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Reésume

Les stilbénes sont les métabolites de défense majeurs de la vigne, qui sont également
connus pour leurs nombreuses propriétés pharmacologiques. Tirant parti du récent
séquengage du génome de la vigne, 1’objectif de ce travail est de caractériser les familles de
genes impliqués dans la biosyntheése des stilbeénes chez la vigne, et de préciser leur réle dans
les défenses contre le mildiou (Plasmopara viticola).

La premicre étape de la biosynthése des stilbénes est catalysée par la stilbéne synthase
(STS), pour former le resvératrol. L’analyse détaillée du génome de la vigne a permis
d’identifier 48 geénes ST7S, dont 32 geénes potentiellement fonctionnels. La caractérisation
fonctionnelle d’une sélection de geénes représentatifs de la diversité de la famille suggere que
I’ensemble des 32 genes STS code pour des protéines ayant réellement une activité stilbéne
synthase. L’analyse évolutive des génes STS montre que la famille est trés contrainte, sans
trace de néo-fonctionnalisation. La famille des S7'S de la vigne représente donc un exemple
unique d’une famille de plus de 30 génes codant pour des protéines de fonction identique, et
la signification biologique de cette expansion est discutée.

Une seconde enzyme importante du métabolisme des stilbénes est la resvératrol O-
méthyltransférase (ROMT). La ROMT est impliquée dans la méthylation du resvératrol pour
former le ptérostilbéne, un composé hautement fongitoxique qui pourrait jouer un role
important dans les mécanismes de défenses de la vigne. Notre analyse de la famille ROMT
montre qu’elle est constituée de 17 geénes, dont deux seulement (VvROMTI et VvROMT?2)
semblent impliqués dans la synthése de ptérostilbene. L’expression de ces deux genes est
induite suite a une infection par P. viticola au niveau des feuilles de vigne. Deux autres geénes
de la famille, V"'wROMTI2 et V'vROMTI3, sont exprimés constitutivement au niveau des
racines, et ne semblent pas répondre au stress. Des analyses métabolomiques sur des plants de
Nicotiana benthamiana transgéniques exprimant ces deux ROMT ainsi que des tests
enzymatiques in vitro ont été réalisés afin de déterminer la fonction des génes ROMT12 et
13.

L’ensemble de ces résultats fait apparaitre une amplification remarquable des génes
impliqués dans la synthése des stilbénes chez la vigne et ouvrent la voie a 1’étude détaillée de

la régulation de cette voie importante du métabolisme de défense de la vigne.

Mots clés : stilbene synthase, resvératrol O-méthyltransférase, ptérostilbéne, Plasmopara

viticola, Vitis vinifera.






Abstract

Stilbenes are major defense metabolites in grapevine (Vitis vinifera), which are known
for their many pharmacological properties. Taking advantage of the recent sequencing of the
grapevine genome, the aim of this work is to characterize genes families involved in stilbene
biosynthesis, in order to clarify the role of these defense compounds in the interaction with
downy mildew (Plasmopara viticola).

The first step of stilbene biosynthesis is catalyzed by stilbene synthase (STS), to yield
resveratrol. Our annotation of the STS gene family identified 48 STS genes, including at least
32 potentially functional ones. This unusual expansion of the STS family is original, since it
is not found in other stilbene-producing plants. Functional characterization of a selection of
STS proteins indicates that all S7.S genes are likely to encode enzymes with STS activity.
Evolutionary analysis of the STS gene family revealed that STS evolution is dominated by
purifying selection, with no evidence for neofunctionalization. STS family then represents a
unique example a family of more than 30 genes encoding proteins with identical function, and
the biological significance of this amplification is discussed.

A second important enzyme in stilbene metabolism is resveratrol O-methyltransferase
(ROMT), involved in the methylation of resveratrol to yield pterostilbene. This highly
fungitoxic compound is believed to play an important role in grapevine defense metabolism.
Our analysis of the ROMT family identified 17 genes, two of them only (V'WROMTI and
VVROMT?2) being involved in pterostilbene biosynthesis. qPCR analyses have shown an
induction of the expression of these two genes after an inoculation of P. viticola on grapevine
leaves. Two others genes, V'wWROMTI2 and VvROMTI3, are constitutively expressed in
grapevine roots, and do not seem to respond to stress. Metabolomic analysis on transgenic
Nicotiana benthamiana plants expressing these two ROMT genes, together with in vitro
enzymatic assays, have been performed in order to determine the function of ROMTI12 and
ROMT 13.

All together, these results show a remarkable amplification of genes involved in
stilbene biosynthesis in grapevine. This work paves the way for detailed analyses of the

regulation of this important pathway of grapevine defense metabolism.

Keywords: stilbene synthase, resveratrol O-methyltransferase, pterostilbene, Plasmopara

viticola, Vitis vinifera.
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UDP : uridine diphosphate

UHPLC : ultra-high performance liquid chromatography, chromatographie liquide a ultra-
haute performance

UV : ultraviolet

var. : variété






Contexte

La viticulture nécessite l’utilisation de quantités importantes de pesticides : elle
consomme en effet a elle seule 20 % des pesticides répandus en France, alors que la
viticulture n’occupe que 3 % de la surface agricole utile. Les pesticides utilisés sont des
insecticides, des nématicides et surtout des fongicides qui représentent 80 % du total, pour
huit & dix traitements annuels (Gindro et al., 2001). La généralisation de la lutte chimique
pour le controle des maladies fongiques de la vigne a des conséquences négatives sur le cott
de production des vins, sur l'environnement ainsi que sur la sant¢ humaine. La réduction de
I’'usage des fongicides représente donc une priorité en viticulture et un enjeu socioéconomique
majeur. Dans ce contexte, la création de cépages résistants aux principales maladies fongiques
de la vigne constitue une alternative ¢économiquement viable et respectueuse de
I’environnement. L’UMR 1131 « Santé de la Vigne et Qualité du Vin » (SVQV) conduit un
programme de création de nouveaux cépages produisant des vins de qualité et dotés de
résistances durables au mildiou (Plasmopara viticola) et a I’oidium (Erysiphe necator), grace
a l'exploitation de sources de résistance issues d'espeéces de Vitis d'origines américaine et
asiatique (Bellin et al., 2009).

Ce programme de sélection s'appuie sur des travaux visant a comprendre les bases de
la résistance au mildiou et a I’oidium chez la vigne. Les programmes de création variétale
actuels sont exclusivement basés sur I’introgression de combinaisons de geénes de résistance
au mildiou et a I’oidium. Cependant, I’analyse de populations issues de croisements entre des
vigne possédant des génes de résistance (génes R) au mildiou indiquent que, méme en
présence d’un gene R, la résistance au mildiou est liée a I’accumulation rapide et efficace de
phytoalexines stilbéniques (Malacarne et al., 2011). Les capacités de défenses métaboliques
apparaissent donc comme un parametre important a prendre en compte dans les futures
créations de vignes résistantes.

Si les stilbénes de la vigne sont relativement bien décrits au niveau biochimique
(Jeandet et al., 2002), trés peu de genes liés a ce métabolisme ont été caractérisés. Profitant de
la disponibilité de la séquence du génome de la vigne, I’objectif de cette thése est de réaliser
une analyse approfondie de familles de génes impliquées dans le métabolisme des stilbénes

chez la vigne, et de préciser le role de ces génes dans les défenses contre le mildiou.



Dans une premiére partie bibliographique de ce manuscrit, j’ai choisi de présenter une
famille de molécules originales au sein du métabolisme secondaire des plantes: les stilbénes.
Ces composés, relativement peu répandus dans le régne végétal, figurent parmi les substances
naturelles les plus étudiées, en raison de leurs propriétés biologiques tres intéressantes. Dans
cette introduction, I’accent sera mis sur la biosynthése des stilbénes chez la vigne, qui est mon
objet d’étude. Dans les deux parties suivantes, je présenterai mes travaux de recherche sur
deux familles de geénes impliquées dans la biosynthése des stilbénes chez la vigne : les

stilbéne synthases et les resvératrol O-méthyltransférases.
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Introduction : les stilbénes

1 Structure et propriétés physico-chimiques des stilbénes

Les stilbénes sont des composés phénoliques issus du métabolisme secondaire végétal,
et qui dérivent de la voie des phénylpropanoides. Les stilbénes (1,2-diphényléthyléne) sont
composés de deux noyaux phényles reliés entre eux par un double pont éthéne pouvant exister
sous deux formes : la forme frans (E) et la forme cis (Z), cette derni¢re étant obtenue par
photoisomérisation ou par I’action de la chaleur. La forme trans-stilbéne étant la forme la plus
stable et bioactive (Mérillon et al., 1997), elle est retrouvée en général plus abondamment

dans les différentes espéces végétales productrices de stilbénes (Hart, 1981) (Figure 1).

trans-stilbene cis-stilbeéne
Figure 1 : Structure des formes trans- et cis-stilbénes.

Le mot stilbéne dérive du grec stilbos, signifiant « briller », un nom donné suite a
I’observation d’une forte fluorescence bleue sous 1’action de rayonnements ultraviolets (UV)
(Figure 2). Cette propriété physico-chimique fait des stilbénes des molécules facilement
caractérisables en chromatographie en couche mince (CCM), en chromatographie en phase
liquide (HPLC) par utilisation d’un détecteur UV ou d’un détecteur a barrette de diode (diode
array detector, DAD), ou méme directement in planta par éclairage en lumiere UV, en raison
de leur fluorescence (Poutaraud et al., 2007). Les stilbénes présentent une forte absorbance a
des longueurs d’onde comprises entre 220 et 307 nm. Par exemple, les coefficients
d’extinction molaires pour les deux formes du resvératrol (dans I’eau) sont : €xmax = €304 nm=
30335 M .cm™, €286 nm = 23 400 M .cm™ (frans-resveratrol) et €xmax = €286 nm= 14 986 M
l.cm'l, €304 nm = 9515 M!.em! (cis-resveratrol) (Camont et al., 2009). A I’exception des

formes glycosylées, les stilbénes sont faiblement solubles dans 1’eau, mais généralement
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solubles dans des solvants organiques comme par exemple 1’éthanol, I’acétate d’éthyle,

I’acétone ou I’acide acétique (Hart, 1981).
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Figure 2 : Accumulation de stilbénes fluorescents au niveau des stomates.
Vue de la face abaxiale de feuilles de vigne, suite a une infection par P. viticola. Observation

sous rayonnements UV (Photo : Anne Poutaraud).

2 Distribution des stilbeénes au sein du régne veégétal

La distribution des stilbénes au sein du régne végétal n’est pas tres large, puisqu’elle
est limitée a quelques dizaines d’especes végétales seulement, qui ont acquis au cours de
I’évolution la capacité¢ a synthétiser ces molécules. Il existe en tout 72 especes connues
capables de synthétiser des stilbénes, distribuées en 31 genres et 12 familles (Jang, 1997).
Parmi ces espéces, toutes appartiennent au régne des spermatophytes équivalant aux plantes a
graines, mais leur distribution n’est pas homogéne au sein du régne. On retrouve ainsi des
stilbénes chez des plantes ligneuse telles que les Vitacées (Langcake and Pryce, 1977a), les
Fagacées, les Pinacées, les Diptérocarpacées ; des plantes herbacées telles que les Fabacées ;
des familles produisant des baies telles que les Myrtacées ou les Moracées ; des especes plus
primitives telles que les Gnétacées ; ou encore des plantes monocotylédones telles que les
Liliacées et les Poacées (Counet et al., 2006 ; Takaya et al., 2002). Cependant, I’essentiel des
connaissances ont été acquises grace a 1’étude d’un petit nombre de plantes telles que
I’arachide (Arachis hypogea), la vigne (Vitis vinifera), la renouée du Japon (Fallopia
Jjaponica) et différentes espece de pins (Pinus spp) (Chong et al., 2009) (Figure 3).
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Figure 3 : Exemples de plantes productrices de stilbénes.
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3 Voie de biosynthése des stilbénes

3.1 La voie des phénylpropanoides

Au cours de I’évolution, les végétaux ont di continuellement s’adapter a leur
environnement. L’émergence des plantes primitives du monde aquatique vers le monde
terrestre n’aurait pas été possible sans la création de mécanismes de défense contre les
rayonnements UV, les agents pathogenes, les herbivores, ou encore les stress abiotiques tels
que les stress hydrique ou salin. Les plantes nous montrent un parfait exemple d’adaptation,
par la création de nouvelles molécules, de nouvelles structures et de nouvelles fonctions.
Parmi ces molécules, certaines appartiennent au métabolisme primaire (photosynthése,
glycolyse,...) et d’autres appartiennent au métabolisme dit « secondaire ». Le métabolisme
secondaire est une particularité des végétaux supérieurs qui les distingue des animaux, et qui
est riche de plus de 100 000 petites molécules aux propriétés étonnantes. Les métabolites
secondaires des végétaux sont synthétisés a partir de quelques voies métaboliques primaires,
dont la voie des phénylpropanoides, des terpénoides et des alcaloides. La richesse ainsi que la
composition en métabolites secondaires est propre a chaque espece végétale, mais dépend en
général fortement des conditions environnementales.

Les phénylpropanoides, sont des composés organiques possédant un squelette carboné
de type C6-C3. La synthése de ces composés phénoliques est initiée par la phénylalanine
amonia-lyase (PAL), qui convertit I’acide aminé phénylalanine en acide cinnamique, par un
processus de déamination (Figure 4). Cette étape, commune a tous les végétaux supérieurs,
constitue une étape charniére qui permet de diriger le flux de carbone du métabolisme
primaire (voie de biosynthése du shikimate) vers le métabolisme secondaire (voie de
biosynthése des phénylpropanoides) (Dixon and Paiva, 1995; Hahlbrock and Scheel, 1989,
Vogt, 2010). L’acide cinnamique et ses nombreux dérivés, constituent un ensemble de
molécules vitales pour un grand nombre de processus fondamentaux communs a de
nombreuses plantes supérieures (Ferrer et al., 2008). Parmis ces processus fondamentaux, on
pourrait donner comme exemple ’attraction des insectes pollinisateurs via la synthése de
pigments (anthocyanes) ou I’émission de composés volatils ; la synthése de flavonoides pour
la protection contre les rayonnements UV du soleil ; la synthése de phytoalexines comme
composés de défense contre les agents pathogenes ou les herbivores ; la synthése de composés

structuraux comme la lignine ou la subérine ; I’induction de la nodulation au niveau des
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racines des légumineuses pour la symbiose avec les bactéries du genre Rhizobium (Ferrer et

al., 2008; Dixon and Paiva, 1995; Hahlbrock and Scheel, 1989).
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Figure 4 : Voie de biosynthése des phénylpropanoides.
[llustration des premicres ¢étapes de la voie des phénylpropanoides, initiées par la
phenylalanine amonya-lyase (PAL) ou la tyrosine amonya-lyase (TAL), ainsi que les grandes
familles de métabolites associées aux dérivés des acides hydroxycinnamiques. C4H =

cinnamate 4-hydroxylase, 4CL = 4-coumarate : CoA ligase (Adapté de (Ferrer et al., 2008)).

L’acide coumarique est issu de 1’hydroxylation en -para du groupement phényl de
I’acide cinnamique par un cytochrome P450 hydroxylase (C4H, cinnamate 4-hydroxylase),
une hémoprotéine transmembranaire localisée au niveau du réticulum endoplasmique, ayant
la particularité d’absorber a 450 nm en présence de monoxyde de carbone (Werck-Reichhart

and Feyereisen, 2000). Le coumarate est par exemple a 1’origine des phénylpropénes, qui
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regroupent un ensemble de petites molécules ayant des propriétés attractives pour les insectes
pollinisateurs, des propriétés défensives contre des agents pathogénes ou des herbivores, et
que 1’on retrouve en abondance dans certaines plantes aromatiques, comme c’est par exemple
le cas de 1’eugénol et du méthyl-eugénol de basilic (Ocimum basilicum) (Gang et al., 2002;
Dudareva and Pichersky, 2008).

L’estérification de 1’acide coumarique par I’enzyme 4-coumarate : CoA ligase (4CL)
est a lorigine du p-coumaroyl-CoA, précurseur des flavonoides, des isoflavnonoides, des
anthocyanes, des stilbénes et d’autres familles de métabolites secondaires (Figure 4).
Ensembles, les dérivés de I’acide coumarique et du p-coumaroyl-CoA entrent dans la
composition de nombreux polymeéres végétaux tels que la lignine, la subérine, la cutine, ou
encore les polyamines entrant dans la composition de la sporopollénine, un polymere
complexe présent au niveau de la membrane des grains de pollen (Vogt, 2010; Matsuno et al.,
2009). Chez les plantes monocotylédones ainsi que chez certains champignons et certaines
bactéries, le p-coumaroyl-CoA peut étre synthétisé¢ directement a partir de I’acide aminé
tyrosine, réduisant ainsi le nombre d’étapes nécessaires a 1’obtention de ce métabolite (Ferrer

et al., 2008) (Figure 4).

3.2 La voie de biosynthése des stilbeénes

3.2.1 Les stilbéne synthases

Les stilbénes dérivent de la voie des phénylpropanoides, et leur synthése est initiée par
une enzyme caractéristique des plantes productrices de stilbénes : la stilbéne synthase (STS)
(Chong et al., 2009). Cette enzyme fut pour la premicre fois identifiée puis purifiée en 1984 a
partir de suspensions cellulaires d’arachide (4. hypogea) (Schoppner and Kindl, 1984). La
stilbéne synthase permet la synthése de resvératrol (3,5,4’-trihydroxystilbéne) ou de
pinosylvine a partir de 3 molécules de malonyl-CoA et d’un dérivé ester-CoA d’acide
hydroxycinnamique : le p-coumaroyl-CoA dans le cas du resvératrol, et le p-cinnamoyl-CoA
dans le cas de la pinosylvine (Jeandet et al., 2002). La réaction est complexe et implique la
condensation de 3 wunités de malonyl-CoA au niveau de [D’ester-CoA d’acide
hydroxycinnamique, la formation subséquente d’un polycétide intermédiaire qui sera par la

suite cyclisé par une condensation du carbone 2 sur le carbone 7, accompagnée d’une étape de
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décarboxylation (Tropf et al., 1994). Ce type de condensation est qualifi¢ de condensation de

type Aldol (Figure 5).

OH
CoA-S WOH
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CoA-S
3 x malonyl-CoA ! p-coumaroyl-CoA
3 CoA-SH STS

3 CO,

3 CoA-SH STS
3 CO,

resvératrol
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Figure 5 : Biosyntheése du resvératrol par la stilbéne synthase.

Les STS qui synthétisent le resvératrol a partir du p-coumaroyl-CoA sont
principalement retrouvées chez les plantes appartenant a la division des Angiospermes
comme par exemple la vigne, le sorgho ou I’arachide ; alors que les STS qui utilisent
préférentiellement le p-cinnamoyl-CoA pour synthétiser la pinosylvine se retrouvent
uniquement chez certains végétaux de la division des Gymnospermes, et plus particulieérement
chez le genre Pinus. Plusieurs études ont montré que les STS sont capables de condenser
d’autres ester-CoA d’acides hydroxycinnamiques. Par exemple, la STS de Pinus sylvestris a

¢té caractérisée comme ¢étant également une dihydropinosylvine synthase, catalysant la
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formation de la dihydropinosylvine a partir de dihydrocinnamoyl-CoA (Fliegmann et al.,
1992). Des études plus anciennes ont pu montrer que la STS de Pinus strobus est capable de
métaboliser in vitro le cinnamoyl-CoA de fagon majoritaire (formant la pinosylvine) ; mais
aussi d’autres dérivés avec une efficacit¢ moindre, tel que le dihydrocinnamoyl-CoA (formant
la dihydropinosylvine), le p-coumaroyl-CoA (formant du resvératrol), le caféoyl-CoA
(formant le picéatannol) ou encore le féruloyl-CoA (formant la rhapontigénine) (Raiber et al.,
1995). Certaines plantes synthétisent des stilbénes-carboxylates, synthétisés de la méme facon
que le resvératrol ou la pinosylvine, a I’exception que le groupement carboxyl (C1) n’est pas
clivé lors de la condensation de I'intermédiaire de synthese ; ces dérivés stilbéniques se
rencontrent chez les Hépatiques ainsi que certaines plantes supérieures telles que Hydrangea
macrophylla (Eckermann et al., 2003) (Figure 6D). D’autres dérivés stilbéniques synthétisés
suite & une infection fongique ou une blessure ont été retrouvés au niveau du rhizome de
certaines orchidées ; le géne bbs (bibenzyl synthase) a été identifié a partir d’une banque
d’ADN complémentaire (ADNCc) de Phalaenopsis et en se basant sur la séquence de I’ADNc
d’un gene STS de vigne ; ce géne bbs permet en fait la conversion de dihydro-p-coumaroyl-

CoA en bibenzyl (Preisig-Miiller et al., 1995; Reinecke and Kindl, 1994) (Figure 6E).
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Figure 6 : Exemples de réactions catalysées par les STS (tiré de Chong et al. 2009).
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3.2.2 La famille des polycétide synthases

La stilbéne synthase appartient a la famille des polycétide synthases (PCS). Les PCS
forment un groupe d’enzymes qui permettent la condensation d’ester-CoA avec d’autres
ester-CoA généralement plus petits (par exemple le malonyl-CoA), pour donner naissance a
une grande diversité de polymeres appelés polycétides, qui peuvent étre d’origine bactérienne
ou fongique (antibiotiques, mycotoxines), ou encore végétale (flavonoides, stilbénes) (Flores-
Sanchez and Verpoorte, 2009). Les PCS sont subdivisées en 3 groupes définis par leur
architecture.

