conversion oléique

Les résultats de I'étude des cinétiques d'accumulation des composés mineurs ont montré que les tocophérols,
comme les phytostérols, étaient accumulés trés tot (avant 25 JAF) ; leur concentration restant relativement stable
pour les tocophérols, ou ayant tendance a décroitre pour les phytostérols. De plus, en 2003, une diminution de la
teneur en tocophérols et une augmentation de la teneur en phytostérols ont été observées. Ces effets sont trés
probablement dus aux fortes températures moyennes que les plantes ont subies durant le remplissage des akénes.

Par ailleurs, les comparaisons de couples isogéniques classique/oléique laissent supposer que cette conversion
aurait un léger effet, peut étre plus marqué en conditions stressantes. En fait, au moins pour le cas des
tocophérols, les conditions oxydatives créées par un stress appliqué en phase sensible devraient avoir une

répercussion sur les teneurs finales dans I’akéne.
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Cette étude, réalisée en conditions contrélées a donc pour objectif de mettre en évidence des phases critiques
durant la cinétique de remplissage de I’akéne et/ou une différence de réponse selon le type d'huile accumulée
dans I’akéne. Pour ceci, deux hybrides (Alisson RM, et Alisson RMO, converti high oléique par introgression de
la mutation Pervenets) ont été cultivés en serre, en pots, jusqu'a la floraison. Les stress (7 jours consécutifs de
températures de type canicule : 25°C nuit et 35°C jour) ont été appliqués en phytotron, sous une photopériode de
14 heures, a des stades spécifiques du remplissage de la graine :

e Stade 1 : entre 10 et 17 JAF, phase précoce du développement de I’akene, correspondant a une
croissance rapide de la teneur en huile (Lagravere et al., 2004) ;

e Stade 2 : entre 23 et 30 JAF, phase d'accumulation proprement dite des acides gras, I'acide linoléique est
encore en forte accumulation chez les génotypes classiques, tandis que son accumulation est en
décroissance chez les oléiques. A ce stade, les composés mineurs semblent avoir atteint un plateau,
mais ils ont montré une décroissance en 2003

e Stade 3 :

physiologique. Cette phase peut correspondre a une diminution des phytostérols et pourrait étre sensible

entre 40 et 47 JAF, l'accumulation d'huile est terminée, I’akéne arrive a maturité

pour les tocophérols puisque les acides gras de réserve sont accumulés.
Etant donné que le passage en phytotron impliquait aussi un stress lié au changement d'éclairement, a chaque
traitement, un lot de plantes controles a été mis dans un second phytotron, sous photopériode, éclairement, et
hygrométrie identiques, mais a une température considérée comme optimale, moyenne de celle observée en serre
(18°C nuit et 25°C jour). Un troisieme lot témoin est resté dans la serre. Pour le stade 1, un stress "fort" a aussi
été étudié (35°C nuit et 45°C jour). Apres les 7 jours de stress, les plantes étaient remises en serre, les graines ont

été analysées a maturité.

Cependant, pendant la durée de I’essai, des températures anormalement élevées ont pu conduire a une
température supérieure & 40°C dans la serre. Cette température était donc bien supérieure & celle du phytotron

« témoin ». Ainsi, cette situation a pu provoquer un stress supplémentaire non contrdlé sur les plantes.

2.2.1. Comparaisons des deux hybrides

Les deux génotypes retenus ne different significativement que pour leurs pourcentages en acide oléique (Tableau
1). La teneur en huile moyenne des deux hybrides est de 34,6%, ce qui est faible mais peu surprenant pour des
plantes cultivées en pot. Les teneurs moyennes en phytostérols et tocophérols totaux sont respectivement de 430
mg.100g™ d’huile et 460 mg.kg™ d'huile.

Tableau 1. Moyennes + Erreur standard des témoins (Alisson RM et Alisson RMO) restés en serre
pendant I’essai. (S.D : Significativement différent)

Phytostérols

Tocophérols %

Hvbride n totaux totaux Acide % %
Y (mg.100 g™ (mg.kg * Oléique Protéines Huile
d’huile) d’huile) q
Alisson RM 10 426,1 + 20,2 456,9 + 19,6 549 +55 27514 353+1,0
Alisson RMO 9 434,4 + 22,5 463,2 + 20,9 85,3+1,3 27,4 +0,5 340+14
Moyenne 19 430,0 + 14,7 460,0 £ 13,9 S.D. 27,5+0,7 34,6 +0,8
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Par contre, la comparaison des témoins passés en phytotron (Figure 1) montre quelques écarts, dont un
significatif pour la teneur en phytostérols lors du stress précoce "Fort". Ceci pourrait s'expliquer par le fait que
les températures du traitement de contrdle étaient plus faibles que les pics des températures maximales dans la
serre, et que ces températures relativement basses, combinées a un éclairement et une hygrométrie différentes
aient eu un effet, plus particuliérement sur I'nybride converti. Au contraire, I'hybride classique semble avoir une
teneur supérieure en tocophérols.

1000 900 1
B Alisson RM B
900 1

800 1

700 600
600 500 -
500
400
400
300 1 300
200 - 200
100 100 -
[ T T T 0 T T T

B Alisson RMO

10-17JAF** 10-17 JAF 23-30 JAF 40-47 JAF 10-17JAF** 10-17 JAF 23-30 JAF 40-47 JAF
Traitement Traitement
w01 C 1 D
35 1 35 7
30 - 30 7
25 25
20 - 20 -
15 9 15 1
10 10 -
5 5 -
0 - T T T 0 - T T
10-17JAF* 10-17 JAF 23-30 JAF 40-47 JAF 10-17JAF** 10-17 JAF 23-30 JAF 40-47 JAF
Traitement Traitement

Figure 1. Teneurs en : A : tocophérols, B : phytostérols, C : protéines et D : huile des témoins passés en
phytotron a température optimale lors des 4 traitements (10-17JAF** : stress "fort" stadel; 10-17JAF :
stress stade 1 ; 23-30JAF : stress stade 2 et 40-47JAF : stress stade 3), les effectifs sont 6, 3, 6 et 5 plantes
Alisson RM pour chacun de ces traitements, et 4, 6, 0 et 5 pour Alisson RMO (les plantes mangquantes sont
mortes ou se sont cassées avant d'arriver a maturité)

L'effet du stress thermique a été étudié en comparant chaque traitement avec les témoins passés au phytotron au
méme stade (Tableau 2 et Tableau 3). Toutefois, les résultats ne montrent pas d'écarts trés importants, ni de
cohérence particuliére, si ce n'est pour le stress précoce "fort". Pour ce dernier, on retrouve la diminution des
teneurs en tocophérols et l'augmentation des teneurs en phytostérols pour I'hybride classique. Par contre,
I'nybride oléique présente plut6t la tendance inverse.

Les stress ne semblent pas avoir significativement modifié les teneurs en huile et en acide oléique contrairement
a ce qui est énoncé dans la littérature. 1l a été montré que la synthése de I’acide oléique est affecté par les fortes
températures en agissant sur la A12-désaturase qui transforme I’acide oléique en acide linoléique (Garcia-Diaz,
et al., 2002; Sobrino, et al., 2003; Roche, et al., 2006).

2.2.2. Bilan de I'étude

En conclusion, cette étude n'a pas mis en evidence un effet du stress thermique appliqué a différents stades de
remplissage sur les teneurs en tocophérols et en phytostérols. La principale raison pourrait étre le stress subi par
les plantes témoins restées en serre; en effet pendant la période de I’essai, des températures anormalement
élevées pour cette période de I’année ont été observées. Ainsi, les plantes contréles en phytotron auraient été

protégées d’un stress, tandis que celles des autres séries auraient pu subir deux stress.
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Tableau 2. Effet d'un stress thermique sur les teneurs en tocophérols et phytostérol. Comparaison des
hybrides classique et oléique (moyenne + erreur standard). Les effectifs de chaque traitement ont été
reportés pour les phytostérols, ce sont les mémes pour toutes les variables mesurées.

Phytostérols totaux Tocophérols totaux
(mg.100g™ huile) (mg.kg™ huile)
Hybride Période Temperature Stress thermique Temperature Stress thermique
optimale optimale
(35T J et 25CN) (35T J et 25T N)
(25T J et 18CN) (45T J et 35T N)** (25T J et 18T N) (45T J et 35C N)**
10-17JAF**  476,4 + 11,0 (n=6) 834,7 + 84,3 (n=4) 616,2 + 39,2 571,1+ 28,4
Alisson RM 10-17 JAF 440,6 + 28,4 (n=3) 527,8 + 15,1 (n=6) 766,8 £99,9 686,9 + 50,7
23-30 JAF 424,0 £ 16,9 (n=6) 488,1 + 23,3 (n=6) 638,1+ 72,5 455,0 + 31,7
40-47 JAF 398,6 + 32,8 (n=5) 469,6 + 12,3 (n=6) 603,2 + 63,7 659,2 + 62,6
10-17JAF**  758,2 + 27,4 (n=4) 664,7 + 17,8 (n=6) 4744 + 17,2 613,7 + 46,1
. 10-17 JAF 510,2 + 29,1 (n=6) 407,2 + 11,4 (n=4) 555,8 + 35,7 600,0 + 19,9
AlissonRMO

23-30 JAF (n=0) 471,0+ 8,1 (n=4) 593,0 + 40,9
40-47 JAF 490,9 £ 50,2 (n=5) 495,3 + 29,2 (n=6) 500,0 + 40,9 508,8 + 57,6

Tableau 3. Effet d'un stress thermique sur les pourcentages de protéines, d'huile et d'acide oléique.
Comparaison des hybrides classique et oléique (moyenne + erreur standard). Les effectifs par traitement
sont les mémes que pour le Tableau 2

% Protéines % Huile % Acide Oléique
Hybride Période Temp. Stress Temp. Stress Temp. Stress
optimale optimale Optimale
(35 /25 J/ N) (35 /25 J/ N) (35 /25 J/ N)
(25/18T JIN)  (45/35T JIN)™  (25/18C JIN)  (45/35T JIN)™ (25/18T JIN) (45/35T J/N)**
Lomew  306%06 272423  350+14  313:14  348%32 391213
Alisson  10-17 JAF  32,5%0,9 32,9+0,3 35,8+2,2 352+1,5 295+2,8 245+0,2
RM' 23.300AF  30,7+1,1 30,4+0,2 31,8+3,0 327+25  451+41  402+04
40-47 JAF 30,3+ 1,0 28,7+0,6 345+1,9 32,0+0,9 475+ 3,8 478+5,1
10-
L7IAF* 27,8+0,1 284+1,1 31,7+4,7 33,714 62,4+2,9 82,3+0,5
Alisson  10-17 JAF  28,5+0,6 30,2+ 0,4 32,1+0,9 31,9+2,2 86,4+ 1,3 86,6 + 0,4
RMO 5330 3AF 281407 346424 928+15
40-47 JAF 26,7+0,3 28,2+0,7 32,4+1,6 33,4+2,0 80,8+2,3 78,9+ 4,1

2.3. Etude d’un vieillissement accéléré d’akénes de tournesol sur la
germination et sur les teneurs en COmposés mineurs
L’objectif de cette étude était d’évaluer I’effet protecteur des tocophérols et phytostérols sur la préservation des

capacités germinatives de I’akéne lors de son vieillissement. En effet, les réactions d’oxydation induites par le
vieillisement, pourraient endommager I'embryon et réduire la vigueur des plantules (Bailly, et al., 2002). Pour
cet essai, le vieillisement de la semence a été stimulé par un protocole de vieillissement accéléré (Zacheo, et al.,
1998; ISTA, 2004).

2.3.1. Effet du viellisement accéléré sur la vigueur germinative et
sur les teneurs en tocophérols et phytostérols

Dans cette étude, trois hybrides : Melody (choisi pour ses faibles teneurs en tocophérol et phytostérol), ainsi que
la paire isogénique classique/oléique Alisson RM et Pacific (Alisson RMO) ont subi un vieillissement accéléré

dans une étuve (42°C et RH = 100%). Le stress thermique a été appliqué pendant 30 jours et tous les jours, des
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akeénes ont été prélevés pour subir un test standard de germination. Les résultats montrent qu’Alisson RM et son
équivalent quasi isogénique converti oléique, Pacific, perdraient de la vigueur germinative lorsque la durée du
vieillissement se prolonge ; au contraire Melody semble moins affecté par le vieillisement accéléré (Figure 2) ;
cependant, sa vigueur germinative est inférieure aux autres hybrides, comme le montre sa faible proportion de
plantules de grande taille (classe 2 qui correspond aux plantules de > 10mm) observées apres 7 jours de

germination.

Pacific
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Figure 2. Pourcentage de chaque groupe (couleur en fonction de la longueur de I’hypocotyle) des 3
hybrides pour la moyenne des répétitions au 7°™ jour aprés la mise en germination en fonction des jours
passés a I’étuve du totale des plantes qui ont subi cette durée de stress entre 0 et 30 jours (répresentés par
une barre).

Si on considére la vitesse de croissance des plantules & la germination comme un témoin de la vigueur
germinative, la proportion de semences germées en classe 2 doit étre la plus élevée possible. On constate qu'elle
est effectivement toujours supérieure a la classe 1, mais elle a tendance a diminuer lorsque le nombre de jours a
I'étuve augmente : plus la durée du stress augmente plus les hypocotyles sont petits.

Les teneurs en tocophérols et en phytostérols ont été comparées dans les plantules apres 7 jours de germination,
avant le vieillissement et au cours de celui-ci (Tableau 4). La moyenne générale pour I’a-tocophérol, isomére
majoritaire, était de 392,94 mg/kg d’huile suivie par le &-, le B- et le y-tocophérol. Les differences entre les
hybrides pour la teneur en a-tocophérol sont significatives, Alisson et Pacific ont des valeurs similaires tandis

Melody a une teneur légérement inférieure, ce qui va dans le sens attendu.

Tableau 4. Composition en tocophérols (mg/kg huile) des plantules a 7 jours aprés mise en germination
sans stress initial pour les 3 hybrides.

Alisson Melody Pacific
a- tocophérol 395,47 360,02 380,70
f3- tocophérol 10,61 15,48 8,52
y- tocophérol 9,09 9,89 13,42
O- tocophérol 29,19 5,89 11,05
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Les teneurs en tocophérols mineurs sont aussi significativement différentes (Tableau 5). Si la durée de
vieillissement (effet "jour"), n'est pas significative, on constate que I'effet des longueurs d'hypocotyles (Classe 1
vs Classe2) est significatif, et que surtout, l'interaction significative signifie que ces classes n‘ont pas la méme

teneur en a- et B-tocophérol selon leur durée de vieillissement.

Tableau 5. Moyenne des carrés, et résultats des ANOVA pour les teneurs en tocophérols des plnatules.
Effets de la variété, de la durée du stress, selon la classe de longueur des hypocotyles (indicateur de
vigueur).

a-toco B-toco y-toco  &-toco  Total toco Taux germination

Hybride 17210* 741 301+ 7927 37970%** 253
Jour 5293 2* 11 82 6277 350%**
Longeur hypocotyles = 37370*** 45*% 863*** 8 51436** 46468***
Jour x L.hypocotyles  100463* 24* 22 272 *** 12953*** 771***

*p<0,05 ; ** p<0,01 ; ** p< 0,001

Globalement, les plantules les plus grandes ont une plus forte concentration en a- et f-tocophérols (Figure 3),
tandis que les plantules de la classe 1, ont une teneur en a-tocophérol moyenne de 367,07 mg/kg huile,

significativement inférieure aux plantules de la classe 2 (391,79 mg/kg d’huile).
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Figure 3. Différences entre classes, moyenne des 3 hybrides et tous les jours de stress pour la teneur en a,
B, v et 8-tocophérol (mg/kg huile)

On constate aussi que les deux classes de plantules ne présentent pas les mémes teneurs en tocophérols : plus le
test de vieillisement est long, plus les grandes plantules ont une teneur en tocophérol élevée tandis que les petites
plantules montrent la tendance inverse. De méme, pour les plus longues durées de vieillissement, les grandes

plantules semblent presenter plus de B- et de y-tocophérol (Figure 4).
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Figure 4. Evolution de la teneur en tocophérols totaux selon la classe de taille des plantules en fonction des
jours passés a I’étuve (moyenne des 3 hybrides).

-06 -



CHAPITRE Il — Facteurs de variation génotypiques et environnementaux des composés mineurs

Discussion

Les tocophérols sont essentiels pour maintenir I’intégritt membranaire des cellules ainsi que leur
compartimentation, en réduisant le métabolisme énergétique comme la production d’ATP (McDonald, 1998;
Munné-Bosch, 2005). Mais aussi ils sont essentiels lors de la protection du systeme photosyntétique (Kruk, et
al., 2005; Krieger-Liszkay et Trebst, 2006), nécessaire pour I’établissemnt de la photsynthése et donc a la
croissance de la plante. Dans le cas d’un stress, une augmentation de ces composés mineurs protégerait la plante
en piégeant les oxygenes (ROS) et les radicaux péroxylipidiques, ce qui, si le stress dure trop longtemps, conduit
a une diminution de la teneur en tocophérols. D’aprés Bailly, et al. (2002), le taux de germination des semences
vieillies est lié a I’activité des ROS qui peuvent étre produits dans les organes non-photosynthétiques, comme les
graines (si I’humidité permet la respiration a travers I’activité mitochondriale). La détérioration des semences est
fortement influencée par des facteurs environnementaux comme la température ou I’humidité, et ces deux
facteurs peuvent agir de maniére synergique, I'humidité accélérant les conséquences de la température élevée
(McDonald, 1999; Kibinza, et al., 2006). La teneur en tocophérols dans la graine a maturité est correlée a la
température pendant la croissance de la plante : négativement dans le cas du tournesol et positivement chez le
soja (Velasco, et al., 2002; Ayerdi Gotor, et al., 2006a; Ayerdi Gotor, et al., 2006b). Ces résultats sont en
concordance avec ceux de Britz et Kremer (2002), qui ont montré que la sécheresse a un effet moindre que la

chaleur sur la teneur en tocophérols chez le soja.

Dans cet essai, le taux de graines non germées ou de graines mortes est peu différent entre les hybrides, ce qui
peut étre expliqué en grande partie par le fait que ce sont des hybrides commerciaux dont un des critéres de
sélection est justement le taux de germination. Bailly et al. (2002) ont montré que les semences agées ont une
vigueur germinative significativement inférieure a celle des jeunes semences. Des résultats similaires ont été
trouvés par McDonald (1999). Chez le colza et le soja, le y-tocophérol est I’isoméere majoritaire, cependant, on
observe chez ces espéces, une conversion du y-tocophérol en a-tocophérol grace a I’activité de la y-méthyle
transférase lors de la germination (McDonald, 1999 ; Zhang et al. 2007). Aprés environ 10 jours de germination,
la synthése d'a-tocophérol est assurée de novo dans les chloroplastes de la plantule grace au démarrage de
l'activité photosynthétique. Les tocophérols de la graine seraient donc aussi des tocophérols de réserve. Dans
I'étude présentée ici, nous trouvons peu d'influence du stress de vieillissement artificiel sur la vigueur
germinative, sauf peut étre, une tendance a la diminution pour la variété Melody. Par contre, les plantules
contiennent des teneurs différentes en tocophérols selon leur taille aprés 7 jours de germination, et cette

différence est d'autant plus élevée que le vieillissement a été prolonge.

2.3.1. Etude des cinétiques d’accumulation des tocophérols pendant les
sept premiers jours de germination

En fait, la faible augmentation de la teneur en tocophérol observée chez les plus grandes plantules au cours de
ces tests de vieillissement a suggéré qu'une syntheése pouvait éventuellement avoir lieu dans la plantule. Nous
avons donc suivi les variations des tocophérols pendant la germination des plantes témoins d’Alisson RM (non
stressées) maintenues a I’abri de la lumiére ou exposées a la lumiére du jour jusqu'au 9°™ jour de germination
(Figure 5), afin de déterminer a quel moment la plantule consommait les réserves en tocophérols des cotylédons
et a quel moment la nouvelle plantule commengait a synthétiser des nouveaux tocophérols et sous quelle forme.

La teneur moyenne en tocophérols dans les plantules était de 439,77 mg/kg huile. La teneur en a-tocophérol était

-97 -



CHAPITRE Il — Facteurs de variation génotypiques et environnementaux des composés mineurs

de 395,47 mg/kg huile, du B-tocophérol de 12,13 mg/kg huile, du y-tocophérol de 14,75 mg/kg huile, et du 8-

tocophérol de 26,73 mg/kg huile.
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Figure 5. Teneur en tocophérols selon les conditions de croissance en obscurité vs. Lumiére, moyenne des

9 jours.

La comparaison de la croissance des plantules entre les plantes selon les conditions de croissance (Figure 6)

montre que les plantes qui grandissent a la lumiére du jour sont significativement plus grandes : plus de la moitié

atteint les 25 mm dés le 6°™ jour de germination, alors qu'a I'obscurité, elles sont moins de 25% & atteindre cette

taille au 9°™ jour,

100% 100% 1 m— - .

75%T ] 75%1

50%7 | 50%-

25961 25%

0| D
0% X 0%
3 6 7 8 9 3 6 7 8 9
Jours de germination a la lumiére Jours de germination a I’'obscurité

0 Mort

B >25 mm
B 10-25 mm
03-10 mm
01-3 mm
Bl

Figure 6. Taux de germination, en longueur des hypocotyles entre 0 et 9 jours en germination, test réalisé

en obscurité (droite), ou a la lumiéere du jour (gauche).

Par contre, la teneur en tocophérols dans les deux conditions de croissance sont similaires de 0 jusqu’au 7 —

8éme

jour puis on constate une tres forte augmentation de la teneur en a-tocophérol chez les plantes exposées a la

lumiére qui marque le début d'une synthése due au démarrage de l'activité photosynthétique (Figure 7).
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Figure 7. Evolution de la teneur en tocophérol durant les 9 premiers jours de la germination. Effet de la lumiére.
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Lorque l'on partage les plantules en deux classes comme précedemment, on constate que la teneur en
tocophérols, et plus spécialement la teneur en a-tocopherol, semble supérieure dans les plantes les plus grandes
(Figure 8).
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Figure 8. Teneur en tocophérols vs. longueur des hypocotyles, moyenne des plantules des 9 jours

Discussion

La synthése des membranes et la transformation des réserves sont des étapes importantes du début de la
germination des semences. Pour cette raison, la biosynthése de piéges a radicaux libres comme I’a-tocophérol
peut jouer un rdle important pour le maintien de I’intégrité membranaire. D'aprés Munné-Bosch et Alegre
(2002a), les tocophérols se trouvent dans la membrane des plastes, essentiellement les chloroplastes, ou ils sont
synthétisés. La plupart de la structure des tocophérols est partiellement synthétisée entre I’enveloppe
chloroplastique et les thylacoides. Ce fait suggere que les tocophérols pourraient jouer un réle important dans les
mécanismes de la photosynthése. Les résultats présentés ici montrent que les plantules ne commencent la
synthése des tocophérols qu'a partir du 8°™ jour lorsque leur développement s’effectue a la lumiére.

Dans cette étude, les plantules les plus grandes sont celles qui ont la teneur en tocophérols la plus élevées ; et
sont donc protégées face au stress. Des travaux sur des mutants d’Arabidopsis déficients en tocophérols montrent
que les tocophérols jouent un role essentiel sur le contréle de la péroxydation lipidique pendant le stockage, la
germination de la graine et le développement initial des plantules (Sattler, et al., 2004; Sattler, et al., 2006). En

effet, ces mutants ne sont pas viables a la germination.

2.3.2. Cinétigue de transfert des tocophérols pendant les sept
premiers jours de germination

Afin de montrer le passage de la consommation des réserves des cotylédons vers les germes pour la croissance
de la plantule, ainsi que le passage a la production des tocophérols, la séparation de ces deux parties a été
réalisée tous les jours jusqu'au 9™ jour de mise en germination pour observer le transfert de masse et des
tocophérols (Figure 9). On observe effectivement un transfert progressif de masse des cotylédons vers les germes
cependant, les changements sont plus spectaculaires pour les teneurs en tocophérols : les cotylédons présentent
une diminution plus lente de leur teneur tandis que les germes ont une décroissance rapide jusqu'au 5™ jour,
suivie d'une pause jusqu'au 8™ jour ol démarre une brusque accumulation correspondant au début de I'activité
de neosynthése. L'augmentation dans les cotylédons observée a ce moment la pourrait étre due a un transfert

depuis les zones de synthése, ou a une synthése.
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Figure 9. Evolution de la masse et de la teneur en tocophérols des cotyledons et du germe entre 0 et 9 jours
de mise en germination

Discussion

La consommation par I’embryon d’une partie des tocophérols stockés dans les cotylédons pourrait étre impliquée
dans la protection du germe pour la croissance de la plante (Forcella, et al., 2000). Leur rdle serait de préserver
I’intégrité membranaire contre les oxydations sous les variations de I’environnement pendant la germination ou
le stockage comme suggérait Bailly, et al. (2002).

