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RESUME

La berce du Caucase (Heracleum mantegazzianum) est une plante invasive
importée par I’homme au Québec et identifiée dans cette province pour la premiere fois en
1982. En plus du probléme écologique qu’elle peut poser, un contact cutané avec cette
plante, suivi d’une exposition au soleil provoque des dermatites séveres. Ces
inflammations peuvent étre trés douloureuses et méme conduire a des brilures du

deuxieéme et du troisieme degré.

La berce du Caucase, comme un grand nombre d’Apiacées, comporte des
molécules photosensibilisantes : les furanocoumarines. Ces composés sont responsables de
I’activité phototoxique de cette plante et sont retrouvés dans tous ses organes. L’analyse de
la composition et de la concentration en furanocoumarine de la berce pourrait donc

permettre d’estimer son niveau de toxicité.

L’objectif de ce projet de maitrise était d’étudier les variations régionales de
concentration et de composition en furanocoumarines de la berce du Caucase au Québec.
Ce projet visait tout d’abord a identifier les populations les plus toxiques, afin de connaitre
les zones ou le risque de photodermatite est le plus ¢élevé. De plus, ’autre objectif de ces
travaux, plus fondamental, était d’étudier les variables influencant le contenu en
furanocoumarines de cette plante, que ce soit la diversité génétique entre les populations

mais aussi les facteurs environnementaux.

Au cours de ce projet, une méthode d’extraction et de dosage analytique des
furanocoumarines a ét¢ développée afin d’analyser 125 échantillons de feuilles de berce du
Caucase récoltés a travers onze régions du Québec. Puis, des analyses statistiques par
ANOVA et régressions multiples ont été réalisées afin d’analyser les variations de teneur

et de composition en furanocoumarines.



II

Ainsi, I’existence de variations régionales de concentrations en furanocoumarines
dans les populations du Québec a pu étre montrée, mais aussi des variations dans la
proportion de ces molécules. Les régions de la Capitale-Nationale, le Centre-du-Québec et
les Chaudi¢re-Appalaches comportaient les populations les plus riches en

furanocoumarines, et donc théoriquement les plus phototoxiques pour I’année étudiée.

Les variations observées sont principalement expliquées par les différences de
conditions environnementales existantes entre les régions. Les précipitations d’avril font
augmenter la concentration totale en furanocoumarines, tandis que cette derniére diminue
quand les précipitations du mois de mai augmentent. Une relation significative a été
observée entre les proportions de deux molécules (le psoraléne et 1’angélicine) et la
concentration totale en furanocoumarines. En effet, les individus, ayant une concentration
en furanocoumarines plus élevée, présentent un pourcentage de psoraléne plus important et

un pourcentage d’angélicine plus faible.

En bref, ce projet de maitrise a permis d’accroitre les connaissances sur 1’aspect
chimique et écologique de la berce du Caucase, mais a aussi permis d’identifier les régions
ou cette espece est potentiellement la plus dangereuse pour ’homme, de par une

concentration plus élevée en furanocoumarines.
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CHAPITRE 1

INTRODUCTION



La berce du Caucase, Heracleum mantegazzianum, est une Apiacée d’apparence
imposante. Les tiges de cette plante herbacée peuvent atteindre jusqu’a 5 m de hauteur,
avec un diametre de 15 cm et ses grandes feuilles peuvent mesurer 2,5 m de long (Page et
al. 2006). Sous cet aspect imposant se cache une plante dangereuse, avec laquelle un simple
contact peut provoquer des inflammations douloureuses de la peau en raison de son

caractere photosensibilisant.

Comme son nom I’indique, cette plante est originaire de la région du Caucase, a
I’est de I’Europe. Mais elle a été disséminée par ’homme pour son intérét ornemental au
cours du 19° siécle et elle s’est ensuite répandue dans la nature (Jahodova et al. 2007). On
la retrouve maintenant dans le reste de I’Europe, en Amérique du Nord et méme en
Nouvelle-Zélande (Storr et al. 2007). Des spécimens d’herbier indiquent que la plante a été
identifiée pour la premicre fois au Canada en 1949 en Ontario et au Québec en 1982 (Page
et al. 2006; Lavoie et al. 2013). Cette plante s’est propagée rapidement a un tel point
qu’elle est maintenant considérée comme une espece invasive. Au Québec, 1’invasion est
relativement jeune, mais dans les pays plus touchés, I’impact économique de la berce du
Caucase est considérable. Ainsi, I’Allemagne dépenserait chaque année douze millions
d’euros pour lutter contre la berce selon une étude de 2007 (Thiele et Otte, 2007). Le
probléme majeur avec la berce du Caucase réside dans sa toxicité. En effet, un simple
contact cutané¢ avec la plante peut provoquer une dermatite (ou phytophotodermatite)
douloureuse suite a une exposition au soleil, et ce jusqu’a 24 a 48 heures apres le contact.
Ceci se traduit par [’apparition d’¢érythémes plus ou moins séveres et pouvant
s’accompagner de formation de cloques (Pathak 1986; Tiley et al. 1996). Une fois la
dermatite résorbée, la peau présente une hyperpigmentation pouvant perdurer plusieurs

mois (Pathak 1986).

Les agents responsables de ces dermatites sont a ce jour bien connus. On trouve
dans la berce du Caucase des molécules phototoxiques : les furanocoumarines. Ces

molécules peuvent entrainer des irritations de la peau par des réactions chimiques apres



exposition au soleil. Dix-sept molécules de cette famille ont déja été identifiées dans
plusieurs organes de cette plante : les fruits, les feuilles, les tiges, les racines et les graines
(Hattendorf et al., 2007). On trouve également ce type de composés dans de nombreuses
familles de plantes, mais principalement chez les Apiacées, les Moracées, les Rutacées et
les Fabacées (Szewczyk et Bogucka-Kocka 2012). Les exemples les plus connus sont

probablement les agrumes (Dugrand ef al. 2013) et le céleri (Peroutka et al. 2007).

Les furanocoumarines sont des molécules de défense pour les plantes. Elles leur
permettent, par exemple, de se protéger contre les insectes herbivores par leur activité
toxique et anti-appétente (Diawara et al. 1993; Hadacek et al. 1994). Elles ont également
une activité antifongique (Afek et al. 1995) et antibactérienne (Diane et al. 2012). Plusieurs
de ces molécules ont également démontré un potentiel phytotoxique (Sondhia et al. 2012),
ce qui pourrait peut-étre expliquer en partie le caractére invasif de la berce du Caucase par

son potentiel a inhiber la croissance de plantes concurrentes.

Plusieurs études se sont intéressées aux modes d’action des furanocoumarines afin
de cerner les effets toxiques de ces molécules au niveau cellulaire et moléculaire et ainsi
mieux comprendre les risques pour la sant¢ humaine. Les furanocoumarines peuvent
s’intercaler dans I’ADN et en présence de rayons UV, conduire par des réarrangements
chimiques a la formation d’une liaison covalente entre les deux brins d’ADN. La
réplication et la transcription sont alors impossibles, ce qui empéche la prolifération
cellulaire et induit ’apoptose (Hearst 1989; Wu et al. 2010). Les furanocoumarines ont
également la capacité a se lier avec des protéines et des acides gras (Schmitt ef al. 1995),
d’inactiver certaines enzymes et de générer des espéces réactives d’oxygenes, créant ainsi
un stress oxydatif dans les cellules pouvant mener a I’oxydation des lipides (Lee et
Berenbaum, 1990). Des études ont notamment démontré que les furanocoumarines ont la
capacité d’inhiber des cytochromes P450, des enzymes impliquées dans la métabolisation
d’un grand nombre de xénobiotiques (Koenigs et Trager 1998; Zhou et al. 2004), mais
aussi I’ADN polymérase [ d’Escherichia coli (Granger et Hélene 1983).



Des études toxicologiques in vivo ont également été réalisées sur I’homme afin
d’évaluer la toxicité de ces molécules. La quantit¢ minimale entrainant un érythéme apres
application topique est de 50 pg/po? pour le bergapténe et celle du psoraléne, le plus actif
des composés testés, est inférieure a 10 pg/po? (Pathak et Fitzpatrick 1959). La toxicité de

la berce du Caucase est donc étroitement liée a sa concentration en furanocoumarines.

L’accumulation de furanocoumarines dans les plantes est influencée par plusieurs
parametres environnementaux. Une étude de Berenbaum sur douze espéces d’Apiacées
dont la berce du Caucase a démontré la présence d’une relation significative entre
I’intensité lumineuse et la richesse en furanocoumarines (Berenbaum 1981). Plus I’intensité
lumineuse était élevée, plus le nombre de molécules de la famille des furanocoumarines
produites par les plantes était grand. Cette étude a également mis en évidence un lien
significatif entre la quantit¢ d’azote présente dans le sol et la présence d’Apiacées
contenant ou non des furanocoumarines. Une autre étude a montré 1’effet significatif de
I’ensoleillement et de la quantité de nutriments dans le sol (N, P, K) sur la teneur en
furanocoumarines de Pastinaca sativa lors d'essais en serre (Zangerl et Berenbaum 1987).
Il existe également des différences de teneur en furanocoumarines entre plusieurs
populations d’une méme espece. Ce phénomene a été démontré par Walker et ses
collaborateurs lors de I’étude de Bituminaria bituminosa (Walker et al. 2012), ou encore
pour Pastinica sativa par Zangerl et Berenbaum (Zangerl et Berenbaum 1990). Il
semblerait donc que la teneur en furanocoumarines des plantes varie entre les populations

et selon les caractéristiques écologiques du milieu de croissance.



Hypothéses et objectifs

Deux hypothéses ont été émises pour ce projet de maitrise :

Hypothese 1 : il existe des variations régionales de concentration et de composition

en furanocoumarines dans les plants de berce du Caucase au Québec.

Hypotheése 2 : ces variations sont attribuables a la fois a la diversité génétique

présente dans les populations de berce et aux différences de conditions environnementales.

L’objectif de ce travail de maitrise était donc d’étudier les variations régionales de
composition et de teneur en furanocoumarines des populations de berce du Caucase du
Québec. Une méthode analytique robuste a tout d’abord été développée et optimisée afin de
doser avec précision les furanocoumarines présentes dans la berce du Caucase. Cette
méthode a ensuite servi a analyser un grand nombre d’échantillons de feuilles récoltés a
travers le Québec, pour identifier les populations les plus riches en furanocoumarines, donc
théoriquement les plus toxiques, et ¢également révéler les variables influengant la
concentration en furanocoumarines. L’influence de I’habitat (température, précipitations et
quantité¢ d’azote dans le sol) et de la provenance géographique sur les concentrations en
furanocoumarines ont notamment été étudiées. Pour ce faire, des analyses statistiques
utilisant des modeles de régressions multiples et des analyses de la variance (ANOVA) ont

¢été réalisées afin d’interpréter les résultats obtenus dans le cadre de ce projet.



Division du mémoire

La premicre partie de ce mémoire est une revue de la littérature portant sur les
caractéristiques biologiques, écologiques et chimiques de la berce du Caucase. Ce chapitre
présente ¢également un résumé de la toxicit¢é et des activités biologiques des
furanocoumarines répertoriées dans la littérature. La seconde partie est consacrée au
développement de la méthode utilisée pour I’extraction des échantillons et le dosage
analytique des furanocoumarines. La troisiéme partie porte sur les analyses statistiques
réalisées et leurs interprétations. Enfin, la quatriéme et derniére partie présente les

conclusions de ces travaux de maitrise ainsi que des perspectives futures.



CHAPITRE 2

REVUE DE LA LITTERATURE



A) La berce du Caucase

Botanique

La berce du Caucase (Heracleum mantegazzianum) appartient a la famille des
Apiacées qui comporte plusieurs autres plantes connues pour causer des problémes de
photosensibilisation, tel que le céleri, le fenouil et la carotte (Pathak 1986). C’est une
herbacée a la stature impressionnante pouvant mesurer 5 m de hauteur pendant la floraison.
Ses tiges sont striées et creuses et peuvent atteindre 15 cm de diamétre. Elles sont
généralement marquées de taches et de points rouge-brun et portent quelques poils
grossiers. Les feuilles lobées et fortement dentées sont alternes et divisées le plus souvent
en trois ou cinq fragments. Les feuilles a la base des plants peuvent atteindre 2,5 m de
largeur. La plante produit lors de la floraison une inflorescence caractéristique. Les petites
fleurs blanches de 1 cm sont organisées en ombelles composées. La tige principale produit
une grande ombelle terminale pouvant mesurer jusqu’a 80 cm de large. Les ramifications
donnent naissance a d’autres ombelles plus petites autour de la terminale (figure 1) (Page
et al. 2006). La berce du Caucase est une plante pérenne monocarpique pouvant produire
généralement entre 10 000 et 20 000 graines par individu (Perglova et al. 2007). Durant
I’hiver, seules les parties souterraines persistent. C’est également une plante résistante au

gel. (Page et al. 2006).



Figure 1. Schéma et photo d’un plant de berce du Caucase en floraison.
A. Coupe transversale de la tige, B. Aspect externe d’un fruit,
C. Aspect interne d’une graine (= moitié¢ d’un fruit).
(Schéma provenant de Page et al., 20006).
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Origine et invasion

Cette plante, comme plusieurs autres especes du genre Heracleum, est originaire de
la région du Caucase. Elle y a ét¢ découverte dans son habitat naturel en 1890 par les
botanistes Sommier et Lever lors d’une expédition dans I’actuelle Géorgie (Jahodova et al.
2007). La région du Caucase constitue le seul habitat naturel de cette espéce, sa présence
dans d’autres pays étant liée a I’activité humaine. La berce du Caucase a été disséminée
dans le reste de I’Europe au début du 19° siécle, avec d’autres espéces d’Heracleum, pour
leur intérét ornemental. D’abord cantonnées aux jardins botaniques, ces plantes se sont
rapidement propagées dans la nature. La premiere population retrouvée a 1’état sauvage a
été enregistrée en Angleterre en 1828. Depuis, les populations de berce du Caucase ont
continu¢é a s’étendre, aidées par I’homme qui a continué a propager des graines dans les
jardins jusqu’a la fin du 20° siécle. Cette plante envahit maintenant de nombreux pays
d’Europe (figure 2) (Nielsen et al. 2005). L’invasion s’est méme poursuivie jusqu’en
Nouvelle-Z¢lande ainsi qu’en Amérique du Nord (Storr et al. 2007). La berce du Caucase a
¢été découverte au Canada pour la premicre fois en 1949 en Ontario, puis au Québec en
1982. Des populations sont également présentes en Colombie-Britannique ainsi que dans

plusieurs états aux Etats-Unis (figure 3) (Page et al. 2006; Lavoie et al. 2013).

Habitat

Dans sa région d’origine du Caucase, la berce peut croitre dans un grand intervalle
d’altitude, de 50 a 2 200 m. On la retrouve principalement dans des foréts alluviales de
coniferes, des clairieres et des prairies abandonnées (Thiele et al. 2007). Cette plante peut
envahir un grand nombre d’habitats et elle apprécie notamment les milieux ouverts, ou
partiellement ombragés. La berce du Caucase peut étre trouvée aussi bien en ville qu’en

campagne, principalement le long des routes, des voies ferrées et des cours d’eau,
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mais aussi en bordure des foréts, dans des prairies ou méme dans des jardins et des parcs
(Thiele et al. 2007). Elle peut ainsi former des colonies de plus de 2 000 individus et

s’étendre sur des terrains d’un hectare, ou couvrir jusqu’a 1 km le long des riviéres (Tiley
et al. 1996).

Figure 2. Distribution de la berce du Caucase en Europe en 2005
(Carte provenant de Nielsen et al., 2005).