Les PCS de type I contiennent une ou plusieurs enzymes organisées en complexes
protéiques multifonctionnels, ou chaque étape enzymatique spécifique permettant la
condensation d’ester-CoA et réalisée au niveau d’un site actif spécifique. Ce type d’enzyme
existe chez les bactéries et les champignons. Les PCS de type II forment un systéme
d’enzymes individuelles ou chaque protéine catalyse une des différentes étapes successives de
condensation des esters-CoA. Elles existent uniquement chez certaines bactéries du sol ou
certains actinomycetes. Seules les PCS de type III sont présentes a la fois chez les bactéries,
les champignons et les plantes (Flores-Sanchez and Verpoorte, 2009).

Les PCS de type III sont des homodimeres de structure simple, possédant un site actif
interne compos¢ d’une triade d’acides aminés trés conservés (Cys164, His303 et Asn336:
CHN, annotés a partir de la chalcone synthase de M. sativa) permettant la condensation
d’unités acétyl-CoA (issues de la décarboxylation du malonyl-CoA) au niveau d’un ester-
CoA receveur (Austin et al., 2004). Chaque sous-unité est composée d’environ 400 acides
aminés, pour un poids moléculaire compris entre 41 et 44 kDa. Le site actif des PCS de type
IIT est formé d’un tunnel par lequel sont amenés les différents substrats, qui débouche sur
deux cavités distinctes : 1’une permettant la fixation des substrats (les esters-CoA d’acides
hydroxycinnamiques), et I’autre permettant la cyclisation du polycétide (Flores-Sanchez and
Verpoorte, 2009). Ces enzymes fonctionnent de la facon suivante : les 3 molécules de
malonyl-CoA sont décarboxylées puis séquentiellement condensées au niveau de I’ester-CoA
d’acide hydroxycinnamique receveur, générant ainsi un polycétide intérmédiaire linéaire qui
sera par la suite cyclisé (Tropf et al., 1994). Le nombre de condensations peut aller jusqu’a

sept.
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Figure 7 : Représentation d’une polycétide synthase de type III (tiré¢ de (Austin et al., 2004))
(A) Architecture d’'une PCS de type III, basée sur la structure cristallographique de la
chalcone synthase (CHS) de Medicago sativa. Les deux monomeres qui forment I’enzyme
sont représentés en bleu et en jaune, I’ester-CoA est représenté pour chaque monomere au
niveau du tunnel amenant au site actif de la protéine (« stick model »).

(B) Agrandissement de la zone encadrée en rouge du monomere bleu situé sur la figure A,
représentant la cavité du site actif composée des acides aminés permettant la condensation des
unités acétyl-CoA sur I’ester-CoA (triade catalytique Cys-His-Asn et Phe215 en rose clair) ;
et le produit final de réaction: la chalcone (turquoise). Les autres acides aminés qui
définissent la cavité sont représentés en bleu, le résidu de couleur or est a I’interface des deux

monomeres.

La diversité des molécules obtenues par les PCS de type III provient de modifications
subtiles au niveau du site actif, qui ont une influence directe sur la nature des substrats
sélectionnés, sur le nombre d’étapes d’élongation du polycétide intermédiaire, ainsi que sur
les mécanismes de cyclisation de ce dernier (Tropf et al., 1994, Flores-Sanchez and
Verpoorte, 2009). Par exemple, une cavité restreinte au niveau du site actif limite la taille du
substrat ainsi que I’¢longation potentielle de celui-ci par condensation de groupements

acétyles.

3.2.3 Origine évolutive des stilbéne synthases
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Parmi les PCS de type III végétales, deux enzymes ont été particulierement
¢tudiées depuis les années 1980 par 1’équipe de J. Schroder (Université de Freibourg) : les
chalcone synthases (CHS) et les stilbéne synthases (STS) (Schroder et al., 1988). Les CHS
sont des enzymes ubiquitaires chez les plantes, et sont a I’origine des flavonoides et des
anthocyanes, responsables de la couleur de nombreuses fleurs chez les Angiospermes (Tropf
et al., 1994), alors que les STS sont associées a quelques especes végétales uniquement, qui

ont acquis au cours de I’évolution la capacité a synthétiser les stilbénes.

La similarit¢ de fonctionnement qui existe entre les CHS et les STS suggere une
origine évolutive commune. Cette hypothése est d’autant plus pertinente que les CHS sont des
enzymes ubiquitaires distribuées dans tout le régne végétal, alors que les STS semblent étre
apparues de facon ponctuelle chez seulement certaines familles ou genres végétaux ; laissant
supposer que les STS auraient évoluées directement a partir des CHS, et cela a plusieurs
reprises au cours de 1’évolution. Cette hypothése a été a I’origine de plusieurs études, qui ont
eu pour conclusions de valider cette théorie.

Tropf et al. (1994) ont réalis¢ une étude préliminaire trés intéressante, qui a permi de
valider cette hypothése, par 1’analyse des séquences de plusieurs CHS et STS provenant
d’especes différentes, couplée a des expériences de mutagenese dirigée. L’analyse des
séquences de plusieurs CHS et STS regroupées en arbre phylogénétique, a pu mettre en
¢vidence que les STS, a I'inverse des CHS, ne se regroupent pas ensemble en cluster mais se
répartissent avec les CHS de la méme espéce. L’arbre phyllogénétique obtenu avec les
séquences protéiques de CHS et des STS de plusieurs espéces (Arabidopsis, Populus, Vitis,
Arachis, Sorghum, Psilotum et deux espéces de Pinus) illustre bien cette distribution
particuliére (Parage et al., 2012) (Figure 8). Le fait que les STS ne forment pas de cluster a
part entiere suggere d’une part qu’il n’existe pas de STS ancestrale, mais aussi que les STS
auraient évolué directement a partir des CHS plusieurs fois au cours de I’évolution chez
différentes especes végétales. Ces mémes auteurs ont pu démontrer qu’un changement subtil
de trois acides aminés dans la séquence protéique primaire suffit pour convertir une CHS en
STS (les modifications d’acides aminés ont été effectuées sur la partie C-terminale d’une
protéine chimére composée par 287 acides aminés de la STS d’Arachis hipogea en N-
terminal, et 107 acides aminés de la CHS de Sinapis alba en C-terminal ; les acides aminés
mutés ont été sélectionnés sur la base d’une séquence consensus de CHS). Cependant, dans

cette étude, les modifications qui ont ét¢ apportées au niveau de la CHS ne sont pas forcément
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les seules qui permettraient de convertir une activit¢ CHS en une activité STS. Ce n’est qu’en
2004 que I’étude fine du mécanisme de fonctionnement de la STS a pu étre réalisée, grace a la

détermination de la structure tridimensionnelle de la STS de Pinus sylsvestris (Austin et al.,
2004).

1
—_—
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L HSL2
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PstrCHS
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PstrsTS1
PstrsTS2

VWCHS3
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PnCHSSF

PICHS2
PtCHS3
PICHS4
PiCHSS
PICHSE
PICHST

ANCHS1
'ANCHS
ARhSTS1
AhSTS
— AhSTS3

AICHS
SbCHS4
ShCHS1
ShCHS2
ShCHS3
ShCHS5
ShCHSE
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Sh8TS1
PICHS
WyCHS1

VvCHS2
PICHSL2
WvCHSLS
WwCHSL10
WVvCHSLE
VvCHSLIM

PtCHSL1

Figure 8 : Analyse phylogénétique des relartions entre les CHS et les STS de différentes
especes végétales.
Ah, Arachis hypogea ; At, Arabidopsis thaliana ; Sb, Sorghum bicolor ; Ps, Pinus sylvestris ;
Pstr, Pinus strobus ; Pn, Psilotum nudum ; Pt, Populus trichocarpa ; Vv, Vitis vinifera. Les
couleurs représentent le régime de sélection des différents génes pour I’acide aminé Pro-269

de VvSTS10 (voir Chapitre I, Parage et al. 2012).

3.2.4 Meécanisme de la formation des stilbénes

14



Introduction : les stilbénes

Les CHS catalysent la formation de la chalcone, par condensation de 3 unités d’acétyl-
CoA au niveau du p-coumaroyl-CoA, suivie d’une cyclisation de type Claisen du carbone 6
sur le carbone 1 (C6 = C1) (Figure 9). La chalcone est libérée grace au clivage de la liaison
thioester existante entre le C1 et la CHS. Les STS et les CHS partagent 75 a 95 % d’identité
de séquence protéique sur environ 400 acides aminés, et difféerent dans leur mécanismes de
catalyse uniquement par la réaction de cyclisation du tétracétide intermédiaire, qui subit une
condensation de type Claisen (C6 = C1) pour les CHS, et une condensation de type Aldol
(C2 = C7) pour les STS (Austin et al., 2004). La différence entre ces deux types de
condensations réside au niveau du C1 du tétracétide intermédiaire, qui dans le cas de la
condensation de type Aldol (STS), nécessite une étape supplémentaire de clivage par
hydrolyse de la liaison covalente entre le C1 du tétracétide intermédiaire et la cystéine 164
présente au niveau de la triade du site catalytique. Ce clivage est assuré par une étape
d’hydrolyse « thioestérase-like » portée par [’enzyme, et est suivi d’une étape de
décarboxylation qui permet de libérer le produit de la réaction enzymatique ainsi qu’une
molécule de CO,. Plus particulierement, le devenir de I’intermédiaire réactionnel dépend en
fait de la conformation subtile de régions voisines du site actif de ces deux enzymes (Austin et
al., 2004). Dans le cas de la formation de la chalcone via la condensation de type Claisen
catalysée par les CHS, il n’y a pas d’étape de clivage du tétracétide au niveau du C1, et donc
pas de décarboxylation nécessaire.

En 2004, les travaux de M. B. Austin ont permis de mieux comprendre ce phénomene
de conversion, par 1’obtention et I’analyse de la structure cristallographique de la STS de
Pinus sylvestris (Austin et al., 2004). Les CHS et les STS partagent 75 a 90 % d’identité de
séquence protéique sur environ 400 acides aminés, mais les comparaisons des STS entres
elles et des STS avec les CHS n’ont pas pu définir de séquence consensus typique de I’activité
stilbéne synthase. De plus, 1’analyse des structures tridimensionnelles des STS et des CHS n’a
pas révélé de différences chimiques ou topologiques au niveau de leur site actif. Ces constats
laissent supposer que ’activit¢ CHS ou STS serait plutdt déterminée par un remodelage
stérique au niveau du site actif, mais cette hypothése n’explique pas 1’activité thioestérase des
STS nécessaire au clivage du C1 du tétracétide intermédiaire. La superposition du squelette de
la STS de Pinus sylvestris et de la CHS de Medicago sativa est quasiment parfaite, a
I’exception de deux régions qui divergent significativement entre elles (régions A et B, Figure
10). La région A est localisée a I’interface entre les deux monomeres de 1’enzyme et sépare

les deux sites actifs des deux monomeres ; la région B est localisée au niveau du tunnel
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d’acces au site actif, expos€ au solvant, et par lequel I’ester-CoA pénetre dans le site actif

(Figure 10)

OH

CoA-S WOH
| + 0 O
CoA-S
p-coumaroyl-CoA 3 malonyl-CoA
0

chalcone synthase
stilbéne synthase

intermédiaire tétracétide

stilbéne synthase

cyclisation de type Claisen cyclisation de type Aldol

resvératrol

OH

Figure 9 : Comparaison des mécanismes de condensation de type Claisen et de type Aldol,

pour la formation de la chalcone et du resvératrol respectivement.
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A Region A B
Area 17 2 3 4
1=wdit Position) (98) (131) (158) (268)

CHS-like (0) DMVVV  TTSGVDM  YMMYQQ
Intermediate (1) TTSTEDM IYGHFQQI LGDVPG
STS-like (2) AMLAM  [STTTPDL| VGVFQH  KGAVPD

Figure 10 : Régions impiiquées dans la spécificité du produit des CHS et STS
(Austin et al., 2004).
(A) Alignement de séquences définissants les régions A et B des STS-like, CHS-like, et de
I’intermédiaire hypothétique entre les deux types d’enzymes. La séquence de I’intermédiaire
est basée sur les différences significatives existant entre les deux séquences protéiques
sauvages des deux enzymes. Les résidus de type CHS (uniques ou partagés) sont indiqués en
bleu, les résidus de type STS sont indiqués en or. Au niveau de la STS-like, les résidus de
couleur or permettent de restituer une activité STS si ceux-ci sont mutés chez une CHS de
Medicago sativa (B). Vue 3D d’un monomere d’une STS-like obtenue par mutagenese dirigée
d’une CHS de Medicago sativa, pour les 18 acides aminés de type STS-like (représentés en

or). Les régions A et B ainsi que les aires correspondantes sont encadrées en vert.
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Des expériences de mutagenese dirigée sur ces deux régions ont permis de montrer
que la région B n’est pas impliquée dans la spécificité de cyclisation des ester-CoA. Par
contre, la région A, et plus particulierement certains acides aminés de 1’aire 2 permettent
d’expliquer le passage entre une activité de type CHS et une activité de type STS. Ces acides
aminés sont en fait a ’interface entre les deux sites actifs des deux monomeéres composants
les CHS et les STS. L’aire 2 de la région A possede une boucle définie par la thréonine 133 de
la CHS, qui restreint le volume de la cavité du site actif. En revanche, cet acide aminé est
remplacé par une sérine chez la STS, ce qui a pour conséquence de décaler la boucle pour

former ainsi un site actif plus profond (Figure 11).

98
B CHs-like Active Site STS-like Active Site Ecoi TENl Active Site
Glusoa Gluygz Gingze
=0 H
Sersn~ @4 Serasn~ @4 . N
OH \:—:"”“ OH 284l }3.5:&) ol PP
2.7A lH (284) _) 2.75"'-. '1 Aspaps ? "-H ;
\ H el < 1
Cysigs o-H 4-[-5.-'3'; Y—Thrys; Cys,\:. o-H3 A S—Thr o o Thryog
5,__:] ; 27A H__H 2.7A
o OH ?, = O ﬁ
\‘_-_. BV T N Y --l
o :jl' C L = putative
nucleophilic
~95% chalcone ~95% stilbene water /
) emrmistinet hydroxide ion

3% stilbene 3% chalcone
Figure 11 : Représentation structurale des acides aminés déterminants pour la cyclisation de
type Aldol chez les STS.

(A) Détail de la boucle formée par I’acide aminé Thr133, chez la CHS sauvage (bleu), la STS
sauvage (or) et le mutant STS-like de la CHS (vert), muté pour 18 acides aminés type STS-
like au niveau des régions A et B. (B) Détail des trois acides aminés (thréonine 132, sérine
336 et glutamine 192) stabilisant une molécule d’H,O, et permettant I’étape d’hydrolyse

« thioestérase-like », capitale pour la condensation de type Aldol des STS.
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La différence entre ces deux acides aminés en positon 133 provoque un changement
subtil au niveau de la thréonine 132 (identique pour les deux enzymes), qui permet, dans le
cas de la STS, de créer des liaisons hydrogenes entre la thr132, la glul92 et la ser338 qui
stabilise une molécule d’H,O également impliquée dans la formation des liaisons hydrogenes.
Les liaisons hydrogénes entre ces trois acides aminés sont indispensables pour I’activité
thioestérase de la STS, et cette conformation est également présente chez la thioestérase de
type Il d’Escherishia coli (E. coli). Cette triade d’acides aminés reliés par des liaisons
hydrogénes permet le clivage de la liaison qui relie le C1 du tétracétide intermédiaire a la
cystéine catalytique, dans la condensation de type Aldol (C2 - C7) assurée par les STS.

Ainsi, la différence entre les STS et les CHS ne résulte pas d’un changement au niveau
de I’encombrement stérique du site actif, mais dans un changement subtil au niveau de

I’environnement ¢électronique.

4 Diversité des stilbénes

Les formes simples trans- et cis-stilbénes peuvent étre méthylées, hydroxylées ou
méthoxylées (Figure 12). Elles peuvent également étre conjuguées avec des glucosides ou
oligomérisées en structures plus ou moins complexes, amenant ainsi a une diversité
importante de molécules (Shen et al., 2009).

Chez le genre Pinus, les stilbénes majoritaires sont la pinosylvine et la
dihydropinosylvine, ainsi que leurs dérivés méthylés comme par exemple la pinosylvine
monométhyléther (Schanz et al.,, 1992) (Tableau 1). Chez la vigne, les stilbénes sont
principalement représentés par le resvératrol et sa forme glycosylée le picéide (Moreno-
Labanda et al., 2004). On y trouve ¢galement du ptérostilbéne, une forme méthylée du
resvératrol (3,5-dimethoxy-4’-hydroxy-trans-stilbene), identifiée pour la premicre fois chez le
bois de santal (Pterocarpus santalinus) (Seshadri, 1972). La vigne est ¢galement riche en
viniférines : diméres, trim¢res, tétrameéres et autres polymeres plus complexes du

resvératrol (Langcake and Pryce, 1977b).
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Figure 12 : Diversité des stilbeénes (adapté de Chong et al., 2009).
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La famille des Diptérocarpacées comprend les genres Vateria, Hopea, Vatica et Shorea,
qui sont connus pour étre riches en resvératrol et plus particulierement en oligomeéres de
resvératrol, de structures trés variées et possédant des propriétés cytotoxiques, antibactériennes

et antivirales (Ito et al., 2003).

Tableau 1 : Quelques exemples de stilbénes simples synthétisés par différents genres végétaux

stilbéne genre R3 RS R3' R4'

Vitis,
trans-resveratrol Arachis, OH OH H OH

Fallopia R4’
trans-picéide Vitis OGlu |OH H OH O
pinosylvine Pinus, OH OH H RS | R3'
picéatannol Picea OH |OH |OoH |OH O
pinosylvine Pinus, OCH; |OH H OH
monométhylether Alnus R3
trans-ptérostilbene Vitis, OCH; |[OCH; |H OH

Vaccinium
astringine Picea OGlu |OH OH OH
rhapontine Rheum OGlu |OH OH OCH;

4.1 Glycosylation

La glycosylation des métabolites secondaires est une modification trés courante, ayant
pour but de détoxifier, de réguler, de stocker ou encore de maintenir I’homéostasie de certains
métabolites secondaires (Gachon et al., 2005). D’un point de vue biochimique, la glycosylation
permet d’augmenter la stabilit¢ des métabolites secondaires et par la protection des
groupements réactifs, elle permet également d’augmenter la solubilité et de contrdler la
compartimentation de certains métabolites secondaires toxiques dans la vacuole ou I’apoplasme
(Gachon et al., 2005). La glycosylation des métabolites secondaires est réalisée par des
glycosyltransférases (GT). Ces enzymes ne sont généralement pas considérées comme trés
spécifiques, puisqu’un seul geéne peut produire une enzyme capable de glycosyler plusieurs
substrats d’origines trés différentes (Bowles et al., 2005). Chez Vitis labrusca, une GT localisée

au niveau du mésocarpe des baies de raisin a été identifiée et permet de glycosyler in vitro les
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stilbénes, les flavonoides, les coumarines, ainsi que d’autres esters d’acides

hydroxicinnamiques ou hydroxybenzoiques (Hall and De Luca, 2007).

glycosyltransférase

UDP-glucose HO
K OH
\ .

UDP

v

cis-picéide

Figure 13 : Glycosylation du resvératrol par une glycosyltransférase. UDP-glucose, uridine-

diphosphate-glucose; UDP, uridine diphosphate.

La glycosylation du resvératrol (Figure 13) peut empécher son oxydation ou sa
dégradation enzymatique, et permet aussi de protéger la plante d’effets toxiques potentiels
(Hipskind and Paiva, 2000). La production de stilbénes dans des plantes transgéniques n’en
produisant pas naturellement provoque en général 1’accumulation de formes glycosylées
(picéides), issues de ’action de glycosyltransférases endogenes non spécifiques (Chong et al.,

2009).