Les résultats obtenus dans cette étude sur du tournesol qui accumule majoritairement de I’a-tocophérol sont en
adéquation avec les études menées sur d’autres espéces tels que le colza et le soja dont I’isomere majoritaire est
le y-tocophérol. Des études enzymatiques et moléculaires supplémentaires devraient étre mises en place pour
établir le lien entre la germination et la teneur en tocophérols chez le tournesol et éclaircir le rble de ces

molécules pendant la germination.

3. Etude multilocale de la variabilité des teneurs et composition en
phytostérols et tocophérols sur 4 hybrides commerciaux.

Les travaux précédement exposés montrent que les variabilités des teneurs et compositions des tocophérols et
des phytostérols dans la graine sont tributaires de deux facteurs : d’une part, le potentiel génétique et d’autre part
les conditions environnementales controlées. L’objectif de cette étude était de montrer que les teneurs et
compositions de quatre hybrides dans plusieurs lieux de culture et pour trois années consécutives confirmait les

effets génétiques et environnementaux observés dans les études précédentes.

3.1. Présentation et resultats de I'étude
Les résultats obtenus sont présentés sous la forme de deux publications scientifiques :

AYERDI GOTOR A., BERGER M., LABALETTE F., CENTIS S., DAYDE J., CALMON A, 2006. Variability
of minor components in sunflower (Helianthus annuus) oil from a three years multi-local study. 17"
International Symposium on Plant Lipids. Michigan State University East Lansing (MI, USA). ISPL2006.
Benning, C., J. Ohlrogge. Pp 248-252. (ANNEXE 3)

AYERDI GOTOR A., BERGER M., LABALETTE F., CENTIS S., DAYDE J., CALMON A,
Variability and relationships between fatty acids, tocopherols and phytosterols content in sunflower cultivars

(Helianthus annuus) from a three years multi-local study. (En cours de préparation)
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ABSTRACT.

Sunflower oil is naturally rich in both unsaturated fatty acids and numerous minor
components, with high levels of a-tocopherol and phytosterols that could play an
important role in plant protection . These micronutriments , tocopherols and
phytosterols, also exhibit health benefits for humans including cardiovascular diseases
and aging disorders. o—Tocopherol represents more than 95% of total sunflower
tocopherol and has the greatest vitaminic activity. Furthermore, this oil contains high
amounts of B-sitosterol which is a promising health beneficial phytosterols. The
objective of this study was to compare content and composition of fatty acids,
tocopherols and phytosterols in sunflower oil between different cultivars and locations
in a three year experiment, and to estimate the relationships between these minor
components, fatty acids and climatic conditions.

Results revealed that content and composition of these molecules are mainly
determinated by plant genotype. Nevertheless, the environmental conditions seemed to
strongly influence the tocopherol content. The results suggest possible improvement in
sunflower breeding for minor components.

KEYWORDS. Sunflower oil; fatty acids; tocopherols, phytosterols; genotype X
environment interaction; temperature.
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INTRODUCTION

Sunflower world production represents 20% of the world total production of oil seeds
FAO, . France is the fifth major producer with nearly 1,500,000 metric tons of
sunflower seeds produced in 2004. Sunflower oil is rich in natural micronutrients and
various studies have shown the health beneficial properties of polyunsaturated fatty
acids (PUFA), tocopherols and phytosterols. The ingestion of PUFAs can have
beneficial effects on human health such as the reduction of fatal coronary heart disease
by decreasing the plasma low density lipoproteins (LDL)-cholesterol 23, Zock and
Katan (1998) in a meta-analysis study didn’t find any significant increased risk of
cancer (breast, prostate or colon) due to a diet rich in linoleic acid. In contrast,
Brouwer’s meta-analysis showed high intake of linolenic acid increases the risk of
prostate cancer in men *. Vitamin E isomers and specially a-tocopherol is able to reduce
the risk of cardiovascular disease and exhibits anti-carcinogenic activities >® through
prevention of polyunsaturated fatty acids oxidation and free radicals scavenging ’. Since
it is retained by the liver by means of a specific transfer protein, a-tocopherol is
considered to be the most biologically active form 2. Sterols inhibit cholesterol
absorption in humans by limiting micellar solubility of cholesterol leading a reduction
of cflcz)llgsterol absorption ®**. Sterols can also be involved in a reduction of colon cancer
risk ==,

Since Seiler (1983) ', where the factors affecting the variability of fatty acids in
sunflower were studied, others studies like Lagravére et al. (2004) have confirmed that
genotypes and environmental growing conditions affected fatty acid composition.
Similarly, this study aim to evaluate the correlation between fatty acid, tocopherol and
phytosterol content and their relationships with environmental conditions (temperature
and water availability). Various works on the variation of tocopherols and phytosterols
have been implemented for different vegetal species studying genotype and
environmental effects, however most of them focus only in one minor component :
Almonor et al. ** reported that y-tocopherol content diminished in soybeans with
reduced temperatures; Goffman and Becker ® found a significant variations between
genotypes and locations for the tocopherol content and composition of rapeseed,;
Maétta, et al. ¥ described a significant difference for the phytosterol content in 7 oat
cultivars or for 6 of rye % Vlahakis et Hazebroek *® found differences in total
phytosterol contents among canola, sunflower and soybean crops and within a crop.
Regarding sunflower, genetic and environmental variations of tocopherols have been
observed by Demurin et al. ** and Velasco et al. *° but they considered only one year of
cultivation. Results concerning simultaneous variations in the content and composition
of several families of components are scarce in the literature. Fatty acids and
tocopherols have been studied in sunflower by Baydar and Erbas # however
correlations were not studied. In soybean oil, Dolde et al. % found a positive correlation
between linoleic acid and tocopherol level. A study including the three families (Fatty
acids, phytosterols and tocopherols) was conducted by El-Shami et al. % in rapeseed oil,
but no correlations between components were treated.

Regarding the composition of sunflower oil in health promoting molecules ®820:2425
and the importance of sunflower production in France, the objective of our study was to
investigate the variability of three families of components (PUFA, tocopherols and
phytosterols) in sunflower oil from four different commercial varieties grown in
different locations in France for three consecutive years. At the same time, climatic
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parameters were noticed in order to take into account their effects. To the best of our
knowledge, the determination of variability in sunflower tocopherol and phytosterol
content in a multilocal study over a three year period has not been previously
investigated. A global view for the fatty acids, tocopherols and phytosterols genotypic
and environmental variations are needed in order to understand their relationships. That
is the aim of our approach on sunflower.

MATERIALS AND METHODS

Sunflower Samples. The study was carried out during three years: 2002, 2003, 2004.
Four commercial sunflower (Helianthus annuus L.) hybrids (Allstar RM (Euralis
Semences), Aurasol (High Oleic, Monsanto Dekalb), Melody (Syngenta Seeds) and
Prodisol (Monsanto Dekalb)) were grown in clay-chalky deep enough (1 m) soils at
different locations all over France as described in Figure 1 and Table 1.

Figure 1. Map of France Showing the Locations (in grey) in which the Study Took Place in the
CETIOM (Centre technique interprofessionnel des Oleagineux Metropolitans) in 2002-2004.

Table 1. Relation of Cultivars and Location Planting for Each Year.

Three years multilocal study
Cultivars 2002 2003 2004

Locations in France

Allstar RM 11-16-17-34-36-37-38-79 11-16-17-26-32-34-36-37-38- 18-26-31-32-37-39-51-54-84
58-85-86-89
Aurasol 11-16-17-32-34-36-37-38-79 89 17-18-26-30-31-32-51
Melody 11-16-38 11-16-17-26-32-34-36-38-58- 24-31-38-58-79-84
85-86
Prodisol 11-16-17-34-36-37-38-79 11-16-17-26-32-34-36-37-38- 10-16-18-26-31-32-39-54-84
58-85-86-89

In each location, four blocs of around 30 m? for each variety were sown between April
the 1% and 20™. As recommended (Metropolitan Oleaginous Interprofessional Technical
Center- CETIOM , France), the seedling rate was 65,000 seeds/ha with 0.6 m between
rows and 0.25 m between plants. Main plot treatments were: two tillages in Autumn and
Mars-April; weeding using trifluralin and at pre-seedling and flurochloridone at post-
seedling; metaldehyde (7 kg/ ha) to fight against slugs; fungicidal treatment were made
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when necessary with a mix of flusilazole and carbendazime (0.8 L/ ha); and two
fertilizations applied one before spring tillage 60 kg P/ ha and 60 kg K/ ha and one
during the seedling 50 kg N/ ha with 1.2 kg B/ ha. Thus, 97 samples were obtained for
further analysis Table 1.

Meteorological Dataset. Measurements were taken in six meteorological stations all
over the country: Carcassonne (43°13’N, 2°21°E), Montignac (45°47°N, 0°28’E), Auch
(43°39°N, 0°35’E), Montaud (45°16°N, 5°34°E), Fours (46°49°N, 3°43’E) and Blagnac
(43°38’N, 1°24°E). These places were selected to show the largest variability of weather
conditions in France all over the locations of the study and during the three years of
study. Four parameters were considered: rainfall (mm per day), maximal temperature
(°C per day, Tmax), minimal temperature (°C per day, Tmin) and between the period
from April 1% and to September 30™. Figure 2 sums-up the meteorological dataset for
six locations that represented the six main regions where sunflower is cultivated in
France and allow us to estimate the difference of the climate in these areas which could
influence minor components content and composition.

Sample Preparation. For each sample, 40 g of akenes were freeze-dryied (HETO CT
110, Saint Herblain, France) and stored at — 18 °C .

Reagents and Standards. For oil extraction, hexane (mixture of isomers) was
obtained from Prolabo-Subra (France) and for analysis, solvents such as hexane,
methanol, ethanol, acetone and diethyl ether at HPLC grade from SDS (France).
Sodium hydroxide was purchased from Prolabo-Subra (France). All fatty acid standards
(palmitic (C16:0), stearic (C18:0), oleic (C18:1), linoleic (C18:2), linolenic (C18:3) and
arachidic acid (C22:0) (99 % minimum purity)), all sterol standards (B-sitosterol,
stigmasterol and campesterol) and betulin were purchased from Sigma (Paris, France).
The four a-, B-, 6- and y-tocopherol standards (99% minimum purity) were purchased in
a Chromadex kit (USA). Boron trifluoride (BF3) was obtained from Aldrich (France).
The trimethyl silyl ether (TMS) derivatives of all sterols were prepared using 1-methyl
imidazol and N-methyl-N (trimethylsilyl)- heptafluorobutyramide reagent (Sigma,
France).

Oil Extraction. Sunflower dry-freeze grains were ground with a sample mill
(KnifeTec 1095; Foss Tecator AB, Sweden) during three periods of 10 s. Around 18 g
were carefully weighed in a cellulose cartridge (Whatman g = 30 mm, h = 100 mm)
covered with backcombed cotton (Lohmann & Rauscher). Full cartridges were placed in
a six soxhlet ramp for extraction (four hours) with hexane; following the reference
method %°. Oil was recovered after a low pressure evaporation of the extraction solvent
with a rotavapor (HS 40 Huber, Bioblock Scientific, Heildolph) and frozen (- 20 °C) to
minimize oxydative reactions before analysis.

Fatty Acid Analysis. 50 mg of oil was weighed in a glass tube with a
refrigerated system. As internal standard, 1 mL of arachidic acid was added and the
extracts were saponified by adding 1 mL of 0.5 M methanolic NaOH, and heating to 65
°C for 30 min. Then, 2.5 mL of methanolic BF3 (12% v/v) were added and the mixture
was heated for exactly 3 min at 65 °C, followed by a rapid refrigeration and the addition
of 5 mL of ultrapure water and 10 mL of hexane (HPLC grade). After vigorous shaking,
and settle the organic phase was recovered and analysed immediately by gas
chromatography.

Analyses were carried out with a Fisons 8000 series gas chromatograph (MMFC 800
Multi-function controller, EL 980 electrometer Unit, Italy) with an autosampler.
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Splitless injections were used with 0.5 pL sample volumes at an inlet temperature of

200 °C. Nitrogen carrier gas pressure was 200 kPa.
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Figure 2. Climatic Conditions: Rain Precipitation (sum of daily rainfall in a month, mm);
Temperature: Mean of Maximal (Tyax) and Minimal (Tyy) Daily Temperatures of each month
(°C) and Sum of Daily Solar Radiation for each month for 6 Locations: A Auch (32); B
Carcassonne (11); C Montaud (38); D Fours (38); E Montignac (16) and F Blagnac (31) and for
the Three Years of Study.

- 105 -



CHAPITRE Il — Facteurs de variation génotypiques et environnementaux des composés mineurs

The fatty acids were separated on Phenomenex fused silica capillary ZB-FFAP column
(30 m x 0.25 mm x 0.25 um, Paris, France). The oven temperature was programmed to
begin at 185 °C, hold for 15 min; increase to 200 °C at 5 °C/min and remained constant
for 7 min at 200 °C. The flame ionization detector (FID) was operated at 200 °C with
hydrogen pressure at 100 kPa and air flow at 60 kPa. The major sunflower oil fatty
acids were determined by comparison of retention times of the fatty acids methylated
standards. The calibration results were based on the amount of arachidic acid detected in
the sample.

Tocopherols Analysis. Following the simplified international norm ?, a
methanolic solution of each standard (0.1 mg/ mL) was prepared. Solutions were
measured with a UV lamp spectrophotometer (Hitachi U-1100 photometer) as it is
shown in Table 2. The external calibration was carried out with dilutions of the stock
solution with hexane and propan-2-ol (norm modification) to have a range of
concentrations between 5 and 40 pg / mL of each form. For each sample, 1g of oil was
carefully weighed (Sartorius Analytical balance Precisa 205 A, Italy), and adjusted up to
25 mL with hexane. The mixture was directly injected in a high performance liquid
chromatography (HPLC) system (SpectraPhysics, Thermo Separation Products, USA).
The complete separation of all native tocopherols was achieved with a normal phase
LiChrorosorb Si60 column (250 cm x 4 mm x 5um, CIL Cluzeau, France). The mobile
phase was a mixture of hexane/isopropanol (99.7:0.3 v/v) at 1 mL/min flow rate.
Detection was performed with a fluorescence detector (excitation wavelength = 298 nm
and emission wavelength = 344 nm; Waters 2475 multi A). The concentrations of the
tocopherol homologs were calculated from the peak area.

Table 2. Calculation Parameters Used to Determine the Real Concentration of the Solution with
an UV-Spectrophotometer.

Tocopherol Wave length Division factor
(hm)

a-tocopherol 292 0.0076

B-tocopherol 296 0.0089

O-tocopherol 298 0.0091

y-tocopherol 298 0.0087

Read absorbance value (nm)

Solution concentration (ug/ml) =
Division factor

Sterols Extraction and CPG Analysis. Sterols analysis procedure is an
adaptation of the norm 8. The oil (250 mg) was dissolved in ethanol containing 1 mL
of a freshly prepared solution of betulin (Img/mL acetone) as internal standard.
Saponification was achieved by adding 5 mL of 5 % (w/v) ethanolic KOH and heating
at the boiling point and kept up for 15 minutes in a refrigeration system. Saponification
was stopped with 5 mL of ethanol. The mixture (5 mL) was placed in a glass column fill
up with 10 g of aluminum oxide (Neuter, Akt. 1; 50-200um; pH 7.5; ICN Prolabo/Subra
France) dampened with ethanol. After elution a new balloon was placed to recover the
unsaponifiable matter washed with 5 mL of ethanol and 30 mL of diethyl ether.
Unsaponifiable matter was concentrated in the balloon by evaporation under pressure of
solvents and recovered with 2 mL of diethyl oxide. Then the mixture was evaporated to
dryness with nitrogen (N, Air liquide, France). Before injection, TMS derivatives were
prepared by dissolving the samples of the unsaponifiable fraction into 100-uL of 1-
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methyl imidazol and N-methyl-N (trimethylsilyl)- heptafluorobutyramide (5:95 v/v) and
heating the mixture for 15 minutes to 105 °C in a oil bath. The saponification procedure
was duplicated for each oil extract. Analyses were performed by a Fisons gas
chromatograph (GC 8000 series MMFC 800 Multi-function controller, Italy) with an
autosampler. Splitless injections were made with 1 puL sample volumes. Separations
were achieved with a Phenomenex fused silica capillary ZB-5 (30 m x 0.25 mm x 0.25
um, Paris, France). Nitrogen carrier gas pressure was 130 kPa. The injector was at 320
°C and the FID was 320°C. The initial temperature of the column was 240°C and this
increased to 320°C at 4 °C/min and hold for 10 minutes until it decreased to initial
conditions. Identification of sterols was based on the retention time of standards referred
to above and with the relative times to betulin given in the norm. The calibration results
were based on the integrated areas and adjusted according to the amount of betulin
detected in the samples.

Method Validation and Quality Control. Samples have been analysed by the
ITERG reference laboratory (Paris, France). At the same time, one control sample was
analyzed daily with each analytical series and for each kind of analysis (fatty acids,
tocopherols, sterols) to determinate ageing changes in columns.

Statistical Analysis. The data were statistically analyzed using Statistica V7
(StatSoft, Tulsa, USA). A three way ANOVA with three crossed factors (genotype,
year) and one imbricated factor (location) with second order interaction was performed
to determine the relationships between fatty acids, total tocopherol, total phytosterol
contents, hybrids, planting location and year of study. It was also used to calculate
bilateral correlation between variables (Pearson correlation coefficients).

RESULTS

Meteorological Dataset. The six meteorological locations showed significant
differences for the rainfalls; mean maximal and minimal temperatures (P < 0.01)
between the 3 years (Table 3). Significant differences in temperature were also
observed between locations. In 2003, the plants suffered extreme growth and maturation
conditions (highest temperatures and lowest rainfall) compared with 2002 (coldest and
high precipitations) and 2004 (middle conditions).

Table 3. Mean Values for Each Year for the 6 Locations Except for Solar Radiation that is
analyzed only in Carcassonne.

Year Preczirﬁir;e)ttion Tuax (°C) Ty (°C) Solar Rar?]iza)ltion W/
2002 60.25 a° 22.82 a 1157 a 57.06 a
2003 39.48Db 26.39b 1351b 64.12 b
2004 55.33 a 23.96 a 12.32¢c 62.16 b

#Values in the same column with the same letter are not statistically different at the 5% significance level.

Oil and Fatty Acid Content. The sunflower seeds yielded around 50 % oil by
soxhlet extraction (Table 4). However in 2003, we can observe significant differences
between oil yield : Melody in the 16" location: 0.38 g / g of dried matter (DM) vs.
Prodisol in the 26™ location: 0.61 g / g DM. Nevertheless, in the ANOVA analysis,
neither the effect of year and genotypes, nor their interactions were significant as shown
in Table 7. Concerning fatty acid (FA) composition (Table 4), three cultivars (Allstar
RM, Melody and Prodisol) had high linoleic acid content, moderate oleic acid content
and traces of linolenic acid content whereas Aurasol presented a high level in oleic acid
and moderate linoleic acid content. Palmitic acid was the only major saturated acid (4-
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6%) either in high oleic or in high linoleic cultivars. There was a significant difference
in fatty acid composition (percentage) both between varieties in a year (P < 0.001) and
between the years for the four cultivars (P < 0.001). The genotype x year (G x Y)
interaction was not significant for fatty acid composition. These results indicated that
oleic and linoleic acid contents of sunflower oil are strongly influenced by temperature.

Table 4. Oil and Fatty Acid Amount for Each Sunflower Hybrid and Each Year. The Average
Over All the Locations in a Year was given by Mean Value + SD.

Oil content Fatty acid composition (%)
(9/g DM) 16:0 18:0 18:1 18:2 18:3
2002 0.49+005 4.3+0.4 1.8+0.3 402+32 537+31 0.01+0.02
Allstar RM 2003 0.51+0.04 6.7+0.3 21+02 31.8+19 593+19 0.04+0.01
2004 052+0.04 6.7+0.3 1.8+03 256+3.0 658+29 0.07+0.02
2002 050+0.03 2003 09+02 815+23 156+22 0.01+0.01

Cultivars Year

Aurasol 2003 0.45 42+11 1.3+0.9 706+84 24031 0.00
2004 0.52+0.04 44+05 1.0+04 70.8+3.6 23.8+34 0.06+0.02
2002 0.48+0.04 3.4+06 29+0.5 33.0+46 60.8+4.4 0.00

Melody 2003 0.47+0.04 6.7+0.3 1.7+0.2 33.8+22 57.8+x2.1 0.04+0.01
2004 0.49+0.03 6.1+0.6 1.7+£05 319+45 60.2+44 0.03+0.02
2002 0.49+0.04 2604 20+03 43.4+29 529+28 0.03+0.02
Prodisol 2003 0.52+0.05 6.1+0.3 22+0.2 347+19 569+19 0.03+0.01
2004 0.50+0.03 6.1+04 1.8+0.3 29.4+3.0 628=*29 0.07+0.02

Tocopherol Composition and Content. a-tocopherol represented the greatest
proportion of total tocopherols, ranging from 88.5 to 97.9 %, whereas -tocopherol was
less expressed (1.6 — 9.1%). We observed only traces of y-tocopherol and 5-tocopherol.
The tocopherol content in the seed oil varied between 303.8 g / kg oil (Allstar in 2003,
85" location) and 1187.9 g / kg oil (Prodisol in 2004, 54" location) (Table 5).

Table 5. Tocopherol Amount for Each Sunflower Hybrid and Each Year. The Average Over All
the Locations in a Year was given by Mean Value + SD.

Tocopherol content (mg / kg oil
Cultivar Year b (mg /kg oil) Total-T ?

a-T B-T y-T 5T
2002 781.5+515 47.0+6.9 89+22 46+16 8420+574
Allstar RM 2003 461.5+83.1 20.5+3.8 29+10 0.3+03 485.1+84.9
2004 6445+37.3 19.1+5.1 20+19 03+04 6659+39.9
2002 909.7+51.3 66.8+5.1 82+28 40+11 988.6+534
Aurasol 2003 520.3+14.7 24.4+53 1.0+0.8 0.00 545.7 +19.9
2004 7135+751 239+3.6 19+17 03103 73951775
2002 771.1+139 40.3%6.0 3.2+09 21+£05 816.6+19.0
Melody 2003 496.2+554 20.7x25 2609 0.00 519.5 £ 56.7
2004 637.0+£66.7 17.4+3.8 1.3+0.8 26+x4.0 6582=x70.5
2002 916.1+61.3 845%9.2 11.4+£27 6.6+x19 10184+704
Prodisol 2003 5594 +79.7 395193 30+16 06+06 6025+£87.1
2004 864.2+1139 43.4+8.2 41+£26 16x0.7 913.4+1215
¥ Total tocopherol calculated as the sum of all 4 isomers
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We observed an important decrease of tocopherol content in 2003 vs. 2002 (around
40%), which was probably caused by the high temperatures during the 2003 summer.
ANOVA (Table 7) showed that both genetic background and years significantly affect
each tocopherol and total tocopherol content in the oil (P < 0.001). No statistical
significance for a-tocopherol or total tocopherol content between locations has been
observed. The correlations between tocopherol isomers were generally positive and
highly significant (Table 8). The a-tocopherol content is found closely related to the
total tocopherol content (r2 = 0.99 ; P < 0.05). Moreover B-tocopherol and total
tocopherol content are also positively correlated (r2=0.83 ; P < 0.05).

Phytosterol Composition and Content. The most abundant sterol in all cultivars
tested was [-sitosterol (around 60%), followed by campesterol stigmasterol, A7-
campesterol and Ab5-avenasterol (Table 6). A7-stigmasterol and A7-avenasterol were
also detected and quantified but at very low levels. Total phytosterol content in oils
tested ranged between 228.9 mg / 100 g oil (Aurasol in 2004 in the 26™ location) and
501.6 mg / 100 g oil (Prodisol in 2002 in the 11™ location). The total phytosterol content
was significantly greater in 2002 than in 2003 or 2004 but these variations are less
important than those observed for tocopherol content.

Table 6. Phytosterol Amount for Each Sunflower Hybrid for Each Year. The Average Over All
Locations in a Year was given by Mean Value * SD.

Phytosterol (g / 100 g oil)

Cultivars Year Total-P ?
Campesterol Stigmasterol B-Sitosterol
2002 37.4+4.4 41.8+6.9 231.3+20.2 440.6 +37.0
Allstar RM 2003 36.9+35 341+4.4 212.2+19.2 360.0 + 36.7

2004 39.2+9.4 35.0+7.8 198.8 £ 26.5 350.4 +56.5
2002 355+3.4 38.6 +3.7 202.4+£22.4 388.8+29.9

Aurasol 2003 41.1+11.4 421 +9.4 236.6 +52.5 404.2+94.2
2004 32377 30.0+8.8 193.4+34.0 306.8 +54.8
2002 359+ 1.6 35.9+0.2 1885+7.7 370.2 +22.52

Melody 2003 36.2+4.1 30.3+4.2 198.1 £20.1 338.8+34.8
2004 30.8+3.2 21.5+3.7 193.2+£24.8 299.1 +34.33
2002 449 +2.6 395+1.8 229.5+10.7 467.7 +22.6

Prodisol 2003 36.5+3,9 31.2+6.6 195.4 £21.8 337.4+44.3
2004 454 +£13.5 34.7+11.1 227.5+40.0 358.9 +68.9

% Total phytosterol calculated as the sum of campesterol, stigmasterol, B—sitosterol and A7—campesterol,
A5—avenasterol, A7—stigmasterol and A7—avenasterol, data none shown.