Figure 3. Présence de la berce du Caucase en Amérique du Nord
(Carte provenant de United States Department of Agriculture, 2016).
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Toxicité

En plus de son aspect invasif, cette plante cause également des problémes de santé
publique. De par la présence de furanocoumarines, la berce du Caucase peut provoquer une
photodermatite lors de contact cutané suivi d’une exposition au soleil. Les brilures liées a
la berce se caractérisent par un érythéme plus ou moins sévere pouvant s’accompagner de
cloques et de boursouflures douloureuses. Dans certains cas, la dermatite peut conduire a
des brilures du deuxiéme et méme du troisieme degré (Lagey et al. 1995; Chan et al.
2011). La peau affectée présente également une hyperpigmentation pouvant perdurer
jusqu’a plusieurs mois, voire plusieurs années apres 1’inflammation initiale (Thiele et Otte

2007).

Composition chimique

A ce jour, dix-sept furanocoumarines ont été identifi¢es dans la berce du Caucase,
telles que représentées a la figure 4 (Hattendorf ef al. 2007). On retrouve ces molécules
dans toutes les parties de la plante, incluant les feuilles, les tiges, les racines les fruits ainsi
que dans les graines. Une étude réalisée au Danemark a démontré que la concentration en
molécules phototoxiques dans les feuilles, les tiges et les racines diminue progressivement
entre mai et septembre (Knudsen 1983). D’autres molécules ont également été trouvées
dans cette plante tels que des flavonoides, des anthocyanes, des coumarines et des
composés acétyléniques (figure 5) (Hattendorf et al. 2007). D’autre part, une étude a été
réalisée sur la composition chimique de I’huile essentielle de graines de berce du Caucase
(Tkachenko 1993). Celle-ci est principalement constituée de butyrate d’octyle (32%),
d’acétate d’octyle (18%) et de butyrate d’hexyle (9%) tel que montré au tableau 1.
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Figure 4. Structures des dix-sept furanocoumarines identifiées dans la berce du
Caucase (Hattendorf et al. 2007).
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Tableau 1. Composition chimique de I’huile essentielle de graines de la berce du Caucase
(Tkachenko 1993)

Composés Concentration (%)
a-pineéne 0,9
B-pinéne 0,9
Octanal 1,3

Limonéne 2.9
Octanol 3,8
Bornéol 3,1

Butyrate d’hexyle 9,2
Acétate d’octyle 18,0
Valérate d’hexyle 3,5
Acétate de bornyl 2,5
Butyrate d’octyle 32,0
Isovalérate d’octyle 4,0

Hexanoate d’octyle 0,9
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B) Les furanocoumarines

I1 est bien connu que les furanocoumarines causent des photodermatites. Des études
in vivo sur I’homme ont démontré I’activité phototoxique de ces molécules apres
application topique et exposition aux rayons UV (Pathak et Fitzpatrick 1959; Musajo et
Rodighiero 1962). La toxicité varie selon les composés et le psoraléne semble étre le plus

actif (tableau 2).

Tableau 2. Résumé des activités phototoxiques in vivo des furanocoumarines sur I’homme

Molécules Concentration minimale Activité phototoxique**
entrainant un érythéme
(ng/po’)*
Psoraléne <10 +++
Xanthotoxine 25 +++
Bergaptene 50 -+
Angélicine Non-testé +
Isobergaptene 200 +
Xanthotoxol Inactif -
Isopimpinélline Inactif -

++++ activité maximum, - inactif
* (Pathak et Fitzpatrick 1959) **(Musajo et Rodighiero 1962)

Toutefois, ces molécules peuvent s’avérer utiles dans certaines situations, en tirant
avantage de leurs propriétés particulieres. Par exemple, un remeéde a base de Psoralea
corylifolia était utilisé en Inde dans 1’ Antiquité pour traiter le vitiligo (Scott et al. 1976).
Tandis qu’en Egypte, cette maladie était soignée par des traitements a base d’Ammi majus,
une autre plante contenant des furanocoumarines (Pathak 1986). De nos jours, ces
molécules sont encore utilisées pour le traitement de plusieurs maladies cutanées comme le
psoriasis et le vitiligo (Anderson et Voorhees 1980). Apres ingestion de furanocoumarines
ou en application cutanée, la partie du corps a traiter est soumise a un rayonnement UV

afin de repigmenter la peau dans le cas du vitiligo ou de tuer les cellules psoriatiques.
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Plusieurs travaux ont ¢été¢ réalisés pour étudier les propriétés biologiques et
pharmacologiques des furanocoumarines. Ces études ont cherché ainsi a mieux connaitre la
toxicité de ces molécules et des plantes qui en contiennent. Une liste non exhaustive des
activités biologiques connues des furanocoumarines est présentée dans le tableau 3. Bien
que les mécanismes d’action des furanocoumarines soient multiples, il semblerait que
I’effet phototoxique sur la peau soit principalement di & une toxicité au niveau de I’ADN
(effet mutagéne et inhibition de la synthése), ce qui inhiberait la prolifération cellulaire
(Ashwood-Smith et al., 1980, Burger et Simons, 1979). On voit également que les
furanocoumarines sont toxiques pour un grand nombre d’organismes, comme les bactéries,
les champignons, les plantes, les insectes et les virus. Certaines de ces molécules possedent
également des propriétés pharmacologiques intéressantes, notamment un effet
antidiabétique et neuroprotecteur (Shalaby et al., 2014, Liu et al., 2014). Dans la plupart

des cas, un rayonnement UV est nécessaire pour observer un effet des furanocoumarines.
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Tableau 3. Résumé des activités biologiques reportées des furanocoumarines

Activités Références

Effets sur des organismes

Antibactérien Diane et al., 2012
Walasek et al., 2015

Antifongique Diane et al., 2012
Walasek et al., 2015

Phytotoxique Sondhia et al., 2012

Insecticide Hadacek et al., 1994
Diawara et al., 1993

Antiviral Sancho et al., 2004

Nématotoxique Caboni et al., 2015

Effets cellulaires et physiologiques
Anti-inflammatoire

Cytotoxique (cellules saines)

Cytotoxique (cellules cancéreuses)
Neuroprotecteur (in vitro)
Anticoagulant (in vivo)
Hépatotoxique (in vivo)
Hépatoprotecteur (in vivo)
Antidiabétique (in vitro et in vivo)
Atténuation de la cardiomyopathie
hypertrophique (in vitro et in vivo)
Formation d’érythéme sur la peau
Stimulation de la mélanogénese
Anti angine

Anti arythmique

Effets biochimiques
Antioxydant
Mutagene

Réarrangements chromosomiques
Inhibiteur des cytochromes P450
Inhibiteur de I’ADN polymerase I
Inhibiteur de la cholinesterase

Formation de liaison covalente entre les
deux brins d’ADN

Induction des protéines chaperonnes HSP
(Heat Shock Protein)

Wang et al., 2000

Uto et al., 2015
Ashwood-Smith ef al., 1980
Burger et Simons, 1979
Wuetal., 2010
Liuetal., 2014
Emerole et al., 1981
Emerole et al., 1981
Upadhyay et al., 2012
Shalaby et al., 2014
Zhang et al., 2010

Pathak et Fitzpatrick, 1959
Lei et al., 2002

Occhiuto et Circosta, 1996
Occhiuto et Circosta, 1996

Piao et al., 2004
Ashwood-Smith et al., 1980
Burger et Simons, 1979
Ashwood-Smith et al., 1980
Zhou et al., 2004

Granger et Héleéne, 1983
Tareq et al., 2011

Hearst, 1989

Muramatsu ef al., 1993
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Activités

Références

Effets biochimiques

Stimulation de la production de TNF-a

(facteur de nécrose tumorale)

Inhibiteur de la voie de signalisation NFAT
Antigénotoxique (protection contre des carcinogenes,
procarcinogeénes et métabolites génotoxiques)
Inhibiteur de I’ADN topoisomérase |

Inhibiteur de la polymérisation de I’ADN

Formation de liaison ADN-protéine

Inhibiteur de la liaison du facteur de

croissance épidermique (EGF) a son récepteur
Formation d’adduits avec les ARNt et ARNr

et dénaturation de la structure secondaire des ARNr
Diminution de I’activité de B-galactosidase lysosomale
Liaison avec des protéines cellulaires

Augmentation de I’activité ARNase

Formation d’espéces réactives d’oxygene et

de stress oxydatif

Inhibiteur de la production de prostaglandine E-2
induite par LPS

Vowels et al., 1992

Marquez et al., 2004
Marumoto et al., 2011

Diwan et Malpathak, 2009
Smith et al., 2004

Bordin et al., 1993

Laskin et al., 1986

Frederiksen et al., 1989;
Frederiksen et Hearst, 1979
Frederiksen et al., 1989
Frederiksen et Hearst, 1979
Frederiksen et Hearst, 1979
Joshi et Pathak, 1983

Ban et al., 2003




CHAPITRE 3

DEVELOPPEMENT DE LA METHODE ANALYTIQUE
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A) Matériel et méthode

Produits chimiques

Les standards de bergapténe, psoraléne et xanthotoxine ont été achetés chez Santa
Cruz Biotechnology (Dallas, TX, Ftats-unis). Les standards d’angélicine et
d’isopimpinélline ont été achetés chez Toronto Research Chemicals (Toronto, ON,
Canada). L’hydroxytolueéne butylé (BHT) a été acheté chez Sigma-Aldrich (Oakville, ON,
Canada). Le méthanol utilisé pour les extractions ainsi que le méthanol de grade HPLC ont

été achetés chez Fisher Scientific (Toronto, ON, Canada).

Echantillons de plantes

Des échantillons de berce du Caucase ont été récoltés au cours de 1’été 2014 dans
63 sites a travers le Québec. Pour chaque site, des morceaux de feuilles et de tiges ont été
recueillis sur deux individus différents lorsque c’était possible. Ainsi, 193 échantillons (68
de tiges et 125 de feuilles) ont été¢ obtenus et conservés au congélateur a -15 °C jusqu’a

leur analyse.

Evaluations des méthodes d’extraction

Cinq méthodes d’extraction ont été¢ évaluées avant de sélectionner la méthode
utilisée pour la préparation des 193 échantillons dosés dans le cadre de ce projet. Les
extractions ont été réalisées avec du méthanol. La premiére méthode était une macération
pendant une nuit. Pour la deuxiéme et troisieme méthode, les plantes ont été extraites dans
un bain a ultrasons pendant 30 et 60 minutes. Lors du quatrieme test, ’extraction a ¢été
réalisée dans un bain a ultrasons chauffé a 50 °C pendant 30 minutes. Finalement, la
cinquieme méthode, celle choisie pour I’extraction des échantillons, était identique a la

quatriéme mais en ayant broyé préalablement les plantes avec de la carboglace.
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Chaque extraction a été réalisée en triplicata et le pourcentage de recouvrement en
xanthotoxine et les coefficients de variations des concentrations en furanocoumarines ont

¢été calculés comme détaillés plus loin.

Macération

Quatre grammes de feuille ou de tige ont été grossierement découpés aux ciseaux et
au sécateur, puis extraits pendant une nuit dans du méthanol avec 50 pg/mL de BHT sous
agitation a I’aide d’un agitateur oscillant (40 mL de méthanol pour les tiges, 80 mL pour
les feuilles). Apreés extraction, environ 1 mL de chaque extrait a été filtré a 1’aide d’un filtre
en téflon 0,22 um et transféré dans un vial. Les échantillons ont été conservés au

congélateur a -20 °C en attendant leur analyse par HPLC, pour une semaine maximum.

Extractions aux ultrasons

Quatre grammes de feuille ou de tiges ont été grossiérement découpés aux ciseaux
et au sécateur puis extraits pendant 30 ou 60 min dans 40 mL de méthanol avec 50 pg/mL
de BHT dans un bain a ultrasons a température ambiante. Le méme processus a €té répété
en chauffant le bain a ultrasons a 50 °C pour 30 min d’extraction. Apres extraction,
environ 1 mL de chaque extrait a été filtré a I’aide d’un filtre en téflon 0,22 pm et transféré
dans un vial HPLC. Les échantillons ont été conservés au congélateur a -20 °C en attendant

leur analyse par HPLC, pour une semaine maximum.

Méthode choisie pour I’extraction des échantillons

Environ 4 g de tiges ou de feuilles fraiches ont été broyés finement dans un mortier
a I’aide de glace carbonique. La poudre obtenue a ensuite été pesée précisément et extraite
dans 40 mL de méthanol contenant 50 ug/mL de BHT, pendant 30 min dans un bain a

ultrasons a 50 °C. Le BHT joue ici le role de standard interne. Aprés extraction, environ 1
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mL de chaque extrait a été filtré¢ a I’aide d’un filtre en téflon 0,22 um et transféré dans un
vial. Les échantillons ont été conservés au congélateur a -20 °C en attendant leur analyse

par HPLC, pour une semaine maximum

Analyse par HPLC

Les échantillons ont été analysés par chromatographie liquide a haute performance
(HPLC) sur phase inverse (Kinetex 5u XB-C18 100A 250 x 4,6 mm) (Phenomenex,
Torrance, CA, Etats-Unis) avec un systéme Agilent 1100. La méthode a été développée au
cours de ce projet. La colonne a été maintenue a une température de 28 °C. L'¢lution a été
réalisée a un débit de 1 mL/min en utilisant deux solvants : A (méthanol + 0,1 % acide
formique) et B (eau + 0,1 % acide formique) avec A : 40 % (15 min), 40 % — 50 % en 10
min, 50 % (5 min), 50 %— 100 % en 5 min, puis 100 % (10 min). La colonne a été laissée
a équilibrer pendant 5 min entre chaque analyse et un blanc a été réalis¢ avant chaque
séquence analytique. L’aire des pics a ét¢ mesurée a 280 nm a 1’aide d’un détecteur a
barrettes de diodes (Agilent). Les pics correspondants aux furanocoumarines ont pu étre
identifiés par comparaison des temps de rétention avec ceux de standards commerciaux.
Cinq furanocoumarines ont ainsi été identifiées avec certitudes (psoraléne, xanthotoxine,
angélicine, isopimpinélline et bergaptene). Afin de confirmer la présence de ces molécules
dans les extraits, une solution d’extrait de berce a ¢été enrichie en ces cinq
furanocoumarines et injectée en HPLC afin d’observer ’augmentation d’intensité des pics

correspondants sur le chromatogramme.

Courbe d’étalonnage et dosage des furanocoumarines

Une courbe de dosage a été préparée a partir de solutions de xanthotoxine a
différentes concentrations (10, 20, 30, 50 et 100 pg/mL environ, réalisées en triplicata).
Les solutions de xanthotoxine ont été préparées dans du méthanol contenant 50 pg/mL de

BHT (standard interne). Deux méthodes d’étalonnage ont été évaluées et comparées.
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Tout d’abord, une courbe d’étalonnage externe reliant directement la concentration en
xanthotoxine a 1’aire du pic correspondant a été¢ obtenue (y = 18,122 x + 2,1759 ; R? =
0,9986). Un étalonnage interne a également été réalisé a I’aide des mémes solutions. Une
courbe reliant les rapports (concentration xanthotoxine/concentration BHT) et (aire pic
xanthotoxine/aire pic BHT) a ainsi été¢ obtenue (y = 3,5059 x — 0,014 ; R? = 0,9980).
Graces a ces deux équations, on a pu estimer en équivalent pg xanthotoxine la
concentration de chaque furanocoumarine dans les extraits dosés. Ces concentrations en
pg/mL ont ensuite été ramenées a des concentrations en équivalent pg xanthotoxine/g de
matériel végétal frais. Puis, en additionnant les concentrations des différentes
furanocoumarines, la concentration totale en furanocoumarines a été obtenue pour chacun

des échantillons.

Validation de la méthode

Les méthodes d’extraction et de dosage ont ét¢ validées selon les directives de la
Food and Drug Administration (Food and Drug Administration 2001) et de /'International
Conference on Harmonisation (ICH Guidelines 2005).