4.2 Methoxylation

La méthylation des stilbénes et d’un grand nombre de métabolites secondaires est
réalisée par des O-méthyltransférases (OMT) S-adénosyl méthionine (SAM)-dépendantes de
type I. Ces OMT catalysent la méthoxylation de groupements hydroxyles (-OH) d’un grand
nombre de métabolites secondaires issus, en particulier, de la voie des phénylpropanoides, tels
que les chalcones, les flavonoides, les isoflavonoides, les ptérocarpans, ou les stilbénes (Noel et

al., 2003).
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La méthylation des métabolites secondaires peut affecter leur solubilité (augmentation
de la liposolubilit¢) ou leur volatilit¢, modifier leur compartimentation, inactiver des
groupements hydroxyles réactifs (Chiron, Drouet, Claudot, et al., 2000). Elle peut aussi
permettre d’augmenter les propriétés antimicrobiennes de certains composés ; par exemple la
méthylation du resvératrol par la resvératrol O-méthyltransférase (ROMT, Schmidlin et al.,
2007) forme le ptérostilbéne (3,5-dimethoxy-4’-hydroxy-trans-stilbéne), un composé dix fois
plus toxique in vitro que son précurseur le resvératrol (Pezet, Gindro, Viret, and Richter, 2004)
(Figure 14). La méthylation des stilbénes sera abordée plus en détail dans le chapitre II

consacré a la caractérisation de la famille des resvératrol O-méthyltransférases de la vigne.

H 2X S-adénosyl
méthionine (SAM)

\ H,CO
_>
ptérostilbéne

resvératrol O-méthyltransférase OCH,
(ROMT)

resvératrol

OH

Figure 14: Méthoxylation du resvératrol par la resvératrol O-méthyltransférase.

4.3 Oligomérisation

Chez la vigne, la dimérisation du resvératrol permet la formation d’oligomeéres : les
viniférines (Figure 15). Deux viniférines sont bien caractérisées : la e-viniférine (un dimere du
resvératrol) et la a-viniférine (trimere cyclique de resvératrol) (Jeandet et al., 2002). Chez la
vigne, les viniférines sont connues pour leurs propriétés antifongiques, et leur accumulation est
corrélée avec certains niveaux de résistance contre P. viticola (Pezet, Gindro, Viret, and Spring,

2004).
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Figure 15: Oligomérisation (dimérisation) du resvératrol en trans-e-viniférine, sous I’action

d’une péroxydase.

Des enzymes potentiellement impliquées dans la formation des viniférines sont
présentes a la fois chez les plantes, et chez certains pathogénes (Mattivi et al., 2011). La
dimérisation du resvératrol a été obtenue in vitro grace a une péroxydase de raifort (Armoracia
rusticana) en présence de péroxyde d’hydrogéne (H,O;) (Langcake and Pryce, 1977a;
Calderon AA, Pedrefio MA, Ros-Barceld A, 1990). Par ailleurs, une laccase de Botrytis cinerea
(B. cinerea) est capable de dimériser le resvératrol et le ptérostilbéne de la méme maniere que
les péroxydases végétales, créant ainsi des oligomeres insolubles a priori moins toxiques pour
ce champignon (Breuil et al., 1999; Jeandet et al., 2007). L’oxydation du resvératrol chez V.
vinifera cv. Gammay est contrélée par trois isopéroxydases localisées au niveau de la paroi
cellulaire et des espaces parié¢taux (apoplasme) (isopéroxydases A;, B3) ou au niveau de la
vacuole (isopéroxydase Bs) des baies ; la présence de ces enzymes semble liée au niveau de
résistance constitutif et induit contre P. viticola (Calderon et al., 1992; Calderon AA, Pedreno
MA, Ros-Barceldo A, 1990; Morales et al., 1997, Morales and Barcel, 1997). D’autres
viniférines possédant un plus haut degré de polymérisation ont pu étre mises en évidence, mais
leur caractérisation reste encore difficile a ce jour, compte tenu de la complexité de leurs
structures. Cependant, les progrés techniques analytiques conduisent a 1’identification

continuelle de nouveaux stilbénes, méme chez la vigne, ou ils sont pourtant connus depuis

24



Introduction : les stilbénes

longtemps. Plusieurs viniférines ont été identifiées par HPLC-DAD-MS au niveau des feuilles
d’une variété de vigne résistante au mildiou (génotype issu d’un croisement Vitis vinifera cv.
Merzling x Vitis vinifera cv. Teroldego), 6 jours apres infection par P. viticola. Ces feuilles
accumulent au moins 14 viniférines différentes, dont 7 dimeéres, 4 triméres et 4 tétrameéres
(Mattivi et al., 2011), pour un total de 28,5 mg de viniférines par kilogramme de maticre

fraiche. Trois de ces oligomeres sont représentés Figure 16.

Figure 16 : Structures de trois viniférines présentes dans les feuilles de vigne (Vitis vinifera cv.
Merzling x Vitis vinifera cv. Teroldego) 6 jours post-infection par P. viticola, d’aprés Mattivi et
al. 2011.

Structure du trimére E-miyabénol C (12), et de deux tétrameéres : 1’isohopéaphénol (13) et

I’ampélopsine H (14).

4.4 Autres modifications des stilbénes

Plusieurs dérivés de stilbénes prénylés ont été mis en évidence chez différentes familles
végétales. Par exemple, des formes prénylées de stilbénes (chiricanines) fongitoxiques ont été
mises en évidence dans 1’écorce des racines de Lonchocarpus chiricanus, un arbre appartenant

a la famille des légumineuses trouvé exclusivement au Panama, et connu pour ses propriétés
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insecticides (loset et al., 2001). D’autres dérivés prénylés du resvératrol (mucilagine A, 4-(3-
methyl-but-1-enyl)-3, 5-dimethoxy-4’-hydroxytrans-stilbene) ont été caractérisés au niveau du
mucilage qui entoure les jeunes racines d’arachide (Sobolev et al., 2006). Enfin, de fagon
originale, des tétrahydroxystilbénes prénylés aux propriétés antioxydantes ont été identifiés

dans du propolis provenant du sud de 1’ Australie (Abu-Mellal et al., 2012).

5 Régulation de la synthese des stilbénes

5.1 Synthese constitutive

Les stilbenes s’accumulent de fagon constitutive dans le bois et I’écorce de certaines plantes
ligneuses et en moindre quantité dans les tissus verts, le plus souvent conjugués a des
glucosides ou a des groupements méthyles (Hart, 1981). Chez plusieurs genres ligneux tels que
Pinus, Eucalyptus ou Maclura, le bois de cceur peut contenir des concentrations en stilbénes
allant de 1 a 30 mg/g de matiére séche. Chez Pinus, la pinosylvine, la dihydroxypinosylvine
ainsi que la forme méthylée de la pinosylvine: le 3-hydroxy-5-methoxystilbéne sont
naturellement présents dans le bois de cceur, pouvant aller a des concentrations comprises entre
1 et 40 mg/g de maticre séche (Hart and Shrimpton, 1979).

Fallopia japonica (Renouée du Japon) est aussi une plante qui synthétise des stilbénes de
facon constitutive, les concentrations en stilbénes au niveau des racines pouvant aller jusqu’a
16 mg/g de matiere seche pour le picéide et 1,8 mg/g de matiére seche pour le resvératrol
(Benova et al., 2008). Chez la vigne, les formes trans et cis-picéide s’accumulent naturellement
dans les baies de raisin (Gatto et al., 2008). Le resvératrol est naturellement présent dans les
parties ligneuses ou les racines de vigne; la teneur en resvératrol pouvant atteindre des
concentrations de 700 ug/g de matic¢re fraiche au niveau des tiges ligneuses (Langcake and
Pryce, 1976) ; les racines étant généralement riches en viniférines. On retrouve également les
formes cis et trans-resvératrol au niveau de I’exocarpe (pellicule) des baies de raisin, mais elles
sont totalement absentes du péricarpe (pulpe) (Chong et al., 2009).

De par leur présence constitutive, les stilbénes sont souvent considérés comme étant des
phytoanticipines, un terme donné aux composés de défense naturellement synthétisés et
accumulés dans les plantes. En dehors de leur présence constitutive dans les partes ligneuses ou

les racines d’un certain nombre de plantes, les stilbénes sont également connus en tant que
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composés de défense, inductibles suite a un stress. Les stilbénes sont généralement considérés

comme ¢€tant des phytoalexines.

5.2 Induction de la synthése des stilbenes en réponse a différents

stress

Les premieres mises en €vidences d’induction de la synthése de stilbénes en réponse a
des stress biotiques ou abiotiques ont été mises en évidence chez Vitis, Arachis et Pinus. Chez
Pinus, les stilbénes sont synthétisés suite a un stress biotique (champignons phytopathogenes :
Fomes annosu, Europhium clavigerum) ou abiotique (dessiccation, forte humidité,
rayonnements UV, stress mécanique) (Hart, 1981). Par exemple, I’induction de la synthése de
stilbénes est provoquée par des traitements UV sur de jeunes plantules de Pinus sylvestris
(Schoppner and Kindl, 1984). Ces derniers auteurs ont également mis en évidence la présence
de stilbénes constitutifs dans les graines de P. sylvestris, la pinosylvine étant la phytoalexine
majoritaire (Schoppner and Kindl, 1984; Dercks and Creasy, 1989). D’autres études ont montré
une induction de la synthése de stilbénes au niveau de jeunes aiguilles de Pinus sylvestris apres
une exposition de 4h a 0,2 uL. d’ozone/l (Rosemann et al., 1991), ou bien au niveau des cellules
du phloéme suite a une infection par un champignon phytopathogéne (Lieutier et al., 1996).
Chez I’arachide (Arachis hypogea), la synthese de stilbénes a été mise en évidence suite a une
infection par un champignon phytopathogeéne (Helminthosporium carbonum) (Keen and
Ingham, 1976; Ingham, 1976). Chez la vigne différents agents pathogeénes induisent la synthése
de stilbénes: le champignon responsable de la pourriture grise : B. cinerea (Langcake and Mc
Carthy, 1979), I’agent du mildiou : P. viticola (Langcake and Pryce, 1976; Adrian et al., 1997),
et I’agent de I’oidium: Erysiphe necator (Schnee et al., 2008; Fung et al., 2008). Certains stress
abiotiques sont également capables d’induire la synthese de stilbénes : le stress engendré par un
rayonnement ultraviolet (Langcake and Pryce, 1977c, 1976), les ions aluminiums (Adrian et al.,
1996), par exemple. Enfin, différentes phytohormones telles que I’éthyléne ou le méthyl
jasmonate sont de puissants inducteurs de la synthése des stilbénes (Belhadj et al., 2006; Assia
et al., 2008).

L’induction de la production de stilbénes est généralement corrélée avec une
augmentation de la transcription des geénes impliqués. La biosynthése de stilbénes est corrélée

avec I’expression de la PAL et de la STS et dépend de voies de biosynthése générales de
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réponse au stress qui ne sont pas spécifiques des plantes productrices de stilbene (Chong et al.,

2009; Hain et al., 1993).

Néanmoins, aucun facteur de transcription spécifique régulant les génes de la voie de

biosynthése des stilbénes n’a pour le moment été identifié¢ (Chong et al., 2009). L’induction des

STS chez la vigne se fait en deux temps : une induction des S7S rapide suite a un stress, et une

induction plus tardive. L’induction en deux temps des S7S a été observée chez V. vinifera cv.

Pinot noir et Chardonnay aprés un traitement aux UV, et la synthése de resvératrol est corrélée

avec le niveau de transcrits des S7'S (Borie et al. 2004).

6 Role des stilbénes dans les mécanismes de défense

6.1 Mise en évidence de la toxicité in planta

De nombreuses ¢tudes ont mis en évidence les propriétés toxiques des stilbénes vis a vis

de différents agents phytopathogénes ou de ravageurs. A ce titre, les stilbénes synthétisés de

facon constitutive sont considérés comme des agents importants des défenses passives. (Chong

et al., 2009). Différents effets sont rapportés dans la littérature :

Chez les coniferes, I’accumulation de pinosylvine et de sa forme méthylée au niveau du
bois de cceur pourrait prévenir la dégradation par les micro-organismes. Chez certaines
especes de pins, des stilbénes nématicides sont présents dans 1’écorce et le bois de cceur.
(Lieutier et al., 1996; Suga et al., 1993)

Effet dissuasif sur les herbivores : Alnus cruspa accumule par exemple de la pinosylvine 3-
O-méthyl éther au niveau des bourgeons foliaires et des chatons, ce qui semble avoir un
effet dissuasif sur le lievre d’Amérique. (Bryant et al., 1983)

Effet insecticide, rapporté pour les stilbénes extraits de I’écorce de Yucca periculosa. Ces
stilbénes inhibent la croissance et le développement des insectes ravageurs. (Torres et al.,
2003)

Propriétés anti-fongiques et anti-bactériennes. Chez la vigne, les formes cis- et trans- du
resvératrol s’accumulent dans la peau (exocarpe) des baies en cours de maturation (Jeandet
et al., 1991; Versari et al., 2001), et ils sont supposés former une barriére constitutive
naturelle contre les nombreux champignons et bactéries phytopathogénes qui se

développent préférentiellement a ce stade de développement des baies (Gatto et al., 2008).
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La production de stilbénes est I’une des réponses majeures de la vigne suite a une infection
par un champignon phytopathogeéne (Langcake and Pryce, 1977a; Langcake, 1981; Pezet and
Pont, 1990, 1995; Hammerschmidt, 2004). Les stilbénes s’accumulent a de fortes
concentrations au niveau des sites d’infection de feuilles de vigne résistantes (Vitis vinifera cv.
Solaris) infectées par P. viticola, en comparaison avec un cultivar sensible (V. vinifera cv.
Chasselas) (Pezet, Gindro, Viret, and Spring, 2004). Chez V. vinifera cv. Solaris, P. viticola ne
se développe pas, suggérant que les stilbénes sont toxiques pour la croissance du mycélium.
Les variétés de vignes sensibles et résistantes se différencient essentiellement par la nature des
stilbénes produits. En effet, chez la variété sensible Chasselas infectée par le mildiou, une
grande quantité de picéide relativement peu toxique est synthétisée ; alors que chez la variété

résistance Solaris, le resvératrol est convertit en &- et o-viniférines trés fongitoxiques.
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var. sensible Chasselas var. Solaris (résistante)
sporulation nécrose
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Figure 17 : Dosage des stilbénes 48 h post-infection par P. viticola chez différentes variétés de
vigne sensibles, partiellement résistantes, et résistantes (figure adaptée de Pezet et al. 2004).
Variétés sensibles : 1, Chasselas ; 2, Gammay ; 3, Gamaret ; 4, Pinot noir ; 5, Seyval blanc ;
variété partiellement résistante : 6, Johaniter (faible sporulation); variétés résistantes: 7,

Bronner ; 8, Solaris.
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Des résultats similaires ont été obtenus avec E. necator (Schnee et al., 2008). D’autres
¢tudes ont pu mettre en évidence une corrélation positive entre la présence de resvératrol et de
e-viniférines au niveau des feuilles de certains génotypes de vigne (incluant les especes
résistantes V. rupestris et V. cinerea), et la résistance contre B. cinerea, les concentrations en
stilbénes excédant les concentrations nécessaires a 1’inhibition de la croissance du champignon
in vitro (Douillet-Breuil et al., 1999). Une étude récente en imagerie par spectrométrie de
masse a comparé la localisation de la synthése de stilbénes (resvératrol et ptérostilbeéne) au
niveau de feuilles inoculées par le mildiou ou suite a une irradiation aux rayons UV (Hamm et
al., 2010). Ces travaux ont permis de montrer que la localisation des stilbénes variait en
fonction du stress appliqué au niveau des feuilles : aprés inoculation du mildiou (P. viticola),
les stilbénes s’accumulent spécifiquement au niveau du mycélium et plus particuliérement au
niveau des stomates, qui sont les points d’entrée du mycélium vers le mésophylle et au niveau
desquels se développent les sporangiophores. Suite a un stress par irradiation aux rayons UV,
les stilbénes sont synthétisés de facon homogene sur toute la surface de la feuille. Une autre
¢tude réalisée en microscopie confocale (Bellow et al., 2012) sur des feuilles de vigne sensibles
et partiellement résistantes, a permis de montrer une corrélation entre la présence de I’all¢le de
résistance RpvI et I’accumulation des stilbénes au niveau du mésophylle, ou se développe le
mycélium du mildiou. Les plantes sensibles ne possédant pas 1’alléle de résistance Rpvi
montrent une synthése de stilbénes au niveau de 1’épiderme seulement. La résistance des

feuilles pourrait étre liée au profil de localisation des stilbénes dans les tissus foliaires.

6.2 Meécanismes d’action des stilbénes et toxicité in vitro

6.2.1 Toxicité des stilbénes in vitro sur les champignons

phytopathogénes

Les effets des stilbénes sur les cellules fongiques sont décrits dans une revue de Pezet et
Pont (1995). Les stilbénes affectent la respiration des conidies en inhibant ’entrée de 1’oxygene
probablement par détérioration des membranes cellulaires. Cette inhibition peut étre plus ou
moins forte, selon la nature du stilbéne utilis¢, le ptérostilbéne ayant I’effet le plus marqué a ce
niveau. La structure chimique des stilbénes permet la libre circulation des €lectrons au sein de

la molécule. Cette particularit¢ chimique permettrait la formation de complexes stilbénes-
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protéines qui seraient a 1’origine de I’inhibition de la respiration au niveau des conidies (Hart,
1981). Les stilbenes affectent également la structure des membranes cellulaires et des
organelles. Aussi, aprés application de ptérostilbéne (5.10 M) sur des conidies de B. cinerea,
la dégradation des membranes cellulaires est tres rapide : elle débute par la désorganisation des
membranes mitochondriales et nucléaires, suivie de la désorganisation du réticulum
endoplasmique, la disparition des ribosomes, pour enfin se terminer par la dissolution totale des
organelles et de la membrane cellulaire. Il est fréquent de retrouver des corps lipidiques au
niveau des cellules fongiques en voie de dégradation ; particuliecrement a proximité des
mitochondries et de la membrane nucléaire ; ces corps sont en fait formés de phospholipides
provenant des membranes cellulaires désorganisées. La germination des conidies est é¢galement
inhibée au contact des stilbénes, cet effet pouvant étre partiel ou total en fonction des stilbénes
testés. Dans le cas d’une inhibition totale de la germination obtenue avec de faibles
concentrations en ptérostilbéne, les organelles ainsi que les membranes cellulaires sont
totalement détruites en moins de 30 minutes (Pezet and Pont, 1990). D’autres études in vitro
ont montré que le ptérostilbéne, méme a de faibles concentrations, associ¢ avec I’acide
glycolique (un acide organique présent a de fortes concentrations dans les baies de raisin
immatures), permettait d’inhiber la germination des conidies ainsi que la croissance du tube
germinatif de Botrytis cinerea, (Pezet and Pont, 1988a). Ces deux auteurs considérent le
ptérostilbéne comme étant généralement le stilbéne le plus toxique contre les champignons
phytopathogeénes. Cependant, sa concentration dans des feuilles de vigne ou des baies infectées
est en général trés faible, si bien que son role réel dans les mécanismes de défense est difficile a

démontrer.

Une étude plus récente a permis de montrer 1’effet de différents stilbénes sur la mobilité
des zoospores et le développement de P. viticola in vitro, (Pezet, Gindro, Viret, and Richter,
2004); les résultats de cette étude sont représentés sur la Figure 18. La toxicité des stilbénes
semble varier selon deux parametres principaux : la capacit¢ du stilbéne a traverser les
membranes cellulaires et la capacité¢ a attirer les ¢€lectrons. Plus ces deux paramétres sont
importants, plus le stilbéne est toxique. La toxicité des stilbénes au niveau des conidies de B.
cinerea est positivement corrélée avec la force des groupements attracteurs qui les composent,
et donc la valeur sigma des stilbénes. La liposolubilité est également un facteur directement lié
a la toxicité des stilbénes. Par exemple, le resvératrol est une molécule relativement hydrophile,
qui pénctre difficilement a I’intérieur des membranes cellulaires. Cette caractéristique pourrait

expliquer la faible capacité du resvératrol a inhiber la germination de conidies de B. cinerea. En
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revanche, les groupements -OCH; présents sur le ptérostilbene favoriseraient le contact avec les

protéines membranaires, ce qui pourrait expliquer sa forte toxicité.

trans-resvératrol trans-g-viniférine ptérostilbéne trans-d-viniférine
EDs,
(inhibition des 192 uM 73 uM 28,30 uM 14,60 uM
zoospores)
EDs, 145 M 71 uM 12,70 pM 14,70 uM
(développement de
la maladie)

Figure 18 : Toxicité des stilbénes sur P. viticola (adapté de Pezet, Gindro, Viret, and Richter,
2004).
Concentrations effectives (EDsp) en stilbénes requises pour une inhibition de 50 % de la
mobilité des zoospores de P. viticola, ou une inhibition de 50 % de I’expression de la maladie
(présence de sporangiophores aprés inoculation de feuilles de V. vinifera cv. Chasselas avec des

zoospores de P. viticola).