ANOVA (Table 7) showed that year and temperatures affect total phytosterol content in
oil (P < 0.001). Genotype affects also campesterol and stigmasterol contents (P < 0.01)
but not B-sitosterol content. Location (Year) effect was only significant for campesterol
content, but not for the total phytosterol content.

Significant and positive correlations between phytosterol components (Table 8) were
observed between [-sitosterol and total phytosterol content (r2 = 0.78; P < 0.05)
between campesterol and B-sitosterol (r2 = 0.67 ; P < 0.05) and between campesterol and
stigmasterol (r2 = 0.69 ; P < 0.05).
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Table 7. Mean Squares of Combined Analysis of Variance for Oil Content (g/g DM) and Stearic
(16:0), Palmitic (18:0), Oleic (18:1), Linoleic (18:2) and Linolenic (18:3) Acid Contents (%); for a-
, B-, y-, ©- and Total Tocopherol Contents (mg / kg oil) and for Campesterol, Stigmasterol, -
sitosterol and Total Phytosterol Contents (g / kg oil). The Factors were Cultivars (n = 4, namely
Allstar RM, Aurasol, Melody and Prodisol), Years (n = 3, 2002 to 2004) and Locations
(Locations in France).

Compound Genotype (G) Year (Y) GxA Location (Year)

16:0 0,000932%** 0,003857*** 0,000072 0,000079
Fatty acids 18:0 0,000123 0,000063 0,000060 0,000043
18:1 0,244696*** 0,044974*** 0,003497 0,005092
18:2 0,21016*** 0,02594 0,0029 0,00425
a-T 103654*** 342795*** 11653+ 5997
B-T 3499%** 6580*** 221 %** 43

Tocopherols ,Y_T 1 7x** 172%** 1] rx* ¥V hiad
Total-T 14904 3*** 448121*** 14148* 6669

Camp. 134** 0 71* 57**
Stig. 188** 287** 57 41
Phytosterols B-Sit. 1765 6 1088 528
Total-P 8260* 30079*** 3262 1891

Oil yield 0,0021 0,0026 0,0003 0,0022**

D.I.2 3 2 6 36

% Degree of freedom
* xRk significatif for P = 0,05, P = 0.01 et P = 0,001

Relationships Between Fatty Acid and Tocopherol and Phytosterol Composition.
The total tocopherol content was slightly but significantly correlated with oleic acid (r?
=+ 0.40, P < 0.01) and negatively correlated with linoleic acid (r2= - 0.36, P < 0.01)
(Table 8). Total tocopherol content (as well as a-tocopherol and B-tocopherol contents)
was negatively correlated with palmitic acid (r2 = — 0.70; P < 0.01). Generally, the
individual phytosterols and total phytosterol content were not significantly correlated
with fatty acid content., This was the case for B-sitosterol, the main sterol in sunflower
oil, which did not correlate with any fatty acid. Finally, total tocopherols and total
phytosterols were positively correlated (r2 = 0.47, P < 0.01).

Relationships Between Component Composition and Meteorological Conditions.
Correlation between minor components and the meteorological parameters were made
to have a first sight of the influence of temperature and rainfall during seed growth. The
cumulated temperatures in August showed a negative correlation with the total
tocopherol content (r2 = — 0.69; P < 0.05). This negative correlation was also observed
for each tocopherol isomer (rz2 = — 0.60; P < 0.05) and for the total phytosterol content
(r> = - 0.38; P < 0.05). The same tendency was also found for the cumulated
temperatures in June, July and September. On the contrary, there was positive
correlation between the sum of precipitations in August and the total tocopherol and
total phytosterol contents (Figure 3). Campesterol and stigmasterol contents were
positively correlated to the sum of precipitation in June (r2 =+ 0.70; P < 0.05).
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Table 8. Significant Pearson Correlation Coefficients Between Individual and Total Tocopherols,
Individual and Total Phytosterol and Individual and Total Fatty Acids Contents in Oil from Four
Hybrids Grown in Different Locations During 2002, 2003 and 2004 Summers.

CORRELATION CORRELATION
COMPONENT COEFFICIENT COMPONENT COEFFICIENT
Tocopherols —Tocopherols Tocopherol - Phytosterol
a-tocopherol — -tocopherol +0.78 ** a-tocopherol — Campesterol +0.26*
o-tocopherol — y-tocopherol +0.56 ** a-tocopherol — [3-sitosterol +0.27 **
o-tocopherol — d-tocopherol +0.66 ** a-tocopherol — Total phytosterol +0.44 **
a-tocopherol — Total tocopherol +0.99 ** [-tocopherol - Campesterol +0.30 **
[-tocopherol — y-tocopherol +0.78 ** B-tocopherol - Stigmasterol +0.43 **
B-tocopherol — &-tocopherol +0.75 ** [-tocopherol — B-sitosterol +0.25*
[-tocopherol — Total tocopherol +0.83 ** [-tocopherol — Total phytosterol +0.57 **
y-tocopherol — 3-tocopherol +0.79 % Y-tocopherol - Campesterol +0.32*
Y-tocopherol — Total tocopherol +0.61 ** Y-tocopherol - Stigmasterol +0.49 **
d-tocopherol — Total tocopherol +0.70 ** y-tocopherol — B-sitosterol +0.30 **
Y-tocopherol — Total phytosterol +0.63 **
Phytosterol-Phytosterol d-tocopherol - Stigmasterol +0.33*
Campesterol — Stigmasterol +0.69 * d-tocopherol — Total phytosterol +0.51 **
Campesterol — B-sitosterol +0.67 ** Total tocopherol — Campesterol +0.27**
Campesterol — Total phytosterol +0.68 ** Total tocopherol — -sitosterol +0.27
Stigmasterol — B-sitosterol +0.23* Total tocopherol — Total phytosterol +0.47 **
Stigmasterol — Total phytosterol +0.54 **
B -sitosterol — Total phytosterol +0.78 ** Tocopherols - Fatty acids
a-tocopherol - Palmitic - 0.68 **
Fatty acids — Fatty acids a-tocopherol - Stearic - 0.22*
Palmitic — Oleic - 0.70 ** a-tocopherol - Oleic +0.40 **
Palmitic - Linoleic +0.66 ** o-tocopherol - Linoleic - 0.35*
Palmitic - Linolenic +0.36 ** B-tocopherol — Palmitic - 0.71*
Stearic - Oleic - 0.52* [-tocopherol — Oleic +0.36 **
Stearic - Linoleic +0.51** [-tocopherol — Linoleic - 0.31*
Oleic - Linoleic - 0.99* Y-tocopherol — Palmitic - 0.63*
Oleic - Linolenic - 0.28 ** y-tocopherol — Oleic +0.28 **
Linoleic - Linolenic +0.27 ** Y-tocopherol — Linoleic - 024~
Y-tocopherol — Linolenic - 024~
Phytosterols — Fatty acids d-tocopherol — Palmitic - 0.57*
Campesterol - Stearic +0.20* d-tocopherol — Oleic +0.24~
Campesterol - Linolenic -0.22* Total tocopherol - Palmitic - 0.70 **
Stigmasterol - Palmitic - 0.26* Total tocopherol - Stearic - 021*
Total Phytosterol - Palmitic - 0.33* Total tocopherol — Oleic +0.40 **
Total tocopherol - Linoleic - 0.36 **

& Correlation coefficient significant at P = 0.05 (*) and P = 0.01 (**) level, respectively

DISCUSSION
Sunflower oil yield is generally influenced by temperature during the seed development,
thus high temperature during the seed maturation may have negatively affected the oil
synthesis %, The variations between the ratio oleic to linoleic acid can be explained by
influence of temperature during seed development and maturation as yet reported 2=,
as high temperatures increase the synthesis of oleic acid.

a-Tocopherol was the dominant isomer detected in this study, similar to the
values obtained by Dolde et al. > and Velasco et al. ?° who found that a-tocopherol is
the major isomer and detected only traces of 5-tocopherol in the sunflower materials
analyzed. Our tocopherol total content was similar to the values reported by Nolasco et
al. 3! (500 to 1200 g / kg oil). However, the maximum value was lower than that found
by Velasco et al. ?° (562-1872 mg: kg™ oil). Despite this Velasco et al. ?° also found
similar correlation between tocopherols homologues to that found here.
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Figure 3. Correlation between cumulative temperature of August and total tocopherol content.

This study clearly shown that the variation of total tocopherol content depended
on genotype and year. The year effect was mainly influenced by the meteorological
conditions such as the temperature. Results obtained show that tocopherol content in
sunflower oil is highly correlated to temperature. This is in agreement with those
obtained by Almonor et al. ** on soybeans oil and Ayerdi Gotor et al. * on sunflower
oil. Both studies showed a reduction in total tocopherol content when plants
encountered high temperature during grain filling. However in soybean oil, Britz and
Kremer * reported that total tocopherol content remained constant with differences in
the growth temperatures. The reduction in tocopherol content during a hot year could be
explained by the role of these molecules in the plant. Tocopherols, particularly o-
tocopherol protect the plants against stress by scavenging singlet oxygen and lipid
peroxil radicals leading to decreased detected amounts of tocopherols *. Previous
studies concerning tocopherol variation in sunflower ** and in other vegetal species
163435 show that genotype and environment individually as well as their interaction
affect the content and composition in seeds.

The range of phytosterol content found is close to this reported by Vlahakis and
Hazebroek (210 to 454 g / 100g oil) **. As mentioned previously the climate differed
between the years; 2002 was cold and wet while 2003 was excessively warm and dry.
The data presented indicate that low temperatures with precipitation correlate with an
increase in the total phytosterol content. These results are in agreement with those found
by Zangenberg et al. * in rye (Secale cereale L.) grains. On the contrary Vlahakis and
Hazebroek *® show that the total phytosterol levels in greenhouse grown soybean seed
increases under higher temperatures in controlled conditions. However, Hamama et al.
% did not show significant differences concerning phytosterols content between
different genotypes of canola (Brassica napus L.), indicating environment may affect
the various species in a different manner.

The positive correlation observed between campesterol, stigmasterol and f-
sitosterol indicate that the amount of different phytosterols could be simultaneously
increased. In the literature, little is known concerning correlations between phytosterols
contents. In canola oil, the same order of slight positive correlations between
phytosterol components were observed *. In contrast Hamama et al. *® found negative
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correlations between both campesterol and p-sitosterol content and campesterol and A5-
avenasterol content. In this study, the only significant positive correlation observed was
between brassicasterol and total phytosterol contents (r> = + 0.40, P < 1%).

Similar to the results of our study Baydar and Erbas ! reported significant correlations
between tocopherols and oleic acid content (r? = + 0.79) and tocopherols and linoleic
acid content (r2 = - 0.82).

[-sitosterol was not found in the second component of the PCA, this could be
explained to the different pathways of biosynthesis of p-sitosterol and the others
phytosterols *’. Indeed Schaller *® identified in Arabidopsis the A24-isomerase-
reductase who produce B-sitosterol and campesterol, and in higher plants a A22-
desaturase implicated in the transformation of p-sitosterol in stigmasterol and
campesterol in brassicaterol '®. Such enzymes were species, genotype and growth
temperature dependent *>*°, explaining the absence of correlation between B-sitosterol
and stigmasterol and the high correlation between campesterol and stigmasterol
observed herein.

The correlation between total tocopherols and total phytosterols found here for
sunflower oil are in agreement with earlier results obtained on 12 cultivars from the
same planting location (r2 = + 0.69, P < 0.05) 2.

The relationships between fatty acids, tocopherols and phytosterols and the
influence of the climatic conditions during plant growth found in this study were not
comparable with data obtained by EIl-Shami et al. ?* in rapeseed oil because their
correlations were obtained with values issued from only one genotype and one year
study without reflecting environmental influence.

This study indicates that genotype and the growing conditions have a greater
influence on tocopherol composition and content than on phytosterol ones. Moreover,
the contents of tocopherol, oleic acid percentage and phytosterol contents are positively
correlated. Thus, it would be possible to increase tocopherol and phytosterol content
including high oleic acid content simultaneously through a breeding program.
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3.2. Bilan de cette étude

Parmi les facteurs environnementaux, il ressort que la température apparait comme un facteur dominant dans le
remplissage des réserves de I’akéne. Le rendement en huile diminue en réponse a une hausse des températures
(Baydar et Erbas, 2005; Ayerdi Gotor, et al., 2006a; Roche, et al., 2006). De méme, les variations du ratio des
acides oléique / linolénique montrent que I’augmentation de température favorise I’enrichissement en acide
oléique de I’akéne (Lagravére, 1999; Baydar et Erbas, 2005; Roche, et al., 2006).

Cette étude montre que la variation de la teneur totale en tocophérols dépend significativement du génotype mais
aussi de I’année de culture. Tout d’abord, les hybrides analysés présentent des différences significatives de
teneurs en tocophérols (500 a 1200 mg / kg d’huile) similaires a celles observées par Nolasco et al. (2004).
Cependant, ces teneurs sont inférieures a celles obtenues par Velasco et al. (2002) sur des mutants (1800 mg/kg
d’huile). D’autre part I’effet année, observé dans cette étude, peut étre expliqué principalement par les
différences de température et de pluviométrie pendant la croissance et maturation de I’akéne. Ces résultats sont
en accord avec les travaux d’Almonor et al. (1998) sur le soja ; la température affecte négativement la teneur en
tocophérols car la biosynthése de ces molécules est affecté par des conditions stressantes qui réduisent I’activité
des y-TMTs (Shintani et DellaPenna, 1998; Collakova et DellaPenna, 2003b; Collakova et DellaPenna, 2003a;
Kanwischer, et al., 2005). Ainsi, la température est un facteur clé sur la variabilité de la teneur totale en
tocophérols dans I’akéne. En favorisant les oxydations lipidiques, elle entraine la formation de radicaux
lipidiques issus des chaines d’acides gras polyinsaturées. Les tocophérols limitent la propagation de I’oxydation.
Ils sont capables de donner un électron pour former un radical tocophéroxyl recyclable. Mais ce dernier peut a
son tour donner un second électron pour générer un tocophérol quinone résultant de I’ouverture du noyau
chromanol (Satler 2004). En conclusion, la teneur en tocophérols dans des akénes de tournesol est affectée
significativement par le génotype, par I’environnement mais également par I’interaction génotype x lieu
(Demurin, et al., 1996) ; ce qui a été aussi observé sur d’autres espéces végétales (Peterson et Qureshi, 1993;
Goffman et Becker, 2002; Marwede, et al., 2004).

La variation des teneurs en phytostérols dans I’huile de tournesol est également dépendante du génotype et de
I’environnement mais dans une moindre mesure par rapport aux tocophérols. Les teneurs observées sur les 4
hybrides (210 - 454 mg / 100g d’huile) de notre étude sont similaires a celles mentionnées par Vlahakis et
Hazebroek (2000). L’effet de I’environnement et plus particulierement de la température intervient également
sur le remplissage en phytostérols car il semblerait qu’ils ont un réle dans I’adaptation des plantes aux fortes
températures (Palta, et al., 1993; Buchanan, 2000). Les résultats montrent que lorsque les températures, au cours
du remplissage, sont relativement basses (année 2002), la teneur en phytostérols est la plus faible. Ces résultats
sont en accord avec ceux décrits par Vlahakis et Hazebroek (2000) sur du soja cultivés en conditions contrélées.
Cependant, cette observation n’est pas systématique pour toutes les especes végétales. En effet, des travaux
menés sur du seigle (Secale cereale L.) montrent que la température est corrélée négativement a la teneur en

phytostérols (Zangenberg, et al., 2004).

- 116 -



CHAPITRE 1l — Facteurs de variation génotypiques et environnementaux des composés mineurs.

Les corrélations entre les teneurs en tocophérols, en phytostérols et en acides gras montrent que la teneur totale
en tocophérols est corrélée positivement avec I’acide oléique (r2 = + 0.40) et négativement avec I’acide
palmitique (r2 = - 0.70) et I’acide linoléique (r2 = — 0.36). Aucune corrélation n’a été mise en évidence entre les
phytostérols et les acides gras. Une corrélation positive a été trouvée entre les teneurs totales en tocophérols et en
phytostérols (r2 = 0.47). Les corrélations publiées sont en général plus élevées. Baydar et Erbas (2005) montrent
des corrélations positives entre les tocophérols et I’acide oléique (r2 = + 0.79) et entre les tocophérols et I’acide
linoléique (r2 = — 0.82) ; tandis que Vlahakis et Hazebroek (2000) trouve une corrélation positive entre les

tocophérols et phytostérols totaux dans I’huile de tournesol de r2 = + 0.69 (P < 0.05).

L’analyse en composantes principales (ACP) des phytostérols montre que les variations de teneurs en j-
sitostérol ne sont pas représentées sur le méme axe que les autres phytostérols. En effet, le B-sitostérol, composé
majoritaire, est obtenu par une voie de synthése relativement indépendante des autres phytostérols (Schaller,
2003).

4. Conclusion
Au travers de différentes expérimentations, I’objectif de ce chapitre était de fournir des éléments qui

permettraient de justifier la mise en place d’une étude de I’héritabilité des composés mineurs dans I’huile de
tournesol.

Dans un premier temps, I’étude du remplissage en tocophérols et phytostérols des akenes de tournesol a mis en
évidence la coincidence de la phase d’accumulation active de ces composés mineurs avec celle des acides gras.
Cependant, la température apparait comme un facteur déterminant sur les teneurs finales en tocophérols et en
phytostérols dans I’huile. En effet, de fortes températures durant le remplissage de I’akene limiteraient
I’accumulation des tocophérols afin de préserver la semence du stress oxydatif, de maniére similaire aux
mécanismes mis en jeu au niveau de la feuille (Munné-Bosch et Alegre, 2002a). Au contraire, la teneur en
phytostérols augmenterait sous des températures élevées ; ce phénomene ayant déja été observé en conditions
controlées (Vlahakis et Hazebroek, 2000). Dans un second temps, la conversion oléique a semblé induire une
diminution sensible de la teneur en tocophérols totaux sans toutefois avoir d’influence sur la teneur en
phytostérols. L étude de cet ensemble de couples a aussi montré sous les conditions climatiques exceptionnelles
de I’été 2003, un comportement vis-a-vis des températures tout a fait cohérent avec les observations précédentes
sur les cinétiques. L étude des cinétiques d’accumulation des tocophérols dans des plantules issues de semences
ayant subi un vieillissement accéléré montre que les plantules les plus développées présentent une teneur plus
élevee en a-tocophérol. Ces résultats sont en accord avec I’hypothése du rble protecteur central que les
tocophérols jouent dans la préservation de la vigueur de la semence (Sattler, et al., 2004; Sattler, et al., 2006). Et
pour finir, I’étude multilocale et pluriannuelle réalisée sur 4 hybrides commerciaux montre que la teneur en
tocophérols dans des graines de tournesol est affectée significativement par le génotype, par I’environnement
mais on constate également une interaction génotype x lieu. La variation des teneurs en phytostérols dans I’huile
de tournesol est également dépendante du génotype et de I’environnement mais dans une moindre mesure par

rapport aux tocophérols, ce qui a déja été constaté par dautres auteurs (Vlahakis et Hazebroek, 2000).

-117 -



CHAPITRE 1l — Facteurs de variation génotypiques et environnementaux des composés mineurs.

CHAPITRE IV.

Etude de I’héritabilité des tocophérols et des phytostérols dans I’akéene de
tournesol.
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Chapitre V.

Etude de I’héritabilité des composés mineurs

Les comparaisons de variétés hybrides de tournesol, comme de lignées parentales homozygotes, montrent que le
génotype entre pour une part significative dans la variabilité de la teneur de I'huile en phytostérols et en
tocophérols. Les paramétres génétiques de la teneur en tocophérols ont déja eté abordés chez quelques
oléagineux : ainsi sur hybrides F1 de colza issus de deux croisements dialleles, Goffman et Becker (2001b;
2001a) ont montré que les teneurs en tocophérols de la graine étaient majoritairement sous contrble génétique
additif mais Marwede, et al. (2004), sur trois populations d'haploides doublés, trouvent une héritabilité plutdt
faible et une forte interaction génotype x environnement. Par ailleurs, dans des ségregations F2 et F3 de soja
issues de croisements entre mutants extrémes, Wang et al. (2007) ont déterminé une forte héritabilité de la teneur
en a-tocophérol (h?2 = 0,6 en F2 0,7 en F3). Il faut cependant noter qu'il s'agit ici plus d'un travail sur la
composition en tocophérols que sur la teneur totale. Concernant les phytostérols, les premiéres études génétiques
sur les teneurs des oléagineux (soja, colza et tournesol) indiquaient une variabilité essentiellement sous
I'influence de facteurs environnementaux, et donc peu de possibilités de sélection (Vlahakis et Hazebroek, 2000).
Mais récemment sur le soja, une étude de 510 génotypes a montré une importante variabilité (Yamaya, et al.,
2007) et sur le colza, une forte héritabilité des teneurs en phytostérols totaux a été évaluée entre 0,7 et 0,97 sur
trois populations d'haploides doublés (Amar, 2007; Amar, et al., 2008). Il y a donc une possibilité de variabilité
finalement plus importante qu'on le pensait initialement chez ces espéces, et il est permis d'espérer qu'il en est de

méme chez le tournesol.

Au cours des chapitres qui précédent, la teneur en tocophérols de I'huile de tournesol semble incontestablement
sous influence génotypique. Par contre, la teneur en phytostérols montre une plus faible variation bien que des
différences significatives entre hybrides ont été mises en évidence (cf. Chapitre 11l - 81 et §3). Le présent
chapitre est donc consacré a l'estimation des paramétres génétiques (aptitudes a la combinaison, variances
génétiques additives et de dominance, héritabilité) par I'étude de croisements systématiques entre lignées
homozygotes. Ces lignées ont été croisées selon un plan North Carolina Il (Lynch et Walsh, 1998) ou Top Cross,
c'est-a-dire un plan factoriel ou sont réalisés tous les croisements possibles entre « n » femelles et « p » méles.
L'analyse de ce plan permet de comparer les familles de demi fréres, et donc les aptitudes a la combinaison de
leur parent commun (Aptitudes Générales a la Combinaison (AGC), représentatives des contributions génétiques
additives), puis en testant les écarts aux aptitudes genérales des deux parents, il permet de tester des effets
propres aux hybrides (Aptitudes Spécifiques & la Combinaison (ASC), représentatives des effets de dominance
chez les hétérozygotes). En modele aléatoire, le plan d'analyse NCII permet la décomposition de ces variances en
leur composantes génétiques additives (c24) et de dominance (o2p). La variance due a I'environnement (c%) est
estimée lors des essais multilocaux sur plusieurs années. On peut alors calculer I'héritabilité au sens large H2 ou
au sens étroit h2,
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Dans un premier temps, nous étudierons les résultats d'un essai préliminaire sur 24 lignées (12 lignées R et 12
lignées A) homozygotes, afin de justifier le choix des lignées parentales, puis dans un second temps, I'étude du
plan de croisement sur deux années, en six lieux par année permettra de calculer les moyennes des hybrides, puis

les parametres génétiques. Cette seconde partie fait I'objet d'une publication scientifique.

1. Sélection des lignées parentales selon leur teneur en
tocophérols et phytostérols.
Les études précédentes ont essentiellement porté sur des hybrides. Il s'agit ici de comparer des lignées R et A

autofécondées. Ces lignées parentales sont directement issues des programmes de sélection des partenaires de
I'étude, elles sont homozygotes, d'une vigueur plus faible que les hybrides commerciaux et les lignées R sont
polyflores. L'objectif était de comparer les valeurs d'un ensemble diversifié de lignées élites, oléiques ou non,
pour leurs teneurs en tocophérols et phytostérols. Les lignées ont été cultivées selon un plan expérimental en 3
blocs randomisés, avec des parcelles de 3 lignes de 6 métres par génotype. Pour les analyses a maturité, 5
capitules ont été autofécondés sous poche. Les akénes récoltés sur les 5 capitules ont été regroupés pour
constituer I'échantillon de laboratoire. Les teneurs en acide oléique ont été déterminées par spectrométrie proche
infrarouge. Les teneurs en tocophérols et en phytostérols ont été déterminées par analyse, comme il a été décrit
précédemment. Certaines de ces lignées ont eu des difficultés de levée et/ou des stérilités qui ont conduit a une

récolte d’akenes insuffisante : les échantillons ont été éliminés.

Les moyennes obtenues sont présentées dans le Tableau 1. Les lignées femelles montrent une forte variabilité de
teneur en huile (de 40,2 & 53,5% d'huile, les lignées méles ont un écart & peine inférieur, de 42,4 a 52,3%), trois
lignées femelles et deux lignées males sont des lignées converties « high » oléique. Les données présentées dans
le Tableau 1 sont triées par teneur décroissante en tocophérols totaux qui ont constitué le principal facteur de
choix : les valeurs mesurées vont de 496 a 1096 mg.kg™ d'huile avec des dispersions & peu prés équivalentes
pour les lignées males et femelles, cet intervalle de variation est tout & fait comparable a ce que nous avons
observé sur les hybrides. Il n'y a donc pas de phénomene d'hétérosis pour ce caractére. Il en est de méme pour les

phytostérols, avec un intervalle de variation compris entre 200 et 450 mg.100 g™ d'huile.