Test de recouvrement

L’efficacité¢ d’extraction a ét¢ déterminée par le pourcentage de recouvrement en
xanthotoxine. Des extractions tests ont été réalisées en utilisant un méme échantillon de
berce selon les cing méthodes décrites plus tot. Une extraction a également été réalisée en
ajoutant avec le solvant d’extraction, en plus de la matiere végétale, une quantité connue de
xanthotoxine. Une solution de xanthotoxine a une concentration identique a celle présente
dans I’échantillon dopé a également été traitée comme les extraits, afin de servir de témoin.
Chaque extraction a ét¢ réalisée en triplicata et analysée en HPLC afin d’obtenir les

concentrations en xanthotoxine. Ce test d’efficacité d’extraction a été réalisé a la fois pour
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des extractions de feuilles et de tiges. Le pourcentage de recouvrement a été calculé selon

la formule suivante :

A-B (1)
x 100
C

%Recouvrement =

A = concentration en xanthotoxine dans 1’extrait dopé
B = concentration en xanthotoxine dans 1’extrait normal (sans ajout)
C = concentration en xanthotoxine dans la solution témoin

Répétabilité de la méthode d’extraction

La répétabilité de la méthode d’extraction a été déterminée par la mesure des
coefficients de variation des concentrations en furanocoumarines. Les concentrations sont
celles obtenues lors des dosages des trois extraits non enrichis utilisés lors du test de

recouvrement pour chacune des cinq méthodes d’extractions.

Lineéarite

La linéarité a été déterminée a I’aide des cinq solutions préparées en triplicata pour
la réalisation de la courbe de dosage. La relation linéaire entre la concentration et 1’aire des

pics a ainsi été vérifiée pour I’intervalle des concentrations étudiées.

Sensibilite

La limite de détection (LOD) et la limite de quantification (LOQ) ont été

déterminées en HPLC par la mesure du ratio signal/bruit des pics obtenus pour des



26

solutions de xanthotoxine préparées a des concentrations connues. La valeur du ratio devait

étre au minium de trois pour la LOD et de dix pour la LOQ.

Précision

La précision intra-jour a été déterminée par le calcul des coefficients de variations
pour les furanocoumarines lors de 1’analyse de six injections d’une méme solution d’extrait
de berce. Afin de pouvoir observer une éventuelle dérive du systéme HPLC au cours d’une
séquence analytique, une solution témoin d’extrait de berce a été injectée au début, au
milieu et a la fin de chaque séquence pour mesurer la précision de I’analyse.
Ces injections de solution témoin ont également permis de déterminer la précision inter-

jour sur I’ensemble de toutes les séquences, soit sur une étendue de quatre mois.

Justesse

Trois solutions témoins de xanthotoxine a trois différentes concentrations ont été
préparées et analysées en triplicata. La justesse a été définie par I’erreur relative entre la
concentration nominale et la concentration calculée grice aux équations des droites

d’étalonnage.

) conc.moyenne calculée — conc.nominale
Erreur relative = 100 * - (2)
conc.nominale
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B) Résultats et discussion

Développement de la méthode d’extraction

Différents tests ont été réalisés afin de sélectionner une méthode d’extraction
adaptée. Pour chacune des cinq méthodes, le pourcentage de recouvrement en xanthotoxine
et la répétabilité ont été calculés tels que décrits dans la partie matériel et méthode. Les
résultats sont présentés dans le tableau 4. Chaque test a été réalisé en triplicata et les
résultats de pourcentage de recouvrement sont les moyennes obtenues. Il est important de
noter que les méthodes ont simplement été comparées pour leur pourcentage de
recouvrement et pour leur répétabilité, mais qu’aucune analyse statistique n’a été réalisée a

cette étape pour confirmer la significativité des différences observées.

Tableau 4. Résultats des tests des différentes méthodes d’extraction

Méthodes Description Matériel Recouvrement Répétabilité

% %

1 Macération pendant une nuit Feuilles 87,3 9.9
Tiges 41,5 25,7

2 Ultrasons 30 min Tiges 81,6 9.8

3 Ultrasons 60 min Tiges 76,8 9,3
4 Ultrasons 30 min a 50 °C Tiges 93,6 11,4

5 Broyage a la carboglace et Feuilles 85,0 2,1
ultrasons 30 min a 50 °C Tiges 81,0 2,5

Le pourcentage de recouvrement en xanthotoxine et la répétabilité ont été calculés comme décrit
précédemment.

Les tests ont été effectués principalement sur des tiges, car d’apres les résultats du
premier test de macération, c’est pour ce type de matrice que le pourcentage de
recouvrement ¢était le plus faible et la variation la plus grande. On a donc essayé
d’améliorer la méthode. L’extraction par ultrasons a amélioré le recouvrement ainsi que la
répétabilité. Cette derniere était cependant toujours assez €levée (9,3 %). L’augmentation
du temps d’extraction n’a pas semblé¢ améliorer ni le pourcentage de recouvrement ni la

variation entre les extraits ainsi obtenus.
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En chauffant le bain de la cuve a ultrasons a 50 °C, le pourcentage de recouvrement
a été amélioré lors du premier essai (93,6 %). Mais, lors du deuxiéme essai impliquant le
broyage des échantillons avec un mortier et de la carboglace, le pourcentage de
recouvrement a ¢été similaire a 1’extraction sans chauffage. Le chauffage seul n’a pas
amélioré la variabilité du processus d’extraction avec des ultrasons (11,4 %). Cependant,
lors de 1’essai avec un broyage préalable, la répétabilité a grandement était améliorée (2,5
%). 1l est possible que la grande variabilité observée lors des essais précédents soit due a
une mauvaise homogénéité de la taille des fragments de feuilles et de tiges, bien que

beaucoup d’efforts aient été déployés afin d'avoir une taille similaire des particules.

La méthode d’extraction par ultrasons aprés broyage a la carboglace a donné des
résultats satisfaisants pour le pourcentage de recouvrement (85,0 % et 81,0 %) et une tres
bonne reproductibilité (2,1 % et 2,5 %). Elle a donc été choisie pour 1’extraction des
échantillons a analyser. Le fait de broyer finement les échantillons avec la carboglace
augmente également la surface de contact entre la plante et le solvant, ce qui favorise
généralement ’efficacité d’extraction. Conséquemment, il n’était peut-étre pas nécessaire
de chauffer pour avoir un recouvrement satisfaisant. Il aurait slrement été possible
d’améliorer le pourcentage de recouvrement en variant le ratio plante/solvant, ou en
utilisant un autre solvant. Compte tenu des objectifs de ce projet, cette méthode semble
bien adaptée. En effet, comme il s’agit de doser et de comparer des échantillons entre eux,

le point critique est de limiter la variabilité due aux étapes de manipulations de la plante.
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Validation de la méthode analytique

La méthode de dosage par HPLC en étalonnage externe répond bien aux critéres
fixés par la FDA pour le développement de méthode analytique (Food and Drug
Administration 2001). Les résultats des tests de validation sont présentés dans le tableau 5.
La spécificité de la méthode HPLC a tout d’abord été validée par I’injection de standards
commerciaux de furanocoumarines, afin d’identifier avec certitudes les composés a doser
sur le profil chromatographique (figure 6). Cinq furanocoumarines ont ainsi été détectées
dans les extraits de berce du Caucase (psoraléne, xanthotoxine, angélicine, isopimpinélline
et bergapténe). Mis a part pour I’intensité des pics, les profils des différents échantillons
¢étaient similaires. D’aprés les spectres UV, les autres composés majoritaires présents dans
les échantillons n’appartenaient pas a la famille des furanocoumarines. La capacité de
résolution de la méthode HPLC a été confirmée par injection d’un extrait de feuille de
berce du Caucase, tel que le montre la figure 6. Les précisions intra et inter-jour pour
chaque molécule sont bien en dessous de la limite de 15 % fixée par la FDA (tableau 6), de
méme que la justesse maximum pour 1’étalonnage externe. La courbe de calibration est
également bien linéaire pour D’intervalle des concentrations retrouvées parmi les

échantillons dosés.

La comparaison des deux méthodes d’étalonnage (interne et externe) a montré que
I’étalonnage externe semblait plus fiable. En effet, la valeur maximale de justesse de
I’étalonnage interne dépasse la limite de 15 % (tableau 5). De plus lors, du dosage des
¢échantillons, des variations importantes de concentration en standard interne ont été
observées entre les échantillons. L’étalonnage externe a donc été sélectionné pour
déterminer les concentrations des furanocoumarines dans les échantillons a doser.
Néanmoins, les deux méthodes d’étalonnage ont tout de méme donné des résultats
globalement similaires et acceptables au niveau des calculs de précision (tableau 6), de

recouvrement et de répétabilité (tableau 7).



Tableau 5. Données des tests de validation de la méthode analytique
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Etalonnage externe Etalonnage interne
Equation de la droite de régression y =18,122x +2,1759 y =3,5059x - 0,014
R? 0,9986 0,9980
Linéarité pg/mL 0:126,2 0:126,2
Précision intra-jour % (min : max) 0,72 : 5,38 0,82:4,34
Précision inter-jour % (min : max) 8,52 :9.40 9,75 : 10,80
Justesse % (min : max) -1,46 : 11,35 7,39 :19,31
LOD pg/mL 0,920 0,920
LOQ pg/mL 1,725 1,725

Les courbes d’étalonnages ont été réalisées a 1’aide de solutions standards de xanthotoxine a cinq

concentrations (10, 20, 30, 50 et 100 pg/mL) et contenant 50 ng/mL de BHT.

b, g 1 I JL/LM

1
.|

Figure 6. Profil HPLC d’un extrait de feuille de berce du Caucase.
Chromatogramme enregistré a 280 nm. Pic 1 : psoraléne, pic 2 : xanthotoxine,
pic 3 : angélicine, pic 4 : isopimpinélline, pic 5 : bergaptene.

Les autres pics majeurs ne correspondent pas a des furanocoumarines.
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Tableau 6. Résultats des tests de précision intra-jour et inter-jour pour 1’étalonnage interne

et externe
Précision intra-jour % Précision inter-jour %
Etalonnage Etalonnage KEtalonnage Etalonnage

externe interne externe interne
Psoraléne 2,47 1,71 9,40 10,80
Xanthotoxine 2,72 2,03 8,52 9,75
Angélicine 0,72 0,83 8,87 10,21
Isopimpinélline 5,38 4,34 9,12 9,88
Bergapténe 3,08 2,63 9,24 10,03

Les valeurs sont indiquées en pourcentage et ont été calculées pour les concentrations de
chaque furanocoumarine. Les courbes d’étalonnages ont été réalisées a 1’aide de
solutions standards de xanthotoxine a cinq concentrations (10, 20, 30, 50 et 100 pg/mL)
et contenant 50 pg/mL de BHT.

Tableau 7. Effet de la prise en compte du standard interne dans les valeurs de pourcentage
de recouvrement et de répétabilité de la méthode d’extraction

Tiges Feuilles
Etalonnage Etalonnage Etalonnage Etalonnage
interne externe interne externe

Recouvrement (%) 82,5 81,0 99,7 85,0
Répétabilité (%)

Psoraléne 5,0 5,9 2,9 3,6

Xanthotoxine 1,7 2,5 2,5 2,1

Angélicine 2,4 3,2 2.4 3,0

Isopimpinélline 0,3 0,6 1,8 2,2

Bergaptene 1,8 2,7 2,1 2,6

Les échantillons ont été extraits a 50 °C aux ultrasons dans du méthanol aprés un broyage a la
carboglace.
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La répétabilité des analyses HPLC au sein d’'une méme séquence a été contrdlée par
I’injection d’un extrait témoin de feuille de berce au début, au milieu et a la fin de chaque
séquence afin de mesurer la précision. Celle-ci ne dépasse jamais la limite de 15 % pour
aucune des furanocoumarines dosées (tableau 8). Il n’y a donc pas de dérives excessives du

systéme au cours des séquences analytiques.

Tableau 8. Résultats du test de répétabilité au sein d’une s€équence analytique

Répétabilité moyenne (min : max) %

Etalonnage externe Etalonnage interne
Psoraléne 0,98 (0,43 : 1,72) 2,27 (0,24 : 4,56)
Xanthotoxine 0,64 (0,18 : 1,16) 2,03 (0,28 : 4,16)
Angélicine 0,60 (0,11 : 1,13) 2,01 (0,24 : 4,11)
Isopimpinélline 0,97 (0,29 : 3,12) 1,79 (0,13 : 4,50)
Bergapténe 1,04 (0,32 : 3,25) 1,90 (0,33 : 4,26)

Les données présentées sont les coefficients de variation des concentrations, avec la valeur
moyenne pour 1’ensemble des controles et les valeurs minimales et maximales observées.
Les données proviennent des extraits contrdles injectés dans chaque séquence analytique.

En conclusion, une méthode d’extraction aux ultrasons apres broyage a la
carboglace et une méthode analytique chromatographique par HPLC ont été développées
afin de pouvoir doser de facon robuste les concentrations en furanocoumarines dans des
échantillons de berce de Caucase. Les méthodes répondent aux criteéres reglementaires de
la FDA (Food and Drug Administration 2001) et de 1'International Conference on
Harmonisation (ICH Guidelines 2005). L’approche d’extraction ainsi que la méthode
d’analyse par HPLC développées sont bien adaptées aux contraintes (nombre

d’échantillons, rapidité de la méthode, etc.) de ce projet de recherche.



CHAPITRE 4

ANALYSES STATISTIQUES ET INTERPRETATIONS
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A) Matériel et méthode

Les analyses statistiques ont été réalisées avec un seuil de significativité a de 0,05 a
I’aide du logiciel IMP® (version 12.0.1, SAS Institute). Les résultats du dosage des

furanocoumarines dans les feuilles par étalonnage externe ont été utilisés.

Echantillonnage

Les analyses statistiques ont été réalisées pour 125 échantillons de feuilles récoltés
entre le 2 et le 24 juillet 2014. Ces échantillons provenaient de 63 sites de récolte a travers
11 régions du Québec, tel que le montre le tableau 9. Lorsque possible, des échantillons de
feuilles ont été recueillis sur deux individus différents par site. Les sites de récolte ont été
identifiés lors d’une étude de terrain par Lavoie et ses collaborateurs qui ont recensé les
populations de berce du Caucase au Québec en 2012. (Lavoie et al. 2013). A ces sites
d’échantillonnage, des feuilles ont également été récoltées pour des analyses génétiques et

des échantillons de sols pour des analyses du contenu en azote.

Tableau 9. Provenance des échantillons de feuilles de berce du Caucase

Régions Nombre d’échantillons
Bas-Saint-Laurent 6
Capitale-Nationale 27
Centre-du-Québec 4

Chaudiere-Appalaches 17
Estrie 10
Lanaudiére 8
Laurentides 20
Mauricie 7
Montérégie 12
Outaouais 6

Saguenay-Lac-Saint-Jean 8
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Analyses génétiques

Ces travaux font partie d’un autre projet de maitrise réalisé par Jeanne Piette, une
¢tudiante de 1’Universit¢ Laval (Piette 2017). Briévement, ’ADN a était extrait et
séquencé pour 928 échantillons de berce du Caucase. Les données SNP (Single Nucleotide

Polymorphism) ont ensuite été analysées par groupement bayésien et analyse multivariée.

Analyses de sol

Ces analyses ont ¢té effectuées par le département des sciences du bois et de la
forét de I’Université Laval. Briévement, les ions ammonium et nitrate ont été extraits avec
une solution de KCI (Keeney et Nelson 1982). Le dosage de ces ions et de 1’azote total a
été effectué par injection en flux continu (FIA) selon les méthodes QuikChem 10-107-06-
2-B, 12-107-04-1-F et 13-107-06-2D (Lachat Instruments 2008).
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Figure 7. Carte des régions administratives du Québec.

1 : Bas-Saint-Laurent, 2 : Saguenay-Lac-Saint-Jean, 3 : Capitale-Nationale, 4 : Mauricie,
5 : Estrie, 6 : Montréal, 7 : Outaouais, 8 : Abitibi-Témiscaminque, 9 : Cote-Nord, 10 :
Nord-du-Québec, 11 : Gaspésie-iles-de-la-Madeleine, 12 : Chaudiére-Appalaches, 13 :

Laval, 14 : Lanaudicre, 15 : Laurentides, 16 : Montérégie, 17 : Centre-du-Québec
(Carte provenant de Directeur général des élections du Québec, 2017).
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Données environnementales

Les variables environnementales suivantes ont été utilisées : concentration en
ammonium du sol (ppm), concentration en nitrate du sol (ppm), azote total du sol (%),
précipitations annuelles (mm), degré jour annuel > 0 °C, précipitations (mm) et
températures (°C) moyennes pour les mois de janvier a juin 2014. Les analyses de sols ont
été réalisées pour des échantillons récoltés au méme moment et aux mémes sites ou les
feuilles de berce du Caucase ont été cueillies. Les données de précipitation et de
température ont €té obtenues sur le site d’Environnement Canada pour la station météo la
plus proche du site de récolte de 1’échantillon (Gouvernement du Canada 2016). Les

valeurs annuelles proviennent de la moyenne des données enregistrées de 1981 a 2010.