Toutes ces observations, de 1I’induction de la synthese des stilbénes par des organismes
phytopathogenes, a la toxicité¢ in vitro démontrée des stilbénes, ont permis d’émettre
I’hypothese que la présence de stilbénes in planta pourrait étre directement corrélée avec le
niveau de résistance des plantes, et jouer ainsi un role crucial dans les mécanismes de défense
des plantes. En effet, des résultats récents suggeérent que les stilbénes pourraient jouer un role
dans le déclanchement de la réaction hypersensible. Chang et al., (2011) ont montré une rapide
accumulation de resvératrol et de d-viniférines toxiques dans des lignées cellulaires de Vitis
rupestris, une variété de vigne résistante, qui serait a 1’origine de I’initiation de la réponse
hypersensible induisant la mort cellulaire. Cette accumulation de resvératrol et de d-viniférines,
ainsi que la réponse hypersensible, ne sont pas observées dans les lignées cellulaires de Pinot
noir, une variété sensible. Le resvératrol induit une cascade de réactions amenant a la mort
cellulaire, incluant une alcalinisation rapide, 1’accumulation de transcrits codant pour des

protéines PR (pathogenesis-related protein), le burst oxydatif (formation des ROS : reactive
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oxygen species), et la désorganisation des microtubules et 1’agrégation des filaments d’actine
(Chang et al., 2011). En plus d’agir comme une phytoalexine, le resvératrol pourrait donc étre
considéré comme une molécule signal, qui induirait I’initiation de la mort cellulaire relative a la

réaction d’hypersensibilité.

6.2.2 Toxicité des stilbénes sur les végétaux

Les stilbénes peuvent moduler le développement des plantes environnantes en stimulant
ou en inhibant 1’¢longation des racines et des parties végétatives selon les especes végétales
(Chong et al., 2009). Le picéatannol inhibe la photosynthése (Gorham and Coughlan, 1980), et
cela a été observé chez Scirpus maritimus (famille des Cypéracées) qui produit du picéatannol
inhibant la croissance et la photosyntheése des plantes environnantes. Les stilbénoides de Carex
distachya affectent aussi la croissance des plantes herbacées environnantes (Chong et al.,
2009). D’un point de vue évolutif, les stilbénes ont probablement été exclus des tissus

photosynthétiques a cause de leurs effets néfastes sur la photosynthése (Hart, 1981).

6.3 Ingénierie de la biosynthése des stilbénes

6.3.1 Obtention de plantes transgéniques accumulant des stilbénes

La biosynthése des stilbénes se préte particulicrement bien a des approches de
transgenese végétale, car les précurseurs des stilbénes sont présents chez toutes les plantes.
Théoriquement, il suffit donc d’exprimer une stilbéne synthase chez une plante quelconque
pour lui conférer la capacité de produire des stilbénes. Des stratégies de transgenése ont ainsi
permis d’évaluer la toxicité des stilbénes, vis a vis de certains agents pathogénes. En 1993, un
fragment d’ADN génomique contenant deux genes STS (Vstl et Vst2) a été cloné a partir de
V.vinifera (cv. Optima) puis utilisé pour transformer Nicotiana tabacum. Les plantes
transgéniques exprimant Vst et Vst2 sous le contrdle de leur propre promoteur montrent une
réduction des symptomes de plus de 50 % suite a ’infection par Botrytis cinerea (Hain et al.,
1993; Fischer and Hain, 1994) (Figure 19). Ceci constitue le premier exemple de
I’augmentation de la résistance d’une plante vis a vis de bio-agresseurs grace a la biosynthése

d’une phytoalexine provenant d’une autre plante.
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Des études plus récentes ont permis la création de porte-greffes 41B transgéniques
(issus d’un croisement V. vinifera cv. Chasselas X Vitis berlandieri) surexprimant une STS
sous controle d’un promoteur inductible par les champignons phytopathogénes ; ces plantes
transgéniques, qui accumulent localement jusqu’a 100 fois plus de resvératrol qu’une plante
témoin, montrent une nette réduction des symptomes observés normalement apres une infection
par Botrytis cinerea (Coutos-Thévenot et al., 2001) (Figure 19). Les travaux de Hain et al.
(1993) ont été initiateurs de beaucoup d’autres expériences de transgenese végétale a 1’aide du
gene de vigne Vstl (V. vinifera var Optima), en vue de démontrer les effets bénéfiques des
stilbénes contre des agents phytopathogenes, chez par exemple une légumineuse (luzerne),
certaines céréales (blé, orge), certains fruits et légumes (tomate, kiwi, pomme, petit pois,
papaye, houblon, laitue, banane) des arbres ligneux tels que le peuplier ou le tremble, le

houblon ou encore le genre Rehmannia (Delaunois et al., 2009).

Figure 19 : Création de plantes transgéniques surexprimant Vst/ (V. vinifera cv. optima).
A et B, photos tirées de I’étude de Hain et al. (1993) montrant une feuille de N. tabacum témoin
infectée par B. cinerea (A) ainsi qu'une feuille transgénique surexprimant Vst/ et également
infectée (B). C,D, photos tirées de I’étude de Coutos-Thévenot et al. (2001) montrant un porte-
greffe 41B non transgénique infecté par B. cinerea (C) ainsi qu’un porte-greffe 41B

transgénique surexprimant Vs¢/ et également infecté (D).
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Si dans la plupart de ces études les plantes transgéniques ont montré une augmentation
nette de la résistance aux organismes phytopathogeénes (champignons principalement)
(Delaunois et al., 2009), dans certains cas la croissance des agents pathogénes n’est que ralentie
(Zhu et al., 2004) et dans d’autres cas elle n’est pas affectée (Kobayashi et al., 2006). De
maniére inattendue, la surexpression d’une STS (NS-Vitis3) de V. riparia sous contréle du
promoteur 35S du virus de la mosaique du chou-fleur (CaMV) chez la fraise (Fragaria x
ananassa) a conduit a une augmentation de la susceptibilité a Botrytis cinerea (Hanhineva et
al., 2009), probablement en raison d’une interaction avec le métabolisme des flavonoides. En
effet, les flavonoides sont connus pour contribuer aux mécanismes de défense des plantes
(Grotewold, 2006), et de la fraise en particulier (Terry et al., 2004; Halbwirth et al., 2006;
Hukkanen et al., 2007). Chez le kiwi, la surexpression d’une STS (pBSRIP) de V. riparia
entraine la production de picéide peu toxique pour les pathogeénes fongiques (Kobayashi et al.,
2006), les mémes résultats ayant été obtenus chez le peuplier (Populus alba), avec des
concentrations en picéide allant jusqu’a 615,2 pg/g de matiere fraiche (feuilles) (Giorcelli et al.,

2004).

Parallelement aux approches visant a augmenter la résistance vis a vis de différents
pathogenes, I’augmentation de la teneur en stilbénes de certains végétaux pourrait permettre
d’obtenir de nouvelles sources de stilbénes alimentaires. Parmi les plantes consommées par
I’homme, la vigne et I’arachide produisent du resvératrol a des concentrations de 4 pg/g de
matiere seéche, et on en retrouve en moyenne 2 mg/l dans le vin rouge, ce qui en fait, en
moyenne, la premiere source naturelle de stilbénes alimentaires. Cependant, les concentrations
sont insuffisantes en regard des concentrations utilisées lors des études sur les propriétés
pharmacologiques des stilbénes, qui utilisent des doses environ 50 fois supérieures aux doses
retrouvées naturellement (Reagan-Shaw et al., 2008; Baur and Sinclair, 2006). En vue
d’augmenter les propriétés nutraceutiques des végétaux consommables, plusieurs études ont été
menées. Chez la tomate (Lycopersicon esculentum cv. Moneymaker), la surexpression du gene
StSy de V. vinifera (cv. Lambrusco Foglia Frastagliata) sous contrdle du promoteur 35S du
CaMV permet d’obtenir une concentration maximale de resvératrol de 26 pg/g de maticre
fraiche de fruit pendant sa maturation, sachant qu’une quantité équivalente est stockée sous
forme glycosylée (Giovinazzo et al., 2005). Une étude plus récente portant sur le méme type de
plantes transgéniques (Lycopersicon esculentum cv. Moneymaker) exprimant le géne StSy sous
contréle d’un promoteur spécifique du fruit (TomLoxB), a montré une accumulation de

resvératrol et de picéide au niveau de la peau des tomates, mais dans des quantités 20 fois
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inférieures a celle retrouvée dans les plantes transgéniques ou SzSy est placé sous contrdle du
promoteur 35S du CaMV (D’Introno et al., 2009). L’accumulation de resvératrol observée dans
les fruits transgéniques est suffisante pour augmenter ’activité anti-oxydante globale, mais
aussi la teneur en antioxydants autres que le resvératrol, comme par exemple 1’acide
ascorbique. Les fruits transgéniques obtenus possédent également des propriétés anti-
inflammatoires, puisqu’ils permettent de contrecarrer 1’effet de 1’ester de phorbol (activateur de
la prolifération cellulaire) produit par les macrophages, par I’inhibition de I’enzyme cyclo-
oxygénase-2 (D’Introno et al., 2009). Cependant, dans ces deux études réalisées chez la tomate,
la production de resvératrol a pour conséquence 1’absence de graines dans les fruits. Chez la
pomme (Malus domestica cvs. Elstar et Holsteiner Cox), le géne Vst (Vitis vinifera cv.
Optima) sous controle de son propre promoteur permet la production de resvératrol sous sa
forme glycosylée (picéide) dans les tissus verts et dans les fruits (Rithmann et al., 2006). Cette
accumulation n’a pas de conséquences sur le phénotype ou la fertilit¢ de la plante, ce qui
s’explique probablement par le fait que le resvératrol n’est pas retrouvé sous sa forme libre,
mais uniquement sous sa forme glycosylée.

La quantité de stilbénes naturellement produite chez les plantes est souvent supérieure
aux quantités produites dans des systémes hétérologues de type levures ou bactéries (Jeandet et
al., 2012). Cependant, la synthese de stilbénes chez les plantes est trés variable car elle dépend
de I’espece végétale considérée, du promoteur utilis€¢, mais aussi de I’organe, du tissu ou du
stade de développement considéré (Jeandet et al., 2012). Aussi, un des problémes majeurs de la
production de stilbénes in planta est la purification d’un seul métabolite d’intérét a partir d’un
extrait végétal complexe (Park et al., 2009). Par exemple, I’extraction et la purification du
resvératrol et de ses dérivés (viniférines principalement) a partir des rafles de vigne est possible
(Rayne, 2008), mais est difficilement applicable a une échelle industrielle car trés cotiteuse. Ce
type d’extraction est réservé a des produits cosmétiques a haute valeur ajoutée (firme Caudalie

par exemple).

6.3.2 Production de stilbénes par des cultures cellulaires végétales

Les cultures cellulaires végétales sont largement utilisées pour la production de
métabolites secondaires tels que des alcaloides, des terpénoides, des composés phénoliques ou
encore des hétérosides, destinés par exemple a la fabrication de produits pharmaceutiques,

d’arobmes, de colorants, ou de pesticides (Donnez et al., 2009). Ces composés sont souvent
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difficiles a synthétiser chimiquement, c’est pourquoi I’utilisation de microorganismes ou de
cultures cellulaires est indispensable. Dans cette technique de production, les cellules végétales
des plantes productrices de stilbénes sont utilisées sans étre modifiées ou transformées. La
syntheése de resvératrol dans les cellules végétales dépend de nombreux parametres dont
I’ajustement est spécifique a I’espéce considérée, et la production peut étre stimulée grace a
I’utilisation d’¢€liciteurs tels que le jasmonate de méthyle, des dérivés de cyclodextrine ou du
chitosan. La culture de cellules de Vitis vinifera montre les meilleurs résultats en terme de
biosynthése de trans-resvératrol apres élicitation par des cyclodextrines, et cette méthode de
culture reste a ce jour la méthode la plus efficace pour la production de resvératrol et de ses
dérivés, avec des concentrations produites pouvant atteindre 5 g de resvératrol / 1 de culture
(Lucas-Abellan et al., 2007). Cependant cette technique a également quelques limites dans le
cas ou les cellules végétales sont cultivées a la lumiére dans des bioréacteurs, ce qui peut poser
deux problémes majeurs : I’isomérisation du resvératrol dans sa forme cis et la production de
pigments tels que les anthocyanines, issus de la voie de biosynthése des flavonoides en
compétition directe avec la voie de biosynthese des stilbénes. Ce probléme a été contourné par
certaines firmes industrielles qui parviennent a cultiver des cellules végétales dans des
bioréacteurs pouvant contenir jusqu’a 75 000 1 de culture (http://www.phytonbiotech.com/).
L’utilisation de cals et de racines transgéniques sont deux autres approches utilisées
pour la production de resvératrol. Les racines transgéniques ou chevelu racinaire (« hairy
roots » en anglais), sont obtenues par transformation des cellules végétales par Agrobacterium
rhizogenes, une agrobactérie possédant un plasmide Ri portant un ADN-T capable de s’insérer
dans le génome des cellules végétales, et induisant la prolifération anarchique de racines.
L’avantage de ces racines est qu’elles peuvent étre cultivées en milieu liquide pour la
production de métabolites secondaires. Cette méthode de culture particuliere a pu étre adaptée
chez I’arachide (4. hypogea) pour une production de resvératrol de 98 pg/mg de milieu sec
(Medina-Bolivar et al., 2007). La culture de cals permet aussi la synthése de resvératrol, mais
cette technique ne sera pas exposée plus en détail, dans la mesure ou la mise en place d’une
production en grand volume semble improbable au regard de la faible quantité de resvératrol
produite par les cals (concentration comptée en pg/g de maticre fraiche), de la vitesse de

croissance relativement lente des cals, mais aussi de I’espace demandé pour la culture de cals.
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Tableau 2 : Récapitulatif de la production de resvératrol chez les plantes, adapté de (Donnez et al., 2009). MS, matiére séche ; MF, matiére fraiche ; MeJA,

jasmonate de méthyle ; SA, acide salicylique (+), induction/élicitation ; (-), condition contrdle. Sauf précision, les concentrations données représentent le trans-resvératrol.

Concentration Concentration
Espéces végétales Elicitation/Induction Références
extracellulaire intracellulaire
(+) acétate de sodium 0,098 mg/g MS
/ (Medina-Bolivar et al., 2007).
Arachis hypogea ©) 0,002 mg/g MS
racines ) 0.8-1.5 mg/g MS / (Kim et al., 2010)
(+) traitement UV / 12 pg/g de MF (Ku et al., 2005)
(+) variable : SA, MeJA, présence 0,15-3,15 % MS (Dubrovina et al., 2010; Kiselev et
Vitis amurensis cv. Rupr. cals /
des génes rolB/rolC soit 15 a 315 mg/1 al., 2007, 2010)
acide o-naphtaléne acétique et 6-
Vitis thunbergii cv. Sieb. et Zucc. cals / 3,7 mg/g de MS (Ho and Kuo, 2008)
benzyl-aminopurine
Gossypium hirsutum susp. cell. ) / 7,2 ug/g MS (Kouakou et al., 2006)
MeJA 13 pg/g MS 39 ug/g MS (Tassoni et al., 2005)
V. vinifera cv. Barbera susp. cell.
chitosane 234 pg/g MS / (Ferri et al., 2009)
Vitis labrusca cv. Concord susp. cell. (+) L-Alanine 0,54 mg/1 0,01 mg/g MF (Chen et al., 2006)
(Larronde et al., 1998; Vitrac et al.,
Vitis vinifera cv. Gamay Fréaux (+) MeJA / 34-360 mg/I picéide
susp. cell. 2002; Krisa et al., 1999; Belhadj et
cv. Teinturier (+) saccharose 27 mg/g MF 117 mg/g MF picéide
al., 2008; Aumont et al., 2004)
V. vinifera cv. Gamay susp. cell. (+) (dérivés de cyclodextrine) 100-203 mg/1 93-202 mg/1 picéide (Morales et al., 1997)
(Bru and Pedreno, 2006; Lijavetzky
V. vinifera cv. Gamay Rouge susp. cell. (+) (dérivés de cyclodextrine) 3060-3280 mg/1 /
et al., 2008)
V. vinifera cv. Monastrell Albino | susp. cell. (+) (dérivés de cyclodextrine) 680-5027 mg/1 / (Bru and Pedreno, 2006)
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La concentration du resvératrol produit par la culture végétale cellulaire est
environ égale a celle retrouvée naturellement, et I'utilisation de cette méthode de production
limiterait grandement la récolte et 1’arrachage des plantes naturellement riches en stilbénes

(Donnez et al., 2009).

Les problématiques soulevées par I'utilisation de plantes entieéres pour la production de
resvératrol et de ses dérivés favorisent donc I'utilisation des microorganismes ou des cultures
cellulaires, largement utilisés de nos jours pour la production de nombreux médicaments et
métabolites secondaires. Ces biotechnologies sont bien plus abordables d’un point de vue
écologique et environnemental, permettant une purification plus simple des produits de

synthése, mais évitant aussi 1’utilisation de pesticides.

6.3.3 Production de stilbenes chez les bacteries et les levures

Les bactéries et levures utilisées couramment en biotechnologie ne possédent pas les
enzymes clés permettant la biosyntheése des phénylpropanoides. Afin de pouvoir produire du
resvératrol, ces systémes hétérologues doivent produire deux substrats :

- le malonyl-CoA, naturellement présent chez les bactéries et les levures car il rentre dans
la voie de biosynthése de novo des acides gras.

- le p-coumaroyl-CoA obtenu par la 4-coumarate : CoA ligase (4CL) a partir de ’acide p-
coumarique. La voie des phénylpropanoides n’existant pas chez ces microorganismes,
I’enjeu de la synthése de resvératrol réside donc dans le fait de pouvoir recréer les
premicres étapes de la voie de biosynthése des phénypropanoides dans ces systémes

hétérologues.

6.3.3.1 Production chez Escherichia coli

Plusieurs études ont tenté de produire de grandes quantités de resvératrol a partir d’E.
coli, en recréant la voie de biosynthése des stilbénes par 1I’addition d’une STS, mais aussi d’une
4CL permettant la synthése de p-coumaroyl-CoA dans un milieu supplémenté d’acide p-
coumarique. Le malonyl-CoA est naturellement synthétis€¢ par les bactéries, et rentre par

exemple dans la voie de biosyntheése des acides gras. L’une des premicres études visant a
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produire du resvératrol a été réalisée en 2006 par bioconversion, en exprimant la STS d’4.
hypogea et la 4CL1 d’A4. thaliana, dans la souche E. coli BW27784 et dans un milieu de culture
optimis¢ pour la production de protéines recombinantes et complémenté d’acides p-
coumarique, caféique ou férulique (Watts et al., 2006). Cette étude a permis d’obtenir
respectivement des concentrations de 100 mg/l de resvératrol a partir de 1’acide 4-coumarique
et 13 mg/l de picéatannol a partir de 1’acide caféique dans le milieu de culture bactérien.
Cependant la bioconversion n’est pas totale, ce qui suggere qu’une partie des acides
hydroxycinnamiques ajoutés au milieu de culture sont dégradés par les bactéries, comme cela a
déja été observé pour des phénylpropanoides (Diaz et al., 2001). Une étude de 2007 a permis de
produire plusieurs stilbénes a des concentrations allant jusqu’a 171 mg/l, en co-exprimant une
STS d’A4. hypogea, une 4CL de Lithospermum erythrohizon ainsi qu’une acétyl-CoA
carboxylase (ACC) de Corynebacterium glutamicum, le meilleur résultat étant obtenu avec
’acide p-coumarique (Katsuyama et al., 2007).

Des travaux plus récents de 2011 ont permis d’augmenter les niveaux de resvératrol
produits, par ’optimisation fine des parametres de production, par le choix des souches
bactériennes, des vecteurs d’expression, mais aussi par [’utilisation d’enzymes plus
performantes pour la production de resvératrol (Lim et al., 2011). En coexprimant la 4CL d’A.
thaliana et 1a STS de V. vinifera sur un méme opéron sous le controle d’un promoteur commun
T7, dans des souches d’E. coli BW27784 et dans un milieu enrichi en acide p-coumarique et en
céruléine (inhibiteur de la voie de biosynthése des acides gras, qui permet d’augmenter le
«pool » de malonyl-CoA), les auteurs ont pu obtenir une plus grande quantit¢ de
resvératrol que dans les études précédentes : 2,3 g/l de milieu de culture. Le Tableau 3 résume

les stratégies utilisées pour la production de stilbénes en systémes bactériens.
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Tableau 3 : Récapitulatif de la production de resvératrol en systémes hétérologue bactériens.

STS : stilbéne synthase ; 4CL ; 4-coumarate : CoA ligase ; ACC, acétyl-CoA carboxylase (production de malonyl-CoA).