Les 6 lignées femelles retenues sont : Al, A2 et A3, de teneur en tocophérols élevée, les lignées Al et A3 étant
respectivement & forte (370 mg.100g™) et & faible (242.6 mg.100g™) teneur en phytostérols ; A6 et A8, de teneur
intermédiaire en tocophérols, a faible teneur en phytostérols, et enfin A10, de faible teneur en tocophérols et en
phytostérols. Les deux derniéres femelles étant « high » oléiques. Les 6 lignées males ont été retenues selon une
répartition a peu prés équivalente. Les écarts des teneurs en phytostérols sont aussi importants et significatifs que
pour les lignées femelles, par exemple entre R7 (260,6 mg.100g™) et R11 (380,3 mg.100g™). Cependant, une
majorité de lignées males est a forte teneur en phytostérols totaux, contrairement aux lignées femelles.

Les résultats de I'étude multilocale (cf. Chap I1l §3) ont mis en évidence une différence importante entre les
hybrides Melody et Prodisol. Or deux des parents de ces lignées étaient retenus pour le plan de croisement, nous
avons donc décidé d'ajouter les deux autres parents, portant a 7x7 le plan NCII initialement prévu a 6x6. Les
témoins tout au long de I'expérimentation étant les hybrides commerciaux Melody et Prodisol, ainsi que 7

lignées Cartisol utilisées lors des croisements réalisés en contre saison.
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Tableau 1 : Moyennes * Erreurs standards des lignées femelles (Al a A12) et méales (R1 a R12) pour les
principaux critéres de qualité de I’akéne. Les lignées marquées d'une étoile ont été retenues pour le plan
de croisement. Pour chaque caractére, les moyennes marquées d'une méme lettre minuscule ne sont pas
différentes au seuil a=5% (Test de Newman et Keuls)

Lignée n Y%Huile % Ac. Ol'éique Total TogPphférols Total Phyt_?sté_rols
C18:1 (mg.kg™ huile) (mg.100g™ huile)

Al* 3 444+ 1.5 abcd 258+15 a 961.2 +40.3 ghi 369.9 £ 20.4 cdef
A2* 3 43.3+1.5 abc 30.7+15 ab 879.0 + 40.3 defgh 294.0 £ 20.4 abcde
A3* 3 446 +1.5 abcd 435+15 cd 877.6 £ 40.3 defgh 242.6 £+20.4 ab
A4 3 49.5+1.5 bcde 281+15 a 840.8 £ 40.3 cdefgh 314.1 £ 20.4 abcde
A5 2 43.3+1.8 abc 451+18 d 787.5 £49.3 cdefgh 278.7 £24.9 abcde
AG* 3 485+15 abcde 325%15 ab 729.5 £ 40.3 bcdef 2425+20.4 ab
A7 3 40.2+15 a 87.3+£15 h 720.3 £ 40.3 bcde 288.7 £ 20.4 abcde
A8* 2 424+18 ab 92.2+1.8 hi 716.4 £ 49.3 bcde 263.2£24.9 abcd
A9 1 535+26 e 30.7+25 ab 669.1 £ 69.7 abcd 451.1+353 f
A10* 3 455+15 abcde 79.3x15 g 653.4 + 40.3 abc 276.6 £ 20.4 abcde
All 3 52.7+15 de 451+15 d 650.6 £ 40.3 abc 209.6 £+ 204 a
Al2 2 43.6+1.8 abc 512+18 e 496.4+£49.3 a 301.4 £24.9 abcde
R1* 3 50.5+ 1.5 bcde 280+15 a 1096.4 £40.3 i 337.5+20.4 bcde
R2 3 483+15 abcde 27.7x15 a 1000.0 + 40.3 hi 309.2 +20.4 abcde
R3 2 43.6£1.8 abc 326+1.8 ab 944.9 £ 49.3 fghi 381.8+£24.9 ef
R4 3 48.0+15 abcde 394x15 cd 936.8 £ 40.3 efghi 297.8 £ 20.4 abcde
R5* 3 456+15 abcde 694zx15 f 932.1 +40.3 efghi 332.7 £20.4 bcde
R6* 2 47.0+1.8 abcde 92.3%1.8 hi 874.7 £ 49.3 defgh 326.3£24.9 abcde
R7* 3 49.3+1.5 bcde 331+15 ab 799.2 £ 40.3 cdefgh 260.6 £20.4 abc
R8 3 424 +15 ab 37.7+15 bhc 780.4 £ 40.3 bcdefgh 304.3 £20.4 abcde
R9* 3 51.9+15 cde 42.0+15 cd 761.1 £ 40.3 bcdefg 271.6 £ 20.4 abcde
R10 2 52.3+1.8 de 325+18 ab 632.7 £49.3 abc 233.6+£249 ab
R11* 3 49.7 £ 1.5 bcde 255+15 a 569.1 +40.3 ab 380.3£20.4 def
R12 2 43.7+1.8 abc 43.7+1.8 cd 497.2+49.3 a 228.2+249 ab

Chaque sélectionneur impliqué dans le programme a réalisé les croisements avec sa ou ses lignées R
isogéniques, les lignées B males stériles isogéniques aux lignées A retenues ont été distribuées a I'ensemble des
participants. Les témoins ont été semés sur chaque lieu de croisement. L'objectif était de produire 49 hybrides F1

en quantité suffisante pour réaliser deux années d'essais, avec 6 lieux d'essai par an.

-121 -



Chapitre IV — Héritabilité des composés mineurs.

2. Potentiel de sélection du tournesol pour les teneurs de I'huile en
tocophérols et phytostérols - Estimation des parameétres
génétiques

Les 7 lignées femelles et les 7 lignées males croisés en contre saison en 2004/2005 ont produit 47 hybrides F1

qui ont été semés en 6 lieux durant 2 années consécutives en France afin de récupérer des akénes F2. Les

dosages des tocophérols et des phytostérols sur ces graines ont permis, dans un premier temps, de calculer les
variances environnementales, génotypiques, de tester les interactions génotype-environnement et d'estimer les

moyennes des hybrides.

Ensuite, dans un second temps, les moyennes des hybrides ont été utilisées pour calculer les paramétres
génétiques selon le plan factoriel NCII. Les aptitudes générales et spécifiques a la combinaison des lignées ont
été estimées en utilisant un modéle fixe. Nous avons aussi considéré les lignées parentales comme
représentatives des lignées élites actuelles, et utilisé un modele aléatoire afin d'estimer les variances paternelles
et maternelles, ce qui permettait d'extraire leurs composantes génétiques additive et de dominance et d'évaluer
I'néritabilité. Il est a noter que les méthodes de choix des lignées décrites ci-dessus ont probablement conduit a

une légere surestimation des variances génétiques et donc des héritabilités.

Cette partie fait I'objet de deux publications scientifiques insérées dans ce document de thése.

AYERDI GOTOR A., BERGER M., LABALETTE F., CENTIS S., DAYDE J., CALMON A., 2008. Estimation
of breeding viability for tocopherols and phytostérols in sunflower seeds. 17" International Sunflower
Conference, Cérdoba (Spain) JUNTA DE ANDALUCIA vol. 2: 555-559. (ANNEXE 3)

AYERDI GOTOR A, BERGER M., LABALETTE F., CENTIS S., DAYDE J., CALMON A., 2008. Estimation

of breeding potential for tocopherols and phytosterols in sunflower. En cours de préparation.
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Estimation of breeding potential for tocopherols and phytosterols in sunflower
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ABSTRACT

Sunflower (Helianthus annuus L.) oil is a good source of tocopherols and phytosterols, interesting
bioactive molecules with beneficial health effects, nevertheless higher level are desirables. A NCII
mating design of 7 females and 7 males was displayed to evaluate the breeding potential for these
traits. The 47 F1 hybrids obtained were then grown for two consecutive years (2005 and 2006) on six
locations each year. General combining abilities (GCA) for total tocopherol content were higher than
GCA for the total phytosterol content. In both female and male parental lines, there was a positive
correlation between the parental lines values and their GCA for total tocopherol content in F2 grains.
Analysis of variances showed that for total tocopherol content genetic component was mainly additive.
The narrow sense heritability found (h*= 0.62) was quite high, which allows early generation breeding
and the expectation of a significant genetic gain for this parameter. This was not the case for total
phytosterol content, which displayed larger year effects on GCA, the genetic variance component was
mainly due to dominance and heritabilities values were lower (h’= 0.14). This indicates that
dominance and environmental effects could change the predicted hybrid performance. These results
indicate the existence of genetic variance for total tocopherol content, but phytosterol content
variability is lower than that of tocopherols and subjected to year interactions.

Key words: Breeding — GCA-NCII- Phytosterols — Tocopherols — Sunflower

INTRODUCTION

Several studies have shown that tocopherols and phytosterols can have many positive health effects:
they prevent cancer (Bramley, et al., 2000; Calpe-Berdiel, et al., 2005; Tucker et Townsend, 2005),
reduce blood cholesterol level (von Bergmann, et al., 2005; Patel et Thompson, 2006) and they are
effective antioxidants (Niki et Noguchi, 2004; Kang, et al., 2006). An increasing interest for such
molecules had promoted the research of natural sources of these substances. Tocopherols are generally
found in vegetable green parts but they are also present in almost all grains. Tocopherols are lipid
antioxidants, vitamin E-active substances, with four isomers (o-, -, y-, and d-tocopherol) with species
dependent proportions. Naturally, sunflower oil has more than 95% of a-tocopherol (Ayerdi Gotor, et
al., 2006a), the most Vitamin E bioactive tocopherol homologue. In literature, we can found
references to sunflower tocopherol mutants with high content on -, -, or y-tocopherol (Velasco, et
al., 2004a; Velasco, et al., 2004b; Demurin, et al., 2007). The total content can vary between 300 to
1873mg-kg™ of oil (Demurin, et al., 1996; Velasco, et al., 2002; Nolasco, et al., 2006). Sterols are
considered as the precursors of plant hormones (brassinosteroids), so they are quite ubiquitous the
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plants where they play the same role as the cholesterol in animals. Phytosterol content in sunflower oil
can vary from 200 to 700 mg-100g™ of oil (Vlahakis and Hazebroek, 2000; Ayerdi Gotor, et al., 2007)
and B-sitosterol is the major form (40-60% of the total) followed by campesterol and stigmasterol.
Genotype as well as environment influence the total tocopherol content in sunflower oil. Temperature
is one of the most influent environmental factors (Velasco, et al., 2002; Ayerdi Gotor, et al., 2006b;
Nolasco, et al., 2006). Phytosterols content is less influenced by genotype or by environmental factors
(Ayerdi Gotor, et al., 2006b; Roche, et al., 2006).

In spite of the growing importance of tocopherols and phytosterols as micronutrients and as natural oil
stabilizers, few studies have focused on breeding plans for these minor components in oilcrops,
especially on sunflower. It has been shown in rapeseed that genetic progress is possible for the oil
tocopherol content (Goffman et Becker, 2001b; Goffman et Becker, 2001a; Marwede, et al., 2004;
Wang, et al., 2007). In these studies, tocopherol content and composition inheritances were highly
associated with additive gene action.

Heritability, general (GCA) and specific combining ability (SCA) are genetic parameters that can help
breeders to find the best selection strategy for developing their hybrids. Breeding for tocopherol and
phytosterol contents can increase the market value of sunflower oil by the mean of health promoting
effects associated with these nutriments. The objective of the present study is to determine the

feasibility of breeding for increasing the tocopherol and phytosterol content in sunflower oil.

MATERIALS AND METHODS
Plant material

Seven male (restorers) and seven female (cytoplasmic male sterile) parental lines of sunflower,
Helianthus annuus L., were selected for their high and low tocopherol and phytosterol contents. The
F1 hybrid seeds were produced in a 7 X 7 North Carolina 1l (NCII) factorial design. Crosses were
made in Chile during winter 2005. Two crosses had not enough seeds to be included in the trials.
Another one had just enough seeds to be included in the first year of experiments. The fourteen
parental lines were provided by six sunflower breeders: Caussade semences, Maisadour semences,
Monsanto Dekalb, RAGT-R2n, Soltis and Syngenta seeds.

Field trials

Parental lines were cultivated together in Villenouvelle (France) in a three blocs design to analyse in
the same growing conditions all the parents for their contents in tocopherols and phytosterols. The
progenies (from grains F1) were cultivated in 2005 and in 2006 in six different places over France
(Table 1), with two blocs in each place. F1 Hybrids plots were randomized in the blocs to limit the
effect of interactions between plants. Just before flowering, the buds were covered with
microperforated bags to ensure auto-pollinated grains; the bags were taken away at the end of
flowering. F2 akenes were collected at maturity; the samples (for analysis) were made with 5 plants of

the same plot.
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Table 1: F2 hybrids growing places in 2005 and 2006.

Breeder Place (French department) Geographical localization
Caussade semences Cayrac (81) 44°60’N 1°28’E
Maisadour semences Conan (41) 47°48'N 1°15’E
Monsanto Dekalb Savenés (82) 43°49' N 1°11'E
RAGT-R2n Villampuy (28) 48°20'N 1°30'E
Soltis Mondonville (31) 43°40'N 1°17'E
Syngenta seeds Saint sauveur (31) 43°45'N 1°24’E

The progenies (from grains F2) of 3 of the 46 hybrids were cultivated in 2006/2007 winter in Chile to
produce F3 grains. The 3 hybrid F3 plants were cultivated in 2 different places (North and South) in

France to produce F4 progenies that will be used for a future molecular marquage.

Chemical analysis
Oil extraction

Grains were ground with a sample mill (KnifeTec 1095; Foss Tecator AB, Sweden) for 2 periods
of 10 s. Around 15g of ground seeds were placed in a 33ml cartridge with Fointainebleau sand for and
extraction in an accelerated solvent extractor apparatus (ASE-200, Dionex, France) with the following
extraction conditions: 120°C, 10 min of static extraction, 95% Hexane (n-hexane Prolabo-Subra,
France) and 5% Propanol-2 (HPLC grade, SDS, France) under a pressure of 100 bar. Qil was
recovered after solvent evaporation under low pressure with a rotavapor (HS 40 Huber, Bioblock
Scientific, Heildolph, Germany). Lipid extracts were weighed and conserved at — 18°C to minimize
oxidative reactions before analysis.
Tocopherols determination

Complete separation of all native tocopherols was achieved using a high-performance liquid
chromatography (HPLC) (SpectraPhysics; TSP, USA) (ISO 9936, 1997). A normal-phase LiChrosorb
Si60 column was used. The mobile phase was hexane/isopropanol (99.7:0.3 v/v) and the solvent flow
was 1 ml/min. One gram of oil sample was diluted in 25 mL of hexane and 20 puL were injected.
Tocopherols were identified by comparison of retention times with their respective standards
(Tocopherol Kit; ChromaDex, USA). Total tocopherol content was calculated as the sum of a-, -, y-
and 3-tocopherol contents and expressed in mg-kg ~oil.
Phytosterols determination

The analyses of sterol required a saponification with KOH 0.5M during 15 min and a purification
on an aluminium oxide basic column (Panreac, Barcelona, Spain). The total and the individual sterol
content were analyzed by gas chromatography, after a silylation with trimethylsylil (TMS) esther
derivatives (5:95 v/v 1-N-imidazole and N-methyl-N trimethyl-sylyl heptafluorobutiramide, Sigma-
Aldrich, France) during 15min in an 105°C oil bath. 1l of the TMS solutions were injected on a silica
capillary column (ZB-5, Phenomenex, France) in a gas chromatography (Clarus 600, Perkin Elmer,
USA) fitted with a flame ionization detector. Sterols were identified by their retention time relative to

betulin internal standard (Sigma-Aldrich, France). They were quantified using the ratio obtained
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between betulin and sterol standards (Sigma-Aldrich, France). Sterols were expressed in mg-100 g™ oil
(NF EN 1SO 12228, 1999).
Statistical analysis

A mixed model analysis was conducted to examine genetic and environment components of
variance. Data were analysed and mean squared to genetic expectations according to the North
Carolina Design Il model reported by Lynch et Walsh (1998). This model used a set of males and an
independent set of females crossed in all possible combinations. These crosses result in a set of ful-sib
families and half-sib families. The half-sib families are further subdivided into paternal and maternal
half-sib families. The ANOVA from this design results in variance component estimates that are
directly equated with genetic covariances that represent estimates of additive and dominance genetic
variance.
Restricted maximum likelihood method, in Statistica, was used to estimate variance components of the
random terms in the model and their standards errors for total tocopherol and phytosterol contents.

Heritabilities were calculated using formulas reported by Lynch et Walsh (1998).

RESULTS

Quantification of tocopherols and phytosterols in F2 seeds

The major tocopherol isomer found in the oil was a-tocopherol (> 95% of the total) followed by B-
tocopherol. y- and 6- tocopherol isomers were found as traces. These values are in accordance with the
literature (Velasco, et al., 2002; Ayerdi Gotor, et al., 2006a; Nolasco, et al., 2006; Ayerdi Gotor, et al.,
2007). The major sterol was p-sitosterol which represented between 40 and 60% of the total
phytosterol content, followed by campesterol and stigmasterol (Phillips, et al., 2005; Roche, et al.,
2006; Ayerdi Gotor, et al., 2007).
Total tocopherol content in the parental lines varied between 548.0 to 1096.4mg-kg™ oil. Total
phytosterol content varied between 260.7 to 455.7 mg -100g™ oil. Mean values of F2 seeds of the 6
growing places for the two years 2005 and 2006 are in Table 2.

Table 2. Mean values, standard deviation (SD) and range of tocopherol and phytosterol contents for the 6
locations in 2005 and 2006 of the F1 hybrids.

Minor component 2005 2006
P Mean SD Range Mean SD Range

o-tocopherol 452.3 52.6 346.9-570.2 516.5 65.0 390.4-679.6
(mg-kg™ oil)

Total tocopherol 469.8 55.8 354.8-590.0 469.8 76.8 427.7-733.9
(mg-kg™ oil)

p-sitosteral 215.7 143 176.4-241.7 2275 234 183.6-317.1
(mg-100goil)

Total phytosterol 315,7 20.6 254.7-366.4 319.6 27.6 262.2-398.8

(mg-100g™oil)

Analysis of the North Carolina Il design
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An ANOVA was firstly made to estimate environmental factors that could affect tocopherol and
phytosterol contents. All factors were considered as random excepted for the year effect. ANOVA
(Table 3) showed that total tocopherol content was affected significantly by genotype but also by the

year and by the growth location. Total phytosterol content was affected significantly by genotype but
also by the year and the Location(Year).

Table 3: ANOVA of the 47 hybrids cultivated in 6 different places in 2005 and 2006 for the total
tocopherol (mg/kg oil) and phytosterol (mg/100g oil) content.

df Mean square of total Mean square of total
tocopherol phytosterol
Hybrid 46 72174** 6548**
Year 1 1960084** 39517**
Hybrid x Year 46 5853* 2790
Location (Year) 10 994812** 17199**
Hyb. x Location (Year) 460 4338 2436
Error 449 4033 2327

® degrees of freedom. Fischer significance test * = p < 0,05 et ** = p <0,001

Hybrids means were then used to compute the general combining abilities (GCA) (Table 4) and
specific combining abilities (SCA) (Table 5): for each inbred line, GCA was calculated as the
difference between the general mean and the mean of its maternal or paternal half sibs offspring and
SCA was the difference between a given hybrid and the sum of its parental GCA. The correlations
between lines values and their GCA are significant and positive for tocopherol content in both male
and female sets. There is no correlation between the total phytosterol line values and GCAs.
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Figure 1: Correlations between parental line values and general combining ability (GCA) in 2005 and
2006. A - B: total tocopherol contents (mg/kgloil), female and male lines respectively;
C - D: total phytosterol contents (mg/100goil), female and male lines, respectively.
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Table 4: Mean values and standard deviation of female, male made with 2005 and 2006 mean of 6 places
(result of ANOVA). The GCA calculated for the females and males for the total tocopherol and
phytosterol content. * indicates statistical significance. N : number of samples.

Mean Total- Mean Total- SD

CODE p SD Total-P GCA T Total-T GCA N
General Mean 324,74 1,67 523,89 4,45 1016

A 321,15 7,24 -3,59 549,27 17,49 25,38 14

w B 324,80 7,31 0,06 550,18 24,38 26,29 12

| C 322,04 5,52 -2,70 457,87 12,82 -66,02 * 14

<§E D 327,96 4,54 3,22 515,01 15,37 -8,87 14

E E 322,95 7,25 -1,78 589,48 27,52 65,59 * 11

F 325,54 7,10 0,81 500,58 18,87 -23,31 14

G 325,52 5,89 0,78 504,63 19,66 -19,26 14

A 321,29 5,34 -3,45 576,25 19,83 52,37 * 14

B 324,74 3,89 0,00 459,49 17,83 -64,39 * 12

w C 330,02 7,54 5,28 466,12 14,57 57,77 * 14

3:' D 337,68 5,32 12,94 * 560,51 24,10 36,62 14

= E 327,53 6,50 2,79 524,49 20,28 0,61 12

F 303,54 5,13 -21,19* 516,84 16,77 -7,04 13

G 324,44 5,95 -0,30 535,89 17,00 12,00 14

Table 5: Mean values and standard deviation of hybrids (female x male) made with 2005 and 2006 mean
of 6 places (results of ANOVA).and the SCA calculated for the total tocopherol and phytosterol content.
* indicates statistical significance. N : number of samples.

CODE Mean Total- SD Total-P SCA Mean Total- SD SCA N
P T Total-T

AA 350,19 19,54 32,49 600,95 59,98 -0,69 2

AB 315,89 0,20 -5,25* 471,23 29,79 -13,65 2

AC 312,47 15,49 -13,95 493,93 55,90 2,43 2

AD 335,52 10,51 1,43 573,04 47,89 -12,86 2

AE 290,35 15,91 -33,59 * 562,42 21,28 12,54 2

AF 296,62 4,82 -3,33 558,75 41,86 16,52 2

AG 347,00 19,73 26,15 584,59 42,80 23,32 2

BA 312,06 10,42 -9,30 588,97 61,05 -13,57 2

BB 334,71 14,48 9,91 507,67 76,20 21,89 2

BC 351,57 34,81 21,49 430,10 36,88 -62,30 2

BD 338,29 3,60 0,55 620,16 35,92 33,36 2

BF 303,69 10,46 0,08 581,45 24,46 38,32 2

BG 308,50 1,59 -16,00 * 572,71 48,17 10,53 2

CA 320,58 15,74 1,99 518,89 35,94 8,66 2

CB 329,23 6,38 7,18 412,76 6,05 19,28 * 2

CcC 299,17 6,35 -28,16 447,58 29,49 47,49 2

CD 336,57 5,12 1,59 445,32 9,76 -49,16 2

CE 336,60 10,19 11,76 474,29 49,15 15,82 2

CF 298,84 25,25 -2,01 451,25 36,53 0,43 2

CG 333,32 3,26 11,58 454,97 50,61 -14,89 2

w DA 332,08 10,95 7,57 587,35 37,68 19,97 2
< DB 313,06 16,45 -14,89 470,06 47,37 19,44 2
E DC 341,67 0,47 8,43 467,48 38,12 10,23 2
w DD 328,26 8,83 -12,63 547,77 42,87 -3,86 2
z,:' DE 339,16 12,78 8,41 516,83 37,39 1,21 2
E DF 304,99 1,72 -1,77 489,03 21,33 -18,94 2
o DG 336,47 9,51 8,82 526,59 35,75 -0,42 2
EA 309,17 2,71 -10,33 652,12 74,85 10,27 2

EC 350,53 14,83 22,30 512,31 40,40 -19,40 2

ED 321,22 9,33 -14,67 665,22 83,08 39,12 2

EE 344,22 2,16 18,47 610,96 36,32 20,87 2

EF 277,85 -23,91 508,04 -74,39 1

EG 312,18 6,04 -10,47 547,52 71,11 -53,97 2

FA 306,30 16,98 -15,79 502,86 53,74 -50,09 2

FB 330,18 1,26 4,64 415,49 36,00 -20,69 2

FC 303,84 0,47 -26,98 483,18 56,33 40,38 2

FD 365,82 31,91 27,34 541,17 87,46 3,97 2

FE 315,34 4,89 -13,00 543,44 48,28 42,25 2

FF 316,80 19,18 12,45 504,79 59,07 11,25 2

FG 340,54 1,48 15,30 513,13 18,98 0,55 2

GA 318,64 5,16 -3,43 582,65 43,44 25,65 2

GB 325,34 10,57 -0,18 479,76 60,13 39,52 2

GC 350,87 7,83 20,07 428,23 37,77 -18,63 2

GD 338,05 9,21 -0,41 530,86 58,63 -10,39 2

GE 339,52 8,10 11,21 439,03 9,08 -66,21 2

GF 313,17 15,53 8,85 520,19 55,81 22,61 2

GG 293,04 17,66 -32,17 551,71 40,31 35,08 2
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GCA:s for the total tocopherol contents are greater than for total phytosterol content. Significant GCA
values for total tocopherol content were found for both females and males. On the contrary, for total
phytosterol content significant GCAs were found only for 2 males. The occurrence of many significant
GCA values means that additive genetic effects are of main genetic variance components. This
denotes the presence of positive and negative alleles in the lines. However, since the parents were not
randomly selected, but rather selected for extreme values of tocopherol contents, the relative amount
of GCA variance may have been overestimated.