Analyses statistiques réalisées

Le protocole, décrit ci-dessous, a été utilis¢é pour analyser les valeurs de
concentrations (€équivalent pg xanthotoxine/g de matériel végétal frais) ainsi que pour le
pourcentage de chaque furanocoumarine (pourcentage par rapport a la concentration totale
en furanocoumarines). Disposant d’un meilleur échantillonnage pour les feuilles que pour
les tiges (seulement 68 échantillons), les analyses statistiques ont été effectuées
uniquement pour les feuilles. Une matrice de corrélation a tout d’abord été effectuée afin
d’observer les liens entre les concentrations de chaque furanocoumarine. Les variations
chimiques ont été étudiées par deux analyses de la variance (ANOVA) pour rechercher
d’abord un éventuel effet de la région d’origine, puis de la souche génétique des
échantillons. Lorsque 1’analyse de la variance montrait 1’existence d’une différence
significative, les moyennes des échantillons regroupés par régions ou par souches
génétiques ont été comparées avec un test de comparaison multiple de Student. Ensuite,
des modeles de régression multiple ont été développés avec les variables
environnementales en utilisant une méthode BIC descendant. Apreés avoir vérifié

graphiquement 1’homogénéité de la variance des résidus des modeles, ceux-ci ont été
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enregistrés. Pour ces résidus, des analyses ANOVA ont permis de rechercher les effets de
la région et de la génétique, une fois les variations expliquées par 1’environnement prises
en compte. Des modeles d’ANOVA mixte ont également ¢été testés en utilisant les

variables environnementales en covariables et la souche génétique en effet fixe.



39

B) Résultats et discussion

Les résultats des dosages, présentés dans le tableau 10, ont tout d’abord montré que
les concentrations en furanocoumarines sont beaucoup plus élevées dans les feuilles que
dans les tiges (respectivement 1042,46 + 55,66 et 257,40 + 26,77 équivalent pg
xanthotoxine/g frais, P < 0,0001). Ce qui concorde avec les résultats de Pira et ses
collaborateurs (Pira et al. 1989). Ceux-ci ont mis en évidence que dans la berce du
Caucase, la concentration en furanocoumarines est la plus ¢élevée dans les fruits, puis dans
les feuilles et enfin dans les tiges. Les concentrations en furanocoumarines de nos
échantillons sont globalement du méme ordre de grandeur que celles trouvées dans ces
travaux (tableau 11), bien que les méthodes d’extraction utilisées différent (extraction au

Soxhlet contre extraction aux ultrasons).

Tableau 10. Concentrations et pourcentages moyens de chaque furanocoumarine dans
I’ensemble des échantillons de feuilles et de tiges de berce du Caucase

Feuilles Tiges

Psoraléne 273,88 +20,03 31,95 £ 4,66
Xanthotoxine 224,57 £ 13,89 75,35+ 12,04
Angélicine 454,55 £ 22,01 117,11 £ 11,10
Isopimpinélline 27,04 £ 3,58 19,10+ 3,70
Bergapténe 62,42 +£9,29 13,34 + 34
Concentration totale 1042,46 + 55,66 257,40 £ 26,77
% Psoralene 26,27 £ 0,80 9,88 +£0,99
% Xanthotoxine 21,54+ 0,82 23,69 + 1,86
% Angélicine 43,60 + 0,90 52,88 £2,54
% Isopimpinélline 2,59 +£0,30 7,37+ 1,14
%Bergapténe 5,99 +0,39 4,58 £0,39

Les concentrations
xanthotoxine/g de matériel
moyenne est indiquée.

sont

exprimées en

équivalent g

frais et 1’erreur standard de la
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Les cinq furanocoumarines retrouvées dans les échantillons de ce projet de maitrise
sont des molécules habituellement présentes dans la berce du Caucase (Hattendorf et al.
2007). Trois composés représentent la majorité de la concentration en furanocoumarines
dans les échantillons. L’angélicine est la molécule la plus abondante et représente plus de
40 % de la concentration totale en furanocoumarines dans les feuilles (tableau 10). Une
¢tude sur la composition en furanocoumarines des fruits de cette plante avait également

mis en évidence la proportion majeure d’angélicine (Ode et al. 2004).

Tableau 11. Concentration en furanocoumarines des échantillons de berce du Caucase des
travaux de Pira et ses collaborateurs (Pira et al. 1989)

Tiges Feuilles  Fruits

Psoraléne 155 291 828
Xanthotoxine 56 132 994
Bergapténe 111 170 1193
Isopimpinélline et pimpinélline 103 152 952
Total 425 745 3967

Les concentrations sont exprimées en pg/g de matériel frais pour
des échantillons récoltés au mois de juillet

D’apres les résultats de ce projet, I’angélicine semble étre la furanocoumarine
majoritaire dans la berce du Caucase au Québec. Les furanocoumarines angulaires, moins
répandues que les linéaires, seraient le fruit de 1’évolution et de la pression sélective
exercée par les insectes herbivores se nourrissant de plantes contenant des
furanocoumarines (Bourgaud et al. 2006). Certaines espéces d’insectes ont en effet
développé la capacité a détoxifier les furanocoumarines linéaires. Il a été suggéré que la
capacité a produire des furanocoumarines angulaires aurait évolué par la suite comme
systtme de compensation pour contrer I’adaptation des insectes aux structures linéaires.
Les furanocoumarines angulaires joueraient ainsi possiblement le role de synergistes par
leur capacité a ralentir la métabolisation des composés linéaires (Berenbaum et Zangerl

1993).
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Variations régionales des concentrations en furanocoumarines

Les analyses statistiques ont tout d’abord été réalisées sur les concentrations en
furanocoumarines, exprimées en équivalent pug xanthotoxine/g de feuilles fraiches. Une
matrice de corrélation des cinq concentrations individuelles et de la concentration totale en
furanocoumarines a révélé d’importantes corrélations entre ces variables (tableau 12). La
concentration de chaque composé évolue dans le méme sens que celle des autres et donc
logiquement dans le méme sens que la concentration totale en furanocoumarines. Les
analyses statistiques ont tout de méme ¢été réalisées pour chaque molécule ainsi que pour la

concentration totale.

Tableau 12. Matrice de corrélation des concentrations en furanocoumarines

Psoraléne Xanthotoxine Angélicine Isopimpinélline Bergaptene  Conc.

totale
Psoraléene 1,00 0,55 0,79 0,37 0,23 0,87
Xanthotoxine 0,55 1,00 0,68 0,35 0,43 0,81
Angélicine 0,79 0,68 1,00 0,43 0,33 0,93
Isopimpinélline 0,37 0,35 0,43 1,00 0,23 0,49
Bergapténe 0,23 0,43 0,33 0,23 1,00 0,50
Conc. totale 0,87 0,81 0,93 0,49 0,50 1,00

Une analyse par ANOVA a montré des différences significatives de concentration
totale en furanocoumarines entre les échantillons regroupés par régions (P < 0,0001)
(tableau 13). Il existe donc bien une variation régionale de teneur en furanocoumarines
dans les populations de berce du Caucase du Québec, a I’exception du bergapteéne. Un test
de comparaison multiple de Student a permis de discriminer les populations de berce de
chaque région selon leur concentration totale en furanocoumarines (tableau 14). Les
populations de berce les plus riches en furanocoumarines se retrouveraient dans les régions

de la Capitale-Nationale, le Centre-du-Québec et les Chaudiere-Appalaches.
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Tableau 13. Résultats des analyses ANOVA réalisées pour les concentrations
en furanocoumarines en fonction de la région d’origine

Degré de liberté Valeur de F  Valeur de P

Psoraléne 10 4,5220 <0,0001
Xanthotoxine 10 6,6016 <0,0001
Angélicine 10 2,2979 0,0170
Isopimpinélline 10 4,2684 <0,0001
Bergapténe 10 1,3982 0,1899
Concentration totale 10 5,3244 <0,0001

Tableau 14. Résultats du test de Student pour la concentration totale en furanocoumarines
selon la région d’origine

Régions Concentrations moyennes
Chaudiére-Appalaches 1533,89"
Capitale-Nationale 1453,65°
Centre-du-Québec 1275,72%
Bas-Saint-Laurent 946,75
Mauricie 897,54
Montérégie 858,25
Laurentides 813,24
Saguenay-Lac-Saint-Jean 805,10
Outaouais 673,00
Estrie 626,13°
Lanaudiére 576,73°

Les valeurs indiquées par des lettres différentes sont
significativement différentes (o = 0,05).
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Les analyses des données génétiques ont permis de mettre en évidence trois groupes
génétiques distincts (identifiés ici par des couleurs) et un groupe mixte dans les
populations de berce au Québec. De plus, chaque région étudiée a pu étre associée a une

souche génétique selon le tableau 15 (Piette 2017).

Tableau 15. Association des souches génétiques a leurs régions correspondantes

Souche rouge (46) Souche verte (57) Souche bleue (6) Souche mixte (16)
Centre-du-Québec Capitale-Nationale Bas-Saint-Laurent Laurentides
Estrie Chaudiére-Appalaches
Lanaudiere Saguenay-Lac-Saint-Jean
Montérégie Mauricie
Outaouais

Le nombre d’échantillons par souche est indiqué entre parenthéses.

Afin d’étudier si les variations régionales de concentration en furanocoumarines
pouvaient étre expliquées par la variabilité génétique des populations de berce, une analyse
ANOVA a été réalisée en séparant les €chantillons selon leur souche génétique. Cette
analyse a montré D’existence d’une différence significative de concentration en
furanocoumarines entre les échantillons selon leur souche génétique (tableau 16). La
génétique semble donc influencer en partie la teneur en furanocoumarines dans les feuilles
de berce du Caucase. Un test de Student a permis de montrer que la souche verte semble
étre la plus riche en furanocoumarines (tableau 17). Cette souche étant composée des
individus de la région Chaudiere-Appalaches et Capitale-Nationale, soit 1a ou les
populations sont les plus concentrées, ce résultat n’est pas surprenant. Cependant, la
souche verte se retrouve également dans les régions du Saguenay-Lac-Saint-Jean et de la
Mauricie, suggérant que la diversité génétique n’est peut-Etre pas le seul facteur expliquant

les variations de concentrations en furanocoumarines.
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Tableau 16. Résultats des analyses ANOVA réalisées pour les concentrations en
furanocoumarines en fonction de la souche génétique

Degré de liberté Valeur de F  Valeur de P

Psoralene 3 10,7934 <0,0001
Xanthotoxine 3 13,7949 <0,0001
Angélicine 3 4,1794 0,0075
Isopimpinélline 3 4,8341 0,0033
Bergapténe 3 1,7062 0,1693
Concentration totale 3 10,7388 <0,0001

Tableau 17. Résultats du test de Student pour la concentration totale en furanocoumarines
selon la souche génétique

Souches génétiques  Concentrations moyennes

Verte 1349,12°
Bleue 946,75%
Rouge 789,89°
Mixte 712,07°

Les valeurs indiquées par des lettres différentes sont
significativement différentes (o = 0,05).

Il existe donc bien des variations régionales de teneur en furanocoumarines dans la
berce du Caucase et ces variations semblent en partie liées a la diversité génétique entre les
populations. Une étude de Zangerl et Berenbaum avait déja pu mettre en évidence de telles
différences significatives de teneur en furanocoumarines entre plusieurs populations de
panais sauvage (Pastinica sativa) présentant une variation génétique inter-population
(Zangerl et Berenbaum 1990). A notre connaissance, aucune étude de ce genre n’avait été

auparavant réalisée pour la berce du Caucase.
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Modéles environnementaux pour les concentrations en furanocoumarines

Apreés avoir mis en évidence la présence d’une différence significative de
concentration en furanocoumarines selon la souche génétique, 1’effet de I’environnement a
été ¢tudié par le développement de modeles en régression multiple. Ceci a permis
d’observer un effet significatif de certaines variables environnementales sur la
concentration en furanocoumarines (tableaux 18 et 19). Les précipitations du mois d’avril
augmentent la teneur en furanocoumarines (coefficient positif), tandis que celles de mai la
font diminuer (coefficient négatif). Ce phénomene se retrouve également pour les
concentrations individuelles des cinq furanocoumarines. Peu d’informations sont
disponibles sur I’influence des précipitations et du stress hydrique sur la concentration en
furanocoumarines dans les plantes. Seulement une étude montrant une légeére augmentation
de la concentration en angélicine, mais aucun effet significatif pour le psoraleéne, dans les
feuilles de Bituminaria bituminosa lors de traitement d’irrigation pendant la période de

croissance a €té trouvée (Walker ef al. 2012).

L’effet opposé des précipitations d’avril et de mai est ardu a interpréter. Pendant
ces deux mois, la plante est en phase de croissance végétative (Page et al. 2006) et il est
difficile d’imaginer un scénario pour lequel les précipitations influenceraient de fagon
inverse la concentration en furanocoumarines pour deux mois consécutifs. Pour
I’augmentation de la concentration avec les précipitations, on peut supposer qu’un apport
supérieur en eau aiderait au développement de la plante et a son métabolisme, donc a la
synthése de furanocoumarines. De plus, au réveil aprés I’hiver, un apport supplémentaire
en eau pourrait probablement aider la plante a se réhydrater plus rapidement apres la
sécheresse et la déshydratation induites par le gel (Xin et Browse 2000). Inversement, on
peut imaginer qu’une augmentation des précipitations soit liée a un plus important couvert
nuageux et donc a une baisse de I’ensoleillement. Or, il est connu que I’ensoleillement et le
rayonnement UV augmentent de fagon significative la concentration en furanocoumarines
(travaux réalisés sur le panais sauvage par Zangerl et Berenbaun (Zangerl et Berenbaum

1987)). On peut supposer que ce phénomene soit li¢ a la voie de biosynthese de
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I’ombélifferone, le précurseur des furanocoumarines. En effet, il a été montré que
I’expression d’un géne impliqué dans la biosyntheése de I’ombélifferone est plus forte
lorsque la plante est exposée a des rayonnements UV (Vialart et al. 2012). En conclusion,
I’effet positif des précipitations du mois d’avril serait probablement 1i¢ au besoin en eau de
la plante a la sortie de I’hiver pour la reprise de sa croissance végétative, tandis que 1’effet
négatif des précipitations du mois de mai serait probablement li¢ a I’influence de
I’ensoleillement sur la biosynthése des furanocoumarines. Cependant, il est important de
souligner qu’étant donné la vaste aire géographique étudiée, il est possible qu’au cours de
ces deux mois les plantes soient a des stades de développement différents. Par exemple au
mois d’avril, les populations du nord pourraient reprendre leur croissance végétative plus
tard que les populations du sud a cause de la neige. Les hypotheses concernant 1’effet des
précipitations et du rayonnement UV sur la concentration en furanocoumarines pourraient
étre évaluées par des cultures en serre avec des conditions controlées de rayonnements UV

et d’apport en eau.

En plus de I’effet des précipitations, on peut relever I’influence de I’ammonium
présent dans le sol (NH,") sur la concentration en angélicine. L’effet de la fertilisation avec
de I’azote (NH4NO3) a déja été étudié pour le contenu en furanocoumarines de Psoralea
cinerea (Bourgaud et al. 1992). Les résultats montrent que le traitement n’influence pas la
concentration en angélicine des feuilles, contrairement aux résultats observés lors de notre
¢tude, mais augmente légerement la concentration en psoraléne. Cependant, les
concentrations dans les fruits étaient fortement augmentées lors des traitements a 1’azote.
Dans notre cas, la quantité d’azote total présent dans le sol semble n’avoir aucune

influence sur la concentration en furanocoumarines des feuilles de berce du Caucase.