Microorganisme

Genes

utilisés

Origine des génes

Substrat(s)

Concentration en stilbéne

Référence

Streptomyces Streptomyces coelicolor
Génes en | Acide p-coumarique 1,2 mM 0,4 mg/1 resvératrol
venezuelae 4CL1, STS (4CL1), Arachis hypogea o ) ) ) (Park et al., 2009)
tandem Acide cinnamique 1,2 mM 0,6 mg/I pinosylvine.
(DHS2001) (STS)
Escherichia. coli Acide p-coumarique 1 mM 100 mg/1 resvératrol
Arabidopsis thaliana (4CLI), ) ) )
(BW27784 4CL1, STS non Acide caféique 13 mg/1 piceatannol (Watts et al., 2000).
Arachis hypogea (STS) ) )
pACMod) Acide férulique /
Streptomyces coelicolor
Escherichia. coli 4CL1, STS ? (brevet) ? (brevet) 3.6 mg/l (Huang et al., 2006)
(4CL), Vitis sp. (STS)
Nicotiana tabacum (4CL), ) ] (Beekwilder et al.,
Escherichia. coli 4CLI1, STS non acide p-coumarique 5 mM 16 mg/1
Vitis vinifera (STS) 2006)
Escherichia. coli Arabidosps thaliana (4CL1), Acide p-coumarique 15 mM 2 462 mg/l resvératrol
4CL1, STS oui (Lim et al., 2011).
BW27784 Vitis vinifera (STS) Céruléine 0,05 mM 1 380 mg/l sans céruléine
Lithospermum erythrohizon
Escherichia. coli 4CL1, STS, (4CL1), Arachis hypogea Acides hydroxycinnamiques | 171 mg/l a partir de I’acide p- (Katsuyama et al.,
non
(BLR DE3) ACC (STS), Corynebacterium 1 mM coumarique 2007)
glutamicum
Arabidopsis thaliana (4CL),
Escherichia. coli | TAL, 4CL, STS Rhodobacter capsulatus ? (brevet) ? (brevet) ? (brevet) (Katz et al., 2008)

(TAL), Rheum tataricum (STS)
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6.3.3.2 Production chez la levure

De méme que chez les bactéries, la voie des phénylpropanoides amenant a la production
d’acide p-coumarique puis de p-coumaroyl-CoA n’existe pas chez la levure Saccharomyces
cerevisiae. Cependant, I’acide p-coumarique est présent dans les mofts de raisin utilisés pour la
fermentation des levures, la production de resvératrol ne nécessiterait donc que I’apport d’une
4CL et d’une STS pour la production de resvératrol (Becker et al., 2003). Cette étude a été
réalisée par J. Becker et al. dans ’optique de pouvoir enrichir les vins en resvératrol afin
d’augmenter leur propriété anti-oxydante, surtout dans le cas des vins blancs naturellement
pauvres en resvératrol (lors de la vinification des vins blancs, le mo(it de raisin est fermenté
sans les peaux de raisin, a l’inverse de la vinification des vins rouges). La synthése de
resvératrol a été réalisée en milieu fermentaire supplémenté d’acide p-coumarique ; les levures
co-exprimaient une 4CL de peuplier (cv. hybride Populus trichocarpa x Populus deltoides) et
une STS de vigne (Vst! du Cabernet sauvignon). La fermentation n’a malheureusement pas
permis d’obtenir du resvératrol, mais plutét son dérivé glycosylé, le picéide, a des
concentrations relativement faibles pour un maximum de 1,45 pug/l. Cette étude pionniere fut la
premicre étude permettant de recréer une voie de biosynthése dans un systeme hétérologue
amenant a la production de resvératrol. Par la suite, plusieurs études ont poursuivi
I’amélioration de la synthése de resvératrol chez la levure, en proposant notamment la
recréation totale de la voie de biosynthése du resvératrol, et donc les premicres étapes de la
voie de biosynthése des phénylpropanoides. Le Tableau 4 résume les travaux effectués sur la
production de resvératrol chez la levure par reconstitution compléte de la voie de biosynthese
du resvératrol, ou par introduction de genes spécifiques (typiquement une 4CL et une STS). La
synthése de resvératrol chez S. cerevisiae en présence d’une 4CL, d’une STS et du geéne araF
codant pour un transporteur d’E. coli, semble augmenter la production de resvératrol d’environ
2,44 fois (Wang et al., 2011). La création de protéines de fusion entre la 4CL et la STS permet
d’augmenter la production de resvératrol a 5,25 mg/l (Zhang et al., 2006) ; 1’utilisation d’une
protéine « scaffold » reliant physiquement la 4CL et la STS, permet d’augmenter la production
de resvératrol de 2,7 fois par rapport a la protéine de fusion 4CL::STS (Wang and Yu, 2012).
La canalisation d’enzymes du métabolisme secondaire semble donc permettre I’optimisation de
la biosynthése de métabolites secondaires dans des systémes hétérologues. Tout comme pour la
production de resvératrol chez E. coli, la production chez la levure dépend de nombreux

parametres, tels que la souche de levure utilisée, I’origine des transgenes, les conditions de
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culture, les plasmides, ou encore les précurseurs ajoutés au milieu de culture (Jeandet et al.,

2012).

La synthése de stilbénes a partir de microorganismes est pratique dans la mesure ou ils
présentent des vitesses de croissance élevées, et que les conditions de cultures industrielles sont
a ce jour trés bien connues, maitrisées et relativement peu cotiteuses (Donnez et al., 2009).
Néanmoins, de meilleurs résultats sont obtenus grace aux cultures cellulaires végétales,
combinant les avantages d’une culture non transgénique, pouvant étre réalisée dans de grands
volumes (jusqu’a 75 000 1), dans un milieu de culture plus simple (sucres, minéraux et éléments
régulateurs), et dont les métabolites sont plus facilement extractibles. Dans les deux cas et
particuliérement pour la production dans les microorganismes, les conditions de cultures
doivent encore étre optimisées pour la production a 1’échelle industrielle. Toutefois,
I’utilisation de méthodes non transgéniques de production comme la culture de cellules de
vigne, sont les méthodes les plus acceptables a 1’échelle des consommateurs, et dans 1’état

actuel de I’opinion publique sur les OGM.

6.3.1 D’ou provient le resvératrol disponible dans le commerce ?

Actuellement, le resvératrol disponible dans le commerce provient de la culture de la
Renouée du Japon (Fallopia Japonica aussi connue sous le nom de Polygonum cupsidatum,
Figure 20 A). Les principaux producteurs sont des compagnies chinoises (ex : Wuxi Gorunjie
Technology Co. et Shanghai DND Pharm-Technology Co.), qui parviennent a extraire le trans-
resvératrol a partir des racines de Fallopia a différents degrés de pureté (Kiselev et al., 2010).
Quelques fois, le resvératrol provient d’extraits de vigne (raisin particulicrement), les prix

varient autour de 20 a 40 euros pour 60 comprimés de 250 mg (Figure 20 B).
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Tableau 4 : Récapitulatif de la production de resvératrol chez les levures. (Tiré de Jeandet et al., 2012).

Microorganisme

Geénes utilisés

Origine des génes

Concentration en

stilbéne

Référence

Yarrowia lipolytica

PAL/TAL, C4H, 4CL,

Rhodotorula glutinis (PAL/TAL), Streptomyces

1,46 mg/1 (Huang et al., 2006)
STS coelicolor (4CL), Vitis sp. (STS)
Arabidopsis thaliana (PAL, C4H, 4CL), Rheum
Saccharomyces cerevisiae PAL, C4H, 4CL, STS Non détectable (Katz et al., 2008)
tataricum (STS)
TAL, protéine de Rhodobacter sphaeroides (TAL), Arabidopsis
Saccharomyces cerevisiae 5,25 mg/1 (Zhang et al., 2006)
fusion 4CL::STS thaliana (4CL), Vitis vinifera (STS)
Populus trichocarpa x Populus deltoides (4CL),
Saccharomyces cerevisiae 4CL, STS 1,45 mg/1 (Becker et al., 2003)
Vitis vinifera (STS)
Saccharomyces cerevisiae 4CL, STS Nicotinana tabacum (4CL), Vitis vinifera (STS) 5,8 mg/l (Beekwilder et al., 2006)
Saccharomyces cerevisiae 4CL, STS Arabidopsis thaliana (4CL), Vitis vinifera (STS) 262-391 mg/l (Sydor et al., 2010)
Saccharomyces cerevisiae PAL, CPR, C4H, Populus trichocarpa x P. deltoides (PAL, CPR)
0,29 mg/1 (Trantas et al., 2009)
avec phénylalanine 4CL, STS Glycine max (C4H, 4CL), Vitis vinifera (STS)
Saccharomyces cerevisiae PAL, CPR, C4H, Populus trichocarpa x P. deltoides (PAL, CPR)
0,31 mg/l (Trantas et al., 2009)
avec du p-coumaroyl-CoA 4CL, STS Glycinemax (C4H, 4CL), Vitis vinifera (STS)

Saccharomyces cerevisiae

TAL, protéine de
fusion 4CL::STS,

transporteur arakl

Rhodobacter sphaeroides (TAL), Escherichia
coli (araFE), Arabidopsis thaliana (4CL), Vitis
vinifera (STS)

3.1 mg/l (1.27 mg/l sans

le transproteur araE)

(Wang et al., 2011)

Saccharomyces cerevisiae

TAL, protéine de
fusion 4CL::STS

Rhodobacter sphaeroides (TAL), Arabidopsis
thaliana (4CL), Vitis vinifera (STS)

14.4 mg/l

(Wang and Yu, 2012)
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Le resveratrol 250mg, nouvelle formule (250mg est le dosage le plus fort sur le

marché), est le phytonutriment le plus efficace et le plus étudié que I'on puisse

{ prendre pour maintenir et protéger sa santé. C'est une solution élégante a
| beaucoup de problémes que rencontrent les &tres humains vieillissants

Promo Limitée : 1 bouteille achetée = -50% sur la 2eme

» COMPO

Red Wine Extract-200mg, 30% POLYPHENOLS-60mg, RED WINE POWDER-200mg, JAPANESE KNOTWEED-150mg, 50%
RESVERATROL-75mg, Grape Seed Extract-100mg, 95% POLYPHENOLS-95mg, Plant derived capsule, cellulose, magnesium
stearate.

Figure 20 : Le resvératrol dans le commerce.
(A) Fallopia japonica (source : wikipédia) ; (B) Exemple de comprimés contenant du

resvératrol, disponibles dans le commerce (source : http://www.leaderpharma.net).

7 Propriétés pharmacologiques des stilbénes

7.1 Utilisation des stilbeénes dans les cosmétiques

La firme cosmétique Caudalie exploite directement les qualités anti-oxydantes des
polyphénols de la vigne, et particuliecrement des stilbénes (resvératrol et viniférines
principalement) pour la création de produits cosmétiques réputés anti-vieillissement. Les
stilbénes sont extraits a partir de pépins de raisin, de résidus de presse et majoritairement de
sarments de vigne, riches en resvératrol et dérivés, la concentration en resvératrol pouvant
atteindre 700 pg/g de mati¢re fraiche (Langcake and Pryce, 1976). Selon Caudalie, les
viniférines contenues dans les sarments de vigne possédent des vertus anti-taches. La firme a
notamment mis au point la technologie CAROL®, basée sur ’utilisation d’un complexe
lipidique qui permet de complexer les stilbeénes a des lipides, afin de les protéger de 1’oxydation
et de les délivrer directement au niveau des cellules de 1’épiderme (le clivage et la libération

des polyphénols sont réalisés in vivo au contact de 1’épiderme).

7.2 Impact des stilbénes sur la santé humaine

Au début des années 1990, des études d’épidémiologie des maladies cardio-vasculaires
ont donné naissance au concept du « French paradox », c’est-a-dire une faible incidence de ces
maladies malgré une consommation importante de graisses saturées d’origine animale (Renaud
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and De Lorgeril, 1992). Parallelement, du resvératrol a ét¢ mis en évidence au niveau de la

pellicule des baies de raisin (Creasy and Coffee, 1988), et dans les vins rouges (Siemann and

Creasy, 1992), ceux-ci pouvant contenir jusqu’a 5,8 mg/l de resvératrol, avec une moyenne de

2 mg/l environ (Lim et al., 2011).

A la méme époque, des études ont mis en évidence que le resvératrol est capable
d’inhiber I’oxydation des « low density lipoproteins » (LDL) impliquées dans le transport du
cholestérol sanguin (Frankel, 1993). L’idée que le « French paradox » pouvait étre li¢ a la
consommation réguliere de quantités modérées de vin rouge et de I’interaction du resvératrol
avec le métabolisme des stérols ont fait naitre I’hypothése que le resvératrol pourrait étre la
molécule active expliquant le phénomene du « French paradox » (Kopp, 1998). Par la suite, de
nombreuses propriétés pharmacologiques des stilbénes ont été mises en évidence, ce qui fait du
resvératrol 1’une des substances naturelles les plus étudiées (Baur and Sinclair, 2006). Voici
quelques exemples des propriétés pharmacologiques du resvératrol :

- Anti-cancérigeéne : le resvératrol inhibe la carcinogenese, de 1’initiation a la croissance de la
tumeur dans le cas de nombreux cancers. Le resvératrol inhibe par exemple la
cyclooxygénase (COX), une famille d’enzymes impliquées entre autre dans la prolifération
cellulaire, et qui sont surexprimées dans le cas de plusieurs cancers (Jang, 1997). Le
resvératrol est également décrit comme étant un facteur induisant 1’arrét du cycle cellulaire
des cellules cancérigenes ainsi que I’apoptose (Aggarwal et al., 2004). Le resvératrol inhibe
le processus d’angiogenese (néovascularisation), un processus de vascularisation présent au
niveau des sites de formation des tumeurs malignes ou des métastases (Kimura and Okuda,
2001; Tseng et al., 2004).

- Cardio-protecteur : le resvératrol a un effet préventif sur 1’agrégation des plaquettes
sanguines pouvant étre a 1’origine d’infarctus du myocarde (Bertelli et al., 1995). On lui
connait ¢galement des propriétés vasodilatatrices (Naderali et al., 2000; Jager and Nguyen-
Duong, 1999). Des extraits de vin et de raisin ont également montré un effet bénéfique sur la
réduction du processus d’athérosclérose (accumulation de plaques de lipides sur la paroi des
artéres, amenant a une sclérose de I’artere) (Wang et al.,, 2005), du processus de
péroxydation des lipides (Fuhrman et al., 1995), et d’agrégation des plaquettes (Seigneur et
al., 1990; Demrow et al., 1995).

- Détoxification des drogues : la détoxification des drogues se fait en deux étapes, la
premicre étant prise en charge par des cytochromes P450 qui permettent d’hydroxyler les
molécules toxiques pour les rendre plus polaires et faciliter leur élimination. Le resvératrol

interviendrait dans la deuxiéme étape de détoxification en modulant I’expression et 1’activité
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d’enzymes détoxifiantes ou d’enzymes permettant de conjuguer les toxines pour finalement
pouvoir les éliminer (Cao and Li, 2004; Kaga et al., 2005; Floreani et al., 2003).

- Influence sur la durée de vie de différents organismes : le resvératrol allonge la durée de
vie de Saccharomyces cerevisiae (Howitz, Bitterman, Cohen, Lamming, Lavu, Wood,
Zipkin, et al., 2003), Caenorhabditis elegans (Wood et al., 2004; Viswanathan et al., 2005),
Drosophila melanogaster (Wood et al., 2004; Bauer et al., 2004), et Nothobranchius furzeri
(Valenzano et al., 2006) par activation des sirtuines (déacétylases NAD" dépendantes,
histone déacétylases de classe III), connues pour promouvoir la survie et la résistance au
stress dans le temps.

- Antioxydant et anti-inflammatoire : les ROS (reactive oxygen species) sont connues pour
étre impliquées dans ’initiation et la progression des cancers, mais aussi dans les processus
de vieillissement des cellules, en causant par exemple des dommages a I’ADN ou la
péroxydation des lipides. Le resvératrol est capable de piéger les radicaux libres (Martinez
and Moreno, 2000; Losa, 2003), mais aussi d’activer les enzymes antioxydantes (Losa,

2003; Jang et al., 1997).

Parmi les nombreuses propriétés pharmacologiques des stilbénes, 1’influence sur la
durée de vie est particuliérement fascinante et est abordée plus en détails dans le paragraphe

suivant.

7.3 Effet des stilbénes sur ’allongement de la durée de vie

Des génes liés a la longévité ont été identifiés chez plusieurs espéces d’eucaryotes. Tres
conservés d’un point de vue évolutif, ces génes sont impliqués dans la survie des organismes en
réponse a des conditions environnementales difficiles (Howitz, Bitterman, Cohen, Lamming,
Lavu, Wood, RE, et al., 2003). Parmi ces génes qui régissent le rythme du vieillissement, il
existe par exemple chez la levure le géne PNCI (pyrazinamidase/nicotinamidase 1), induit en
réponse & une restriction calorique, et qui a pour effet d’épuiser le nicotinamide, un inhibiteur
physiologique du géne Sir2, qui code pour une sirtuine.

Les sirtuines constituent une famille trés conservée d’enzymes, et ont été¢ décrites chez
divers eucaryotes incluant des champignons, des protozoaires, des animaux et des plantes
(Pandey et al., 2002). Ce sont des déacétylases NAD+-dépendantes (déacétylases d’histones de
classe II) qui exercent leur activité sur les résidus lysines acétylés des histones ou d’autres
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protéines (Schemies et al., 2009). Dans 1’é¢tude de Howitz et al., plusieurs métabolites
secondaires végétaux ont ét¢ identifiés comme des activateurs des sirtuines. Parmi eux, le
resvératrol présent dans le milieu de culture a 10 uM a pour effet d’augmenter la durée de vie
des levures de 70 %. Plus récemment, plusieurs études ont montré une augmentation de la
durée de vie de Caenorhabditis elegans de 15 % (Wood et al., 2004; Viswanathan et al., 2005)
et Drosophila melanogaster de 22 % (Anderson et al., 2003; Wood et al., 2004) si Sir2 est
présent dans le génome (Howitz, Bitterman, Cohen, Lamming, Lavu, Wood, RE, et al., 2003;
Wood et al., 2004). Une augmentation de la durée de vie de 59 % a également été observée
chez Nothobranchius furzeri (Valenzano et al., 2006), mais I’implication des sirtuines dans ce
résultat reste encore a démontrer. L’une des hypothéses avancées par Howitz et al. est que les
composés du métabolisme secondaire végétal tels que le resvératrol miment des activateurs

endogenes des sirtuines chez les animaux et les champignons.

Tryptophane Absorption

l l Restriction
calorique

Acide Acide
quinolinique | | nicotinique

Voie d
\ / rec(;:la;e

NAMN du NAD+

N

Pncl

NAD+| = | Nicotinamide

Sir2

!

Stabilité de I’ADN
ribosomal

}

Longévité
Figure 21 : Voie de régulation des sirtuines chez S. cerevisiae, adapté de Anderson et al., 2003.

Chez la levure, le NAD+ est synthétisé de novo a partir du tryptophane ou recyclé a partir du
nicotinamide. Le stress engendré par une restriction calorique active le géne Pncl, causant un

épuisement de nicotinamide, ce qui active I’expression du gene Sir2 codant pour une sirtuine.

Chez les mammiferes, il existe 7 geénes de sirtuines (SIRT-7), et SIRTI a été plus étudié,
puisque c’est le géne qui possede la plus grande homologie avec le géne Sir2 de levure. A ce
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jour, de nombreux effets bénéfiques relatifs a I’activation de SIRTI ont été décrits, notamment
concernant des maladies humaines telles que le cancer, I’obésité, 1’arthrite inflammatoire, des
maladies cardiovasculaires, 1’ostéoporose, des maladies neuro-dégénératives ou le diabéte de
type II (Morris, 2012). Par contre, ni ’effet de SIRT'1 sur I’augmentation de la durée de vie, ni

I’effet du resvératrol sur I’activation de SIRTI, n’ont été démontrés chez I’homme a ce jour.