SCA range was larger in 2006 than in 2005 for total tocopherol content (data not shown). On the
contrary, SCA range had less year effect for total phytosterol content. Negative SCA for phytosterol
and tocopherol content were of higher amplitude in 2006. Four hybrids had SCA values significantly
different, three for the total phytosterol content and one for the total tocopherol content.

The variance components were calculated using a random model in which the parental lines are
expected to be a random set of sunflower lines. In such conditions, the males and female lines gives
'sire' and 'dam' variance, called here szale and szema|e and their interaction terms which can be
partitioned into their genetic (additive and dominance) components. Both female and male genetic
variance (mainly additive) were highly significant for total tocopherol. The presence of dominance
effects was also corroborated by the significant female x male interaction variance. Female and male
variances were not significant for the total phytosterol content. The only genetic component was
interaction between male and female lines. This denotes that phytosterols content was more
determined by alleles interactions in these sets of parents. Due to the calculation with the hybrids year
means, the environnemental interactions are mainly year effects.

Table 6: Variance components (+ standard errors) calculated with the restricted maximum likelihood
method all random factors except year for the total tocopherol and phytosterol content.

Source of variation Total tocopherol Total phytosterols

(mg-kg™ oil) (mg-100g™* oil)

O female 1519,9 + 996,1%* 0

0% male 1619,2 + 1026,3*** 69,3 + 64,8

Gzyear*female 80,6 +112,5 0,2 £ 20,7

Gzyear*male 1,9+65,9 0

O female * male = 01 700,2 + 263,9** 148,9 + 74,3*

O'Zenvironmem 666,3 £ 163,4*** 272,2 + 66,6**

o° = variance composante ; Significance : * p < 0,05 ; ** p < 0,01 ; ** p

<0,001

Analysis of genetic variance and heritability
The genetic variance and the heritability estimated for the total tocopherol and phytosterol content are
shown in Table 7. The values of additive (A) variance were the highest for the variance of tocopherols
compared to the dominance (D) or the environmental (E1 or E2). On the contrary the most important
variance for the phytosterol content was the dominance. The values of the narrow sense heritability are
relatively high for the tocopherols, similar to those found in the literature for soybean F2 grains
(Wang, et al., 2007) and for canola (Marwede, et al., 2004).
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Table 7: Genetic analysis of parameters for total tocopherols and phytosterols content in F2 seeds.

Parameters Total tocopherols Total phytosterols
. . . A female 6076 0

Additive genetic variance A e 6476 276
Dominance genetic variance D 3196 596
Environmental variance E(* 666 2172
E(2) 4000 2300
o h*(1) 0,62 0,14
Narrow sense heritability h?(2) 047 005
Broad sense heritability H*(2) 0,70 0,24

* Environmental variances were calculated: (1)- from the maximum likelihood (2)- from the ANOVA

F4 distribution

The distribution frequencies of the oil total tocopherol and phytosterol contents for the 180 F4 seeds

issued from the CD cross are shown in Figure 2 A and B. The total tocopherol content ranked between

296.7 and 911.1mg/kg oil while the parental lines values were for the female C of 521.0 mg/kg oil and

the male D value was of 865.0 mg/kg oil. The total phytosterol content of the F4 lines ranged from
226.71 to 579.96 mg/100g oil while its parental lines had the values of 307 for the female and 328

mg/100g oil for the male D. Most of the F4 grains showed a lower tocopherol content to the mean of

the two parental lines. On the contrary the phytosterol content in the F4 lines was higher than the mean

of the parental lines.
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Figure 2. Frequency distribution of: A- total tocopherol content (mg/kg oil); B- total phytosterol content
(mg/100g oil) in 180 F4 grains of the CD hybrid. In dotted lines are signalled the values of the parental
lines C and D, the value of the CD F1 hybrid and the values of the offspring C or D at the F2 generation.
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CONCLUSION
Tocopherol and phytosterol content are minor components of sunflower oil now related to oil quality
due to their positive health effects on human health. Thus, breeders are now trying to include minor
components in their selection indexes to improve oil quality as it could be an important step to add
value to this crop. This quantitative genetic approach was designed to understand how phytosterol and
tocopherol contents in sunflower oil are determined, and to find the better strategy (improved inbred
lines or hybrid effect, early or late breeding) to improve these traits. The North Carolina Il design used

was an appropriate method to provide such information.

Some other studies in the literature have shown the high level of genetic determinism of total
tocopherol content (Goffman et Becker, 2001a; Marwede, et al., 2004) but there is no data on
sunflower nowadays. Moreover, analysis of phytosterol determinism is just beginning, with the
publication of the first results on canola (Amar, et al., 2008) who found quasi mendelian heritabilities

(hzaround 0.9) in canola double haploid lines.

The results presented in this study showed that the additive component, female and male, of the
genetic variance played the main role in the inheritance of tocopherol content, followed by the
dominance component. On the contrary for the phytosterol content the dominance component was the
main constituent of the genetic variance. The environmental variance was relatively higher for the

total phytosterol content than for the tocopherol content.

For phytosterol content there was a larger year effect on GCA, so genetic gain was less important. The
SCA values observed indicate that total tocopherol and phytosterol content could be affected by
dominance effects, this could change the predicted hybrid performance. Both families of minor

components are subjected to hybrid - year interactions.

These results open the possibilities to breeders to improve sunflower oil added value, by the mean of
increased contents of interesting molecules for human health. This appeared here more easy to do with
tocopherols for which the narrow sense heritability was relatively high (0,62). It would be necessary to
find parents with a higher variability for the total phytosterol content to really determine the

possibilities of breeding for this trait.
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3. Conclusion

L’étude des descendances en ségrégation produites jusqu’a maintenant a permis de déterminer I’importance du
génotype sur la teneur finale en tocophérols par un effet d’additivité des lignées femelles et males, et par I’effet
de la dominance (interaction entre alléles) pour la teneur totale en phytostérols. Les facteurs environnementaux

ont une influence importante sur les teneurs en stérols.

Les valeurs d’héritabilité au sens strict de h?= 0,62 et 0,14 et de I’héritabilité au sens large de H? = 0,70 et 0,24
pour les teneurs totales en tocophérols et en phytostérols respectivement confirment la possibilité de sélection
pour les tocophérols, mais restent assez faibles pour les phytostérols. Une des causes possibles expliquant ces
faibles valeurs pour les phytostérols pourrait étre la faible variabilité dans les lignées parentales choisies au
départ pour la construction du plan de croisement.

La distribution des teneurs en tocophérols et en phytostérols de la ségrégation F4 pour I’hybride CD des 180
lignes montre I’apparition de 2 populations normales pour la teneur en tocophérols ce qui suggere deux régions
de génes impliqueés et une seule population pour la teneur en phytostérols. Les analyses des 5 familles d’hybrides
F4 récoltées restantes aideront a la compréhension du déterminisme génétique des composés mineurs ainsi que
confirmeront les résultats obtenus jusqu’a présent. L’analyse par marquage moléculaire sur la ségrégation F5
pourrait permettre de connaitre les régions de génes impliquées dans la synthese des tocophérols et des
phytostérols.

Une autre solution pour le phénotypage en masse des lignées en cours de sélection, pourrait étre I'utilisation d'un
outil chimiométrique. En effet, le tri des lignées a autoféconder pour les méles, ou a convertir dans le cas des
lignées femelles, doit étre fait rapidement sur un nombre de lots souvent important. La spectrométrie proche
infrarouge pourrait étre un outil précieux. En effet, il permet une analyse rapide, non destructive et facile a
mettre en ceuvre en travail de routine. La difficulté majeure est de paramétrer I'appareil avec les calibrations
adéquates.

Le chapitre suivant étudie la possibilité d'une telle prédiction de la teneur en tocophérols et phytostérols totaux

dans I'huile ou par MS d’akéne.

-134 -



CHAPITRE V.

Prédiction par spectrométrie proche infrarouge des teneurs en tocophérols
et en phytostérols dans I’akéne de tournesol.
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Chapitre V.

Prédiction par spectrométrie proche infrarouge des teneurs en
tocophérols et en phytostérols dans les akenes de tournesol.

Afin de renforcer le potentiel de sélection d’hybrides associant performances agronomiques et compositions, les
programmes de sélection sur le tournesol ne sont pas basés uniquement sur le profil d’acides gras mais peuvent
inclure également d’autres caractéristiques de sélection telles que la composition en tocophérols en phytostérols.
A I’heure actuelle, la teneur en tocophérols est déterminée par chromatographie liquide haute performance
(HPLC) tandis que la teneur en phytostérols est déterminée par chromatographie en phase gazeuse (CPG). Ces
deux méthodes sont longues et codteuses, utilisent des produits dangereux (hexane) et requiérent du personnel
qualifié. Ainsi, ces méthodes normalisées ne répondent pas aux besoins des programmes de sélection dont la
principale requéte est de disposer d’un outil analytique rapide, fiable et facile a mettre en ceuvre pour
sélectionner des lignées et des hybrides en grande quantité. La méthode par spectrométrie proche infrarouge
(SPIR) s’avere répondre a cette demande (Sato, et al., 1995; Pérez-Vich, et al., 1998; Moschner et Biskupek-
Korell, 2006).

La spectrométrie proche infrarouge (SPIR) est largement utilisée aujourd’hui car c’est un outil simple, facile a
mettre en ceuvre et qui permet d'accélérer le volume d'échantillons a analyser. Cette technique peut étre utilisée
en laboratoire ou comme systeme embarqué. C’est une méthode de mesure indirecte qui permet d'analyser des
échantillons avec peu de préparation. De plus, elle permet de déterminer simultanément différents paramétres
dans une matrice. Chez le tournesol, un nombre important de calibrations SPIR sur différentes matrices : huile,
akenes intacts ou broyés ont été développées et permettent de mesurer simultanément plusieurs parameétres tels
que la teneur en eau, en huile, en protéines et la composition en acides gras (Sato, et al., 1995; Pérez-Vich, et al.,
1998; Moschner et Biskupek-Korell, 2006). Les seuls travaux traitant de I’application de la spectrométrie proche
infrarouge pour prédire la teneur en tocophérols ont été réalisés sur des échantillons frais ou déshydratés de
luzerne (Gonzélez-Martin, et al., 2006). Cette étude montre que I’alpha-tocophérol, dont la teneur est comprise
entre 3 et 5 mg /100g dans des échantillons frais et 0,5 a 4 mg /100g dans les échantillons déshydratés peut étre

predit avec un coefficient de détermination de R2 = 0,88.

Dans cette derniére partie, une étude sur la faisabilité d’une caractérisation par spectrométrie proche infrarouge
des composés mineurs a été développée. Les calibrations mises en ceuvre ont été réalisées a partir des données
collectées sur I’ensemble des essais réalisés au cours des différentes études. Deux matrices d’étude ont été
utilisées ; un échantillon d’akénes broyés de tournesol et un akéne isolé décortiqué de tournesol.

L’ensemble de ce travail s’inscrit dans une démarche de discrimination de I’enrichissement de la matiére
premiére en composés mineurs, et de sélection précoce de matériel génétique au cours du processus de création

variétale.
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1. Prédiction des teneurs en composeés mineurs sur une
matrice d’akenes broyes de tournesol

1.1. Résultats

Les résultats obtenus, sur une matrice d’akenes broyés, ont fait I’objet de deux communications orales et d’une

publication scientifique.

- Une premiere publication traite de la faisabilité d’une prédiction par spectrométrie proche infrarouge
des teneurs en tocophérols et en phytostérols dans des akenes broyés de tournesol. Les valeurs de références sont

exprimées par rapport a la quantité d’huile ; cette publication est insérée dans ce document de thése :

AYERDI GOTOR A, FARKAS E., BERGER M., LABALETTE F., CENTIS S., DAYDE J., CALMON A.,,
2007. Determination of minor components (tocopherols and phytosterols) composition of sunflower seeds by

near-infrared spectroscopy. European Journal of Lipid Science and Technology. 109: 525-530.

-Une deuxiéme publication propose une amélioration de la calibration des phytostérols en utilisant des
valeurs de référence exprimées par rapport a la matiere seche. Cette publication est également insérée dans ce

document de thése :

AYERDI GOTOR A., BERGER M., LABALETTE F., CENTIS S., DAYDE J., CALMON A., 2008. Near
Infrared Spectrometry (NIRS) prediction of minor components in sunflower seeds, Proceeding of 17th
International Sunflower Conference, Cordoba (Spain). JUNTA DE ANDALUCIA vol.2: 763-769.
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The objective of this work was to develop a near-infrared reflectance spectrometry
(NIRS) calibration estimating the tocopherol and phytosterol contents in sunflower
seeds. Approximately 1000 samples of grinded sunflower kernels were scanned by
NIRS at 2-nm intervals from 400 to 2500 nm. For each sample, standard measure-
ments of tocopherol and phytosterol contents were performed. The total tocopherol
content was obtained by high-performance liquid chromatography coupled with a flu-

2 E.l. Purpan,
Laboratoire d’Agrophysiologie,
Toulouse, France

b ONIDOL, orescence detector, while the total phytosterol content was assessed by gas chroma-
Paris, France tography. For tocopherol, the calibration data set ranged from 175 to 1005 mg/kg oil
° ASEDIS-SO, (mean value around 510 + 140 mg/kg oil), whereas for the phytosterol content, the

Toulouse, France calibration data set ranged from 180 to 470 mg/100 g oil (mean value of 320 + 50 mg/
100 g oil). The NIRS calibration showed a relatively good correlation (R? = 0.64) be-
tween predicted by NIRS and real values for the total tocopherol content but a poor
correlation for the total phytosterol content (R* = 0.27). These results indicate that
NIRS could be useful to classify samples with high and low tocopherol content. In
contrast, the estimation of phytosterol contents by NIRS needs further investigation.
Moreover, in this study, calibration was obtained by a modified partial least-squares
method; the use of other mathematical treatments can be suitable, particularly for total

phytosterol content estimation.

Keywords: Near-infrared spectrometry, tocopherols, phytosterols, minor compo-
nents, sunflower seeds.

have been proven to reduce blood cholesterol [7, 8].
Moreover phytosterols, especially p-sitosterol, exhibit
other beneficial properties such as anti-inflammatory and
antitumor activity [9].

1 Introduction

Sunflower is an important oilseed crop around the world.
The most common sunflower oil use concerns the edible
oil industry (e.g. salad oil, margarine, etc.). Recently, the

high-oleic type of sunflower has been considered as a Thus, sunflower breeding programs are based not only on

suitable material for non-food applications such as lubri-
cants and biocarburants [1, 2]. In addition, classic or oleic
sunflower seeds are rich in micronutrients such as toco-
pherols and phytosterols exhibiting different health bene-
fits (against cardiovasculars diseases, ageing disorders,
etc.). Tocopherols (vitamin E) are fat-soluble compounds
exhibiting antioxidant properties leading to protection
against chronic diseases [3, 4]. The sunflower tocopherol
complex is known to contain predominantly z-tocopherol,
which represents the vitamin for humans. Furthermore,
tocopherols exhibit the highest antioxidant activity in vivo
by quenching active oxygen and peroxide radicals [5]. On
the other hand, phytosterols (plant sterols) have a chemi-
cal structure similar to human cholesterol [6]. Phytosterols
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the fatty acid profile of hybrids but also start to include
other selection characteristics like minor components
(tocopherols and phytosterols). To include such new
characteristics, breeders need analytical input. Nowa-
days, the tocopherol content is mainly determined by
high-performance  liquid chromatography (HPLC)
whereas the phytosterol content is determined by gas
chromatography (GC). These two analytical methods are
long, expensive, use hazardous chemicals and require
high qualification. Therefore, these methods are poorly
adapted to industrial uses, which require a rapid and low-
cost method for vegetal material screening. Near-infrared
reflectance spectrometry (NIRS) is a powerful analytical
tool and has been widely used for the simple and rapid
analysis of various food and agricultural products. The
further advantage of NIRS is the simultaneous determi-
nation of different parameters in cilseeds and cereals. In
sunflower, a large number of NIRS calibrations for differ-
ent matrices (i.e. intact, husked or milled seeds and ail) for
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several parameters such as oil, water, protein and fatty
acid composition have been carried out successfully [10,
11]. Indeed, NIRS is the most common tool used in seed
breeding programs. This simple analytical tool allows
breeders to accelerate selection programs. However, no
studies and results have been reported for the possibility
to predict by NIRS the tocopherol and phytosterol con-
tents in sunflower seeds.

Taking into account the increasing interest of breeding
programs in minor components of sunflower oil as
breeding characteristics, the aim of this study was to
develop a NIRS calibration to discriminate tocopheroland
phytosterol contents in milled sunflower seeds, in order to
make a rapid selection between high or low minor com-
ponent contents.

2 Material and methods

2.1 Samples

A collection of approximately 1000 sunflower seed sam-
ples recovered from several cultivars (breeding lines and
hybrids) over three growing years (2003, 2004 and 2005)
and from different planting locations (all over France and
Chile - 50 locations) were used to establish the calibra-
tion. For each sample used in the NIRS procedure, at
least two replicates of tocopherol and phytosterol deter-
mination were performed by classical methods (HPLC
and GC, respectively). The mean of these two replicates
was considered as reference value.

2.2 NIRS analysis

In this work, 40 g of sunflower seeds per sample were
ground in a Knifetec Mill (1975; Foss Tecato, Hoganés,
Sweden) three times for 10s. No sample material
adhered to the walls of the mill because it was mixed at
the intervals. A FOSS NIR System 6500 (Foss Analytical,
Denmark) was used to collect spectra from the milled
sunflower seed samples (around 30 g) using a small round
cup with a quartz window. The reflectance values as
[log (1/R)] of each sample were measured from 400 to
2500 nm at 2-nm intervals. For each sample, 32 meas-
urements were carried out and compared with the
32 measurements of a ceramic reference. For tocopherol
prediction, an 860-spectra database was used for the
calibration set, and for phytosterol prediction, a 660-
spectra database was used. For the validation set,
around 230 samples for the tocopherol analysis and
around 180samples for the phytosterol content were
used.

© 2007 WILEY-VCH Verlag GmbH & Co. KGaA, Weinheim
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2.3 Chemicals

For analysis, hexane, methanol, ethanol, acetone and
diethyl ether were of HPLC grade from SDS (France). The
trimethylsilyl (TMS) ether derivatives of all sterols were
prepared using 1-methyl imidazol and N-methyl-Nitri-
methylsilyl)-heptafluorobutyramide reagent (Sigma, Saint
Quentin Favallier, France). All sterol standards: [(-sitos-
terol, stigmasterol, campesterol and betulin were pur-
chased from Sigma (Paris, France). The four o-, -, 6- and
t-tocopherol standards (99% minimum purity) were pur-
chased in a Chromadex kit (USA).

2.4 Solvent extraction of lipids

The analysis of the total oil content was performed by
hexane (n-hexane; Prolabo/Subra, Toulouse, France)
extraction using a Soxhlet extractor apparatus. Of sun-
flower seeds, 50 g was ground and introduced into car-
tridges (Whatman; Prolabo/Subra). The ground samples
were submitted to hexane extraction for 4 h [12]. Then,
the solvent was removed from the extracts under low-
pressure evaporation (Rotavapor HS40 Huber, Bioblock
Scientific, Heidolph, Germany). Lipid exiracts were
weighed and conserved at -18 °C.

2.5 Tocopherol determination

The complete separation of all native tocopherols was
achieved using a HPLC system (SpectraPhysics, Thermo
Separation Products, USA) with a normal-phase LiChro-
sorb Si60 column, 250 cm x 4 mm x 5 um (CIL, Cluzeau,
France) [13, 14]. The mobile phase was a mixture of hex-
ane/isopropanol (99.7 : 0.3 vol/vol) at 1 mL/min flow rate.
Of oil sample, 1 g was diluted in 25 mL hexane and in-
jected directly into the HPLGC system. Detection was per-
formed with a fluorescence detector (excitation wave-
length =298 nm and emission wavelength =344 nm:
Waters: 2475 multi &). Tocopherols were identified by
comparison of retention times with the respective
standards. The total tocopherol content was calculated
as the sum of «-, p-, y- and é-tocopherol contents.

2.6 Sterol determination

The total and individual sterol contents were analyzed by
GC after saponification and preparation with TMS ether
derivatives [15]. Of the TMS solutions, 1 uL was injected
into a fused-silica capillary (ZB-5) column (Phenomenex,
Paris, France) in a Fisons gas chromatograph (GC 8000
series MMFG 800 Multi-function controller; Fisons, Italy)
fitted with a flame ionization detector. Sterols were iden-
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tified using the ratio obtained between betulin (internal
standard; Sigma-Aldrich, France) and sterol standards.

2.7 NIRS calibration and validation procedures

Prediction equations were calculated with a modified
partial least-squares regression (MPLS) model after four
outliers elimination passes (WINISI 1.02; Infrasoft Inter-
national LLC). The MPLS method regresses the response
values to mathematical factors. These factors are
extracted in decreasing order of relevance measured by
covariance with the response variable. To prevent over-
fitting in calibration, the number of factors is optimized by
cross-validation in the calibration sample. Previous
mathematical treatment was applied on each spectrum: a
standard normal variate and detrend (SNV/detrend) scat-
ter correction, a first-derivative transformation, a gap as
well as a smoothing of four data points. The equation with
the highest coefficient of determination (R?) and the low-
est standard error (SE) in the calibration was use to pre-
dict the tocopherol and the phytosterol values of the vali-
dation set.

The validation of this NIRS method, for the estimation of
tocopherols and phytosterols, is determined by the fol-
lowing parameters: the standard error of calibration
(SEC), the multiple coefficient of determination in calibra-
tion (RSQ), the standard error of cross-validation (SECV),
the multiple coefficient of determination of cross-valida-
tion (1-VR) and the standard error of prediction (SEP).

3 Results and discussion

3.1 Determination of reference values

Inthis study, the oil content in the sunflower data set used
ranged between 45 and 55% in dry matter. The toco-
pherol content determination in sunflower oil by HPLC

Tocopherols and phytosterols in sunflower seeds by NIRS 527

showed that =-tocopherol was the major tocopherol
representing more than 95% of the total tocopherol con-
tent, which corresponded to the sum of the four isomers
-, -, y- and traces of -tocopherol. The total tocopherol
content observed in this study ranged from 190 to
1188 mg/kg oil; this range differential is higher than the
one observed in oil content. The range of the total toco-
pherol content obtained in this study was in agreement
with data provided by others [16].

The most abundant sterol observed in all cultivars was
f-sitosterol (around 60%), followed by campesterol and
stigmasterol. Other phytosterols like A7-campesterol, A5-
avenasterol, A7-stigmasterol and A7-avenasterol were
detected at very low levels. These seven sterols repre-
sented the total phytosterol content in the tested sun-
flower oil. The total phytosterol content in this study
ranged between 125 and 765 mg/kg oil. A similar range
for the total phytosterol content was proposed by Viaha-
kis and Hazebroek [17].

The calibration data set presented large variations for the
o~ and total tocopherol content, as shown in Tab. 1,
whereas these variations were less important for p-sitos-
terol and the total phytosterol content in the sunflower oil
sample tested. Such discrepancies could be explained by
at least two reasons: (i) lower genotype variability con-
cerning phytosterols and (ii) less influence of environ-
mental factors on phytosterol expression [13, 17]. More-
over, a normal distribution of tocopherol and phytosterol
content values was observed (Fig. 1).

3.2 NIR spectra

AnNIR spectrum of ground sunflower seeds is presented in
Fig. 2. Theabsorption maximum at 1970 nmisduetowater
and the maxima around 1700-1800 and 2300-2400 nm are
due to oil and its composition (i.e. fatty acids). The region
closeto 2180 nmisrelated tothe protein content.

Tab. 1. Calibration data sets for the z-tocopherol and total tocopherol, p-sitosterol and total phytesterol content; Statistics
of calibration and cross-calibration. RSQ, coefficient of linear regression; SECV; standard error of cross validation; 1-VR,
coefficient of determination in cross validation (R?); SEC, standard error of calibration.

Calibration sets Calibration Cross-validation

NSt Range Mean SD SEC RSQ SECV 1-VR
Tocopherols

a-T 855 153.1-957.7 488.7 136.2 70.33 0.742 82.28 0.653

Total T 860 176.9-1003.7 510.7 138.3 74.64 0.714 83.79 0.641
Phytosterols

[p-Sitosterol 681 123.1-345.48 214.8 33.3 26.42 0.375 27.66 0.313

Total P 660 179.8-471.3 3201 481 39.51 0.329 41.34 0.269

§ Number of samples.
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3.3 NIRS calibration

The reference values of all samples were used to make
mathematical treatments in order to obtain the prediction
equation with a modified PLS. The equations were used to
calculate predicted values. The predictive values are given
in Tab. 1 and the calibration graphics are shown in Fig. 3.