Tableau 18. Résumé des modeles de régression multiple développés avec les variables environnementales pour les
concentrations en furanocoumarines

Psoraléne Xanthotoxine Angélicine Isopimpinélline Bergapténe Concentration totale
R?> modéle 0,26 0,32 0,20 0,19 0,33 0,28
Valeur de P <0,0001 <0,0001 <0,0001 <0,0001 <0,0001 <0,0001
du modéle
Variables du Précipitations avril ~ Précipitations avril NH," Précipitations Température Précipitations avril
modéle (<0,0001 ; 2,38) (0,002 ; 1,27) (0,0028 ; 9,75) février janvier (<0,0001 ; 6.30)
(valeur de P, (<0,0001;0,69) (<0,0001 ;-45,17)
coefficient)

Précipitations mai
(<0,0001 ; -3,55)

Température juin
(0,0960 ; -39,31)

Précipitations mai
(<0,0001 ; -3,45)

Précipitations mai
(0,0072 ; -0,37)

Précipitations
avril
(0,0081 ; 1,56)

Précipitations ~ Précipitations juin
mai (0,0437;0,12)
(0,0010 ; -2,78)

Température mars
(<0,0001 ; 56,06)

Précipitations mars
(<0,0001 ; -2,45)

Température avril
(<0,0001 ; 24,04)

Précipitations avril
(<0,0001 ; 1,63)

Température mai
(<0,0001 ; -57,86)

Précipitations mai
(<0,0001 ; -2,71)

Précipitations mai
(<0,0001 ; -10,83)

Température juin
(0,0729 ; -116,45)

47
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Tableau 19. Influence des variables environnementales sur les concentrations en
furanocoumarines

Psoraléne Xanthotoxine Angélicine Isopimpinélline Bergapténe Concentration
totale

Température -
janvier
Précipitations +
février
Température +
mars
Précipitations -
mars
Température +
avril
Précipitations + + + + +
avril
Température -
mai
Précipitations - - - - - -
mai
Précipitations +
juin
NH4 +

Un signe + indique que la concentration varie dans le méme sens que la variable,
un signe - que la concentration diminue quand la variable environnementale augmente.

Une fois les modéles de régression multiple développés, les résidus ont été
enregistrés et des analyses ANOVA ont été réalisées afin d’étudier s’il restait des
variations de concentration en furanocoumarines, une fois la variabilité liée aux conditions
environnementales prise en compte. L’homogénéité de la variance des résidus du modele
pour I’isopimpinélline n’étant pas respectée, les analyses n’ont pas été réalisées pour cette
molécule. Les ANOVA n’ont pas montré de différence significative selon la région
d’origine et la souche génétique pour aucune des concentrations en furanocoumarines
(tableau 20 et 21). La variation régionale de teneur en furanocoumarines est donc
expliquée principalement par les différences de conditions environnementales entre les

régions et I’effet de la diversité génétique est moindre.
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Tableau 20. Résultats des analyses ANOVA réalisées pour les résidus des modeles
environnementaux des concentrations en furanocoumarines en
fonction de la région d’origine

Degré de liberté Valeur de F  Valeur de P

Résidus Psoraléne 10 0,3986 0,9449
Résidus Xanthotoxine 10 1,7983 0,0686
Résidus Angélicine 10 0,8854 0,5492
Résidus Bergapténe 10 0,7541 0,6723
Résidus Concentration totale 10 0,9059 0,5304

Tableau 21. Résultats des analyses ANOVA réalisées pour les résidus des modeles
environnementaux des concentrations en furanocoumarines
en fonction de la souche génétique

Degré de liberté  Valeur de F Valeur de P
Résidus Psoraléne 3 0,1090 0,9547

Résidus Xanthotoxine 3 1,1718 0,3234
Résidus Angélicine 3 0,4674 0,7075
Résidus Bergapténe 3 0,2316 0,8742
Résidus Concentration totale 3 0,2334 0,8429

Des analyses par ANOVA ont également été réalisées sur des modeles mixtes avec
la souche génétique en effet fixe et les variables environnementales des modeles
développées précédemment pour chaque furanocoumarine en covariables. Les interactions
n’ont pas pu étre testées par manque de degré de liberté dii a un échantillonnage pas assez
conséquent. La souche génétique n’était significative pour aucune des concentrations en
furanocoumarines, ce qui concorde bien avec les résultats des analyses précédentes sur les

résidus des modéles environnementaux.
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Variations régionales des proportions des furanocoumarines

Les mémes analyses statistiques que celles réalisées pour les concentrations ont été
effectuées pour le pourcentage de chaque furanocoumarine afin d’étudier d’éventuelles
variations au niveau des proportions de chaque composé. Des analyses par ANOVA et des
tests de Student ont montré 1a aussi une différence significative dans les proportions des
furanocoumarines selon la région d’origine et la souche génétique des échantillons, a part

pour le bergapteéne (tableaux 22, 23, 24 et 25).

Tableau 22. Résultats des analyses ANOVA réalisées pour les pourcentages de chaque
furanocoumarine en fonction de la région d’origine

Degré de liberté  Valeur de F Valeur de P

%Psoraléne 10 2,0110 0,0383
% Xanthotoxine 10 3,5622 0,0004
% Angélicine 10 9,5921 <0,0001
%Isopimpinélline 10 2,0299 0,0364
%Bergapténe 10 1,6913 0,0910

Tableau 23. Résultats du test de Student pour les pourcentages de chaque
furanocoumarine selon la région d’origine

Régions %Psoraléne % Xanthotoxine % Angélicine % Isopimpinélline
moyen moyen moyen moyen
Bas-Saint-Laurent 25,07 30,88° 37,97% 0,97
Capitale-Nationale 27,99" 23,71% 40,09 2,80%°
Centre-du-Québec 22,01 27,63% 41,91°% 3,08%°
Chaudiére-Appalaches 28,22° 21,63° 38,20° 4,56
Estrie 20,43° 12,56° 56,28° 1,56
Lanaudiére 21,25% 20,13° 55,11° 0,15°
Laurentides 19,47° 21,90 51,33% 1,99
Mauricie 20,31° 26,01%° 45,42 3,79%
Montérégie 25,60°° 14,14¢ 53,68" 1,63
Outaouais 23,48 17,87 51,90% 2,09
Saguenay-Lac-Saint- 23 .47% 22,54 51,03%° 0,12¢

Jean

Les valeurs indiquées par la méme lettre au sein d’une colonne ne sont pas significativement différentes
(o= 0,05).
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Tableau 24. Résultats des analyses ANOVA réalisées pour les pourcentages de chaque
furanocoumarine en fonction de la souche génétique

Degré de liberté Valeur de F  Valeur de P

% Psoralene 3 3,9657 0,0098
% Xanthotoxine 3 6,7032 0,0003
% Angélicine 3 21,0556 <0,0001
% Isopimpinélline 3 2,6738 0,0504
%Bergapténe 3 0,0606 0,9804

Tableau 25. Résultats du test de Student pour les pourcentages de chaque
furanocoumarine selon la souche génétique

Souches %Psoraléne % Xanthotoxine % Angélicine
génétiques moyen moyen moyen
Bleue 25,07% 30,88° 37,97°
Rouge 22,20° 17,36° 53,29°
Verte 26,80 23,24 41,30
Mixte 19,79 22,44 50,41°

Les valeurs indiquées par la méme lettre au sein d’une colonne ne sont pas
significativement différentes (o = 0,05).

I1 existe donc, en plus des variations en concentration totale en furanocoumarines,
des variations dans la proportion de ces molécules selon la région d’origine et la souche
génétique. De plus, il semble y avoir un lien entre la concentration totale en
furanocoumarines et le pourcentage d’angélicine. En effet, les régions ou la concentration
totale est plus basse (Estrie et Lanaudiére par exemple), la proportion d’angélicine est plus
¢levée. Tandis que pour les régions avec une concentration totale plus élevée (tel que

Chaudicere-Appalaches et Capitale-Nationale), le pourcentage d’angélicine est plus faible.
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Afin d’approfondir ce point, des régressions simples ont été¢ développées afin de
rechercher des relations entre la concentration totale en furanocoumarines et le
pourcentage de chaque composé (figure 8). Les résultats semblent bien montrer une
relation significative entre la concentration totale en furanocoumarines et le pourcentage de
psoralene et celui d’angélicine. Le pourcentage de psoraléne augmente avec la
concentration totale, tandis que celui d’angélicine diminue. Les mode¢les de régressions ne
sont pas significatifs pour les autres molécules. On observe donc que les populations avec
une concentration totale en furanocoumarines basse sont celles avec un plus haut
pourcentage d’angélicine. L’activité photosensibilisante de 1’angélicine étant plus faible
que celle du psoraléne et de la xanthotoxine, les autres furanocoumarines majeures
présentes dans les échantillons de feuilles (Musajo et Rodighiero 1962), on peut imaginer

que la toxicité de telles populations s’en trouve donc encore plus réduite en théorie.
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Figure 8. Représentations graphiques des modeéles de régression simple entre la

concentration totale en furanocoumarines et le pourcentage de chaque composé.
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Modéles environnementaux pour les proportions des furanocoumarines

Le développement de modeles en régression multiple pour les pourcentages de
chaque molécule, en suivant la méme méthode que celle pour les concentrations, a permis
de mettre en ¢évidence D’effet de I’environnement sur la proportion de chaque
furanocoumarine dans les échantillons (tableaux 26 et 27). A la vue de ces résultats, il
semble que les précipitations du mois de mai fassent augmenter le pourcentage
d’angélicine au détriment des autres furanocoumarines. On avait vu précédemment que les
précipitations de mai avaient un effet négatif sur la concentration totale en
furanocoumarines. Les précipitations de mai influenceraient donc la teneur en
furanocoumarines, mais aussi la proportion de chaque molécule. L’influence de
I’environnement sur la composition chimique en métabolites secondaires est bien connue,
notamment dans le cas des plantes aromatiques utilisées pour la production d’huiles
essentielles. Une méme espéce peut avoir une composition différente en molécules selon
les conditions environnementales et sa provenance géographique (Tommasi et al. 2007).
On parle alors de chémotypes. Dans le cas des furanocoumarines, une étude sur les racines
de panais sauvage avait montré 1’effet significatif de traitements nutritifs (azote, phosphore
et potassium) et de 1’ensoleillement sur les pourcentages de plusieurs furanocoumarines
(Zangerl et Berenbaum 1987). Le pourcentage de xanthotoxine, par exemple, diminuait

lorsque I’apport en nutriments augmentait.
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Tableau 26. Résumé des modeles de régression multiple développés avec les variables
environnementales pour les pourcentages de chaque furanocoumarine

%Psoraléne % Xanthotoxine % Angélicine %Isopimpinélline % Bergaptene
R? modéle 0,14 0,11 0,41 0,29 0,34
Valeur de P 0,0003 0,0001 <0,0001 <0,0001 <0,0001
du modéle
Variables du  Précipitations Précipitations Précipitations NOs’ Degré jour
modele annuelles mai annuelles (0,0075 ; -0,10) (0,0001 ; 0,01)
(valeur de P, (0,0017;0,02) (0,0001;-0,13) (<0,0001 ;-0,04)
coefficient)
Température Précipitations mai Température Précipitations
février (<0,0001 ; 0,25) janvier annuelles
(0,0516 ; -0,87) (0,0002 ; 0,68) (0,0042 ; 0,02)
Précipitations Précipitations Température
mai janvier janvier
(0,0190 ; -0,08) (<0,0001;0,10) (<0,0001 ;-1,50)

Précipitations avril Température mars
(<0,0001 ; -0,05) (0,0002 ; 1,46)

Température mai Précipitations
(0,0003 ; -1,05) mars
(<0,0001 ;-0,11)
Précipitations mai  Température avril
(0,0018 ; -0,04) (<0,0001 ; 0,89)

Précipitations juin ~ Température mai
(0,0020 ; 0,02) (<0,0001 ; -3,14)

Précipitations mai
(0,0076 ; -0,06)
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Tableau 27. Influence des variables environnementales sur les pourcentages en
furanocoumarines

%Psoraléne % Xanthotoxine % Angélicine %Isopimpinélline % Bergapténe

Température + -
janvier
Précipitations +
janvier
Température +
mars
Précipitations -
mars
Température +
avril
Précipitations -
avril
Température - -
mai
Précipitations - - + - -
mai
Précipitations +
juin
NO;5 -
Degré jour +
>0°C
Précipitations + - +
annuelles

Un signe + indique que le pourcentage varie dans le méme sens que la variable,
un signe - que le pourcentage diminue quand la variable environnementale augmente.
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Des analyses par ANOVA des résidus des modeles environnementaux ont mis en
évidence une différence significative pour les pourcentages de xanthotoxine et d’angélicine
selon la région (tableau 28 et 29). Il reste donc des variations non expliquées par les
variables environnementales pour les pourcentages de ces deux molécules. L’analyse par
ANOVA de ces mémes résidus a révélé une différence significative pour le pourcentage de
xanthotoxine selon la souche génétique (tableau 30 et 31). La génétique expliquerait ainsi
8 % des variations résiduelles du pourcentage en xanthotoxine (R* = 0,08). Les variations
régionales non expliquées par I’environnement seraient donc explicables en partie par la
variabilité génétique présente dans les populations de berce du Caucase au Québec.
L’homogénéité de la variance des résidus du modéle pour le pourcentage d’isopimpinélline
n’étant pas respectée, les analyses n’ont pas été réalisées pour cette molécule. Les analyses
ANOVA par des modeles mixtes (souche génétique et variables environnementales) ont
également montré une différence significative pour les pourcentages de xanthotoxine et

d’angélicine selon de la souche génétique (P = 0,0130 et 0,0376 respectivement).

Tableau 28. Résultats des analyses ANOVA réalisées pour les résidus des modeles
environnementaux des pourcentages en furanocoumarines
en fonction de la région d’origine

Degré de liberté  Valeur de F Valeur de P

Résidus % Psoraléne 10 0,5692 0,8361
Résidus % Xanthotoxine 10 2,3366 0,0152
Résidus % Angélicine 10 2,3723 0,0137

Résidus % Bergapténe 10 0,9576 0,4842
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Tableau 29. Résultats du test de Student pour les résidus des modeles environnementaux
des pourcentages en xanthotoxine et en angélicine selon la région d’origine

Régions Moyennes des résidus du Moyennes des résidus du
% xanthotoxine %angélicine

Bas-Saint-Laurent 8,47 -2,09°¢

Centre-du-Québec 4,847 0,47
Lanaudiére 3,70° 2,31
Laurentides 2,80% 2,344

Mauricie 2,77°% 1,01%%¢
Capitale-Nationale 0,10°% -1,16%
Chaudiére-Appalaches -1,220¢ -3,65¢
Saguenay-Lac-Saint-Jean -3,00°% 6,55"
Montérégie -4,34% 5,11%°

Outaouais -4,98°% 1,69°
Estrie -5,13¢ 3,86"

Les valeurs indiquées par la méme lettre au sein d’une colonne ne sont pas significativement
différentes (o = 0,05).