0% 100% S. cerevisiae
| Mean 70% QD@)
[ Maximum 66%
C. elegans
l Mean 18% |
l Maximum
Mean
Maximum
Mean
Maximum
| Mean | Unknown
[ Maximum ‘ Unknown

Figure 22 : Récapitulatif de 1’effet du resvératrol sur la durée de vie moyenne et la durée de vie
maximale de différents organismes. Adapté de Baur et Sinclair, 2006.
S. cerevisiae, Saccharomyces cerevisiae, C. elegans, Caenorhabditis elegans; D.

melanogaster, Drosophila melanogaster ; N. furzeri, Nothobranchius furzeri.
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Objectifs de la these

Dans un premier temps, il est apparu nécessaire d’approfondir les connaissances sur la
biologie, la physiologie et les mécanismes de résistance de la vigne, par le développement de
nouveaux outils génomiques. C’est ainsi qu’un projet de séquencage franco-italien fut validé en
2005 par le conseil scientifique du Genoscope, permettant le séquencage de Vitis vinifera a la
hauteur de 8 équivalents génomiques, puis 12 équivalents génomiques. La variété de vigne
utilisée pour le s€quencage est la variété PN40024, possédant un génotype quasi-homozygote et
cré¢ dans les années 1990 a I'INRA de Colmar (Bronner and Oliveira, 1990). Le génome
annot¢  (Jaillon et al., 2007) est disponible sur le site du Genoscope
(http://www.genoscope.cns.ft/spip/), associ€¢ a plusieurs outils de recherche (Bast, Blat). Des
données d’expression sont €¢galement disponibles sous la forme d’EST (Expressed Sequence
Tag). La mises en commun des données déja acquises sur des espeéces modeles telles que
I’arabette (Arabidopsis thaliana) ou le riz cultivé (Oryza sativa), avec les données de
séquencgage de la vigne permettront par exemple de mieux appréhender les mécanismes de
résistance par I’identification et la caractérisation fonctionnelle de génes impliqués dans ces
mécanismes. La caractérisation des geénes responsables des caractéres agronomiques de la
vigne comme la maturation ou les propriétés organoleptiques de la baie de raisin fait également

partie des enjeux liés a I’analyse du génome de la vigne.

L’UMR Santé de la Vigne et Qualité du Vin 1131 conduit depuis quelques années déja
un vaste programme de création de nouvelles variétés de vigne produisant des vins de qualité et
dotées de résistances durables au mildiou (Plasmopara viticola) et a I’oidium (Erysiphe
necator), grace a l'exploitation de sources de résistance issues d'especes de Vitis d'origines
américaine et asiatique. Ce programme de sélection s'appuie sur des travaux visant a
comprendre les bases de la résistance au mildiou chez la vigne, et est le fruit d’un travail
commun entre les équipes GAV (Génétique et amélioration de la vigne) et MSV (Métabolisme

secondaire de la vigne).

L’équipe MSV de la vigne dans laquelle j’ai réalis¢ ma thése travaille sur deux
thématiques : la génomique fonctionnelle du métabolisme de défense de la vigne, ainsi que le

métabolisme secondaire et les ardmes des vins. Concernant la premiere thématique, les travaux
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visent particulierement a identifier les génes clés responsables de la biosynthése de métabolites
de défense de la vigne contre le mildiou (P. viticola), I’oidium (E. necator) ou la pourriture
grise (B. cinerea). L’équipe a notamment participé a I’analyse et a I’annotation du génome de
la vigne, et plus particulicrement & 1’annotation de familles multigéniques appartenant au
métabolisme secondaire, en étroite collaboration avec Sébastien Aubourg de I’'URGV d’Evry.
Cette analyse a permis de mettre en évidence une expansion importante de familles de génes
potentiellement impliquées dans la synthése de métabolites de défense, comme les stilbénes ou

les terpénoides.

Ma thése s’articule donc autour de I’analyse de deux familles de génes liées a la
biosynthése des stilbénes, dans une optique commune : I’étude fonctionnelle, évolutive et
structurale de la famille des stilbéne synthases et des resvératrol O-méthyltransférases de vigne.
Pour cela, j’ai combiné des approches métabolomique, transcriptomique et de génomique

fonctionnelle.
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Matériel et méthodes

1 Matériel

1.1 Matériel végétal

1.1.1 Vitis vinifera

Figure 23 : Vitis vinifera cv. Pinot noir (Source : Photothéque INRA Colmar).
Division : Magnioliophyta ; Classe: Magnioliopsida; Ordre: Rhamnales; Famille :
Vitacées; Genre : Vitis ; Espece : vinifera (L.); Cultivars/variétés utilisé(e)s : PN40024,

Cabernet sauvignon, Muscat Ottonel ; Origine : Asie centrale et mineure.

Vitis vinifera (2n = 38) est une plante pérenne ligneuse appartenant a la famille des
Vitacées, comprenant 700 espéces réparties en 17 genres. Seul le genre Vitis comprenant une
soixantaine d’especes est utilisé a des fins agronomiques, soit pour la consommation de raisins
de table, pour la production de jus, sirops, ou de vins, mais également pour I’industrie
cosmétique. Vitis vinifera est répartie en plusieurs sous-especes, dont la sous-espece sativa est
répartie en 10 000 cépages a travers le monde (Figure 24).

La vigne est cultivée dans des godets de 630 ml, remplis d’un terreau composé de

perlite, de tourbe blonde et de sphaigne (Steckmedium, KLASMANN). Ce substrat de
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bouturage est aéré, drainant et possede une bonne réserve hydrique, il favorise aussi
I’enracinement tout en limitant les risques de maladie. Les vignes sont cultivées en serre, sous

éclairage naturel.
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e ———— ”
1
P N 5 s i S s i J— R — i I—— y g i F—— N
Genre | Ampelopsis | ! Cissus | ! Vitis ! i Parthenocissus 1 ! Autres !
= L . P - —— P N, -
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=== 4 ~ - 1 )
Sous-genre i Vitis ! | Muscadinia !
L [----- J Ny ——— /
RS m— R
Groupe | Euro-asiatiques | : Américaines | ! Asiatiques |
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Espéce ! V. vinifera ’: ' M. rotundifolia |
_______ ——
Sous-espéce | V. vinifera sativa | :\/. vinifera sylvestris |
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Figure 24 : Organisation de la famille des Vitacées.

1.1.2 Arabidopsis thaliana

EREPETTIVE

Figure 25 : Arabidopsis thaliana.
Division : Magnioliophyta; Classe: Magnioliopsida; Ordre: Brassicales; Famille :
Brassicacées ; Genre : Arabidopsis ; Espéce : thaliana (L.) ; Ecotype : Columbia 0 (Col-0) ;

Origine : Europe.
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Pour les cultures en terre, les plantes sont placées dans des pots en plastiques de 155 ml,
le terreau utilis€ est composé de tourbe blonde et de tourbe noire (terreau TS 3 fin 416,
Klasmann). Pour la croissance des parties végétatives, les plantes se développent en chambre
de culture maintenue a une température de 22 °C le jour et 18 °C la nuit, avec une photopériode
de 8 h de lumiére et de 16 h d’obscurité. Pour la formation des inflorescences, les plantes se
développent en chambre de culture maintenue a une température de 21 °C le jour et 18 °C la
nuit, avec une photopériode de 14 h de lumiére et de 10 h d’obscurité.

Le milieu de culture utilisé¢ pour la culture in vitro est le milieu Murashige et Skoog
(Tableau 5) supplémenté des antibiotiques de sélection adéquats dans le cas des expériences de
transformation stable. La chambre de culture in vitro («rotoplant») est soumise a une
photopériode de 16 h de lumiére et de 8 h d’obscurité, a 24 °C, avec une humidité relative de

60 %, et une intensité lumineuse de 5 000 lux.

Tableau 5 : Composition milieu MS (Murashige et Skoog)

Milieu MS (Duchefa : macro- et micro- €léments) 4,3 g.l'

Vitamines

Glycine 2mgl’
Myo-inositol 100 mg.1”!
Nicotinic acid 0,5 mg.I"
Pyroxidine HC1 0,5 mg.l"
Thiamine HCI 0,16 mg.1"!
Saccharose

N. benthamiana 30 gl

A. thaliana 10 g.I'!

pH 5,2 (N. benthamiana) avec KOH
pH 5,7 (A. thaliana) avec NaOH

Bacto' "agar B 6gl’

Stérilisation 1 bar 20 min 121 °C
Ajout des antibiotiques a une température inférieure a 60 °C

Etaler sur boite de Petri de 75 ml

J’ai surtout utilisé A. thaliana pour la création de lignées transgéniques exprimant les

différents geénes que j’ai eu I’occasion d’étudier pendant ma thése. Cela aussi bien pour la
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création des doubles transformant S7TS-ROMT, que pour la création des plantes transgéniques

exprimant les différents génes ROMT de vigne.

1.1.3 Nicotiana benthamiana

Figure 26 : Nicotiana benthamiana.

Division : Magnioliophyta; Classe: Magnioliopsida; Ordre: Solanales ; Famille :

Solanacées ; Genre : Nicotiana ; Espéce : benthamiana (L.) ; Origine : Australie

N. benthamiana est une plante trés largement utilisée en recherche pour les expériences
d’agro-infiltration et de transformation stable, que j’ai eu l’occasion de réaliser a de

nombreuses reprises au cours de ma thése.

Les plantes se développent en chambre de culture soumise a une température de 23 °C
le jour et 20 °C la nuit, avec une photopériode de 16 h de lumiére et de 8 h d’obscurité. Pour les
expériences de culture in vitro, les plantes se développent dans une chambre de culture in vitro
(« rotoplant ») est soumise a une photopériode de 16 h de lumiere et de 8 h d’obscurité, a
24 °C, avec une humidité relative de 60 %, et une intensité lumineuse de 5 000 lux. Le milieu
de culture utilisé pour la culture in vitro est les milieu Murashige et Skoog (Tableau 5)
supplémenté des antibiotiques de sélection adéquats dans le cas des expériences de

transformation stable.
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1.2 Matériel microbiologique

1.2.1 Escherichia coli

E. coli s. XL1-Blue (Stratagene)

Ces bactéries sont utilisées pour toutes les expériences de biologie moléculaire :

transformation, amplification des plasmides, cultures cellulaires.

Génotype : endA1 gyrA96(nalR) thi-1 recAl relAl lac gIinV44 F'[ ::Tn10 proAB+ laclq
A(lacZ)M15] hsdR17(rK- mK+)
Résistance a I’acide nalidixique

Résistance a la tétracycline 5 mg/l (résistance portée par le plasmide plasmide F)

E. coli s. BL21 (DE3)

Cette souche est utilisée pour exprimer les protéines recombinantes, pour les expériences de

purification ou les tests enzymatiques in vitro.

Génotype : F— ompT gal dem lon hsdSB(rB- mB-) AM(DE3 [lacl lacUVS5-T7 gene 1 indl
sam7 ninS5)).

La souche DE3 contient un prophage A, possédant le géne de I’ARN polymérase du phage
T7 placé sous contrdle du promoteur lac UVS inductible par I'I[PTG (isopropyl B-D-1-
thiogalactopyranoside) ainsi que le géne lacl qui exprime le répresseur de 1’opéron lactose.
Les plasmides utilisés pour transformer cette souche (pHNGWA et pHNWA Figure 29) et
dont I’expression des geénes sont sous contrdle du promoteur T7, son réprimés jusqu’a leur
induction par I'I[PTG. L’IPTG active le promoteur lac UV5 qui permet 1’expression de

I’ARN polymérase T7, et donc les genes sous controle du promoteur T7.

1.2.2 Agrobacterium sp.

1.2.2.1 A. tumefaciens s. GV3101 :: pMP90

Cette bactérie phytopathogene est responsable de la galle du collet. Les agrobactéries

contiennent en plus du chromosome bactérien un plasmide Ti (tumor-inducing) virulent. Ce

plasmide porte plusieurs génes, codant pour des geénes de virulence (genes vir, responsables du

transfert de I’ADN-T et de la fixation des bactéries au niveau des cellules végétales), des

oncogenes (genes onc, intervenant dans I’infection tumorale) ainsi que des geénes codant pour la
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synthése d’opines (dérivés d’acides aminés). Le plasmide Ti possede un fragment d’ADN,
I’ADN-T, dont une copie sera directement intégrée dans le génome de la plante par
recombinaison, pour induire les tumeurs caractéristiques de la maladie issues d’une
prolifération anarchique des cellules végétales au lieu de I’infection. L’ADN-T porte les genes
qui codent pour la synthése d’opines, ainsi que les genes onc : tms-1 et tms-2 responsables de la
synthése d’auxine (acide indole-3-acétique) et les geénes tmr responsables de la synthése de
cytokinines. Ensembles, ces deux hormones induisent la tumorigénése.

La souche A. tumefaciens GV3101 :: pMP90 dérive de la souche C58C1 dont le génome
a été enticrement séquencé en 2001, et porte le géne de résistance a la rifampicine sur son
chromosome ainsi qu’un géne de résistance a la gentamycine sur un plasmide (Holsters et al.,
1980). Cette souche est désarmée, c’est-a-dire qu’elle ne possede pas les génes responsables de
la synthése d’hormones végétales. Cette souche est utilisée pour les expériences de

transformations stable et transitoire.

1.2.2.2 A. rhizogenes s. ARqual

Cette bactérie phytopathogene induit la prolifération de racines adventices au niveau du
point d’infection. Ces racines sont communément appelées les « hairy roots », ou le chevelu
racinaire. Le mécanisme d’infection de cette bactérie est similaire a celui d’A4. tumefaciens, et
fait intervenir le plasmide Ri (root-inducing), ainsi que les genes tms-1 et tms-2 responsables de
la synthése d’auxine (White et al., 1985). La surproduction d’auxine induite suite a 1’insertion
de ’ADN-T dans le génome végétal explique la prolifération racinaire. La souche que j’ai
utilisé est la souche ARqual (Quandt et al., 1993), qui dérive de la souche R1000 (pRIA4b),
elle-méme issue de la souche A4T (White et al., 1985; Moore et al., 1979). La souche ARqual

possede un gene de résistance a la Streptomycine au niveau du chromosome bactérien.
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2 Méthodes

2.1 Biologie moléculaire

2.1.1 Matériel biologique

Pour toutes les étapes de clonage décrites ci-dessous, la souche Escherichia coli s. XL1-
Blue (Stratagene) a été utilisée. Cette souche est cultivée en milieu LB (Luria Bertani ; Bacto
Tryptone 10 g1"; NaCl 5 g.I"" ; extrait de levure 15 g.I"'; pH 7,5 et ajout de Pastagar B 1,5 %
pour les milieux solides). Cette souche est rendue thermo-compétente, et pourra Etre

transformée avec un vecteur d’intérét par choc thermique (voir 2.1.1.2).

2.1.1.1 Préparation des bactéries compétentes

Afin de pouvoir intégrer de I’ADN exogene, les bactéries E. coli s. XL1-blue doivent
étre rendues compétentes. Le protocole de Inoue a été utilisé (Inoue et al., 1990). Pour cela, un
erlenmeyer contenant 200 ml de milieu LB préchauffé a 37 °C est inoculé par 2 ml d’une pré-
culture de 12 h de la souche d’E. coli a préparer. La culture est placée sous agitation a 28 °C
jusqu’a I’obtention d’une DOgponm comprise entre 0,3 et 0,5. Une fois cette valeur atteinte, la
culture est placée 10 min sur glace avant d’étre centrifugée 10 min a 7 000 rpm, a 4 °C. Le
surnageant ¢liminé, le culot est remis en suspension délicatement a 1’aide d’une pipette dans
200 ml de tampon (MgCl, 80 mM, CaCl, 20 mM). La suspension est a nouveau centrifugée
10 min a 7 000 rpm a 4 °C, puis le culot est repris dans 3 ml de CaCl, 0,1 M auquel sont
rajoutés 140 ul de diméthylsulfoxyde (DMSO). Apres 15 min de repos sur glace, le mélange
est réparti par 200 pl dans des microtubes pré-refroidis, puis les tubes sont stockés dans un

congélateur a -80 °C.

2.1.1.2 Transformation des bactéries compétentes par choc thermique

La transformation des E. coli par choc thermique est réalisée selon une modification du
protocole de Bergmans (Bergmans et al., 1981). L’ADN du vecteur a transférer est mélangé a
50 pl de bactéries thermo-compétentes a raison de 1 a 10 ng d’ADN / ml final. Le mélange est

laissé a reposer 30 min sur glace afin de permettre a ’ADN de s’adsorber a la surface des
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bactéries (sans toutefois pouvoir y pénétrer, car a 0 °C la membrane est imperméable). Le choc
thermique (1 min 30 s a 42 °C) et le DMSO permettent de restaurer la fluidité des membranes
et de créer des pseudo-pores a leur surface, permettant ainsi 1’entrée de ’ADN dans les
bactéries. Ces dernicres sont par la suite placées 3 a 4 min sur glace avant 1’ajout de 1 ml de
milieu LB, puis incubées 1 h a 37 °C sous agitation afin de permettre la restauration du
métabolisme, la croissance des bactéries, la réplication du plasmide, et I’expression des genes
de résistance aux antibiotiques de sélection. Apres culture, les bactéries sont étalées sur boites
de Petri contenant du milieu LB solide supplémenté de 1’antibiotique adéquat pour la sélection
du plasmide et si c’est le cas, la sélection de la souche bactérienne (récapitulatif des

concentrations dans le Tableau 6). Les boites sont ensuite incubées une nuit a 37 °C.

Tableau 6: Récapitulatif des concentrations utilisées pour la sélection des bactéries

transformées.
Concentration
Antibiotique . Vecteur Souche
(mg.I")
o pJET E. coli s. XL1-Blue
Ampicilline 100
pH(N) GWA A. rhizogenes s. ARqual
Gentamycine 20 pDONR207 E. coli s. XL1-Blue
Gentamycine 20 A. tumefaciens s. GV3101 :: pMP90
pMDC32 E. coli s. XL1-Blue
Kanamycine 100
pMDCS83 A. tumefaciens s. GV3101 :: pMP90
Rifampicine 50 A. tumefaciens s. GV3101 :: pMP90
E. colis. BL21 DE3
Tétracycline 2
E. coli s. XL1-Blue

2.1.2 Amplification de I’ADN par réaction de polymérisation en chaine

La réaction de polymérisation en chaine (PCR) est une technique d’amplification
exponentielle de ’ADN in vitro, par une ADN polymérase thermostable issue a 1’origine d’une
bactérie thermophile, Thermus aquaticus (Taq polymerase), découverte en 1969 et capable de
résister a de hautes températures (jusqu’a 98 °C). D’autres polymérases thermostables plus
performantes sont également utilisées de nos jours. L’amplification d’un fragment d’ADN par

PCR nécessite une matrice d’ADN ainsi qu’un couple d’amorces (oligodésoxyribonucléotides)
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capable d’amplifier spécifiquement ce fragment. Dans le cadre de ma thése, j’ai principalement
utilisé de I’ADN génomique de Vitis vinifera var. PN40024 comme matrice de PCR, ainsi que
des ADNCc produits a partir d’ARN de différents organes de cette méme variété. La réaction
PCR se déroule dans un milieu réactionnel décrit ci-dessous (Tableau 7). Deux polymérases ont
été utilisées : la Taq polymérase (Taq Core Kit, MP Biomedicals) pour les amplifications de
routine et la polymérase Phusion (Thermo Scientific) pour I’amplification des geénes d’intérét.
La Phusion possede une activité de « proofreading » lui conférant un taux d’erreur tres faible

(4,4 .107).

Tableau 7 : Milieu réactionnel pour les PCR

Milieu réactionnel classique

Taq polymérase 1,5 U MasterMix Phusion HF (ADN Polymérase Phusion 0,4
Tampon PCR 1 X U final, tampon HF 1 X final, ANTP 200 uM final)
dNTP 200 uM chacun

Primer sens 0,5 mM Primer sens 0,5 mM

Primer anti-sens 0,5 mM Primer anti-sens 0,5 mM

Matrice : concentration variable Matrice : concentration variable

H,0 qsp 20 ul H,0 gsp 20 ul

La réaction PCR se déroule dans un thermocycleur, et est constituée d’un cycle de base
comprenant une étape de 30 s de dénaturation de I’ADN a 98 °C, suivi d’une étape de 30 s
d’hybridation des amorces a une température qui varie selon le la température de fusion des
amorces (typiquement entre 50 et 65 °C, température déterminée entre autre par le % en GC
des amorces), pour terminer par une étape d’élongation de I’ADN a 72 °C, qui elle aussi varie
selon la taille du fragment a amplifier ainsi que de la vitesse de I’ADN polymérase utilisée
(typiquement, v = 1 min / kb d’ADN). Ce cycle de dénaturation / hybridation / élongation est
répété 20 a 35 fois, et est précédé d’une phase de dénaturation initiale a 98 °C de 5 min, et est
suivi par une phase d’¢longation finale de 2 min a 72 °C. Une fois la PCR terminée, les
produits sont refroidis dans de la glace, puis séparés par électrophorése sur gel d’agarose.
L’¢lectrophoreése permet de séparer I’ADN suivant sa taille grace a un courant électrique, en
exploitant ainsi la charge négative naturelle de I’ADN. La cuve a électrophorése contient un
tampon TAE 1 X (Tris base 48,4 g.I"", Glycérol 1 %, EDTA pH 8 10 mM), et ’ADN est déposé
dans un gel d’agarose (1 a 1,5 % d’agarose, TAE 0,5 X). La migration est réalisé¢e 20 a 30 min,
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puis le gel est placé dans un bain d’eau distillée contenant 0,5 pg/ml de bromure d’éthidium
pendant 10 min environ. Le bromure d’éthidium est un agent intercalant des bases de I’ADN, et
a la propriété d’étre 20 fois plus fluorescent (couleur rouge-orangée) sous lumiere UV lorsqu’il
est li¢ a de I’ADN. Cette propriété permet d’analyser et de photographier les gels de PCR. Les
amplicons obtenus lors de la réaction PCR peuvent également étre utilisés pour les réactions de

clonage, tel que décrit ci-dessous.