The correlations between the predicted values and the
reference values show that x-tocopherol (R?=0.65) and
total tocopherols (R? = 0.64) were better correlated than
p-sitosterol (R%= 0.31) or total phytosterols (R =0.27).
For tocopherol, the repartition of samples was homoge-
neous and followed a normal distribution; on the contrary,
for the total phytosterol content all samples were loca-
lized around the mean value.

© 2007 WILEY-VCH Verlag GmbH & Co. KGaA, Weinheim

2500 nm expressed as log[1/
Reflectance].

2498

The ratio SD/SECV for all minor components ranged from
1.2 to 1.7. However, these values are quite different from
3, considered as the minimal value for this ratio in good
NIRS calibration for agricultural raw materials in the liter-
ature [11]. Nevertheless, considering that the total toco-
pherol content or sterol content in sunflower seeds is less
than 1% of the composition, these results are promising
for a possible improvement of the procedure.

The validation of the prediction equations is made with
independent samples, calculating with these equations
their content in tocopherols and phytosterols. The corre-
lation between the reference values and those predicted
by NIR are compared in Fig. 4. The R? and SEP are similar
to 1-VR and SECV obtained in the cross-validation

(Tab. 1).
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Fig. 3. Reference vs. predicted values of: (a) «-tocopherol (mg/kg oil); (b) total tocopherols
(mg/kg oil) (sum of the four isomers, =, [3, v, ¢); (c) P-sitosterol (mg/100 g ocil); and (d) total
phytosterols (mg/100 g oil) (sum of campesterol, stigmasterol, A7-campesterol, [-sitos-
terol, A5-avenasterol, A7-stigmasterol and A7-avenasterol) for the calibration set.
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Fig. 4. Scatter plots of NIRS estimations vs. reference values of (a) «-tocopherol (mg/kg
oil) in a set of 249 independent samples for validation; (b) total tocopherols (mg/kg oil)
(231 validation samples); (c) p-sitosterol (mg/100g oil) (183 validation samples); and
(d) total phytosterols (mg/100 g oil) (184 validation samples).

In order to improve these results two ways could be more appropriate mathematical treatments such as
explored: i. the introduction of selected samples to wavelets (signal pretreatment), random forest or support
enlarge tocopherol and phytosterol content variability (to vector machine (SVM).

establish a larger calibration dataset), ii. the use of other
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In conclusion, a selection for the tocopherol content
based on NIRS information could be adequate for plant
breeding or allotment, whereas it seems more difficult to
determinate the phytosterol content by this method. Fur-
ther investigations will be undertaken to improve the two
prediction models, based on the above propositions.
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ABSTRACT

Minor components such as tocopherol and phytosterol present in sunflower seed are becoming interesting
to consumers for their health properties. and to the food industry and sunflower breeders to obtain an
added value to their products. The near infrared spectrometry (NIRS) technique could be a rapid and
accurate method to determine the content of these useful molecules. The total tocopherol content
reference values used to make calibration by NIRS varied from 62.8 to 451.9 mg/kg of dry matter (DM)
and total phytosterol content values ranged from 53.9 to 189.0 mg/100g DM. The calibration equations
obtained by NIRS showed a relatively good correlation coefficient between reference values and
predicted values R> = 0.58 for the tocopherol content and of 0.61 for the phytosterol content. These
encouraging results showed that NIRS could be employed to estimate minor components such as
tocopherols and phytosterol rapidly in sunflower seeds. Nevertheless, further investigations are required
to improve calibration equations to permit an accurate selection with this method.

Key words: minor components — near-infrared spectrometry — oil — phytosterols — tocopherols —
sunflower seeds

INTRODUCTION

Sunflower contains minor components with interesting properties for human health. Tocopherols and
specially o-tocopherol (the main homologue present in sunflower oil) are good antioxidants, and they
protect against some cancers and reduce cardiovascular disease problems (Bramley et al., 2000; Niki,
2004). Furthermore, sunflower contains phytosterols which reduce cholesterol levels in blood (Patel and
Thompson. 2006). The concept of “food-medicine” or healthy foods is starting to be introduced to
consumer philosophy. The food industry is looking for these compounds in current food products and
seed producers are becoming interested in this added value for their seeds. Unfortunately, the available
methods of analysis of these compounds takes a long time and are expensive, requiring a specialised
person to perform it. Therefore, it has become necessary to develop new techniques for the analyses. Near
infrared spectrometry (NIRS) is nowadays used by food industry and breeders to determine multiple
parameters such as moisture, proteins and oil content or fatty acid composition in a large variety of
matrices (Pérez-Vich et al. 1998: Velasco and Becker, 1998; Biskupek-Korel and Moschner, 2007). Few
studies have focused their interest on the analysis of minor component by NIRS (Gonzalez-Martin et al.,
2006: Ayerdi Gotor et al.. 2007). The objective of this work was to improve the values in our previous
work (Ayerdi Gotor et al., 2007) especially in the prediction of total phytosterol content in sunflower
seeds.

MATERIALS AND METHODS

Plant material

From a collection of nearly 2000 sunflower mature seeds from 4 growing seasons between 2003 and 2006
in different places all over France and Chile. 600 samples were selected as having the greatest variability
for the parameters investigated, and the highest analytical accuracy and repeatability. These samples were
used to elaborate the NIRS calibration. Each sample used for NIR spectrometry analysis had at least two
replicates of tocopherols and phytosterols determined by classical methods (HPLC and GC respectively).
The mean of these two replicates was considered as being the reference value.
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NIRS analysis

In this work, 40 g of sunflower seeds per sample were ground in a Knifetec Mill (1975. Foss Tecator.
Héganis, Sweden) three times for 10 s. No sample material adhered to the walls of the mill because it was
mixed at certain intervals. A FOSS NIR System 6500 (Foss Analytical, Denmark) was used to collect
spectra from the milled sunflower seed samples (around 30 g) using a small round cup with a quartz
window. The reflectance values as [log (1/R)] of each sample were measured from 400 to 2500 nm at 2
nm intervals. For each sample. a screening of 32 measures was carried out and compared with the 32
measures of a ceramic reference. For tocopherol prediction, an 860 spectra database was used for the
calibration set, and for the phytosterol prediction, a 660 spectra database was used. For the validation set,
around 200 samples for the tocopherols analysis and about 260 for the phytosterol content were used

Chemicals

For analysis, hexane, methanol, ethanol. acetone and diethyl ether had an HPLC grade from SDS
(France). The trimethyl silyl ether (TMS) derivatives of all sterols were prepared using 1-methyl imidazol
and N-methyl-N(trimethylsilyl)-heptafluorobutyramide reagent (Sigma. France). All sterol standards: p-
sitosterol, stigmasterol and campesterol and betulin were purchased from Sigma (Paris, France). The four
0-, B-, 8- and y-tocopherol standards (99% minimum purity) were purchased in a Chromadex kit (USA).

Selvent extraction of lipids

The analysis of the total oil content was performed by hexane (n-hexane. Prolabo/Subra. Toulouse,
France) extraction using a soxhlet extractor apparatus for a 4 extraction of 15g of the ground seeds (NF
EN ISO 659, 1998) or with an accelerated solvent extractor apparatus (ASE 200, Dionex, France) with an
isopropanol/hexane mixture (5:95 v/v) during 20min. Then. the solvent was removed from the extracts
under low pressure evaporation (Rotavapor, Bioblock Scientific HS 40 HUBER, Heildoiph, Germany).
Lipid extracts were weighed and conserved at — 18°C.

Tocopherol determination

The complete separation of all native tocopherols was achieved using a high-performance liquid
chromatography (HPLC) (SpectraPhysics, Thermo Separation Products, USA) with a normal phase
LiChrorosorb Si60 column - 250cm, 4mm, Spum (CIL Cluzeau. France) (ISO 9936, 1997, Ayerdi Gotor et
al.. 2006). The mobile phase was a mixture of hexane/isopropanol (99.7:0.3 v/v) at lmL/min flow rate.
One gram of oil sample was diluted in 25 mL of hexane and injected directly into the HPLC. Detection
was performed with a fluorescence detector (excitation wavelength = 298 nm and emission wavelength =
344 nm: Waters 2475 multi A). Tocopherols were identified by comparison of retention times with
respective standards. Total tocopherol content was calculated as the sum of a- . -, y- and &-tocopherol
contents.

Sterol determination

The total and individual sterol content was analyzed by gas chromatography (GC) after saponification and
a preparation with trimethylsylil (TMS) ether derivatives (NF EN ISO 12228, 1999). 1l of the TMS
solutions were injected into a fused silica capillary (ZB-5) column (Phenomenex, Paris, France) in a
Fisons gas chromatograph (GC 8000 series MMFC 800 Multi-function controller, Ttaly) fitted with a
flame ionization detector. Sterols were identified using the ratio obtained between betulin (Internal
standard, Sigma-Aldrich. France) and sterol standards.

NIRS calibration and validation procediires

Prediction equations were calculated with a modified partial least-squares regression (MPLS) model after
4 outlier elimination passes (WINISI 1.02 - Infrasoft International LLC). With the MPLS regression
method. factors are extracted in decreasing order of reliance measured by covariance with the response
variable. To prevent overfitting in calibration, the number of factors is optimized by cross-validation in
calibration sample. Previous mathematical treatment was applied on each spectrum as described in Ayerdi
Gotor. et al. (2007). The equation with the highest coefficient of determination (R*) and the lowest
standard error (SE) in the calibration was used to predict the tocopherol and the phytosterol values of the
validation set.

The validation of this NIRS method. for the estimation of tocopherols and phytosterols, was
determined by the following parameters: the standard error of calibration (SEC), the multiple coefficient
of determination in calibration (RSQ), the standard error of cross-validation (SECV). the multiple
coefficient of determination of cross-validation (1-VR) and the standard error of prediction (SEP).
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RESULTS

Reference values were calculated for tocopherol and phytosterol content expressed as a function of oil
weight but in order to improve NIRS’s calibration. data were converted with the oil yield (g/g of dry
matter) into other units referring to dry matter (seeds at maturity stage). Data set used for the calibrations
and the statistical parameters employed to make calibrations and cross-calibration are shown in Table 1.

Total tocopherol content represented the sum of the four homologues o. f. v and d-tocopherol present
in the sunflower oil. Total phytosterol content represented the sum of seven sterols: Campesterol.
Stigmasterol., A7- campesterol, [3-sitosterol. AS-avenasterol. A7-stigmasterol and A7-avenasterol.

Table 1. Data set samples used to make calibration equations and statistical results. The standard error
of calibration (SEC), the multiple coefficient of determination in calibration (RSQ). the standard error of
cross-validation (SECV). the multiple coefficient of determination of cross-validation (1-VR) and the
standard error of prediction (SEP).

Calibration sets Calibration Cross-validation

SN Range Mean SD'  SEC RSQ SECV 1- VR
Oil (g/gDMl) 513 16.4-544 36.38 8.57 2.41 0.92 2.57 0.91

Total tocopherol
(mg/Kg DM) 511 62.8-451.9 191.90 70.14 4193 0.64 45.73 0.58
Total
phytosterol 489 53.9-189.0 117.81 26.89 1572 0.66 17.19 0.6l
(mg/100gDM)

"DM: Dry matter : SN: Sample number : SD: Standard deviation.

The high correlation level of oil content (g/g DM) between the reference and predicted values
confirmed that the change in units would not affect the estimation of minor components by NIRS,
because it was higher than 0.9 (Fig. 1 A). The calibration for the total phytosterol content (mg/100g DM)
(Fig: 1 B) showed that samples were uniformly distributed. The correlation between reference and
predicted values for the calibration set of phytosterol was 1-VR = 0.61, better results than those obtained
in the previous work (1-VR = 0.27) (Ayerdi Gotor et al.. 2007). For the total tocopherol content (mg'kg
DM) the results found were not better than those in the previous work.

Fig. 1. Reference values vs. predicted values of: A- Oil (2/gDM); B- Total phytosterol content (mg/100 g
DM) for the calibration group of samples.

The comparison of the two total phytosterol populations of reference values and predicted values.
Figure 2. showed that the reference values were a normal population. contrary to the predicted values that
showed clearly two different populations. a fact that could explain the problems experienced for obtaining
an accurate equation for this parameter with the modified partial least-square mathematical treatment.
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Fig. 2. Distribution of Total phytosterol population (mg/100g DM) and the sample number from each
group of: A— Reference values used as calibration set: B— Predicted values for the calibration set.

The ratio SD/SECYV for oil content was 3:3. for the total tocopherol content 4:1 and for the total
phytosterol content 1:6. Values over 3 are considered as being good for a NIRS calibration for
agricultural raw materials in the literature (Moschner and Biskupek-Korell. 2006). But. taking into
account that tocopherols and sterols in sunflower represented less than 1% of the total dry matter. these
values are promising.
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Fig. 3. Scatter plots of reference values vs NIRS predicted values for: A— O1l (g/g DM): B— Total
phytosterol content (mg/100g DM).

The validation of the prediction equations was made with 260 independent samples, The comparison
of the reference values with the predicted values was performed with these equations (Figure 3). The SEP
values are similar to the SECV vahues obtained in the cross-validation (Table 1), R* values were lower
than the 1-VR values of cross-validation. The lower R? values for the oil content could be explained by
the fact that inside the selected samples there were some parental lines with poor oil extraction results that
could affect the validation. but that they were necessary to the calibration of tocopherols and phytosterol.

DISCUSSION

The analysis of minor components by near infrared spectrometry is starting to be used because of its
potential: multi-parameter analysis. rapidity and low cost. But the establishment of this methodology
requires accurate measurements to obtain reference values and powerful mathematical treatments to
calculate prediction equations.

The selection of total tocopherol and phytosterol content based on NIR spectra for plant breeding or
food industry allotment could be possible by this method. But better results could be obtained with a
selection of a better mathematical treatment to generate equations.
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1.2. Synthése et conclusion
Les résultats de cette étude ont montré qu’il était important d’avoir une bonne dispersion de la variabilité des

échantillons de référence. Une répartition normale a été observée lors de I’étude des populations d’échantillons
utilisées dans ces travaux tant pour les tocophérols que pour les phytostérols. En ramenant les gammes de
variabilité des teneurs des échantillons a la méme unité pour les deux composés mineurs ; les teneurs en
tocophérols sont comprises entre 176,9 et 1003,7 mg.kg™ d’huile tandis que les teneurs en phytostérols totaux
sont entre 1798 et 4713 mg.kg™ d’huile et pour le p-sitostérol entre 1231 et 3455 mg.kg™ d’huile.

Les corrélations entre les valeurs prédites et les valeurs de référence ont montré que I’alpha-tocophérol (R2 =
0,65) et les tocophérols totaux (R? = 0,64) étaient mieux corrélés que le B-sitostérol (R2 = 0,31) ou les
phytostérols totaux (R2 = 0,27) lorsque ces teneurs étaient exprimées par rapport & I’huile (mg tocophérols.kg™
d’huile ou mg phytostérols.100g™ d’huile). Cependant, les corrélations ont été améliorées pour les phytostérols
totaux (R2 = 0,61) en exprimant les valeurs de référence par rapport a la matiére séche ; tandis qu’un coefficient

de détermination similaire est observé pour les tocophérols totaux (R? = 0,58).

D’aprés la littérature, le ratio SD/SECV qui représente I’écart type de prédiction doit étre supérieur a 3 pour
permettre une validation des équations de prédiction pour des composants présents dans des produits
alimentaires frais (Baeten, et al., 2001; Szlyk, et al., 2005). Les ratios déterminés pour prédire les teneurs en
tocophérols totaux sont de 3,3 par rapport a I’huile et 4,1 par rapport a la matiére seche. Pour les phytostérols,
ces ratios, respectivement 1,2 et 1,6 sont plus faibles. Ces résultats démontrent I’efficacité d’estimer par
spectrométrie proche infrarouge les teneurs en tocophérols totaux. Cependant, la prédiction des phytostérols doit
étre encore améliorée. Soulignons que la teneur en ces composés mineurs est faible dans la matrice (moins de
1%). Malgré cette faible teneur les résultats obtenus laissent envisager la possibilité d’améliorer les équations de

calibrations pour ces composés mineurs.

Cette étude montre que la détermination des tocophérols et des phytostérols dans une variété de tournesol peut
étre discriminée rapidement par I’outil proche infrarouge. Cependant, cette prédiction peut étre améliorée et les
pistes suivantes peuvent étre proposées.

- Tout d’abord, le développement des calibrations a été réalisé avec le logiciel WinISill (Intrasoft
International LLC). L’utilisation de traitements mathématiques plus sophistiqués comme les ondelettes
(prétraitement du signal) (Besse et Farkas, 2003), les foréts aléatoires ou les machines de support de vecteurs
(SVM) (Breiman, 2001; Besse, et al., 2005) permettraient d’améliorer ces résultats.

- Ensuite, la gamme des longueurs d’onde du systeme 6500 NIRS n’a pas été limitée. Des travaux ont
montré qu’en limitant la gamme de longueur d’onde & 1100-2500 nm cela permettait d’obtenir de meilleures
calibrations pour I’estimation des acides gras (Sato, et al., 1995; Pérez-Vich, et al., 1998; Moschner et Biskupek-
Korell, 2006). Par ailleurs, Fassio et Cozzolino (2004) pour I’estimation des teneurs en huile, en humidité et en
protéines sur des akenes de tournesol ont montré que la limitation des longueurs d’onde n’induisait pas de
meilleurs résultats. Un travail sur I’approfondissement du traitement des données permettrait d’affiner les

équations de prédiction.
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- Enfin, ces travaux montrent également qu’il est important d’inclure de nouveaux échantillons dans le jeu
de calibration. Afin de finaliser ces calibrations, I’extension du jeu de données avec I’enrichissement en
échantillons plus diversifiés tels que différentes variétés avec des modifications de profil de compositions et
différentes origines (environnement) contribuerait a augmenter I’efficacité et la robustesse d’évaluer les

composés mineurs par spectrométrie proche infrarouge.

2. Prédiction de la teneur en tocophérols sur un akene décortiqué
de tournesol.

D’aprés la littérature et les résultats précédents, la spectrométrie proche infrarouge permet de déterminer
simultanément et rapidement différents parametres dans différentes matrices. Cependant, la détermination sur
une matrice d’akenes broyés ne répond pas complétement aux besoins des programmes de sélection du
tournesol ; un akéne broyé ne peut plus étre utilisé dans un programme de rétrocroisement. Mais, la présence de
la coque noire de I’akéne limite la transmission du rayonnement infrarouge et engendre une réponse spectrale
atténuée (Sato et al., 1995 ; Peres-Vich et al., 1998).

Une étude, réalisée au Laboratoire d’Agrophysiologie, a permis de développer une calibration des acides gras sur
un akéne entier décortiqué de tournesol (Ayerdi Gotor, et al., 2008). Les corrélations des validations croisées ont
montré que I’acide linoléique (R? = 0,970) et I’acide oléique (R2 = 0,969) étaient mieux corrélés que I’acide
palmitique (R2 = 0,782) et I’acide stéarique (R? = 0,329). Au vu de ces résultats encourageants, une
détermination de la teneur en tocophérols par spectrométrie proche infrarouge sur akéne entier décortiqué a été

envisageée.

Les valeurs de référence sont issues de 520 akenes analysés pour leur teneur en tocophérols. Les teneurs en
tocophérols ont été réalisées sur un akéne décortiqué de tournesol (extraction de I’huile puis analyse par
chromatographie liquide haute performance) ; les teneurs varient entre 101 mg.kg™ et 1772 mg.kg™ La
comparaison du spectre obtenu sur un akéne entier décortiqué de tournesol (Figure 1) par rapport a celui obtenu

sur un lot d’akenes broyés (Ayerdi et al., 2007) a mis clairement en évidence une forte atténuation du signal.
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Figure 1 Spectre infrarouge entre 400 et 2500 nm d’un akeéne entier décortiqué de tournesol exprimé en
Log(1/Réflectance).
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Alors que les valeurs de référence des teneurs en tocophérols sont comprises entre 101 et 1772 mg.kg™ d’huile,
le logiciel de calibration WinlISII (Infrasoft International LLC) élimine les valeurs extrémes et ne conserve que
pour réaliser la calibration des teneurs comprises entre 380 et 480 mg.kg™. En conséquence, le développement
d’une équation de calibration avec le logiciel WinISII n’a pas permis d’établir de corrélation entre les valeurs de

référence et les valeurs prédites (R2 = 0,011) sur un akéne entier décortiqué de tournesol (Figure 2).
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Figure 2 Corrélation pour les tocophérols entre les valeurs de référence et les valeurs prédites (mg.kg™
d’huile) pour la calibration d’un akéne entier décortiqué de tournesol.

La principale difficulté pour le développement de cette calibration réside dans le dosage des tocophérols.
Compte tenu que I’extraction a été réalisée sur un akéne entier décortiqué de tournesol, la quantité d’huile
extraite est par conséquent trées faible (environ 10 mg). La principale source d’erreur sur la mesure de la teneur
en tocophérols est liée a I’étape d’évaporation compléte du solvant. En effet, si cette évaporation est incomplete,
la teneur en tocophérols sera sous estimée.

De plus, dans cette étude, la mesure est effectuée uniquement sur I’amande. L’estimation de la quantité de
tocophérols dans la coque pourrait étre prise en compte. Ainsi, d’aprés Roche (2005), il n’est pas impossible que
la coque contienne une quantité non négligeable de phytostérols et plus particulierement de diméthylstérols. Un
travail complémentaire sur la précision de I’analyse de référence de la teneur en tocophérols totaux dans un

akéne entier décortiqué de tournesol doit étre mené.

3. Bilan de I'étude sur la faisabilité d’'une mesure des composés
mineurs par spectromeétrie proche infrarouge.

Les résultats de ces travaux montrent qu’une prédiction des teneurs en tocophérols totaux et des phytostérols
totaux est possible sans pour autant pouvoir se substituer a la méthode chimique de référence. A I’heure actuelle,
il est nécessaire de compléter le jeu de données et d’affiner par des traitements mathématiques complémentaires

les équations de prédiction des composés mineurs dans la graine de tournesol.

La précision des équations de calibration dépend de la matrice de I’échantillon et des méthodes de référence. Les

travaux de Pérez-Vich et al. (1998), sur I’évaluation du profil d’acides gras, ont montré une diminution des
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valeurs de prédiction en fonction de la matrice utilisée : huile, graines entiéres ou broyées de tournesol ; la
meilleure prédiction étant celle réalisée sur graines broyées. Dans cette étude, I’analyse d’un lot d’akénes broyés

et un monoakene de tournesol confirme I’importance de la nature de la matrice.

Cependant, cette étude est aussi trés probablement a la limite actuelle de la capacité de la spectroscopie proche
infrarouge pour doser des constituants présents en faibles quantités. Les composés mineurs du tournesol tels que
les tocophérols et les phytostérols font partis de ces constituants dont la teneur est inférieure a 3% de la matiére
seche et il est difficile qu’ils soient prédits en toute sécurité. Malgré tout, la spectroscopie proche infrarouge
donne la possibilité d’obtenir un classement par groupe des teneurs en tocophérols et en phytostérols utilisable

en sélection si I’héritabilité du caractére est bonne, ce qui est le cas pour la teneur en tocophérols.

En conclusion, si la mesure est relativement aisée et rapide, cette méthode a I’avantage de pouvoir travailler
directement sur une matrice solide sans passer par des extractions chimiques préalables. Mais, il n’en reste pas
moins nécessaire de mettre en ceuvre des outils mathématiques plus puissants, tout en augmentant le nombre
d’échantillons dans la banque de données avec une plus grande variabilité pour fiabiliser les modeles de
prédiction et ainsi pouvoir les utiliser en routine. Bien que I’analyse par spectrométrie proche infrarouge ne
puisse jamais égaler en précision la méthode chimique de référence, cette méthode n’en est encore qu’a ses
débuts. Elle pourra étre plus répétable dans le temps: répétabilité de I’opérateur, maitrise des conditions
environnantes (température et humidité) et base de calibration représentative de la variabilité des échantillons.
Les progres dans la maitrise et le développement de nouvelles méthodes chimiométriques permettront

d’améliorer les équations de calibration.
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CONCLUSION

Auparavant, les productions agricoles étaient destinées a nourrir le monde entier en produisant les plus
grandes quantités possibles. Actuellement, on assiste & une nouvelle agriculture qui doit étre en
adéquation avec les directives environnementales mais également tournée vers les exigences

nutritionnelles des consommateurs.

Dans ce contexte, le tournesol présente de nombreux atouts agronomiques (économe en eau et en
intrants) et par la qualité de composition de son huile peut répondre aux différentes demandes des
secteurs alimentaire (huiles, margarines) et non alimentaire (biocarburants, lubrifiants, solvants...).
L’huile de tournesol présente une grande diversité de composition en acides gras et en composés
mineurs. Cependant, sa composition est liée a sa fabrication. En effet, pour transformer des graines de
tournesol en huile, une succession d’étapes de trituration des graines et de raffinage de I’huile brute
doit étre mise en place. Le raffinage agit sur la quantité des acides gras, sur la teneur en vitamines
(tocophérols) et en minéraux ainsi que sur la couleur et la saveur. Pour protéger I’huile de I’oxydation,
apres le raffinage, des antioxydants (en général de synthése : vitamine E ou additif) sont ajoutés si la
teneur en vitamine E est insuffisante. Contrairement aux huiles raffinées, les huiles pressées a froid,
plus foncées et de saveur plus prononcée, contiennent plusieurs substances telles que des acides gras

libres, des tocophérols, des phytostérols qui limiteront naturellement I'oxydation.