Tableau 30. Résultats des analyses ANOVA réalisées pour les résidus des modeles
environnementaux des pourcentages en furanocoumarines en fonction de la
souche génétique

Degré de liberté  Valeur de F Valeur de P

Résidus % Psoralene 3 0,1960 0,8990
Résidus % Xanthotoxine 3 3,7694 0,0125
Résidus % Angélicine 3 2,5146 0,0616
Résidus %o Bergapténe 3 0,9080 0,4394

Tableau 31. Résultats du test de Student pour les résidus des modeles environnementaux
des pourcentages en xanthotoxine selon la souche génétique

Souches génétiques Moyennes des résidus du
% xanthotoxine
Bleue 8,48°
Mixte 3,62
Verte -0,50"
Rouge -1,75¢

Les valeurs indiquées par des lettres différentes sont significativement
différentes (o = 0,05).
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Bilan

Des variations régionales de concentration et de composition en furanocoumarines
ont ¢té observées dans les feuilles de berce du Caucase récoltées au Québec. Ces variations
peuvent étre expliquées par I’environnement comme le suggerent les modeles développés.
Dans le cas de la concentration totale en furanocoumarines, aucune variation régionale
résiduelle ne persiste apres prise en compte des conditions environnementales. Que ce soit
pour les concentrations ou les pourcentages en furanocoumarines, 1’environnement a un
effet dominant par rapport a la variation liée a la diversité génétique. Uniquement dans le
cas du pourcentage en xanthotoxine, la variation résiduelle des mod¢les environnementaux
a pu étre expliquée en partie par la variabilité génétique. Il semble donc qu’il existe un lien
entre les variables environnementales et la diversité génétique. Afin de vérifier ce
phénomene, les variables environnementales ont été¢ analysées en fonction de la souche
génétique par ANOVA. Ceci a montré I’existence de différences significatives selon les
groupes pour les variables environnementales, a 1’exception de I’ammonium et de 1’azote
total (tableau 32). Chaque souche génétique semblerait donc adaptée a un environnement
donné, ce qui pourrait expliquer pourquoi I’effet de la génétique était non significatif en
analysant les résidus des modeles de régression développés avec les variables

environnementales et aussi dans les modéles mixtes d’ANOVA.

Les analyses ont de plus démontré que les populations de berce avec la plus haute
teneur en furanocoumarines se retrouveraient dans les régions de la Capitale-Nationale, le
Centre-du-Québec et les Chaudiere-Appalaches. Cependant, cette étude a été réalisée sur
des plantes récoltées au cours d’un seul mois au sein d’'une méme année. Avec uniquement
ces données, il est donc impossible de conclure avec certitude que chaque année les
populations les plus riches en furanocoumarines se retrouveront dans ces régions. L’étude
devrait étre répétée plusieurs années afin de vérifier cette tendance, d’autant plus qu’il
semblerait que les conditions environnementales influencent la concentration en

furanocoumarines.



Tableau 32. Résultats des analyses ANOVA réalisées pour les variables
environnementales en fonction de la souche génétique

Degré de liberté  Valeur de F  Valeur de P

Ammonium 3 1,6218 0,1881
Nitrate 3 4,2490 0,0069
Azote total 3 1,8572 0,1407
Degré jour 3 56,1335 <0,0001
Précipitations annuelles 3 5,4889 0,0015
Température janvier 3 6,6727 0,0003
Précipitations janvier 3 6,9397 0,0002
Température février 3 22,6926 <0,0001
Précipitations février 3 16,7994 <0,0001
Température mars 3 75,7257 <0,0001
Précipitations mars 3 10,0254 <0,0001
Température avril 3 10,2683 < 0,0001
Précipitations avril 3 4,0080 0,0093
Température mai 3 50,3769 <0,0001
Précipitations mai 3 45,9202 <0,0001
Température juin 3 9,0688 <0,0001
Précipitations juin 3 4,1865 0,0075
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CHAPITRE 5

CONCLUSION ET PERSPECTIVES
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Au cours de ce projet de maitrise, 1’étude des variations régionales de concentration
en furanocoumarines des populations de berce du Caucase au Québec a pu étre
menée a bien. L’existence d’une différence significative de concentration totale en
furanocoumarines selon les régions a ét¢ mise en évidence. La concentration moyenne
dans les feuilles varie de 577 a 1534 équivalent pg de xanthotoxine/g frais, pour
respectivement la région de Lanaudiére et celle des Chaudiére-Appalaches. De plus, les
concentrations en furanocoumarines sont supérieures aux doses minimales phototoxiques
déterminées dans une étude toxicologique sur I’homme (Pathak et Fitzpatrick 1959). Pour
la xanthotoxine et le psoraléne par exemple, des érythémes ont été observés a partir de 25
et 10 pg/po® 1l serait difficile d’estimer la quantité de furanocoumarines présente
réellement sur la peau apreés un contact avec la berce du Caucase, mais les concentrations
en xanthotoxine et psoraléne dans les feuilles (224,57 et 273,88 équivalent pg de
xanthotoxine/g) et les tiges (75,35, et 31,95) sont déja une bonne indication de la toxicité

de cette plante.

Les analyses statistiques ont démontré que pour I’année 2014, les populations de
berce avec la plus haute teneur en furanocoumarines se retrouveraient dans les régions de
la Capitale-Nationale, du Centre-du-Québec et des Chaudiere-Appalaches. C’est donc, a
priori, principalement dans ces régions que la berce du Caucase est la plus dangereuse pour
I’homme. Cependant, la concentration en furanocoumarines dans les régions plus

faiblement concentrées est tout de méme supérieure a la dose minimale phototoxique.

De plus, les analyses statistiques ont montré que les variations régionales de
concentrations sont principalement liées aux différences de conditions environnementales
entre les régions. Les précipitations du mois d’avril feraient augmenter la concentration
totale en furanocoumarines, tandis que les précipitations de mai la feraient diminuer. Ces
résultats suggeérent que ’effet positif des précipitations d’avril pourrait étre causé par le
besoin de la plante a se réhydrater pour reprendre sa croissance végétative apres la
déshydratation hivernale et que I’effet des précipitations de mai refléterait plutdt le lien

avec I’ensoleillement et son influence sur la biosynthése des furanocoumarines.
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Des variations régionales ont ¢galement été observées pour les pourcentages des
furanocoumarines présentes dans les échantillons. De plus amples analyses ont permis de
montrer I’existence d’un lien entre les pourcentages de psoraléne et d’angélicine et la
concentration totale en furanocoumarines. Le pourcentage de psoraléne augmente avec la
concentration totale, mais celui d’angélicine diminue. Les populations avec la plus faible
teneur en furanocoumarines sembleraient étre aussi celles avec le plus haut pourcentage
d’angélicine. Cette derni¢re étant moins phototoxique que les autres molécules, la toxicité

de telles populations, bien que toujours dangereuse, pourrait étre plus faible.

Les conclusions de ce projet se basent sur 1’analyse d’échantillons obtenus pour une
seule année et récoltés au cours d’un seul mois. Cette étude statistique gagnerait a étre
répétée sur d’autres années afin de confirmer la répartition des populations de berce du
Caucase les plus riches en furanocoumarines ainsi que 1’influence des variables
environnementales sur la concentration de ces molécules. Il pourrait également étre
intéressant d’estimer par des tests in vitro le potentiel phototoxique des extraits de berce
obtenus durant ces travaux. Ceci pourrait permettre d’étudier ensuite, par des analyses
statistiques similaires a celles réalisées dans ce projet, le lien entre la concentration et

composition en furanocoumarines et la toxicité des extraits.

Outre I’aspect écologique, ce projet a également été 1’occasion de développer une
méthode analytique robuste pour [’analyse des furanocoumarines présentes dans des
¢chantillons de berce du Caucase, en se basant sur les criteres réglementaires de la FDA et
de I'ICH. Cette méthode serait transposable pour étudier d’autres plantes contenant des
furanocoumarines. Cela pourrait ainsi servir a comparer la teneur et le contenue en ces
molécules de plusieurs especes, afin d’estimer le potentiel phototoxique et évaluer le
danger potentiel que peuvent représenter de telles plantes, par exemple, la berce laineuse et

le panais sauvage qui sont présentes au Québec.
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En conclusion, ce projet a permis le développement d’une méthode
d’analyse du contenu en furanocoumarines d’échantillons de plantes, mais a porté
principalement sur 1’é¢tude écologique des variations régionales de la teneur et de la
composition de la berce du Caucase, étude qui n’avait jamais été réalisée auparavant pour

cette espece.
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ANNEXE 1
CONCENTRATIONS EN FURANOCOUMARINES DANS
LES ECHANTILLONS DE FEUILLES ET RESULTATS DES

ANALYSES DE SOL



Les concentrations en furanocoumarines sont exprimées en équivalent ug xanthotoxine/g de matériel frais

Les concentrations d’ammonium et de nitrate sont exprimées en ppm et 1’azote total en pourcentage.

Echantillon  Région Souche génétique Psoraléne Xanthotoxine Angélicine Isopimpinéline Bergapténe Conc. totale  Ammonium __ Nitrate Azote total
137BF Bas-Saint-Laurent bleue 92,50 172,28 157,28 0,00 23,83 445,89 5,91 2,17 0,183
137AF Bas-Saint-Laurent bleue 290,09 297,17 424,06 0,00 55,25 1066,57 591 2,17 0,183
939BF Bas-Saint-Laurent bleue 358,43 373,86 532,16 22,27 55,83 1342,55 19,60 2,10 0,273
939AF Bas-Saint-Laurent bleue 105,97 303,83 288,57 18,25 61,83 778,45 19,60 2,10 0,273
963AF Bas-Saint-Laurent bleue 342,62 258,67 382,04 19,03 37,11 1039,48 19,89 12,79 0,379
963BF Bas-Saint-Laurent bleue 294,30 272,57 396,54 0,00 44,17 1007,58 19,89 12,79 0,379
S1AF Capitale-Nationale verte 62,15 346,11 339,26 40,26 107,25 895,02 10,29 7,58 0,242
51BF Capitale-Nationale verte 322,13 941,73 1034,64 60,98 364,42 2723,90 10,29 7,58 0,242
426AF Capitale-Nationale verte 341,59 262,24 344,35 0,00 64,63 1012,80 16,40 16,20 0,496
426BF Capitale-Nationale verte 462,52 420,14 654,55 18,76 96,69 1652,65 16,40 16,20 0,496
130AF Capitale-Nationale verte 390,12 242,45 498,04 0,00 50,92 1181,53 8,65 25,59 0,142
130BF Capitale-Nationale verte 687,86 350,32 755,64 0,00 63,57 1857,39 8,65 25,59 0,142
173BF Capitale-Nationale verte 710,64 394,62 880,04 0,00 63,28 2048,59 7,90 4,27 0,121
173AF Capitale-Nationale verte 379,96 372,54 529,10 26,75 84,94 1393,29 7,90 4,27 0,121
335AF Capitale-Nationale verte 309,70 216,28 427,22 0,00 36,71 989,91 16,40 7,45 0,150
335BF Capitale-Nationale verte 580,97 255,20 717,35 0,00 52,26 1605,78 16,40 7,45 0,150
335CF Capitale-Nationale verte 208,22 376,29 478,08 46,61 83,61 1192,80 16,40 7,45 0,150
340AF Capitale-Nationale verte 547,41 322,71 595,13 0,00 65,47 1530,72 14,09 10,79 0,225
340CF Capitale-Nationale verte 1298,44 435,16 1108,47 117,36 94,40 3053,84 14,09 10,79 0,225
346BF Capitale-Nationale verte 205,14 195,86 281,25 61,91 57,65 801,81 16,57 6,00 0,786
346AF Capitale-Nationale verte 386,12 453,73 605,46 40,12 91,37 1576,80 16,57 6,00 0,786
371BF Capitale-Nationale verte 436,55 300,78 668,21 0,00 53,59 1459,13 22,29 17,09 0,121
371AF Capitale-Nationale verte 226,15 303,73 513,42 28,37 59,51 1131,18 22,29 17,09 0,121
374AF Capitale-Nationale verte 296,60 142,79 370,60 22,81 28,41 861,22 24,00 1,61 0,280
374BF Capitale-Nationale verte 451,98 233,37 520,48 124,66 57,73 1388,21 24,00 1,61 0,280
388AF Capitale-Nationale verte 515,60 174,99 465,91 30,51 41,97 1228,98 12,00 1,33 0,123
388BF Capitale-Nationale verte 263,29 237,17 404,29 51,59 52,74 1009,08 12,00 1,33 0,123
903bf Capitale-Nationale verte 122,55 282,97 302,83 0,00 54,09 762,44
903af Capitale-Nationale verte 165,97 223,49 379,87 150,89 60,62 980,84
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Echantillon  Région Souche génétique Psoraléne Xanthotoxine Angélicine Isopimpinéline Bergapténe Conc. totale  Ammonium __ Nitrate Azote total
904BF Capitale-Nationale verte 233,07 266,34 420,03 0,00 38,56 958,00 26,29 25,99 0,511
904AF Capitale-Nationale verte 425,14 404,85 809,31 0,00 71,31 1710,61 26,29 25,99 0,511
MI1BF Capitale-Nationale verte 667,25 435,20 741,85 86,26 100,21 2030,77 15,89 1,79 0,171
MIAF Capitale-Nationale verte 666,37 466,26 815,46 144,43 118,87 2211,40 15,89 1,79 0,171
8BF Centre-du-Québec rouge 152,87 196,22 235,30 0,00 28,09 612,48 14,89 10,69 0,199
8AF Centre-du-Québec rouge 365,24 524,43 590,30 26,86 72,24 1579,07 14,89 10,69 0,199
197af Centre-du-Québec rouge 439,42 307,95 719,54 19,22 80,82 1566,95 13,29 8,70 0,206
197bf Centre-du-Québec rouge 160,49 344,43 617,67 126,39 95,41 1344,38 13,29 8,70 0,206
E1BF Chaudiére-Appalaches verte 454,01 211,05 582,94 93,49 69,13 1410,62 7,98 1,62 0,107
E1AF Chaudiére-Appalaches verte 422,84 252,81 586,32 122,72 90,16 1474,84 7,98 1,62 0,107
E2AF Chaudiére-Appalaches verte 605,38 195,26 609,37 104,77 64,48 1579,27 13,50 1,56 0,048
F1AF Chaudiére-Appalaches verte 509,23 271,23 523,52 121,25 74,40 1499,63 18,29 30,49 0,163
FIBF Chaudiére-Appalaches verte 658,34 421,94 993,14 137,69 122,06 2333,17 18,29 30,49 0,163
F2AF Chaudiére-Appalaches verte 240,51 171,71 502,63 151,78 66,29 113291 14,09 2,56 0,156
F2BF Chaudiére-Appalaches verte 395,50 311,95 632,47 178,47 97,33 1615,72 14,09 2,56 0,156
290BF Chaudiére-Appalaches verte 114,60 158,64 199,22 0,00 30,87 503,33 14,10 4,77 0,116
290AF Chaudiére-Appalaches verte 572,71 248,40 646,93 33,79 56,05 1557,88 14,10 4,77 0,116
900BF Chaudiére-Appalaches verte 231,21 251,08 309,13 25,68 50,45 867,55 30,78 4,22 0,308
900CF Chaudiére-Appalaches verte 590,49 583,93 765,97 45,54 127,76 2113,69 30,78 4,22 0,308
951BF Chaudiére-Appalaches verte 226,89 235,23 290,18 25,70 39,21 817,21 7,96 1,96 0,061
951AF Chaudiére-Appalaches verte 434,73 314,63 499,64 0,00 56,92 1305,92 7,96 1,96 0,061
111AF Chaudiére-Appalaches verte 276,55 354,46 459,43 30,48 96,88 1217,81 19,49 6,94 0,273
111BF Chaudiére-Appalaches verte 403,64 498,67 619,47 49,90 1120,71 2692,39 19,49 6,94 0,273
BIBF Chaudiére-Appalaches verte 304,92 313,23 514,75 21,16 45,51 1199,56 12,89 3,56 0,177
BIAF Chaudiére-Appalaches verte 950,19 607,01 1060,06 30,13 107,19 2754,58 12,89 3,56 0,177
176AF Estrie rouge 342,34 162,76 630,96 25,44 80,84 1242,34 19,30 3,17 0,352
176BF Estrie rouge 193,11 121,43 412,84 26,26 102,03 855,67 19,30 3,17 0,352
909AF Estrie rouge 14,13 0,00 40,20 0,00 0,00 54,33 10,70 3,85 0,144
909BF Estrie rouge 87,28 96,40 281,65 0,00 103,65 568,98 10,70 3,85 0,144
923BF Estrie rouge 127,94 86,97 309,63 0,00 55,43 579,96 13,70 6,90 0,213
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Echantillon Région Souche génétique Psoraléne Xanthotoxine Angélicine Isopimpinéline Bergapténe Conc. totale  Ammonium  Nitrate  Azote total