2.1.3 Purification des fragments d’ADN obtenus par PCR

Les produits de PCR sont purifiés par chromatographie d’exclusion sur une colonne
contenant de la résine Sephacryl S-400 (Sigma), afin d’éliminer les amorces et les dANTP
résiduels qui pourraient inhiber la réaction de clonage. Les colonnes de Sephacryl sont réalisées
dans un microtube de 0,5 ml a partir de 500 ul d’une suspention de Sephacryl S-400 (dans de
I’eau milli-Q), ’ensemble est centrifugé a 2000 rpm pendant 2 min pour éliminer 1’eau et ainsi
former la colonne. L’ensemble de la réaction PCR (50 pl) est ensuite déposé sur la colonne de
séphacryl, qui est placée sur un microtube collecteur de 2 ml, puis la colonne est centrifugée a
nouveau a 2000 rpm pendant 2 min. Le fragment PCR, de haut poids moléculaire, est exclu de
la résine et est élué directement, tandis que les produits de faible poids moléculaire (amorces et
dNTP) pénetrent dans les pores de la résine et sont donc retenus. Le produit PCR purifié peut

ensuite étre utilisé pour le clonage pJET®.

2.1.4 Systéme de clonage CloneJET

Le kit CloneJET PCR Cloning Kit (Fermentas) a été utilis€¢ pour toutes les premicres
¢tapes de clonage, selon le protocole du fournisseur. Le kit CloneJET est spécialement adapté
au clonage des fragments PCR obtenus avec des ADN polymérases a haute fidélit¢ qui
génerent des extrémités franches (« blunt ») (Polymérase Phusion).

Les inserts a extrémités franches sont clonés dans le plasmide pJET1.2 (Figure 27)
grace a l’action d’'une T4 DNA ligase (150 ng produit PCR, 1 uL pJETI1.2 blunt Cloning
Vector 50 ng/pL, 10 pl tampon de réaction 2X, T4 DNA Ligase, eau ultra pure gqsp 20 pl,

incubation a température ambiante pendant 30 min ou une nuit pour plus d’efficacité). La T4
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DNA ligase permet la formation d’une liaison phosphodiester entre les extrémités 3’-OH et 5°-

POy des molécules d’ADN.

Xbal
Bglll

Figure 27 : Schéma du vecteur pJET1.2
Rep(pMBI1), site de réplication du pJET1.2 provenant du pMBI; bla (Amp"), géne de
résistance a I’ampicilline codant pour une B-lactamase ; eco47IR, géne létal permettant une
sélection négative des bactéries n’ayant pas intégré de fragment d’intérét; P,cuyys, promoteur
Pi.c modifié pour I’expression du geéne 1étal eco47IR ; T7 promoter, promoteur T7 de I’ARN

polymérase qui permet la transcription de I’insert.

Le produit de la réaction est utilisé¢ pour transformer des bactéries E. coli s. XL1-Blue
thermo-compétentes, qui seront par la suite sélectionnées pour leur résistance a 1’ampicilline.
La technologie pJET permet une double sélection grace a un geéne 1étal eco47IR, permettant
d’¢liminer les colonies bactériennes contenant le plasmide re-circularisé n'ayant pas intégré
d’insert, ainsi qu’un geéne de résistance a I’ampicilline (apporté par le géne bla codant pour une
B-lactamase). Cela permet la sélection des colonies bactériennes portant un plasmide avec
insert.

Apres sélection sur milieu LB solide des clones positifs, une PCR sur colonies est nécessaire
afin de valider ou non la présence de I’insert ainsi que sa taille. Les PCR sur colonies sont
réalisées dans les mémes conditions que les PCR standard, avec un couple d’amorces
spécifiques de chaque vecteur utilis€¢ (Tableau 8, page 68). A chaque milieu réactionnel est
ajouté une tres faible quantité¢ de bactéries prélevées a 1’aide d’un cone de micropipette en
plastique stérile au niveau des colonies a analyser. La quantité de bactéries ajoutées au mix est

un ¢élément limitant de I’amplification PCR si une trop grande quantité de matériel est ajoutée.
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2.1.4.1 Purification des plasmides recombinants

La purification des plasmides contenus dans les clones recombinants positifs est réalisée
a ’aide d’un kit de purification Nucleospin®Plasmid (Macherey-Nagel). Pour cela, 4,5 ml de
milieu LB liquide contenant les antibiotiques appropriés sont inoculés avec une colonie
recombinante préalablement vérifiée par PCR sur colonies (liste des amorces utilisées Tableau
8), et mis a incuber une nuit a 37 °C sous agitation. Le lendemain, les bactéries sont récoltées
par centrifugation puis les plasmides sont purifiés selon le protocole du fournisseur.

Les plasmides purifiés sont digérés par des enzymes de restriction afin de confirmer la
présence de I'insert et I’intégrité du plasmide, puis ils pourront étre séquencés et/ou utilisés

pour les étapes de clonage suivantes.

2.1.4.2 Veérifications des plasmides recombinant par digestion

enzymatique

Les enzymes de restriction sont des endonucléases qui sont capable de reconnaitre et de
couper I’ADN au niveau d’une séquence spécifique a chaque enzyme — généralement
palindromique — appelée site de restriction. Les enzymes de restriction sont utilisées pour les
clonages, mais peuvent également servir a valider la présence d’un insert au niveau d’un
plasmide. Les enzymes de restriction FastDigest® (Fermentas) permettent une digestion rapide
des plasmides en 10 min a 37 °C a raison de 50 ng de plasmide / pL (1,5 pl FastDigest® Green
buffer ; 0,3 ul FastDigest® Restriction enzyme 1 Fast Digest Unit / uL ; gsp 15 ul H,O, 200 ng
de plasmide). L’avantage du FastDigest® Green buffer réside dans le fait que le tampon de
charge vert est déja présent dans le milieu de digestion, ce qui permet un dépot sur gel

d’agarose direct, et donc une analyse des résultats plus rapide.

2.1.4.3 Vérification des plasmides recombinants par séquencage
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Les plasmides recombinants vérifiés par digestion enzymatique sont, a cette étape du
clonage, envoyés au séquengage (Genoscreen) selon les recommandations du prestataire. Les
genes que j’ai clonés durant ma thése étaient suffisamment petits pour qu’un seul couple
d’amorces - dessiné de part et d’autre de la région a séquencer - recouvre la totalité du gene
inséré (amorces utilisées Tableau 8). Tous les génes clonés apres amplification par PCR ont été
séquences, de manicre a s’assurer qu’aucune mutation n’a été introduite lors de I’amplification.
L’entreprise Genoscreen utilise le séquengage d’ADN par la méthode de Sanger (Sanger and
Nicklen, 1977), modifiée pour I'utilisation de ANTP couplés a des fluorochromes (Smith et al.,
1986). Les séquences sont obtenues grace a une séparation par électrophorése capillaire sur un

appareil 3730x1 DNA Analyzer (Applied biosystems).

Tableau 8 : Liste des amorces utilisées pour le s€quencage et les PCR sur colonies.

Nom amorces Amorces Utilisation

SeqLA 5'- TCGCGTTAACGCTAGCATGGATCTC - 3'

(Vecteurs Gateway™ Sens)
Vecteurs Gateway '

SeqLB 5'- GTAACATCAGAGATTTTGAGACAC - 3'
(Vecteurs Gateway™ Anti-sens)
pJET® Sens 5'- AAGAACATCGATTTTCCATGGCAG - 3'
Vecteur pJET®
pJET® Anti-sens 5'- CGACTCACTATAGGGAGAGCGGC - 3'

2.1.5 Systéme de clonage Gateway™

2.1.5.1 Principe

La technique de clonage Gateway™ (Invitrogen) est une méthode rapide et efficace, qui
permet de transférer des fragments d’ADN dans une grande variété de vecteur d’expression
différents, permettant par exemple I’expression de protéines d’intérét in vivo (études
fonctionnelles de geénes in planta), ou 1’expression de protéines recombinantes dans E. coli
destinées a la purification (études in vitro). Cette technologie est basée sur un systetme de
recombinaison spécifique dérivé du bactériophage lambda (Landy, 1989) ; qui est utilis¢ afin
de permettre l’intégration de fragments d’ADN au niveau des plasmides Gateway™
compatibles. Le passage de fragments d’ADN dans un vecteur d’expression final se fait en
deux étapes de recombinaison, il nécessite en effet le passage préalable du fragment d’ADN

dans un plasmide donneur intermédiaire. Le fragment PCR qui a été cloné dans un plasmide
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pJET® doit étre préalablement ré-amplifié a 1’aide d’amorces spécifiques permettant d’ajouter
en 5’ et en 3’ du fragment PCR des séquences de recombinaison a#fB (a#tB1 et attB2) de 15 pb
(Figure 28).

La 1°° réaction permet de recombiner le fragment PCR flanqué des régions a#B (at(B1
et attB2) avec le plasmide donneur (pDONR) possédant les séquences de recombinaisons at/P
(attP1 et attP2). Cette recombinaison est donc appelée BP. Cela génére un plasmide
recombinant contenant les sites atfL (attL1 et att].2), nommé pENTRY ou clone d’entrée. La
réaction est catalysée par un recombinase spécifique, la BP Clonase™ (1 uLL BP Clonase™ II
enzyme mix ; TE Buffer : Tris HCl 10 mM, pH 8, EDTA 01 mM ; 150 ng pDONR ; 150 ng
fragment PCR ; dans 5 pul H,O final), 1 heure ou toute une nuit a 25 °C, puis la réaction est
arrétée par I’addition d’1 pg de Protéinase K (10 min a 37 °C). Le produit de la réaction BP est
directement utilisé pour transformer des bactéries E. coli XL1-Blue thermo-compétentes. La
sélection des colonies positives se fait par deux mécanismes. Le premier consiste en la
sélection positive des bactéries ayant intégré un plasmide donneur ou un plasmide d’entrée, qui
confére une résistance a un antibiotique (ex : résistance a la gentamycine pour le pPDONR207).
Le second mécanisme est un mécanisme de sélection négative assuré par le geéne ccdB,
produisant une toxine qui inhibe fortement I’activit¢ de I’ADN gyrase, nécessaire a la
réplication des bactéries. Ce gene est présent entre les sites de recombinaison at#/P1 et a#/P2 du
pDONR et est ¢liminé en cas de recombinaison BP. En ’absence de recombinaison, le pPDONR
vide transféré dans les bactéries E. coli est 1étal pour la croissance des bactéries. Ainsi, seuls les
vecteurs d’entrée contenant la séquence d’intérét et ayant donc perdu le géne ccdB sont

sélectionnés.
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Figure 28 : Principe de la recombinaison homologue Gateway' .

Aprés sélection des clones positifs, purification des plasmides et vérification par
digestion enzymatique, 2 ou 3 clones d’entrée positifs sont s€quencés pour s’assurer qu’ils ne
contiennent pas de mutation. Les clones d’entrée sont utilisés pour la seconde réaction de
recombinaison, la réaction LR, qui permet de transférer le fragment d’intérét du plasmide
d’entrée vers un plasmide de destination. Le principe est similaire a la réaction BP : le clone
d’entrée contenant le fragment d’intérét flanqué des séquences de recombinaison atfL subit une
recombinaison avec le plasmide de destination contenant des séquences de recombinaisons
attR, au milieu desquelles se situe le geéne de sélection négative ccdB. Le produit final
contenant la séquence d’intérét est appelé clone d’expression. La réaction de recombinaison est
catalysée par la LR Clonase™ (1 uL. LR Clonase™ II enzyme mix ; TE Buffer : Tris HCI
10 mM, pH 8, EDTA 1 mM ; 150 ng clone d’entrée ; 150 ng plasmide de destination; dans 5 pl
H,O final), 1 h ou toute une nuit a 25 °C, puis la réaction est arrétée par 1’addition d’1 pg de
Protéinase K (10 min & 37 °C). Le produit de la réaction sera lui aussi directement utilisé pour
transformer des bactéries E. coli XL1-Blue thermo-compétentes. Apreés purification et
vérification par digestion enzymatique, les clones d’expression peuvent étre utilisés pour

exprimer la protéine d’intérét dans différents systémes.
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2.1.5.2 Vecteurs d’expression Gateway™

Pour I’expression in planta, j’ai utilisé des vecteurs d’expression Gateway' ™ adaptés a
I’expression in planta (Curtis and Grossniklaus, 2003). Il existe tout un panel de vecteurs
d’expression différents selon le but des expériences menées : avec promoteur inductible
(promoteur inductible aux cestrogénes, pMDC7) ou non, en fusion N-terminale ou C-terminale
avec la GFP (green fluorescent protein, pMDC43 a 45 et 83 a 85) ou GUS (B-glucuronidase,
pMDCI139 a 141 et pMDC162 a 164) pour les expériences de localisation sub-cellulaire ou
tissulaire par exemple. Durant ma thése, j’ai utilisé¢ principalement les vecteurs pMDC32 et
pMDC83, notamment pour les expériences de transformations stable ou transitoire. Le vecteur
pMDCS3 ayant la particularité¢ de posséder le géne gfp en 3’ du gene inséré dans le vecteur,
codant ainsi pour une protéine de fusion avec la GFP en N-ter (Figure 29).

Pour les expériences d’expression chez E. coli destinées a la purification de protéines et
les tests enzymatiques in vitro, les vecteurs pHNGWA et pHGWA ont ét¢é utilisés (Busso et al.,
2005). Tout comme pour les vecteurs d’expression in planta, il existe une gamme de vecteurs
utilisés pour I’expression chez E. coli. Par exemple il est possible d’obtenir une protéine
d’intérét en phase avec différents types de fusions telles que la GST (glutathion S-transférase),
la MBP (maltose binding protein), la TRX (thioredoxine) ou dans notre cas NusA (N-utilizing
substance A). Les protéines de fusion améliorent souvent de facon significative la solubilité des
protéines, et I’expertise présente dans le laboratoire & mon arrivée a facilité le choix du vecteur

d’expression utilisé, a savoir principalement le vecteur d’expression pHNGWA (Figure 29).
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pPMDC32 Ascl Pacl
ccdB
2 X 355
RB nosT Hyg" LB
pMDC83 Ascl Pacl
dB
2 X355 <
RB gfp6his f Nos T Hyg" LB
attR1 attR2
PHNGWA ATG Kpnl Xhol  stop
ccdB
T7
e s R
attR2
PHNGWA ATG  Konl Xhol  stop
T7
—sm—)- [0cOp 1 RBS T7t

attR1 attR2

Figure 29 : Vecteurs d’expression Gateway .

Ce schéma représente la cassette d’expression de chaque vecteur d’expression utilisé au cours

de ma these. Les vecteurs pMDC32 et pMDCS83 sont les vecteurs utilisés pour I’expression in

planta, ils posseédent un gene de résistance a la kanamycine pour la sélection dans les bactéries.

Les vecteurs pHNGWA et pHGWA sont utilisés pour 1’expression de protéines chez E. coli.

RB, right border; LB, left border; Nus-A, N-utilizing substance; His6, étiquette six-

histidine ; ccdB, inhibiteur de I’activité ligase de la gyrase, utilisé pour la sélection des

plasmides vides; lacOp, lac operator ; RBS, ribosome binding site ; Hyg", géne de résistance a

I’hygromycine ; Cm®, géne de résistance au chloramphénicol ; 2X35S, promoteur double 35S

du virus de la mosaique du chou-fleur ; Nos 7, Terminateur nos; T7, promoteur T7 ; T7t,

terminateur T7 ; attR1 et attR2 : régions recombinantes du systeme Gateway™ ; Kpnl, Xhol,

Ascl, sites de restriction.
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2.1.6 Liste des amorces

2.1.6.1 Amorces pour le clonage pJET

Tableau 9 : Amorces pour le clonage des ROMT a partir de I’ADN génomique.
* Amplifie également la ROMT2, ** Amplifie également la V'vROMTY, *** Amplifie
¢galement VvROMTI-2-10-5-7

Taille amplicon

ROMT clonée Amorce sens Amorce anti-sens
Geéne cloné
VoROMTI AATCAGCGGTAAGAGATCG TGCCCAATCAAACGGAGCA 1548 pb
V.
GTGTGAGATACATG*** AGAACCATCTTAATC* VVROMT? et 1
AATCAGCGGTAAGAGATCG GAGCAAGAACCATCTTAATC
GTGTGAGATACATG*** TCAGCAGACTTTGTGAA 1528 pb
VYROMT2 et P
VVROMT?2
GCTGAGATTAAGATGGTTCT
TGCTCCGTTTGATTG
CTTTATTTAGAGATCAGGGT | AACACACAAATTTGGAAAT 1348 vb
VYROMT4 GTGAGACATGGATTT ATTACTACCGATAGATATTT P
Alléle V'vROMT9 ?
*k A
AATCAGCGGTAAGAGATCG GGGAAAAACATAAAGAATG 1804 pb
VvROMTS5-7 GTGTGAGATACATG*** AGATTCAAATAACAAGTAAT P
VVROMTS et 7
TTTTC
VROMT6 CCTTAGAGATCAGGGTGTGA | GAGTTTATTAAACACACAAA 1335 pb
V.
GACATGGATTTG TTTGGAAATATTTATCAAGG VvROMT6
VoROMT9 CTTTATTTAGAGATCAGGGT | CACTCTGGTTCTAATAATAC 1516 pb
V.
GTGAGACATGGATTT ATTTTCATAGAAG VvROMT4
VoROMTI0 AATCAGCGGTAAGAGATCG GAAGAAAGATGAACAGTAC 1595 pb
V.
GTGTGAGATACATG*** TTCTGCCCAATCAAACAGA VvROMTI0
VoROMTII CACTCTCACATGATTGGTAT | CTCACCTCACCAAAATACCT 1982 pb
V.
GGGTTTATGCACTTAAAAGA | ATGCAATTTTAAAACAAC VvROMTI1
ATAAGCAGCTTAATTCTCCG | CGAACACAAACTTGATAGG 2201 pb
VvROMTI2
ATCAGGGTGAGGTA GTCCTGATCTCCAA Pas d’amplification
VoROMTI4 CACACATGATTTTTGAAATT | ACCGGCGAATTTAATATTAC 1617 pb
\J
TATATTTTTCAAGTGTGAGG | AGAAAATGACATGCA VvROMTI14
TAGCAGCGTAAGAGGTCA GGTCAATTGTTCGACACAC 1803 ob
VvROMTI15-17 | GTGTGAGGTA AACTGAGTAC P

Echec du clonage
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2.1.6.2 Amorces utilisées pour le clonage Gateway™

Tableau 10 : Amorces utilisées pour le transfert des ROMT dans le systéme Gateway' .
Les amorces sens sont représentées sur fond blanc, les anti-sens sur fond bleu clair. L’amorce
attB2-ROMT2/5/7/10/12/14/14-stop permet d’amplifier un grand nombre de ROMT, grace a la

forte conservation de I’extrémité 3’ des genes.

Amorce Gateway™ Amorces

GGGGACAAGTTTGTACAAAAAAGCAGGCTTGGTTCCGCGTGGATC
attB1-THR-ROMT2/10
AATGGATTTGGCAAACGGTGAGATATCAGCT

GGGGACAAGTTTGTACAAAAAAGCAGGCTTGGTTCCGCGTGGATC
AATGGATTTGGCAAATGGTGGGAGATCTAGT

attB1-THR-ROMT4

GGGGACAAGTTTGTACAAAAAAGCAGGCTTGGTTCCGCGTGGATC
AATGGACTTCGCAAACGGTGAGATATCAGCT

attB1-THR-ROMTS5/7

GGGGACAAGTTTGTACAAAAAAGCAGGCTTGGTTCCGCGTGGATC
AATGGATTTGGCAAATGGTGAGAGATCTAGTG

attB1-THR-ROMT6

GGGGACAAGTTTGTACAAAAAAGCAGGCTTGGTTCCGCGTGGATC
AATGTTTATAATATTAGGACCCACTCTTATACACATAACT

attB1-THR-ROMT11

GGGGACAAGTTTGTACAAAAAAGCAGGCTTGGTTCCGCGTGGATC
AATGGATTTGGAAAGTGTTGAGACATCCAGTGA

attB1-THR-ROMT12

GGGGACAAGTTTGTACAAAAAAGCAGGCTTGGTTCCGCGTGGATC
AATGGCTTTGGCAGTTGGTGAGACATCG

attB1-THR-ROMT13

GGGGACAAGTTTGTACAAAAAAGCAGGCTTGGTTCCGCGTGGATC
AATGGATCCGGCAAAGGGTGAGATATCAAGT

attB1-THR-ROMT14

attB2-ROMT2/5/7/10/12/ | GGGGACCACTTTGTACAAGAAAGCTGGGTTCAAGGATAAACCTCA
13/14-stop ATGAGGGACCTCAA

GGGGACCACTTTGTACAAGAAAGCTGGGTTCAATGAGGGACCTCA

attB2-ROMT11-stop
AACCCAAAATGG
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2.1.6.3 Amorces pour les RT-PCR

Tableau 11 : Amorces utilisées pour les expériences de RT-PCR, certains primers amplifient

plusieurs ROMT.