Ainsi, le secteur de I’alimentaire constitue la principale voie de valorisation de la culture du tournesol ;
cependant, la demande sociétale a évolué. Depuis quelques années, de nombreuses études montrent
gu’il est nécessaire de réduire la consommation des graisses saturées d’origine animale par des huiles
d’origine végétale. La filiére « huile » a développé de nouvelles formulations (mélange d’huiles, prise
en compte des composés mineurs : tocophérols, phytostérols,...) permettant d’améliorer les propriétés

nutritionnelles des huiles végétales.

D’autre part, la mise en place de directives environnementales a conduit au développement et a la
concentration de sites industriels de trituration, de raffinage et de transformation d’huile, avec des
capacités de traitement trés élevées, supérieures pour la plupart a 400.000 tonnes de graines par an.
Ces unités produisent de I’huile (alimentaire ou base biocarburant), des tourteaux en grandes quantités
et des effluents & valoriser. Parmi ces déchets, le distillat de désodorisation est valorisable : les
phytostérols sont extraits et purifiés pour étre ensuite réincorporés dans des formulations non
alimentaires. A I’heure actuelle, ce sont pourtant des stérols de pin qui sont ajoutés dans des

margarines et autres compléments alimentaires. Cependant, I’envolée des prix des matiéres premiéres
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induit une augmentation des prix des co-produits tels que les tocophérols issus de voie chimique mais
également la demande et la production croissante d’huiles végétales impliquent la valorisation avec

une valeur ajoutée des co-produits.

Ainsi, I’intérét pour les tocophérols et les phytostérols s’est considérablement développé ces dernieres
années car ils peuvent apporter une valeur ajoutée a I’huile de tournesol. Un atout de I’huile de
tournesol est la présence majoritaire d’a-tocophérol a plus de 95% de la teneur totale contrairement
aux autres graines de grandes cultures oléagineuses. L’a-tocophérol est I’isomére avec le plus fort
pouvoir vitaminique parmi tous les isomeres (Azzi, 2007). Le tournesol n’a donc pas besoin d’une
amélioration génétique comme pour les autres espéces tel que le soja, le colza ou le mais qui ont du &

ou du y-tocophérol comme isomere majoritaire (Chen, et al., 2006; Hunter et Cahoon, 2007).

L’objectif de ce travail est d’apporter des éléments de compréhension sur la variabilité des teneurs et
compositions en tocophérols et en phytostérols dans I’huile de tournesol afin d’estimer si une sélection
pour ces criteres pouvait étre intégrée dans des programmes de sélection afin d’améliorer la qualité
finale notamment en augmentant la teneur finale en o-tocophérol et en phytostérols de I’huile, et par

conséquence, la valeur ajoutée de I’huile.

Facteurs de variation génotypiques et environnementaux des tocophérols et des phytostérols
dans le tournesol

Dans cette partie, la variabilité des teneurs et compositions a été approchée sous plusieurs angles :
dans un premier temps, il s'agissait de caractériser les phases d'accumulation de ces composés afin de
mieux cerner d'éventuelles phases critiques au cours de la maturation ; I'aspect génétique étant abordé
a travers la comparaison variétale. Dés cette étape, le cas particulier des conversions oléiques a été pris
en compte, certains auteurs ayant signalé un effet significatif mais contradictoire chez d'autres espéces.
Ces changements pourraient étre liés a I’adaptation des ressources antioxydantes de la plante afin de

mieux se protéger face a la nouvelle composition de son huile.

L’étude du remplissage en tocophérols et phytostérols des graines de tournesol a mis en évidence la
coincidence de la phase d’accumulation active des tocophérols avec celle des acides gras qui finirait
vers 25 jours aprés l'anthése et celle de la matiére seche avec celle des phytostérols, qui sont stockées

dans les membranes cellulaires qui finirait quelques jours en avance vers 20 JAF.

Cependant la température, apparait comme un des facteurs environnementaux le plus déterminant sur
les teneurs finales en tocophérols et en phytostérols dans I’huile. En effet, de fortes températures
durant le remplissage de I’akene limiteraient I’accumulation des tocophérols en induisant leur

consommation précoce afin de préserver la semence du stress oxydatif. Au contraire, la teneur en

- 155 -



Conclusion

phytostérols de la graine de tournesol augmenterait sous des températures élevees ; ce phénoméne a
deja été observé sur soja en conditions controlées (Vlahakis et Hazebroek, 2000), mais aussi chez le
tournesol, en effet les fortes températures accompagnées d’un déficit en eau augmenterait de facon
significative la teneur totale en phytostérols (Roche, et al., 2006). Les résultats de cette étude montrent
que la conversion oléique a semblé induire une diminution sensible de la teneur en tocophérols totaux
sans toutefois avoir d’influence sur la teneur en phytostérols. L’étude de cet ensemble de couples a
aussi montré sous les conditions climatiques exceptionnelles de I’été 2003, un comportement vis-a-vis
des températures tout a fait cohérent avec les observations précédentes sur les cinétiques de

remplissage de la graine.

Une seconde phase de cette étude a été consacrée a la relation entre les composés mineurs et la faculté
et vigueur germinative des semences. En effet, un des problémes majeur des semenciers est de
maintenir la faculté germinative minimale des semences commercialisables avec un taux supérieur a
85%, taux requis par la directive de I’'UE (Commission Européenne, 2002). De par leur fort pouvoir
antioxydant, le réle des tocophérols dans la graine pourrait étre sa protection lors de sa conservation
ou face au stress oxydatif de la future germination. L’hypothése établie au départ était que plus une
graine posséderait de tocophérols mieux elle serait protégée et par conséquence le taux de germination
augmenterait. L’étude des teneurs en tocophérols dans des plantules issues de semences ayant subi un
vieillissement accéléré montre que les plantules les plus développées présentent une teneur plus élevée
en a-tocophérol. Ces résultats sont en accord avec I’hypothése du role protecteur central que les
tocophérols jouent dans la préservation de la vigueur des semences (Sattler, et al., 2004; Sattler, et al.,
2006).

Enfin, pour clore cette approche agro-physiologique, I’étude multilocale et pluriannuelle réalisée sur 4
hybrides commerciaux montre que la teneur en tocophérols dans des graines de tournesol est affectée
significativement par le génotype, par I’environnement mais présente aussi une interaction génotype x
lieu. La variation des teneurs en phytostérols dans I’huile de tournesol est également dépendante du
génotype et de I’environnement mais dans une moindre mesure par rapport aux tocophérols. Ces
différences trouvées entre les différents génotypes sont en accord avec les données trouvés dans la
littérature pour les tocophérols (Dolde, et al., 1999; Velasco, et al., 2002; Baydar et Erbas, 2005) mais
aussi pour la variation des phytostérols chez le tournesol (Vlahakis et Hazebroek, 2000; Roche, et al.,
2006).

Au vu de ces résultats, l'existence d'une différence significative et répétable entre les génotypes
justifiait la mise en place d’un plan de croissement afin d’évaluer les composantes génétiques et le

potentiel de sélection pour ces caracteres.
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Conclusion

Etude de I’héritabilité des composés mineurs

L'étude des hybrides issus d'un plan de croisement 7 lignées @ x 7 lignées & testé sur deux années en
six lieux répartis sur les zones Nord et Sud de la France a permis d’établir les AGC et ASC des
lignées. Cette approche a permis de déterminer I’importance du génotype sur la teneur finale en
tocophérols par un effet d’additivité des lignées femelles et males, et par I’effet de la dominance
(interaction entre alléles) pour la teneur totale en phytostérols. Les facteurs environnementaux ont une

influence importante sur les teneurs en stérols.

Les valeurs d’héritabilité au sens strict de h? = 0,62 et 0,14 et de I’héritabilité au sens large de H? =
0,70 et 0,24 pour les teneurs totales en tocophérols et en phytostérols respectivement confirment la
possibilité de sélection pour les tocophérols par sélection précoce des lignées en cours de fixation,
mais restent assez faibles pour les phytostérols. La faible variabilité des lignées parentales choisies au
départ pour la construction du plan de croisement peut étre mise en cause. Ce travail devrait se

poursuivre par I'analyse des familles de lignées recombinantes actuellement en F4.

Le travail de sélection exige des méthodes rapides pour analyser les caractéres d’intérét, la derniére
partie de ce travail étudie la possibilité d'utiliser de la spectrométrie proche infrarouge pour

caractériser les composés mineurs des lots d'akénes ou d'akénes isolés.

Prédiction par spectrométrie proche infrarouge des teneurs en tocophérols et en phytostérols
dans I’akéne de tournesol.

La spectrométrie proche infrarouge est une méthode indirecte qui permet d'analyser avec peu de
préparation des échantillons. Le principal avantage de cette technique est la facilité et la rapidité
d'échantillonnage. Ainsi, la spectrométrie proche infrarouge permet de déterminer simultanément
différents parametres dans différentes matrices. Sur des graines de tournesol broyées, une gamme
diversifiée de calibration existe (protéine, humidité, profil d'acides gras, teneur en matiere grasse). Le
matériel végétal (lignées, hybrides) collecté au travers des différentes expérimentations a permis
d’établir entre les méthodes de référence et les spectres IR des équations de calibrations qui permettent

de discriminer rapidement les teneurs en tocophérols et en phytostérols dans les graines de tournesol.

Ainsi, une prédiction des teneurs en tocophérols et des phytostérols totaux est possible sans pour
autant pouvoir se substituer a la méthode chimique de référence. A I’heure actuelle, il est nécessaire de
compléter le jeu de données et d’affiner par des traitements mathématiques complémentaires les

équations de prédiction des composés mineurs dans I’akéne de tournesol.
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Conclusion

L’étude réalisée sur la détermination de la teneur en tocophérols d’une monograine décortiquée de
tournesol n’a pas permis d’obtenir des résultats significatifs. D’une part, I’importance du choix de la
matrice en spectrométrie proche infrarouge est un facteur important tout comme le choix et la

précision de la méthode de référence.

Au vu de ces résultats, la spectrométrie proche infra rouge se présente comme un outil permettant de
discriminer les composés mineurs, cependant I’enrichissement de la base de données ainsi que

I’amélioration des équations de calibration doivent étre réalisée.

Perspectives.
A partir de I’ensemble des résultats collectés au cours de ce travail de thése, différents axes de

recherche peuvent étre soulevés.

Tout d’abord, la recherche de lignées ou d'hybrides ayant une plus large gamme de teneur en
phytostérols doit étre menée de fagcon a mieux estimer I’effet génétique. Le travail portant sur I’étude
de 3 descendances en ségrégations doit étre poursuivi. Les familles de lignées recombinantes
actuellement en F4 doivent étre analysées. A partir des résultats, le marquage moléculaire au stade F5
(Lignées Isogénigques Recombinantes) des 3 populations choisies permettra d’établir une cartographie
QTL des zones chromosomiques impliquées dans la teneur finale en tocophérols et en phytostérols
chez le tournesol. Une telle approche, outre un possible intérét pratique en sélection, permettrait une
avancée dans la compréhension de mécanismes régulateurs de ces teneurs en composés mineurs, et de
leur réle capital dans le maintien des capacités germinatives. Cette approche pourrait étre complétée
par une étude plus physiologique (en conditions controlées) et moléculaire, orientée vers le suivi de

I'expression de genes clefs des voies de biosynthese.

Enfin, plusieurs axes de recherche peuvent étre énoncés concernant I’utilisation de I’outil proche
infrarouge pour discriminer les teneurs en tocophérols et en phytostérols dans des graines de tournesol.
Tout d’abord, I’amélioration des résultats analytiques concernant les phytostérols en employant la
spectrométrie de masse pourrait déceler la conversion de certains stérols ou la présence de formes
conjuguées. Cette amélioration permettrait aussi une diminution de I'écart-type de validation croisée
(SECV) qui améliorerait d'autant la qualité de prédiction. Puis, la mise en place d’une méthode de
dosage précise des tocophérols dans une graine décortiquée de tournesol permettrait de compléter la
gamme des calibrations (acide oléique, acide linoléique) de fagcon a faciliter la discrimination de
lignées et d’hybrides. Enfin, I’ensemble de ce travail doit s’inscrire dans une amélioration des
équations de prédiction par spectrométrie proche infrarouge en utilisant d’autres méthodes

mathématiques de traitement de données.
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ANNEXE 1

Mise en place d’un essai dans des conditions contrdlées / Impact d’un stress thermique

sur le remplissage de la graine en composés mineurs.

Rappels des objectifs de cette étude

L’objectif de cette étude est de connaitre I’influence de la température lors du remplissage de
la graine a différents stades sur la teneur finale en tocophérols et en phytostérols.

Conditions de culture

Lumiére: En serre, les lampes sont allumées périodiquement (6-10h et 16-20h) afin d’augmenter le
nombre de degrés jour et la température ambiante pour limiter I’étiolation des jeunes plantes. En
phytotron, le cycle de lumiére-obscurité est de 14h vs 10h. La mesure de I’intensité lumineuse est
réalisée en serre et dans les phytotrons a I’aide d’un luxmétre (LI-250A, Eurosep instruments, Saint
Chamond, France).

Température: En serre, la température est contrlée deux fois par jour (7h et 16h) pendant toute la
durée de I’expérience. Les phytotrons sont régulés en position « normal » (25°C le jour /18°C la nuit)
ou en position « stress « (35°C le jour /25°C la nuit).

Humidité: 80% d’humidité relative en conditions normales et a 60% en conditions de stress.

Etapes de croissance

Différentes étapes de croissance ont été différenciées :

Phase 1: Dans une chambre de culture, les semences des 2 hybrides (120 graines / hyb.) ont été mises
a la germination sur du papier filtre humidifié pendant 10 jours sans lumiére (21°C, Humidité: 100%).
Phase 2: Les semences germeées ont été transférées par deux dans des pots (¢ 7cm) avec du terreau
spécial semis et les pots ont été installés dans le phytotron pendant 3 semaines dans des conditions
normales.

Phase 3 : Les plantules, suffisamment développées ont été transférées individuellement dans des pots
de 30 cm de diamétre (une par pot) avec un mélange de terreau et d’engrais. Les pots ont été placés
dans la serre.

Phase 4: Les plantes ont été placées alternativement dans les phytotrons, selon le Calendrier
d’introduction dans le phytotron des différents groupes en fonction de la date de floraison des plantes
(c.f. Tableau I)

Phase 5 : Une fois que les plantes ont eu une humidité entre 9 et 12%, les graines ont été récoltées.

Seuls les 3 cercles extérieurs du capitule ont été pris pour avoir une homogénéité entre les graines.



Tableau I. Calendrier des stress des différents groupes en fonction de la date de floraison des plantes GH :
serre ; PH : phytotron

Témoin GH GH GH GH GH GH GH

Groupe 1 GH PH GH GH GH GH GH

Groupe 2 GH GH GH PH GH GH GH

Groupe 3 GH GH GH GH GH PH GH
Notations

Stade B1-B2 (premiere paire de feuilles) (CETIOM, et al., 2000):
e Jours pour sortir dans les pots

e Germination (%)

Stade B4-B6 (4-6 feuilles):
e Homogénéité de la levée, mesure de I’internoeud
e Notation de la date lorsque la moitié des plantes ont 4-6 vraies feuilles
o FEtat sanitaire des plante s (maladies, insectes, phytotoxicité)

e Mesure journaliére de la durée jour/nuit, de la température et de la luminosité (3 fois par jour)

Stade E2-E4 (séparation du bouton florale):
e Date de séparation du bouton pour 50% des plantes
e Etat sanitaire des plantes (maladies, insectes, phytotoxicité)

e Hauteur des plantes

Stade F1 (floraison):
e Date de floraison de chaque plante
e Etat sanitaire des plantes (maladies, insectes, phytotoxicité)

e Mesure de la surface foliaire

Stade M1-M4 (maturation):
o Etat sanitaire des plantes (maladies, insectes, phytotoxicité)

e Séchage prématuré

e Date de récolte



ANNEXE 2
Comparaison des méthodes d’extraction Soxhlet & Accelerated Solvent Extractor

(ASE).

L’objective de cette étude a été de déterminer la validité de I’extraction par ASE en comparaison avec
la méthode de référence par Soxhlet en estimant la répétitivité de ces deux types d’extraction par
rapport & la teneur en tocophérols et en phytostérols par les analyses standardisées.

Tout d’abord, la combinaison des parametres optimaux pour I’ASE ont été déterminés puis des

répétitions sur les analyses pour comparer avec la méthode par extraction au Soxhlet ont été réalisées.

Matériel et Méthode

Un plan d’expériences de Taguchi a été établi selon les conditions du tableau 1. 3 répétitions par
combinaison du plan L27 ont été réalisées par ASE et 6 répétitions par soxhlet sur un méme
échantillon.

Tableau 1. Conditions d’extraction a I’ASE définies pour déterminer les conditions optimums selon un
plan d’expériences Taguchi.

Conditions d’extraction a I’ASE

T orat 100 T d'extracti >
empérature emps d'extraction

C) 110 (min) 10

120 15

Hexane 0

Solvant Hexane 95%, Isopropanol 5% Sable (%) 25

Ether de pétrole 50

A partir de la combinaison présentant les paramétres optimaux, deux hybrides commerciaux de
tournesol : Melody (M) et Prodisol (P) ayant une teneur en tocophérols respectivement faible et forte
ont été mélangés dans différentes proportions (100% P ; 80% P et 20% M ; 60% P et 40% M ; 40% P
et 60% M ; 20% P et 80%M ; et 100% M). Neuf extractions d’huile par mélange ont été effectuées : 6
par ASE et 3 par soxhlet. Chaque huile a été caractérisée pour sa teneur en huile, ses teneurs en
tocophérols et en phytostérols. Les erreurs standards des moyennes ont été calculées en regroupant par

méthode d’extraction les écart-types des répétitions de mesures.

Resultats

Le tableau Il montre les différences en pourcentage d’huile extraite et la teneur totale en tocophérols
pour chaque paramétre d’extraction par la méthode ASE. Les valeurs (en rouge) maximisant la teneur
totale en tocophérols ont été retenues pour la suite de I’étude. En résumé, la cellule d’extraction est
préparée en mélangeant ¥ de graines broyées avec ¥4 de sable. L’extraction est réalisée pendant 10

minutes & 120°C avec un mélange hexane- isopropanol (95 :5 v/v).
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Tableau Il1l. Valeurs moyennes des différentes conditions d’extraction calculées a partir d’un plan
d’expérience de Taguchi

Teneur totale en

Conditions d'extraction % Huile tocophérols
(mg/kg huile)
Soxhlet 48,50% 463,13
B 100 -0,60% -9,67
Température
(°C) 110 1,35% -7,80
120 -0,75% 17,47
Hexane 0,30% -7,54
0,
Solvant Hexane 95%, 0,37% 3,55
Isopropanol 5%
Ether de pétrole -0,67% ,99
Temps 5 -0,12% 6,93
d'extraction 10 -0,73% -8,08
(min)
15 0,85% 1,15
0 0,81% -2,44
Sable (%) 25 -0,56% 4,04
50 -0,25% -1,59
Plan d'expérience de Taguchi : résultats ASE
Moyenne Générale 45,07% 394,04
Somme générale 5,49 4192244,44
SC température 0,25% 4135,93
Somme des carrés: Solvants 0,06% 768,92
Somme des carrés: Température 0,11% 1031,84
Somme des carrés: % Sable 0,09% 223,18
Somme des carrés: Totale 2,53% 15731,82
Somme des carrés: Résiduel 2,01% 9571,94

A partie de cette méthode par ASE optimisee, les tests de répétitivité ont été mis en place. Les résultats
montrent qu’il existe une différence significative sur le rendement en huile lié aux différentes
conditions d’extraction, I’erreur commise lors de I’extraction par la méthode au Soxhlet est supérieure

a celle commise par la méthode ASE (Figure 1, Tableau 1V).

L’étude des différents mélanges montrent une diminution réguliére de la teneur totale en tocophérols ;
plus la teneur en Melody augmente et moins le mélange présente de tocophérols. Cette technique
d’extraction par ASE n’affecte pas la teneur totale en tocophérols. Il n’y a pas de différence
significative entre les deux méthodes d’extraction pour la détermination de la teneur en tocophérols
(Figure 1, Tableau IV).

Cependant, I’analyse des résultats pour la teneur en phytostérols montrent que les échantillons choisis
ne permettent pas de donner de conclusions aussi affirmatives que pour les tocophérols. En effet,

I’ensemble des mélanges étudiés présentent des teneurs en phytostérols qui ne sont pas



significativement différentes. Cependant, les deux techniques d’extraction n’affectent pas la teneur
totale. Afin de compléter cette étude, il serait nécessaire de trouver deux échantillons dont les teneurs
en phytostérols sont significativement trés différentes pour valider I’analyse des stérols par CPG et

connaitre I’erreur analytique commise.

45% - —e—ASE 600 - e ASE

—&— Soxhlet —m— Soxhlet

40%

400

T
AN

Teneur en Huile (%)
Teneur en Tocophérols (mg/kg huile)

35% . . . . . . 200

P 80P 60P 40P 20P M P 80P 60P 40P 20P M

400 4 —&—ASE
—m— Soxhlet

300

Teneur en Phytostérols (mg/100 g huile)

200

P ‘ 80P ‘ 60P ‘ 40P ‘ 20P ‘ M
Figure 1. Comparaison des rendements d’extraction d’huile (%) et des teneurs totales en tocophérols

(mg/kg huile) et en phytostérols (mg/100g huile) entre la méthode ASE et la méthode Soxhlet de 6
mélanges constitués de différentes proportions des variétés Melody et Prodisol

Tableau 3 Moyennes des carrés de I’ANOVA réalisée sur 54 extractions de 6 mélanges par ASE et Soxhlet
pour le rendement en huile, la teneur en a-, p- et totale en tocophérols (mg/kg huile) et pour la teneur en
campésterol, stigmastérol, p.-sitostérol et phytostérols totaux (mg/100g huile).

d.l Huile Total-T a-T B-T Total-P Camp. Stig. B-sito.
Mélange 5 0,000 16347* 15180* 20 855,3 12 10 400
Extraction 1 0,010* 2152 1169 167** 2484 36 30 1119
Mél. xExt 5 0,001 1554 1461 7 1607 15 9 764
Erreur 35 0,001 1752 1592 15 1184 15 9 549
E-type e <0 385,9 352,1 - 250,5 31 1,9 117,2

; d.I. : degré de liberté ; * p<0,001, ** p<0,01

Conclusion

L’extraction par ASE offre la possibilité d’accélérer les analyses des tocophérols et des
phytostérols en apportant de la sécurité lors de la manipulation ainsi qu’un réduction du
temps de travail et de la consommation de solvants sans altérer la teneur et la composition

finales en ces composés mineurs par rapport aux méthodes de référence.
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Variability of tocopherols and dphytustemls
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Alicia Ayerdi-Gotor, Anne Calmon, Monigue Berger,
Frangoise Labalette, Laurence Klein

Introduction

Phytosterols have the same basic struc-
ture as cholesterol and they were seemed
to reduce total and low density lipoprotein
cholesterol levels as well as to inhibit colon
cancer development. Vitamin E (tocols)
has long been recognized as a classic free
radical scavenging antioxidant and the
alpha-tocopherol isomer is considered
mere desirable for human and animal
consumption because it presents a high
biological activity. Indeed, vitamin E has
been used for prevention of age-related
diseases, including cardiovascular disease
and Alzheimer’s discase. These potential
utilizations have driven research to deter-
mine sterols and vitamin E productions
from plant sources. The aim of the present
work was to investigate the variation of
phytosterol and tocopherol content and
composition in sunflower oil between dif-
ferent genotypes and locations.

Materials and methods
Sunflower hybrids samples

Eleven common sunflower hybrids were
grown at three locations in the south of
France: two near Toulouse (Mondonville
and 5t Sauveur - 31) and one in the north of
Montauban (Caussade - 81) during 2003, As
sunflower is an allogamic plant, all inflores-
cences were bagged to anthesis, to prevent
cross-pollination between sunflowers. Only
the three outer rows of six inflorescences

]

were collected, freeze-dried and pooled in
order to conserve plant material from the
same development stage.

Chemical analysis of achenes

Solvent extraction of lipids

The analysis of the total oil content was
performed by hexane extraction using a
soxhlet extractor apparatus, Fifty grams
of achenes were grounded and placed in
a cartridge. The grounded achenes were
submitted to hexane extraction for 4 hours.
Then, the extraction solvent was remo-
ved from the extracts under low pressure
evaporation. Lipid extracts were weighed
and conserved at -18°C before tocopherol
analyses.