912BF Estrie rouge 118,08 0,00 305,73 0,00 37,83 461,64 7,98 1,55 0,108
912AF Estrie rouge 119,75 18,71 566,36 27,75 60,70 793,28 7,98 1,55 0,108
242AF Estrie rouge 139,11 132,38 324,40 23,52 25,27 644,69 8,06 5,66 0,077
242BF Estrie rouge 79,25 154,57 330,83 21,94 59,96 646,54 8,06 5,66 0,077
95BF Lanaudiére rouge 33,70 51,41 113,07 0,00 0,00 198,18 9,30 2,24 0,066
95AF Lanaudiére rouge 82,85 76,39 227,03 0,00 26,63 412,90 9,30 2,24 0,066
917AF Lanaudiére rouge 93,82 101,71 299,76 0,00 24,40 519,70 25,50 2,19 0,278
917BF Lanaudiére rouge 76,93 91,53 220,43 0,00 24,91 413,80 25,50 2,19 0,278
918BF Lanaudiére rouge 35,70 43,42 107,40 0,00 0,00 186,52 7,58 3,96 0,191
918AF Lanaudiére rouge 41,50 55,69 132,35 0,00 0,00 229,53 7,58 3,96 0,191
275BF Lanaudiére rouge 280,41 122,79 503,02 0,00 51,26 957,48 12,30 2,14 0,092
275AF Lanaudiére rouge 505,62 247,94 850,12 20,62 71,43 1695,74 12,30 2,14 0,092
14BF Laurentides mixte 143,17 166,68 335,34 0,00 38,94 684,13 13,19 9,41 0,270
14AF Laurentides mixte 204,19 244,93 440,52 0,00 59,12 948,77 13,19 9,41 0,270
40BF Laurentides mixte 86,91 88,62 341,63 0,00 21,57 538,74 10,10 13,89 0,193
40AF Laurentides mixte 87,29 102,18 353,58 0,00 37,03 580,09 10,10 13,89 0,193
955AF Laurentides mixte 138,52 236,25 404,66 27,00 41,51 847,93 24,79 1,74 0,295
955BF Laurentides mixte 134,94 296,42 467,98 26,85 58,43 984,62 24,79 1,74 0,295
43BF Laurentides mixte 177,58 101,39 305,30 0,00 20,41 604,68 7,39 11,89 0,134
43AF Laurentides mixte 213,04 132,23 379,26 0,00 24,77 749,30 7,39 11,89 0,134
92BF Laurentides mixte 61,11 71,36 104,06 49,14 24,99 310,67 13,19 11,60 0,271
92AF Laurentides mixte 61,92 170,42 186,02 19,41 38,14 47591 13,19 11,60 0,271
915AF Laurentides rouge 143,98 182,42 414,56 0,00 48,59 789,55 14,50 5,34 0,222
915BF Laurentides rouge 352,21 217,95 816,17 16,93 57,14 1460,40 14,50 5,34 0,222
952BF Laurentides mixte 89,67 148,42 336,29 19,61 26,68 620,67 14,50 4,80 0,111
952AF Laurentides mixte 154,48 204,80 463,75 25,22 34,49 882,75 14,50 4,80 0,111
41.1AF Laurentides mixte 259,23 119,89 542,70 0,00 42,13 963,96 17,29 1,66 0,249
41.1BF Laurentides mixte 155,87 76,06 459,16 0,00 49,07 740,16 17,29 1,66 0,249
916BisAF Laurentides mixte 97,717 138,12 251,40 0,00 24,07 511,36 7,71 29,10 0,239
916BisBF Laurentides mixte 224,30 255,44 414,40 19,28 35,99 949,42 7,71 29,10 0,239
203BF Laurentides rouge 120,57 224,82 574,32 28,07 62,64 1010,42 29,69 115 0,293

203AF Laurentides rouge 298,02 300,62 884,74 34,01 93,99 1611,37 29,69 1,15 0,293




Echantillon Région Souche génétique Psoraléne Xanthotoxine Angélicine Isopimpinéline Bergaptene Conc. totale  Ammonium  Nitrate Azote total
171BF Mauricie rouge 75,65 115,93 236,17 0,00 28,97 456,72 9,63 2,35 0,104
171AF Mauricie rouge 147,53 140,27 362,26 0,00 41,49 691,55 9,63 2,35 0,104
326AF Mauricie verte 125,08 288,02 259,65 31,24 38,76 742,75 9,58 16,19 0,172
327AF Mauricie verte 554,64 305,85 569,41 0,00 66,44 1496,35 12,90 5,50 0,130
327BF Mauricie verte 769,51 422,47 868,58 0,00 70,84 2131,40 12,90 5,50 0,130
937BF Mauricie verte 0,00 45,58 95,85 26,07 0,00 167,50 5,20 1,73 0,093
937AF Mauricie verte 85,47 180,22 255,84 40,48 34,51 596,52 5,20 1,73 0,093
108AF Montérégie rouge 37,50 44,29 90,07 0,00 0,00 171,86 7,68 791 0,163
108BF Montérégie rouge 29,16 27,62 104,98 0,00 0,00 161,76 7,68 791 0,163
213BF Montérégie rouge 867,26 61,97 204,70 0,00 38,18 1172,11 6,54 3,07 0,043
213AF Montérégie rouge 202,23 96,32 408,43 0,00 45,98 752,95 6,54 3,07 0,043
921AF Montérégie rouge 485,55 221,67 947,23 52,68 72,42 1779,55
921BF Montérégie rouge 594,96 287,03 1140,34 87,54 110,71 2220,59
SSAF Montérégie rouge 177,00 244,46 456,19 32,39 57,10 967,14 9,70 6,66 0,305

55BF Montérégie rouge 273,28 478,43 875,90 100,79 109,30 1837,70 9,70 6,66 0,305
114AF Montérégie rouge 45,39 0,00 177,47 0,00 18,58 241,44 6,27 2,52 0,168
114BF Montérégie rouge 17,37 24,21 110,87 0,00 25,30 177,75 6,27 2,52 0,168
194AF Montérégie rouge 26,68 0,00 64,26 0,00 0,00 90,94 13,10 4,99 0,225
194BF Montérégie rouge 155,01 134,22 357,21 28,41 50,36 725,22 13,10 4,99 0,225
23BF Outaouais rouge 144,92 104,74 305,40 19,69 18,86 593,61 4,36 1,13 0,078
23AF Outaouais rouge 139,25 132,51 324,73 23,55 25,30 645,33 4,36 1,13 0,078
420AF Outaouais rouge 184,23 40,20 311,91 19,20 28,25 583,79 13,60 1,04 0,041
420BF Outaouais rouge 357,29 189,60 649,13 29,87 51,66 1277,55 13,60 1,04 0,041
34AF Outaouais rouge 68,28 84,20 182,45 0,00 21,89 356,83 6,36 11,20 0,224
34BF Outaouais rouge 94,63 138,11 316,30 0,00 31,90 580,93 6,36 11,20 0,224
82AF Saguenay—Lac-Saint-Jean verte 59,28 29,59 156,23 0,00 0,00 245,10 8,94 1,42 0,219
82BF Saguenay—Lac-Saint-Jean verte 107,53 63,88 285,88 0,00 31,78 489,08 8,94 1,42 0,219
116AF Saguenay—Lac-Saint-Jean verte 80,22 36,44 200,05 0,00 0,00 316,72 4,62 1,83 0,085
116BF Saguenay—Lac-Saint-Jean verte 66,40 743,40 204,27 0,00 0,00 1014,06 4,62 1,83 0,085
905AF Saguenay—Lac-Saint-Jean verte 130,22 68,08 269,04 0,00 17,43 484,77 19,99 10,69 0,237
905BF Saguenay—Lac-Saint-Jean verte 117,41 114,92 249,99 0,00 24,50 506,83 19,99 10,69 0,237
950BF Saguenay—Lac-Saint-Jean verte 411,91 231,45 717,18 0,00 63,19 1423,73 14,69 9,89 0,137
950AF Saguenay—Lac-Saint-Jean verte 603,48 341,60 932,30 19,73 63,43 1960,53 14,69 9,89 0,137
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ANNEXE 2
DONNEES ENVIRONEMENTALES UTILISEES POUR LE

DEVELOPPEMENT DES MODELES



Latitude et longitude en degrés, température en °C, précipitation en mm.
Les valeurs de degré jour annuel > 0 °C et précipitation annuelle proviennent de la moyenne des données de 1981 a 2010.

Temp Précip Temp Précip Temp Précip Temp Précip Temp Précip Temp Précip
) Degré Précip janvier janvier février février mars mars avril avril mai mai juin juin
Echantillon Latitude Longitude Station météo jour  annuelle 2014 2014 2014 2014 2014 2014 2014 2014 2014 2014 2014 2014
137BF 47904 68,653 st guy/rimouski  2319,30  1270,80  -10,80 27,00 9,60 76,00 -9,50 55,00 -1,20 75,00 10,00 7540 17,80 106,
137AF 47904 68,653 st guy/rimouski  2319,30  1270,80  -10,80 27,00 -9,60 76,00 -9,50 5500 -1,20 75,00 10,00 7540 17,80 91,0
939BF 47,947 68,848 st guy/rimouski 2319,30  1270,80 -10,80 27,00  -9,60 76,00 9,50 55,00 -1,20 75,00 10,00 7540 17,80 106,1
939AF 47,947 68,848 st guy/rimouski  2319,30  1270,80 -10,80 27,00  -9,60 76,00 -9,50 55,00 -1,20 75,00 10,00 7540 17,80 106,1
963AF 48,034  -68,783 st guy/rimouski 2319,30  1270,80  -10,80 27,00  -9,60 76,00 -9,50 5500 -120 7500 10,00 7540 17,80 91,0
963BF 48,034  -68,783 st guy/rimouski  2319,30  1270,80  -10,80 27,00  -9,60 76,00 -9,50 5500 -120 7500 10,00 7540 17,80 91,0
51AF 46,671 -71,710  donnacona 2/deschambault 29582 11682 8,6 50,5 -9 3792 405 1.8 118 12491 181 846
51BF 46,671 -71,710  donnacona 2/deschambault 29582 11682 8,6 50,5 -9 3792 405 1.8 118 12491 181 846
426AF 46,673  -71,706  donnacona 2/deschambault  2958,2 11682 8,6 50,5 -9 3792 405 1.8 118 12491 g1 1936
426BF 46,673  -71,706  donnacona 2/deschambault  2958,2 11682 8,6 50,5 -9 3792 405 1.8 118 12491 g1 1936
130AF 46,791 71,497 jean lesage 27857  1189,7  -12,5 932 -12,7 553 -l0,6 755 22 1317 1L9 723 174 1127
130BF 46,791 71,497 jean lesage 27857  1189,7  -12,5 932 -12,7 553 -l0,6 755 22 1317 1L9 723 174 1127
173BF 46,784 71,546 jean lesage 27857  1189,7  -12,5 932 -12,7 553 -10,6 755 22 1317 1L9 723 174 2518
173AF 46,784 71,546 jean lesage 27857  1189,7  -12,5 932 -12,7 553 -10,6 755 22 1317 1L9 723 174 2518
335AF 46,891 71,304 jean lesage 27857 11897  -125 932 -12,7 553 -10,6 755 22 1317 L9 723 74 708
335BF 46,891 71,304 jean lesage 27857 11897  -125 932 -12,7 553 -10,6 755 22 1317 L9 723 74 708
335CF 46,891 71,304 jean lesage 27857  1189,7  -125 932 -127 553 -106 755 22 1317 1L9 723 174 950
340AF 46,853 71,513 jean lesage 27857  1189,7  -12,5 932 -127 553 -106 755 22 1317 1L9 723 174 o944
340CF 46,853 71,513 jean lesage 27857  1189,7  -12,5 932 -12,7 553 -l106 755 22 1317 1LY 723 174 944
346BF 46,848 71,526 jean lesage 27857  1189,7  -12,5 932 -12,7 553 -l106 755 22 1317 1LY 723 174 944
346AF 46,848 71,526 jean lesage 27857  1189,7  -12,5 932 -12,7 553 -l106 755 22 1317 L9 723 174 944
371BF 46,887  -71,265 jean lesage 27857  1189,7  -12,5 932 -12,7 553 -l106 755 22 1317 L9 723 174 106,1
371AF 46,887 71,265 jean lesage 27857 11897  -125 932 -127 553 -10,6 755 22 1317 1LY 723 174 106,
374AF 46,770 71,413 jean lesage 27857 11897  -125 932 -12,7 553 -10,6 755 22 1317 1LY 723 174 1516
374BF 46,770  -71,413 jean lesage 27857  1189,7  -12,5 932 -127 553 -10,6 755 22 1317 1LY 723 174 1516
388AF 46,886  -71,370 jean lesage 27857  1189,7  -12,5 932 -127 553 -10,6 755 22 1317 1LY 723 174 106,
388BF 46,886  -71,370 jean lesage 27857 11897 -12,5 932 -127 553 -10,6 755 22 131,7 1L9 723 174 1061
903bf 46,860  -71,011 lauzon 28245 11787  -12,1 1029  -12,1 60 -10,8 95 23 141,01 ILL 655 174 910
903af 46,860  -71,011 lauzon 28245 11787  -12,1 1029  -12,1 60 -10,8 95 23 141,01 L1 655 174 106,
904BF 46,873 71,047 lauzon 28245 11787  -12,1 1029  -12,1 60 -10,8 95 23 1411 ILL 655 174 1002
904AF 46,873 71,047 lauzon 28245 11787  -12,1 1029 -12.1 60 -10,8 95 23 141,10 1L 655 174 910
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Temp Précip Temp Précip Temp Précip Temp Précip Temp Précip Temp Précip
) Degré  Précip janvier janvier février février mars mars avril avril mai mai juin juin
Echantillon Latitude Longitude Station météo jour  annuelle 2014 2014 2014 2014 2014 2014 2014 2014 2014 2014 2014 2014
137BF 47,904  -68,653 st guy/rimouski 231930 1270,80 -10,80 27,00 9,60 76,00 -9,50 5500 -1,20 7500 10,00 7540 17,80 106,
137AF 47,904  -68,653 st guy/rimouski 231930 1270,80 -10,80 27,00 9,60 76,00 -9,50 5500 -1,20 7500 10,00 7540 17,80 91,0
939BF 47,947 -68,848 st guy/rimouski  2319,30  1270,80 -10,80 27,00 -9,60 76,00 -9,50 55,00 -1,20 75,00 10,00 7540 17,80 106,1
939AF 47,947 -68,848 st guy/rimouski  2319,30 1270,80 -10,80 27,00 -9,60 76,00 -9,50 5500 -1,20 75,00 10,00 7540 17,80 106,1
963AF 48,034  -68,783 st guy/rimouski 231930 1270,80 -10,80 27,00 9,60 76,00 -9,50 5500 -1,20 7500 10,00 7540 17,80 91,0
963BF 48,034  -68,783 st guy/rimouski 231930 1270,80 -10,80 27,00 9,60 76,00 -9,50 5500 -1,20 7500 10,00 7540 17,80 91,0
51AF 46,671  -71,710 donnacona 2/deschambault  2958,2 11682 86 505 -9 3792 405 18 118 12491 181 846
51BF 46,671  -71,710 donnacona 2/deschambault  2958,2 11682 86 505 -9 3792 405 18 118 12491 181 846
426AF 46,673  -71,706 donnacona 2/deschambault 29582 11682 8,6 505 -9 3792 405 18 118 12491 181 193.6
426BF 46,673 -71,706 donnacona 2/deschambault 29582 11682 8,6 505 -9 3792 405 18 118 12491 g1 193.6
130AF 46,791  -71,497 jean lesage 27857  1189,7  -12,5 932 -12,7 553 -l106 755 22 1317 L9 723 174 1127
130BF 46,791 71,497 jean lesage 27857 1189,7 -12,5 932 -127 553 -106 755 22 1317 L9 723 174 1127
173BF 46,784  -71,546 jeanlesage 27857 1189,7  -12,5 932 -12,7 553 -10,6 755 22 131,7 1L9 723 174 2518
173AF 46,784  -71,546 jean lesage 27857  1189,7  -12,5 932 -12,7 553 -10,6 755 22 1317 L9 723 174 2518
335AF 46,891  -71,304 jean lesage 27857  1189,7 -12,5 932 -127 553 -10,6 755 22 1317 L9 723 174 708
335BF 46,891 71,304 jean lesage 27857  1189,7 -12,5 932 -127 553 -10,6 755 22 1317 L9 723 174 708
335CF 46,891 71,304 jean lesage 27857 1189,7 -12,5 932 -12,7 553 -10,6 755 22 1317 119 723 174 950
340AF 46,853  -71,513 jean lesage 27857  1189,7  -12,5 932 -127 553 -106 755 22 131,7 1L9 723 174 944
340CF 46,853  -71,513 jean lesage 27857 11897  -125 932 -12,7 553 -106 755 22 1317 1LY 723 174 944
346BF 46,848  -71,526 jeanlesage 27857  1189,7  -12,5 932 -12,7 553 -10,6 755 22 131,7 1L9 723 174 944
346AF 46,848  -71,526 jean lesage 27857  1189,7  -12,5 932 -127 553 -106 755 22 131,7 L9 723 174 944
371BF 46,887  -71,265 jean lesage 27857  1189,7  -12,5 932 -12,7 553 -10,6 755 22 1317 L9 723 174 06,1
371AF 46,887  -71,265 jeanlesage 27857  1189,7  -12,5 932 -12,7 553 -10,6 755 22 131,7 1L9 723 174 106,
374AF 46,770  -71,413 jean lesage 27857  1189,7  -12,5 932 -127 553 -106 755 22 1317 L9 723 174 1516
374BF 46,770  -71,413 jean lesage 27857  1189,7 -12,5 932 -127 553 -106 755 22 1317 L9 723 174 1516
388AF 46,886  -71370 jeanlesage 27857 1189,7  -12,5 932 -12,7 553 -10,6 755 22 131,7 1L9 723 174 106,
388BF 46,886  -71370 jeanlesage 27857  1189,7  -12,5 932 -12,7 553 -10,6 755 22 131,7 1L9 723 174 106,
903bf 46,860  -71,011 lauzon 28245 11787  -12,1 1029 -12,1 60 -10,8 95 23 141,101 ILL 655 174 910
903af 46,860  -71,011 lauzon 28245 11787  -12,1 1029 -12,1 60 -10,8 95 23 141,01 ILL 655 174 106,
904BF 46,873  -71,047 lauzon 28245 11787  -12,1 1029 -12,1 60 -10,8 95 23 141,10 I1L1 655 174 1002
904AF 46,873 71,047 lauzon 28245 11787  -121 1029 -121 60 -10.8 95 23 1411 ILL 655 174 910
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Temp Précip Temp Précip Temp Précip Temp Précip Temp Précip Temp Précip
i Précip janvier janvier février février mars mars avril avril mai mai juin  juin
Echantillon Latitude Longitude Station météo Degré jour annuelle 2014 2014 2014 2014 2014 2014 2014 2014 2014 2014 2014 2014
242AF 45300  -71,957 magog 3000,1  1142,3 8 538 93 567 7373 51036 129 1272 81 1002
242BF 45300  -71,957 magog 3000,1  1142,3 8 538 93 567 7 3713 5 1036 129 1272 151 1618
95BF 46,325  -73358 st charles de mandeville 2880,00 10895 -3 1059 -119 401 -88 487 35 1159 138 118 179 653
95AF 46,325  -73358 st charles de mandeville 2880,00  1089.5 -3 1059 -119 401 -88 487 35 1159 138 118 179 653
917AF 46,333 -73,514 st charles de mandeville 2880,00 10895 -3 1059 -119 401 -88 487 35 1159 138 118 179 453
917BF 46333 -73,514 st charles de mandeville 2880,00  1089.5 1301059 -119 401 88 487 35 1159 138 118 179 gy
918BF 46,331 -73477 st charles de mandeville 2880,00 10895 -3 1059 -119 401 -88 487 35 1159 138 118 179 o6
918AF 46331  -73477 st charles de mandeville 2880,00  1089.5 131059 -119 401 88 487 35 1159 138 118 179 g6
275BF 46002 73720 st hippolyte 2876 11929 <148 1219 119 414 83 63 31349 12 1353 175 o0
275AF 46002 73720 st hippolyte 2876 11929 <148 1219 119 414 83 63 31349 12 1353 175 gy
14BF 45723 74,086 mirabel/st jerome 30359 10677 -85 554 -89 123 54 20 37 689 148 929 I8 418
14AF 45,723 74,086 mirabel/st jerome 30359 10677 -85 554 -89 123 54 20 37 689 148 929 I8 418
e 45999 74043 st hippolyte 2876 11929 <148 1219 119 414 83 63 31349 12 1353 175 o0
40AF 45999 74243 st hippolyte 2876 11929 <148 1219 119 414 83 63 31349 12 1353 175 o0,
955AF 46,081 74,132 st hippolyte 2876 11929 <148 1219 119 414 83 63 31349 12 1353 175 o0
9S5BF 46,081 74,132 st hippolyte 2876 11929 <148 1219 119 414 83 63 31349 12 1353 175 ps;
43BF 45833 74,126 st jerome 3027,8 10487 &5 554 -89 123 54 20 37 689 148 929 I8 g
43AF 45833 74,126 st jerome 30078 lo4g7 85 554 89 123 54 20 37 689 148 929 18 2020
92BF 45811 73,986 st jerome 3027,8 10487 &5 554 -89 123 54 20 37 689 148 929 I8 518
92AF 45811  -73,986 st jerome 3027,8 10487 85 554 -89 123 54 2037 689 148 929 18 5,
O15AF 45870 74217 st jerome 30078 10487 85 554 89 123 54 20 37 689 148 929 18 2020
915BF 45870 74217 st jerome 3027,8 10487 85 554 -89 123 54 2037 689 148 929 18 202,0
952BF 45744 74,086 st jerome 30078 10487 85 554 89 123 54 20 37 689 148 929 I8 g5
952 AF 45,744 74,086 st jerome 30078 10487 85 554 89 123 54 20 37 689 148 929 I8 g5
41.1AF 45835 74,134 st jerome 3027,8 10487 &5 554 -89 123 54 20 37 689 148 929 I8 gy
41.1BF 45835 74,134 st jerome 3027,8 10487 85 554 -89 123 54 2037 689 148 929 I8 g5
916BisAF 45815 73,962 st jerome 3027,8 10487 &5 554 -89 123 54 20 37 689 148 929 I8 518
916BisBF 45815  -73,962 st jerome 3027,8 10487 85 554 -89 123 54 20 37 689 148 929 18 202,0
203BF 45872 74211 valleyfield/st jerome 33542 978 -85 554 -89 123 54 20 37 689 148 929 I8 g1
203AF 45872 74211 valleyfield/st jerome 3354.2 978 85 554 -89 123 54 20 37 689 148 929 18 g5
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Temp Précip Temp Précip Temp Précip Temp Précip Temp Précip Temp Précip
) Précip janvier janvier février février mars mars avril avril mai mai juin  juin
Echantillon  Latitude Longitude Station météo Degré jour annuelle 2014 2014 2014 2014 2014 2014 2014 2014 2014 2014 2014 2014