Tocopherol determination

Complete separation of all native toco-
pherols was achieved wsing a high-per-
formance liquid chromatography (HPLC)
(SpectralPhysics; TSP, USA). A normal-
phase LiChrosorb Sie0 (250cm x 4mm x
Spm; Cluzeau) was used. The eluate was
monitored with a fluorescence  detector
(excitation wavelength = 298nm and emis-
sion wavelenght = 330 nm). One gram of oil
sample was diluted in hexane and injected
directly into the HPLC.

Tocopherols were identified by comparison
of retention times with respective stan-
dards (Tocopherol Kit; ChromaDex, USA).
Total tocopherol content was calculated
as the sum of -, 8-, v+ and & tocopherol
contents.
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Sterol determination

The total and individual sterol content were
analysed by gas chromatography after a
preparation with trimethylsilyl (TMS) ether
derivatives. 1 pl of the TMS solutions were
injected into a silica capillary column in a
gas chromatography (Hewlett-Packard) fit-
ted with a flame ionisation detector. Sterols
were identified using the ratio obtained
between betulin (internal standard, Sigma
Aldrich) and respective standards B-sitos-
terol, stigmasterol, campesterol, avenaste-
rol; Phytosterol kit; ChromaDex, USA ).

Statistical analysis

The data were statistically analyzed using
Microsoft Statistica. A two-factors analysis
of variance (ANOVA) was performed to
determine the relationships between total
tocopherol content, t-tocopherol, hybrids
and planting location.

Results and discussion

Effects of planting location and
genotype

The tocopherol content in analyzed oil from
ten sunflower hybrids that were grown at
three different locations is shown in fi-

gure 1,

I .

o

Totl Toepdvary| Coment
83 04F prghg el
B 8

Figene 1. Tocopherof comtfents af off fractions af ten sunflouer
Inlrerts mccordinng to Heree different phanting foctions

Total tocopherol concentration was ranged
from 261 to 770 mg kg in sunflower oil, As
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expected, the tocopherol composition was
largely composed of w-tocopherol, which
accounted for 90,4% to 98,5% of the total
tocopherol; 8-, - and & tocopherol were
not present in significant amounts in sun-
flower oil.

The difference between locations could be
due to the difference of crop management
technics. All inflorescences were bagged
to anthesis, to prevent cross-pollination
between sunflowers and after pollination
all bags are take out. But for S5t Sauveur all
bags are stayed on the inflorescences until
maturation. So during the seed maturation,
the temperature in the bag was higher and
degraded the tocopherol content. Dolde, et
al. [1] have shown that tocopherol content
decreases with high temperatures for soy-
bean in growth chambers.

For the phytosterol composition, it was lar-
gely composed of B-sitosterol accounted for
57-65% of the total phytosterols, followed
by campesterol and stigmasterol. There is
also a difference between total phytosterol
contents and locations (figure 2). But, total
phytosterols levels increased with higher
temperature (St Sauveur}. These results are
in accordance with results on soybean [2].

Tom| Phytemeret Cootant
=1 0AF (mgility ol
2 &

]

—a— CAlLE®
el g
e CESAEAT

Figure 2. Phostesterod contents of off frinctions of sunflower

Trubrids pccording fo Hrree different planting locations.

Composition also changed with locations,

AMNOVA (table 1) reveals that both genetic

and planting location significantly affect

=]



Tatle 1. Anelysis of varfance fiv tent hybeids sunflower ot Hrree focatons
i ANOVA 2 f, degrees of frecdone S5, st of sqnurres; MS, vutn squatre; F, best statistic; * Pailon,

Total Tacophirols Total Phytostérals
Source of vanaton ] 85 (4] F 838 M5 F
Loacation 2 1212324 BO&TED 318,58 T4 &7 187083 LN
Mybrid 1] Ba3aa2 T1555 T.m 20481 14053 L
Lucaiion & M yhnd 18 153053 8503 4,5° 17014 12056 3.6
E rror i3 157480 1857 280027 3ira
tocopherol contents. For o-tocopherol and  References

total tocopherol contents, location planting
has the greater effect. Furthermore, the {loca-
tion x genotypel interaction is significant but
a small percentage of the variance is associa-
ted to this interaction. Total phytosterol is
also affected by location but the differences
are less important than tocopheral contents.

Conclusion

This study shows that tocopherol and phy-
tosterol contents varied in the sunflower
oil and this variability was due to both the
genetic of the plants and environmental
factors.

Further investigations about the determina-
tion of tocopherol and phytosteral contents
on parent lines will contribute to unders-
tand if it is possible to increase tocopherol
content by selection breeding,.
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Estimation of breeding potential for tocopherols and phytosterols in sunflower
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ABSTRACT

Sunflower (Helianthus annuus L) oil is a good source of tocopherols and phytosterols, interesting
bioactive molecules with beneficial health effects. The objective of this work was to determine the
possibility of breeding sunflowers with improved oil quality for these raits, Seven B lines (females) and
seven R lines (males) were crossed to obtain 49 F, hybrids progenies. The F) hybrids were then grown for
two consecutive years (2005 and 2006) on six locations / year. General combining abilities (GCA) for
total locopherol content were higher than for the total phytosterol content. In both B and R parental lines,
there was a positive correlation between the parental lines values and their GCA for total tocopherol
content, supgesting additive effects and the possibility of genetic gain for this parameter, This was not the
case for total phytosterol content, which displayed important year effects on GCA. The specific
combining abilities (SCA) were very important, particularly the negative ones, for the total tocopherol
content indicating that some dominance effects could change the predicled hybrid performance. The
resulis of this study indicate the existence of genetic variance for total tocopherol content, but phytosterol
content variability is lower that that of tocophevels and subjected to year interactions.

Key words: breeding — GCA— phylosterols ~ tocopherols — sunflower.

INTRODUCTION

Several studies have shown that tocopherols and sterols can have many positive health effects: they
prevent cancer (Bramley et al.,, 2000), reduce blood cholesterol level (von Bergmann et al., 2005; Matel
and Thompson, 2006) and they are effective antioxidants (Niki and MNoguchi, 2004). An increasing
interest in such active molecules has promoted rescarch in the matural sources of these subsiances.
Tocopherols are lipid antioxidants, vitamin E-active substances, with four isomers (o=, f-, y-, and &-
tocopherol) with species-dependent proportions. Maturally, sunflower oil has more than 95% of a-
tocopherol (Ayerdi Gotor et al., 2006a), the most efficient Vitamin E bioactive tocopherol homologue. In
literature, references can be found on sunflower tocopherol mutants with a high content in -, &, or y-
tocopherel (Velaseo et al,, 2004a,b; Demurin et al., 2007). The total content can vary between 300 o
1873 mgkg ! of oil (Demurin et al., 1996; Velasco et al., 2002; Nolasco et al., 2006). Phytostero] content
in sunflower oil varies from 200 to 700 mg:100g™ of oil (Vlahakis and Hazcbroek, 2000; Ayerdi Gotor et
al., 2007) and P-sitosterol is the major Torm (40-60%).

Genotype as well as environment can influence the total tocopherel content in sunflower oil.
Temperature is onc of the most influential environmental factors (Velasco et al,, 2002, Ayerdi Gotor et
al., 2006h; Molaseo et al., 2006), Phytosterals content is less influenced by genotype or by envirommental
factors (Ayerdi Gotor et al., 2006b; Roche et al., 2006),

In spite of the growing importance of tocopherols and phytosterols as micronutrients and as natural
oil stabilizers, few studies have fooused on breeding programs for these minor components in oilerops,
especially on sunflower, It has been shown in rapesecd that genetic progress is possible for the oil
tocopherol content (Goffiman and Becker, 2001a,b). In these studies, tocopherol content and composition
inheritances were highly associated with additive gene action.

Breeding for tocopherol and phytosterol contents can increase the market value of sunflower oil by
means of health-promoting effects associated with these nutriments, The objective of the present study
was to determine the feasibility of breeding for these molecules in sunflower oil,
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MATERIALS AND METHODS

Plant material

Seven restorers (males) and seven females {cytoplasmic male sterile) parental lines of sunflower,
Helianthus annuus L., were selected for their high and low tocopherol and phytosterol content. The Fl
hybrids seeds were produced ina 7 X T factorial design (NCII). Crosses were made in Chile during winter
2005. Three of the 49 hybrids formed were not viable and produced no seed. The fourteen parental lines
were provided by six sunflower breeders: Caussade semences, Malsadour semences, Monsanto Dekalb
SAS, RAGT-R2n, Soltis and Syngenta seeds.

Field irials

The progenies (from grains Fy) were cultivated in the summers of 2005 and 2006 in six different places
throughout France (Table 1), with two blocks in each place. Hybrids were randomized in the blocks to
limit the effect of interactions between plants. Just before flowering, the buds were covered with
microperforated bags 1o ensure self-pollinated achenes; these bags were taken away ot the end of
flowering. Fa achenes from Fy plants were collected at maturity, the lab samples (for analysis) were made
wilh 5 plants from the same plot.

Table 1. F; hybrid growing places in 2005 and 2006,

_ Breeder company Place (French department) Geographical location
Caussade semenees Cayrac (B1) 447N 1728
Maisadour semences Conan (41} 47°48'N 1°15'E
Monsanto Dekalb SAS Savends (B2) 439" N IPIT'E
RAGT-R2n Villampuy (28) 48°2'N I"30'E
Soltis Mondonville (313 430N 1°1T'E
_ Syngenta seeds Saint sauveur (31) 43N I"ME
Chemical analysis
Oil extraction

Girains were ground in a sample mill (KnifeTec 1095 Foss Tecator AB, Sweden) for 2 periods of 10
5. Around 15 g of ground seeds were placed in a 33ml cartridge with Fointainebleu sand for extraction in
an accelerated solvent extractor apparatus (ASE-200, Dionex, France) with the following extraction
conditions: 120°C, 10 min of static extraction, 95% Hexane (n-hexane Prolabo-Subra, France) and 5%
Propancl-2 (HPLC grade, SDS, France) under a pressure of 100 bar. Oil was recovered after solvent
evaporation under low pressure with a rotavapor (HS 40 Huber, Bioblock Scientific, Heildolph,
Germany). Lipid extracts were weighed and conserved at ~18°C to minimize oxidative reactions before
analysis.

Tocophero] determination

Complete separation of all native tocopherols was achieved using high-performance  liguid
chromatography (HPLC) (SpectralPhysics; TSP, USA) (IS0 9936, 1997). A normal-phase LiChrosorh
Si60 column was used, The mobile phase was hexane/isopropanol {99.7:0.3 wiv) and the solvent flow was
1 mL/min. One gram of oil sample was diluted in 25 mL of hexane and 20 pL. were injected. Tocopherols
were identified by comparison of retention times with their respeetive standards (Tocopherol Kit,
ChromaDex, UUSA) Total tocopheral content was caleulated as the sum of a- , [i-, v~ and S-tocopherol
contents and expressed in mg kg "'oil.

Phytostero] determination

The analyses of sterol required a saponification with KOH 0.5M and a purification on an aluminium
oxide basic (Panrcac, Spain} column, The total and the individual sterol contents were analyzed by GC,
after silylation with trimethylsylil (TMS) ether derivatives. 1pl of the TMS soluticns were injected on a
silica capillary column (ZB-5) in a gas chromatograph (Clarus 600, Perkin Elmer, USA) fitted with a
flame jonization detector. Sterols were identified by their retention time relative to betulin internal
standard. They were quantified using the ratio obtained between betlin (Internal standard, Sigma-
Aldrich, France) and sterol standards. Sterols were expressed in mg 100 g oil (NF EN 150 12228, 1999},
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RESULTS AND DISCUSSION
Total tocopherol content in the parental lines varied between 548.0 to 10964 mgkg" oil. Total
phytosterol content varied between 260.7 1o 455.7 mg 100g™" eil. Mean values of F; seeds of the 6
growing places and the two years are in Table 2,

Table 2. Mean values, standard deviation (SD) and range of tocopherol and phytosterol total contents for
the 6 locations in 2005 and 2006 of the 46 F1 hybrids

Mi mpoment 2005 2006
inor compor Mean SD Range Mean sD Range

a-tocopherol 4523 526 3469-5702 5165 650  390.4-679.6
(mg-kg™ oil}

Total togopherol 4608 558  3548-5000 4698 768  427.7-7339
(mg-kg™ oil}

[-sitosterol ) ]
{mg-lﬂﬂg'lui]j 215.7 14.3 176.4- 241.7 2275 23.4 183.6- 317.1
Total phytosterol : ]

(m E,||:":|_g-| oil) 3157 0.6 254.7-366.4 319.6 27.6 262.2- 3988

The general combining ability (GCA) for each parent was calculated as the difference between the
mean of its half sib offsprings and the mean of its overall hybrids, which was calculated separately for
each growing place. A mean GCA was then caleulated over the six places. The correlations between
parental line values and the corresponding mean GCA of their offsprings are shown Fig. 1. GCA for the
total tocopherol content was greater than for total phytosteral content, in accordance with the fact that
phiytosterol variability is less important than that of tocopherols (Ayerdi Gotor ¢t al., 2006k).
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Fig. 1. Correlations between parental values and general combining ability (GCA) in 2005 and 2006, A -

B: total tocopheral contents {mg/kg 0il), female lines and restorer lines, respectively; C - D: total

phytosterol contents {mg/100g oil), female lines and male lines, respectively.

Proc. 17™ Intemational Sunflower Conference, Cirdoba, Spain (2008)

357



Breeding and Genetics

For the total tocopherol content, the GCA and parental values were positively correlated for both female
and restorer lines. The tendency was the same in the two years. Such correlations were not ohserved for
the total phytosterol content, which also showed an important year effect,

For each location by year, the specific combining ability (SCA) was calculated as differences
between a given hybrid mean and its two parenial half sib means deviations from the general mean. Then
the means were given by year over the six locations,

Table 3. Range of specific combining ability (SCA) of the 49 hybrids for 2005 and 2006

SCA total tocopheral content SCA total phytosteral content
Year o (mg/kg oil) (mg/ 100 oil)
Maximum Minimum Maximum Minimum
2005 A40.25 -52.84 S804 -20.25
2006 57.18 -117.92 56,49 -48.32

SCA range was larger in 2006 than in 2005 for total ocopherol content. On the contrary, the SCA
range showed a lesser year effect for total phytosterol content. Negative SCA for phytosterol and
tocopherol content were of a greater amplitude in 20046,

Mew statistical treatment is currently under development to improve the accuracy of the genelic
parameters obtained with these data. This work will soon be completed with heritability information from
data of the F3-F4 hybrid seeds from three F2 families selected for their F1 lighest GCA (negative or
positive, female or restorer) grown during summer, 2007,

These first results suggested that total tocopherol content is influenced by an additive effect showing
the possibility of a genetic gain for this parameter. For the total phytosterol content there was a larger year
effect on GCA, so genetic gain could be less important. The SCA values indicated that total tocopherol
and phytosterol contents could be affected by dominance effects, which could change the predicted hybrid
performance, Both families of minor components were subjected to year interactions, These results open
up possibilitics for breeders o improve sunflower composition by increasing the content of these
interesting compounds for uman health.
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Abstract

The aim of this study was to evaluate the content and composition, as well as the relationship
between minor components (tocopherols and phytosterols) and fatty acids, in four sunflower
commercial hybrids during three growing years (2002-2004). Our results show that kinetics of
tocopherol and fatty acid storage were similar. However, elevated temperatures during seed
development influence tocopherol content in the seed. In 2003 (unusual hot and dry summer)
total tocopherol content had a decrease of 40 % compared to 2002 (cold and rainy summer). On
the other hand, high temperatures during growth promote phytosterol expression. Moreover
genotype is mvolved in tocopherol content of the seed. a-tocopherol content is positively
correlated with oleic acid and negatively correlated with linoleic acid (PCA).

Introduction

Sunflower oil represents 20% of the world oil production for human nutrition since it is naturally
rich in unsaturated fatty acids. This oil is also rich in minor components like tocopherols and
phytosterols. The presence of high contents of a-tocopherol and phytosterols in sunflower oil
could play an important role in the protection of the plant leading to stress tolerance, mainly in
dry and hot arcas.

The aim of the present work was to compare the content and composition of fatty acids,
tocopherols and phytosterols in sunflower oil between different cultivars and locations in a three
year study and to determine a relationship between these minor components, fatty acids and
climatic conditions.

Materials and Methods

Sunflower hybrids

Four commercial varieties of sunflowers (Helianthus annuus) [Allstar RM, Aurzsol (High
Oleic), Melody and Prodisol] were grown in different locations all over France for three years
(2002-2004). The inflorescences were bagged to prevent cross-pollination.

Meteorological daiaset

Meteorological data from April 1% to September 30" were collected in 6 sirategic planting
locations Carcassonne (43°13'0"N; 2°21'8"E), Montignac (45°47°0"N; 0°28°0"E), Auch
(43°39°0"N; 0°35°0"E), Montaud (45°16’0"N; 5°34°0"E), Fours (46°49°0"N; 3°43°0"E) and
Blagnac (43°38°0"N; 1°24'0"E) in order to compare the influence of climatological conditions
between the three years. Four parameters were considered rainfall (mm per day), Maximal
temperature (°C per day, Tyax) and Minimal temperature (°C per day, Tum)-

Chemical analysis of achenes

Solvent extraction of lipids

The analysis of the total oil content was performed by hexane extraclion using a soxhlet
extractor apparatus. Fifty grams of achenes were ground and placed in cartridges. The ground
achenes were submitted to hexane extraction for 4 hours. Then the solvent was removed from
the extracts under low pressure evaporation, Lipid extracts were weighed and conserved at -
18°C.
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Faity acid determination

The total and the individual fatty acid content were analyzed by gas chromatography (GC) afler
saponification and methylation (BFy/MeOIH). The mixture was injected into a fused silica
capillary column ZB-FFAP (Phenomenex, France) in a GC (GC 8000 Fisons) fitted with a flame
ionization detector. Fatty acids were identified using the ratio obtained between arachidic acid
(Internal standard, Sigma-Aldrich, France) and fatty acid standards. Fatty acids were expressed
as the percentage of the total content of fally acids present in sunflower oil (stearic, palmitic,
oleic, linoleic, linolenic acid).

Tocopherol determination

Complete separation of all native tocopherols was achieved using a high-performance liguid
chromatography (HPLC) (SpectraPhysics; TSP, USA). A normal-phase LiChrosorb Si60 colwmn
was used. The mobile phase was hexane/isopropanol (99.7:0.3 v/v) and the solvent flow was |
mL/min. One gram of oil sample was diluted in 25 mL of hexane and 20 pl. were injected into
the HPLC. Tocopherols were identified by comparison of retention times with respective
standards (Tocopherel Kit; ChromaDex, USA). Total tocopherol content was calculated as the
sum of a-, f-, v- and d-tocopherol contents and they were expressed in mg / kg oil.

Sterol determination

The total and the individual sterol content were analyzed by GC, after silylation to trimethylsylil
{TMS) esther derivatives. Lpl of the TMS solutions were injected into a silica capillary column
(#B-5) in a GC (Fisons) fitted with a flame ionization detector. Sterols were identified using the
ratio obtained between betulin (Internal standard, Sigma-Aldrich, France) and sterol standards.
Sterols were expressed inmg/ 100 g oil.

Statistical analysis

The data were statistically analyzed using Microsofl Statistica V7 (StatSoft, France). A three
way ANOVA with three crossed factors (genotype, year) and one imbricated factor (location)
with second order interaction was performed to determine the relationships between fatty acids,
total tocopherol, total phytosterol contents, hybrids, planting location and year of study.

Results and Discussion

Effects of environment and genotype

The meteorological dataset shows that 2003 was the hottest and driest year whereas 2002 was the
coldest and the rainiest. These significant differences in the weather during the growing period of
sunflower were responsible for the modifications in the content of oil, fatty acids and minor
components like tocopherols and phytosterols, independently of genotype.

Fatty acids

According to their fatty acid composition, three cultivars (Allstar RM, Melody, Prodisol) were
*classic”, with 55% of linoleic acid and one (Aurasol) was “oleic”, with 80% of oleic acid. For
all cultivars there were differences in the fatty acid composition between the years of this study.

Table 1. Analysis of variance, significance of reatment effects (p Values) for faity acid contents.

0il % Palmitic % Stearic % Oleic % Linolelc % Linolenic
content Acid Acid Acid Acid Acid
Genotype 0.13 <0.01 0.07 <0.01 <0.01 0.08
Year 0.10 <0.01 0.29 <0.01 <0.01 <0.01
Genotype x Year 0.92 0.51 0.32 0.63 0.69 0.29
Location (Year)  0.01 0.53 0.65 0.43 0.56 0.03

The year factor was highly significant for oleic and linoleic acids: the high temperature
difference between 2002 and 2003 induced a 15 % decrease in the amount of these acids.
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Table 2. Mean values for each prowing year,

Year Oeice Acid Total Tocopherol Total Phytosteral
) {%) (mg { kg oil) (mg {102 g oil)

2002 49.5a" 916.da 416.7a

2003 42.7a 538.2b 360.1a,b

2004 39.4a 744.3c 328.8b

" aluas in the sama column with tha same latler are not statistically diffarent at the 5% significance level.

Tocopherols

Table 3, Analysis of variance, significance of treatment effects {p Values) for tocopherol and phyvtosterol contents.

Tocopherols

Phytosterols foil

alpha Total Campesterol Stigmasterol p-Sitosterol Total

Genotype < 0.01 = 0.01 012 0.08 0.01
Year < (.01 = 0.01 < 0.01 0.99 =0.01
Ganotype x Year 0.02 0.02 0.33 0.23 017
Location (Year) 0.13 0.16 0.15 0.a7 0.59

ANOVA showed that both genctic background and growth year significantly affected each
tocopherol and total tocopherol content in oil. An important decrease (40%) of tocopherol
content in 2003 v, 2002 was observed, mainly caused by the high temperatures during July and
August 2003,

Table 2, Mean values for each growing year.

Year Oleic Acid Total Tocopherol Total Phytosterol
ea (%) {mg / kg oll) (mg [ 100 g oil)
2002 49.5a" 916.4a 416.7a
2003 42.7a 538.2b 360.1a,b
2004 39.4a 744.3¢ 328.8b

" walues in the same column with the same letter are not statistically differant at the 5% significance loevel,

These results were in accordance with Almonor er al. (1998) who showed similar resullts on
soybeans. Sunflower is considered a drought adapted crop and is often grown in hot and dry
areas. Further, a-tocopherol has antioxidant properties, probably leading to protection against
heat stress (Blokhina et al., 2003). In fact, tocopherols, especially a-tocopherol, protect fatty
acids against siress scavenging singlet oxygen and peroxil radicals (Munne-Bosh, 2005). As we
have shown a decrease of a-tocopherol under high temperature, we suggest that a-tocopherol
was used as an antioxidant system activation in the plant. .

Phytosterols

Changes in sterols content and composition between growth years were less important than those
of tocopherols. Indeed in this study, the year effect (high temperature) was more important than
the genotype effect,
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Table 3. Analysis of variance, significance of treatment cffects (p Values) for tocopherol and phytosierol contenis.

Tocopherals Phytosterols foil
alpha Total Campesterol Stigmasterol B-Sitosterol Total
Genotype = 0.01 < 0.01 0.03 012 0.09 0.01
Year = 0.01 <0.01 =0.01 < 0.01 0.99 =0.01
Genotype x Year 0.02 0.02 = 0.01 0.33 0.23 , 047
Location (Year) 0.13 0.6 < 0.01 0.15 0.87 0.59

Sterols are considered as plant hormones which play an important role in the protection of the
plant against stress as well as in regulation of plant growth (Shaller, 2004) and the decrease was
observed could be due to use of sterols in antioxidant mechanisms.

Correlations between oil components

Tocopherol content and each isomer o, 3, y, & are positively correlated (r = 0.4, p = 0.05) with
oleic acid, and negatively correlated with linoleic acid (0.35). There are no correlations between
total phytosterols content and any fatly acid,

Total tocopherol and total phytosterol contents are positively correlated (r = 0.47); similar results
were obtained by Viahakis and Hazabrock (2000). Prodisol had the highest tocopherol and
phytosterol contents whereas Melody had the lowest tocopherol and phytosterol contents in our
study.

Table 4. Mean values for each cultivar (all locations and years included)

Gonotype Ol content Tocopherols (mg-Kg™) Phytosterols (mg-100 g™
(g/g DM) alpha Total p-sitosterol Total

_AEER_M - 0.51 a" 50-5.15 a 637.33 a 212.02 a - 3%}3?3_

Aurasol 0.51a 805.97 ¢ 85099 b 20011 a J55.67 a,b

Melody 048 b 584.63 a 610.64 a 195.55 a 331.74 b

Prodisol 0.50 a 78726 b 818.85b 216.18 a 383.27 a

* Values in the same column with the sama letter are not statistically different at the 5% significance level

Conclusion

This study showed that falty acid, tocopherol and phytosterol contents in sunflower oil depend
on genetic and environmental factors. High temperatures reduce oleic acid, total and individual
tocopherols and phytosterols content. This could be due to tocopherols and phytosterols
providing a protective role as antioxidants during heat stress, which may lead to a decrease of
their content. Further investigations under controlled conditions will contribute to understanding
the role of tocopherols and phytosterols in the protection of the seed, These results can provide
useful information for the breeding of new cultivars with an improved oil quality (high content in
minor components and fatty acids profiles).
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