171BF 46,598 72,838 st alexis des monts 28073 10722  -134 59 -10,8 344  -10 594 31 1082 133 94 183 950
171AF 46,598 72,838 st alexis des monts 28073 10722  -134 59 -108 344  -10 594 31 1082 133 94 183 950
326AF 46,627 72,307 st anne de la perade 29153 11492 99 81  -11,6 358 92 1022 38 1336 126 50 18,6 950
327AF 46,577 -72,201 st anne de la perade 29153 11492 99 81  -11,6 358 =92 1022 38 1336 126 50 18,6 950
327BF 46,577 72,201 st anne de la perade 29153 11492 99 81  -11,6 358 92 1022 38 1336 126 50 18,6 1658
937BF 46,628 72,758 st narcisse 29183 10631 123 928 <109 476 94 722 48 174 132 718 184 g5
937AF 46,628 72,758 st narcisse 29183 10631 123 928 109 476 94 722 48 174 132 718 184 g5
10SAF 45,292 72,546 brome/granby 29829 13198 79 694 -8 637 59 705 51 1622 136 1084 439 1658
108BF 45292 72,546 brome/granby 29829 13198 7.9 694 8 637 59 705 51 1622 13,6 1084 139 1658
213BF 45,336 72,502 brome/granby 20829 13198 7.9 694 8 637 59 705 51 1622 13,6 1084 159 1300
213AF 45336 72,502 brome/granby 29829 13198 7.9 694 8 637 59 705 51 1622 136 1084 139 1300
921AF 45,286 72,518 brome/granby 20829 13198 7.9 694 8 637 59 705 51 1622 13,6 1084 159 g4
921BF 45,286 72,518 brome/granby 29829 13198 7.9 694 8 637 59 705 51 1622 136 1084 139 g4
SSAF 45,433 72,649 granby 32186 12154 19 694 8 637 59 705 51 1622 13,6 1084 189 815
55BF 45433 72,649 granby 32186 12154 9 694 - 637 59 705 51 1622 136 1084 139 1815
114AF 45380 72,526 granby 32186 12154 19 694 637 59 705 51 1622 13,6 1084  jg39 2513

114BF 45,380 72,526 granby 32186 12154 9 694 - 637 59 705 51 1622 136 1084 139 9513




ANNEXE 3
CONCENTRATIONS EN FURANOCOUMARINES DANS

LES ECHANTILLONS DE TIGES



Echantillon Région Psoraléne  Xanthotoxine  Angélicine  Isopimpinéline  Bergapténe Concentration totale

939AT Bas-Saint-Laurent 0,00 54,74 53,03 86,14 8,31 202,21
939BT Bas-Saint-Laurent 64,67 174,51 203,85 11,02 23,95 478,00
S1AT Capitale-Nationale 39,55 205,91 272,90 10,83 0,00 529,19
51BT Capitale-Nationale 17,25 76,72 88,74 0,00 14,84 197,55
130AT Capitale-Nationale 81,08 99,71 166,42 6,29 17,41 37091
173AT Capitale-Nationale 148,19 196,43 281,74 11,62 35,22 673,19
173BT Capitale-Nationale 159,68 151,48 281,47 8,55 25,95 627,12
335CT Capitale-Nationale 47,27 234,66 244,70 29,51 34,83 590,97
340AT Capitale-Nationale 0,00 27,50 45,30 28,60 0,00 101,40
340BT Capitale-Nationale 0,00 4791 59,25 6,59 9,58 123,33
346AT Capitale-Nationale 44,34 95,84 140,66 10,07 16,58 307,49
346BT Capitale-Nationale 0,00 21,36 25,23 20,19 0,00 66,78
388AT Capitale-Nationale 36,47 31,48 77,26 19,42 7,14 171,78
388BT Capitale-Nationale 58,91 67,47 122,28 0,00 9,85 258,52
426AT Capitale-Nationale 90,68 209,21 238,36 14,75 40,91 593,92
426BT Capitale-Nationale 52,11 183,91 219,53 10,22 33,33 499,10
MIAT Capitale-Nationale 174,14 197,05 439,38 183,07 56,10 1049,75
MIBT Capitale-Nationale 109,57 136,13 278,51 97,04 37,44 658,70
197at Centre-du-Québec 81,77 214,45 372,73 44,64 48,23 761,82
111AT Chaudiére-Appalaches 13,27 692,12 80,91 0,00 12,05 798,36
111BT Chaudiére-Appalaches 11,07 60,57 78,71 0,00 13,29 163,65
290AT Chaudiére-Appalaches 51,76 66,38 103,34 27,83 10,25 259,56
290BT Chaudiére-Appalaches 33,36 63,30 128,71 0,00 10,62 235,99
900AT Chaudiére-Appalaches 0,00 33,24 31,09 11,25 4,53 80,12
900BT Chaudiére-Appalaches 0,00 29,20 23,72 9,45 0,00 62,37
900CT Chaudiére-Appalaches 17,57 65,57 65,13 9,10 11,41 168,78
951AT Chaudiére-Appalaches 71,70 125,99 168,59 12,86 21,64 400,79
951BT Chaudiére-Appalaches 10,56 63,45 58,72 11,05 9,02 152,80
E1AT Chaudiére-Appalaches 47,68 35,62 103,85 47,95 13,95 249,05
EIBT Chaudiére-Appalaches 19,04 24,20 60,39 32,90 8,51 145,04
E2AT Chaudiére-Appalaches 39,68 29,17 96,79 45,18 8,21 219,03
F1BT Chaudiére-Appalaches 53,79 91,77 159,26 71,35 25,28 401,45
F2AT Chaudiére-Appalaches 15,56 9,86 4323 24,53 0,00 93,18
F2BT Chaudiére-Appalaches 42,80 42,52 115,26 68,41 15,98 284,97
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Echantillon  Région Psoraléne  Xanthotoxine Angélicine  Isopimpinéline  Bergapténe Concentration totale

176AT Estrie 17,12 17,78 69,92 0,00 11,75 116,56
176CT Estrie 13,74 0,00 48,95 0,00 6,10 68,80
909AT Estrie 0,00 0,00 25,49 0,00 0,00 25,49
909BT Estrie 9,50 15,68 48,01 3,71 3,71 80,61
912AT Estrie 11,46 9,86 100,75 48,69 15,50 186,27
912BT Estrie 31,02 35,43 128,33 6,58 20,26 221,62
923AT Estrie 44,77 40,62 76,58 10,36 12,79 185,11
923BT Estrie 24,76 57,04 129,13 13,05 29,43 253,40
95AT Lanaudiére 0,00 22,04 45,99 0,00 0,00 68,03
275AT Lanaudiére 0,00 38,41 86,47 7,59 10,24 142,72
275BT Lanaudiére 39,63 52,83 148,83 11,02 15,25 267,56
917AT Lanaudiére 0,00 0,00 12,31 0,00 0,00 12,31
917BT Lanaudiére 0,00 0,00 15,06 0,00 0,00 15,06
918AT Lanaudiére 0,00 0,00 22,76 0,00 0,00 22,76
918BT Lanaudiére 0,00 23,97 39,42 0,00 0,00 63,39
14AT Laurentides 22,58 116,85 172,45 16,28 25,29 353,45
14BT Laurentides 14,94 73,44 117,40 7,67 12,32 225,77
92AT Laurentides 27,74 164,00 163,00 12,07 25,30 392,12
203AT Laurentides 0,00 60,67 148,89 12,03 10,99 232,58
203BT Laurentides 23,55 123,99 259,57 18,49 25,20 450,81
915AT Laurentides 10,42 44,88 96,76 6,31 8,43 166,80
327AT Mauricie 31,25 58,32 86,32 0,00 10,10 185,98
108AT Montérégie 56,32 30,41 252,99 97,09 7,00 480,77
108BT Montérégie 9,24 9,24 109,53 27,84 16,26 172,10
114AT Montérégie 0,00 0,00 54,96 0,00 0,00 54,96
114BT Montérégie 0,00 0,00 40,70 0,00 0,00 40,70
194AT Montérégie 6,64 14,52 113,96 10,31 10,25 155,69
213AT Montérégie 0,00 0,00 27,97 0,00 0,00 27,97
213BT Montérégie 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00
82AT Saguenay—Lac-Saint-Jean 0,00 0,00 12,15 0,00 0,00 12,15
82BT Saguenay—Lac-Saint-Jean 45,58 96,74 127,57 7,08 21,76 298,73
905AT Saguenay—Lac-Saint-Jean 14,96 31,33 68,90 0,00 0,00 115,18
905BT Saguenay—Lac-Saint-Jean 76,69 121,39 177,65 9,53 22,53 407,77
950dt Saguenay—Lac-Saint-Jean 7,18 4,71 5,66 2,73 2,69 22,97
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