Amorce Amorce sens Amorce antisens
VvROMTI1-2-5-7-10 | GCTGAGCTGCTTCATGCTCA GGACTTGTAGTCTCCTTGATTCT
VvROMT4-6-9 TGTCCGTCCGAATAAGACACT GAATCGCCATGTCTATGATCAT
VvROMTI1 ZzATATTAGGACCCACTCTTATAC GGACTTGTAGTCTCCTTGATTCT
VvROMTI2 GTTTGGTGCGTTTACCGTCT CCTTTAAACATGTCGCCTCC
VvROMTI3 AGAGAAGACGAAATGCGTGTACC | AATGTTCCTCTCTTGGCCCGTT
VvROMTI14-15-17 TGTTCTTGTTCAATCTGACTTCTT GGGAAACACAGCTGTTCTTC

2.1.6.4 Amorces pour la gqRT-PCR

Tableau 12 : Amorces utilisées pour les expériences de qRT-PCR.
Les amorces marquées avec un * sont des amorces spécifiques au gene indiqué dans la

premicre colonne. Tout comme pour les RT-PCR, certaines amorces permettent I’amplification

de plusieurs genes.

WW‘W
VvROMT]I-2 CAGTCACTACAAGATAACTCCCATT | AGCAGACTTTGTGAATTAACCATG*
VWROMT3 GCAAATCCAGAGAAACACAGC* AGCATGGGTGTTCTTGTAGTGA
VwROMTA4-9 TGGCATTATGTAAGTGCTTGG* ACCTCGGTTCATGGCAAC
VwROMTG6 CCTTCTTGCTACTGCTCGACH* ATGGCAACCATAATCCCAAA
VYROMTS GGAGACTGCAAATCCTGAGAA AATTCCCCCATTCTTTCTCC*
VwROMTS-7 GGTTTGAGGTCCCTCATTG CCATCTTAATCATAGCAGACTTTGAG

*
VwROMTI10 GGTTTGAGGTCCCTCATTG TCATTACTCCAAAACAAACACAGA*
VWROMTI11 AAGAATCAAGGAGACTACAAGTCC | CTAGCTCCCATTCGTTCTCG*
VYyROMTI2 gTTTGGTGCGTTTACCGTC* GCCTAGAGGCATGTGTAAGCA
VwROMTI3 CCAAGAGAGGAACATTAAAGACTG* | CCTCGATGAGAGACCTTAAACC*
VyROMT14-15-17 | GGAACCACATATTCAATTTCGTC* | AGGAAGAGTCATGGGCTTGC
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2.2 Analyse fonctionnelle
2.2.1 Matériel microbiologique

2.2.1.1 Préparation des agrobactéries compétentes

La compétence des agrobactéries se traduit par la capacité de celles-ci a intégrer de
I’ADN exogene, selon un protocole adapté de (Weigel and Glazebrook, 2006). Ce protocole se
réalise sur trois a quatre jours. Dans un premier temps, la souche conservée en stock glycérol a
-80 °C est mise en culture solide sur un milieu LB contenant les antibiotiques adéquats (varie
selon la souche, cf tableau). Aprés un a deux jours de culture a 28 °C, une colonie isolée sert a
ensemencer 5 ml de milieu LB liquide contenant les mémes antibiotiques, cette pré-culture est
placée une nuit sous agitation a 28 °C. Apres incubation, elle servira a ensemencer une culture
de 200 ml de milieu LB liquide supplémenté¢ des mémes antibiotiques. Cette culture est ensuite
incubée a 28 °C jusqu’a une DOgponm de 0,3 a 0,4 (ce qui équivaut a environ a 1,2.108
agrobactéries). Arrivée a cette valeur, la culture est transférée dans un flacon de 250 ml
préalablement refroidi, puis disposée dans de la glace environ 30 min afin de stopper
totalement la croissance des agrobactéries. Une fois la culture refroidie, les agrobactéries sont
centrifugées 10 min a 5 000 rpm a 4 °C. Le surnageant éliminé, le culot est remis en suspension
dans 20 ml de tampon préalablement refroidit a 4 °C (tampon : 1 mM HEPES, pH 7, stérilisé
par filtration). Cette étape est répétée 3 fois afin d’éliminer les traces de milieu LB et
d’antibiotiques de la culture. Aprés le troisieme lavage, les agrobactéries sont reprises dans
2 ml de glycérol a 10 %. La préparation est ensuite répartie dans des microtubes préalablement

refroidis, par 40 ul, puis les tubes sont congelés dans de I’azote liquide et conservés a -80 °C.

2.2.1.2 Transformation des agrobactéries par électroporation

La transformation des agrobactéries est effectuée par électroporation. Pour cela, un
maximum de 100 ng d’ADN plasmidique est ajouté a 40 ul d’une solution d’agrobactéries
compétentes provenant d’un stock glycérol 10 %. Le mélange est placé dans un eppendorf puis
refroidit sur glace environ 10 min jusqu’a refroidissement complet de la solution, ce qui permet
a ’ADN plasmidique de s’adsorber sur les membranes des agrobactéries. La solution est
ensuite transférée dans une cuve a électroporation préalablement refroidie (cette précaution

permet d’éviter au maximum la formation d’un arc électrique lors du processus
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d’électroporation, qui viendrait détruire les cellules bactériennes). La cuve est ensuite placée
dans un électroporateur. L’¢lectroporation se fait a une tension de 2,4 kV, une capacité de
25 uF et une résistance de 200 Q. L’¢lectroporation provoque des pseudo-pores dans la
membrane des agrobactéries par lesquels les plasmides pourront pénétrer. Apres
transformation, les agrobactéries sont reprises dans 1 ml de milieu LB liquide, placées dans un
tube de culture de 20 ml et incubées 4 h sous agitation a 28 °C. Ce délai d’incubation permet
aux agrobactéries ayant été transformées d’exprimer le géne de résistance contenu dans le
vecteur utilisé pour la transformation, les 4 h d’incubation étant nécessaires en raison du faible
temps de génération des agrobactéries. Apres incubation, les agrobactéries sont centrifugées
2 min a 4 500 rpm, puis le culot est resuspendu dans 100 pul de milieu LB liquide avant d’étre
¢talé sur un milieu LB solide supplémenté des antibiotiques permettant de sélectionner le
vecteur d’intérét. Les boites de culture sont incubées a 28 °Cpendant 1 a 3 jours selon la vitesse

de croissance des agrobactéries.

2.2.2 Transformation de N. benthamiana

2.2.2.1 Expression transitoire chez N. benthamiana

L’expression transitoire par agro-infiltration est une méthode de choix pour analyser la
fonction d’un ou de plusieurs gene(s), ou étudier les voies de biosynthése de certains
métabolites secondaires. Cette méthode consiste a infiltrer des feuilles de N. benthamiana a
I’aide d’agrobactéries, qui transforment les cellules du mésophylle et de I’épiderme foliaire.
Les cellules ayant intégrées une ou plusieurs copies du/des ADN-T expriment alors le ou les

gene(s) d’intérét(s), et ses effets sont potentiellement quantifiables.

Préparation des agrobactéries

Une colonie isolée d’agrobactéries transformées est mise en culture dans 15 ml de
milieu LB, contenant les antibiotiques adéquats, puis incubée une nuit, a 28 °C sous agitation.
Le lendemain, la culture est centrifugée 10 min a 5 000 rpm, puis le culot est repris dans 40 ml
de tampon d’infiltration (MgCl, 10 uM, acétosyringone 100 uM), avant d’étre re-centrifugé
10 min a 5 000 rpm. Le culot est ensuite repris dans un volume final choisi pour obtenir une

DOgponm de 0,4 par construction infiltrée.
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Figure 30 : Inﬁltation d’une feuille de N. benthamiana

Infiltration des feuilles

La solution d’agrobactéries est ensuite infiltrée par la face abaxiale des feuilles de N.
benthamiana agées d’environ 5 semaines, a I’aide d’une seringue sans aiguille (Figure 30). Une
petite zone doit préalablement étre 1ésée a I’aide d’une aiguille ou d’un cone fin afin de
permettre une diffusion efficace de la solution d’agrobactéries dans la totalité de la surface
foliaire. Les feuilles infiltrées sont en général les feuilles les plus jeunes, mais avec une surface
suffisamment grande pour avoir assez de matériel végétal a analyser par la suite (environ
20 cm?). Deux 4 trois feuilles par plant sont infiltrées. Aprés infiltration, les feuilles sont
délicatement séchées a 1’aide d’un papier absorbant puis les plants sont disposés dans une mini-
serre placée en chambre de culture végétale pendant quatre jours maximum (passé ce délai, la
quantité de protéines surexprimées tend a diminuer). Dans le cadre de 1’expression des STS et
des ROMT, une co-infiltration avec un vecteur permettant 1’expression de P19 (suppresseur de
silencing du Tomato bushy stunt virus ou TBSV) est nécessaire dans certains cas, afin de

limiter au maximum [’effet du silencing.

Collecte des feuilles
Apres quatre jours d’incubation, les feuilles sont collectées en deux parties :
- 300 mg sont utilisés pour réaliser les extractions de métabolites
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- 300 mg sont est utilisés pour mesurer le poids sec de 1’échantillon, aprés incubation a
75 °C pendant une nuit. Le poids sec permettra d’obtenir des valeurs de concentration

en métabolites relatives a la masse de matiére seche.

2.2.2.2 Transformation stable de N. benthamiana

La transformation de se fait selon une procédure adaptée du protocole de Sparkes
(Sparkes et al., 2006). Des feuilles de N. benthamiana infiltrées (protocole 2.2.2.1 page 77)
sont utilisées 3 jours post-infiltration. Les feuilles sont préalablement stérilisées 10 min dans
une solution de stérilisation (1/2 Hypochlorite 4-6 % ; 1/2 H,O ; Tween 20 0,01 %), avant
d’étre rincées successivement dans 3 béchers contenant de 1’eau ultra pure stérile. Les feuilles
sont ensuite découpées en sections de 1 & 2 cm” puis disposées sur des boites de culture
contenant du milieu favorisant le développement de feuilles (« shooting media », Tableau 13),
supplémenté des antibiotiques adéquats pour la sélection de I’ADN-T contenant le transgene.
Les boites de cultures sont incubées dans une chambre rotative. Aprés 1 mois de culture avec
un repiquage hebdomadaire, les sections de feuilles présentent normalement plusieurs cals sur
lesquels se développent de jeunes feuilles. Une fois que les feuilles ont atteint une taille
d’environ 1 cm, celles-ci sont détachées délicatement puis transférée sur un milieu de culture
favorisant la formation de racines (« rooting media » ; Tableau 13), supplémenté avec les
antibiotiques adéquats. Apres deux semaines de culture, les racines apparaissent au niveau des
plantules transgéniques, et une fois arrivés a une taille suffisante (5 a 10 cm), les jeunes plants
sont acclimatés en terre. Pour cela, les plantules sont délicatement extraites des tubes de culture
et un maximum de gélose est retiré au niveau des racines, afin de pouvoir rempoter les
plantules facilement en terre. Les plantules sont ensuite placées en terre sous mini serre mi-
close pendant 2 jours, puis la mini-serre est peu a peu ouverte les jours suivants avant d’étre
retirée complétement. Les plantes sont cultivées jusqu’a floraison et formation des fruits, puis

séchées par déshydratation du terreau afin de pouvoir récolter les graines des capsules.
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Tableau 13 : Milieux de culture utilisés pour la transformation stable de N. benthamiana.

« Shooting media » « Rooting media » ‘
Milieu MS + Vitamines 2,15¢g
Auxine (Acide B-indole butyrique) 0,1 mg.I" 0,5 mg.I"
Cytokinine (6-Benzylaminopurine) 0,8 mg.I"
Carbénicilline 500 mg.l" 500 mg.I"
Ticarcilline 0,2 mg.I" 0,2 mg.I"
PPM™ (Plant Preservative Mixture, | 1 ml 1 ml
fongicide/biocide a large spectre pour
culture végétales)
Antiobiotiques de sélection
Kanamycine 50 mg.I"! 50 mg.I"
ou
Hygromycine 15 mg.1" 15 mg.1l"

2.2.2.3 Obtention de racines transgéniques ou « hairy roots »

J’ai mis au point ce protocole en m’inspirant de plusieurs protocoles de transformation
de racines de vigne et d’arachide (Cutanda-Perez et al., 2009 ; Medina-Bolivar et al., 2007;
Cutanda-Perez et al., 2009; Torregrosa and Bouquet, 1997).

Préparation des agrobactéries

Une colonie isolée d’agrobactéries ARqual transformées est mise en culture dans 15 ml
de milieu LB, contenant les antibiotiques adéquats, puis incubée une nuit a 28 °C sous
agitation. Le lendemain, la culture est centrifugée 10 min a 5000 rpm, puis le culot est repris
dans 40 ml de tampon (milieu MS avec vitamines 2,15 g/I, acétosyringone 50 uM), avant d’étre
re-centrifugé 10 min a 5 000 rpm. Le culot est ensuite repris dans un volume final choisi pour

obtenir une DOgponm finale de 1,3.

Inoculation des agrobactéries au niveau des tiges
La régénération de racines est réalisée a partir de tiges de N. benthamiana agés

d’environ 5 semaines. Les tiges sont coupées en sections d’environ 4 cm de longueur, chaque
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section est composée de deux entre-nceuds comprenant un nceud avec une feuille et son
bourgeon axillaire. La feuille est retirée en prenant soin de ne pas endommager le bourgeon
axillaire. Les sections sont préalablement stérilisées 10 min dans une solution de stérilisation
(1/2 Hypochlorite 4-6 % ; 1/2 H,O ; Tween 20 0,01 %), avant d’étre rincées successivement
dans 3 béchers contenant de I’eau ultra pure stérile. Apres stérilisation, les extrémités des
sections blanchies par la solution d’hypochlorite doivent étre retirées. L’extrémité supérieure
de la tige est ensuite abimée et Iégerement écrasée sur 1 cm maximum, a 1’aide d’une pince
crantée. L’extrémit¢ endommagée est ensuite immergée briévement dans la solution
d’agrobactéries, en prenant soin a ne pas contaminer les autres parties de la section. Les
sections de tiges sont ensuite placée dans des tubes de culture in vitro contenant du milieu MS
(milieu MD 2,15 g/l ; PhytoAgar 0,8 % w/v; saccharose 3 % w/v; pH 5,2; 1 ml de PPM™). Les
racines transgéniques apparaissent au bout de deux semaines, et sont détachées des tiges au
bout d’un mois environ, afin d’étre transférées sur un milieu solide sélectif (boites de Petri).
Les racines colonisent les boites de Petri en 1 a 2 mois environ, leur vitesse de croissance étant

relativement lente.

2.2.3 Transformation stable de A. thaliana

2.2.3.1 Technique du « floral dip »

Préparation des plants

Les plants d’A. thaliana utilisés pour les transformations stables sont agés d’environ
cinq semaines, leurs premieres inflorescences sont coupées dés leur apparition, vers environ
quatre semaines, afin de stimuler la croissance des bourgeons floraux axillaires, ce qui
permettra au final d’obtenir deux voire trois hampes florales par plant. Les plants d’A. thaliana
sont ¢également plantés par trois dans un méme pot afin d’augmenter le nombre

d’inflorescences.

Préparation des agrobactéries

Apres I’obtention d’agrobactéries transformées (protocole 8.2.3), une colonie isolée est
mise en pré-culture dans 5 ml de milieu LB contenant les antibiotiques adéquats. La pré-culture
est incubée une nuit a 28 °C sous agitation (250 rpm), puis est utilisée pour ensemencer 200 ml

de milieu LB complémenté des antibiotiques adéquats, lui méme incubé une nuit a 28 °C sous
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agitation (250 rpm). Le lendemain, les agrobactéries sont centrifugées dans des tubes de
250 ml, 20 min a 4500 rpm, puis les culots sont repris dans un solution de saccharose 5 %
supplémentée de Silwet L-77 0,05 %. Le Silwet L-77 est un agent mouillant qui permettra a la
suspension d’agrobactéries de mieux pénétrer dans les inflorescences d’A4. thaliana favorisant

ainsi le contact entre les agrobactéries et les cellules végétales.

Inoculation des agrobactéries et suivi

Les inflorescences préalablement débarrassées de leurs siliques et de leurs fleurs ouvertes sont
trempées dans la solution d’agrobactéries pendant environ 5 a 10 secondes sous 1égere agitation
manuelle. Aprés avoir égoutté les inflorescences sur une feuille de papier absorbant, les plants
sont placés en chambre de culture, dans une mini-serre mi-close afin de maintenir un taux
d’humidité ¢€levé favorisant la mobilité des agrobactéries et donc le processus d’infection. Le
lendemain, la mini-serre est ouverte petit a petit puis les plants sont transférés dans des bacs.
C’est une transformation au niveau des cellules-mere des grains de pollen ou des cellules-meére

des ovules qui permettra in fine I’obtention de graines transgéniques.

Récolte et stockage des graines

Environ trois a quatre semaines aprés transformation, 1’arrosage est interrompu et les plantes
sont mises a sécher. Les hampes florales sont disposées préalablement dans des sachets
plastiques avant dessiccation totale de la plante. Les graines sont récoltées a 1’aide de tamis
successifs. Le tamisage permet de séparer le matériel végétal indésirable (siliques, tiges,
feuilles, résidus floraux ...) des graines, qui seront ensuite conservées a l’obscurité et a

température ambiante dans un microtube.

2.2.3.2 Stérilisation des graines et sélection in vitro

Les graines sont incubées avec 1 ml d’une solution de stérilisation (9 volumes d’éthanol
95 %, 1 goutte de tween 20, 1 volume de solution d’eau de Javel : 1 pastille de Javel dans 40 ml
d’eau ultra pure), pendant 6 minutes sous agitation permanente. Apres stérilisation, les graines
sont lavées 2 fois avec 1 ml d’EtOH 95 % afin d’éliminer ’eau de Javel. Aprés le 2°™ lavage,
les graines sont débarrassées de 1’éthanol puis re-suspendues dans de 1’eau ultra pure stérile
avant d’étre disposées en quadrillage sur des boites de Petri contenant du milieu MS

supplémenté de I’antibiotique adéquat. Les cultures sont disposées dans 1’incubateur rotatif le
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temps de la germination et de I’apparition des transformants, 2 a 3 semaine apres semis. Les
plantules ne possédant pas dans leur génome au moins une copie d’ADN-T provenant des
vecteurs utilisés pour la transformation jaunissent au bout de 2 a 3 semaines. Les transformants,
au contraire, se développent normalement (si absence de phénotype particulier issu de la

transformation, ou insertion de ’ADN-T dans un gene essentiel a la survie de la plante).

2.2.3.3 Suivi des transformants

Une fois les plantules suffisamment grandes, celles-ci sont replantées en terre puis
disposées en chambre de culture végétale (phytotron). Les graines de la génération TO sont
récoltées puis re-sélectionnées pour leur résistance a 1’antibiotique sélectif. Si la premicre
s¢lection a été efficace, on observe normalement au niveau de la génération F1 une ségrégation
mendélienne de type 1/4 homozygotes résistants, 1/4 homozygotes sensibles, et 1/2
hétérozygotes résistants, dans le cas ou un seul événement d’insertion de ’ADN-T dans le
génome a eu lieu. Dix plantes résistantes sont sélectionnées puis montées a graine. Les dix
génotypes sont ensuite re-testés in vitro pour la résistance a 1’antibiotique sélectif. Seuls les
génotypes montrant une ségrégation de type 100 % résistants a la génération suivante sont
homozygotes pour le transgéne ; ces plantules forment la « lignée pure », et pourront ainsi étre

utilisées pour les différentes expérimentations.

2.3 ARN: qPCR et RT-PCR

2.3.1 RT-PCR semi-quantitative

2.3.1.1 Extraction des ARN

L’extraction des ARN de plantes herbacées (N. benthamiana, A. thaliana) est réalisée
avec le Kit Qiagen RNeasy Plant MiniKit, selon le protocole du fournisseur (comprenant la
digestion de ’ADN avec la DNAse Qiagen). Les échantillons sont préalablement broyés dans
’azote liquide en une poudre fine.

Pour ’extraction d’ARN de vigne, ce protocole est Iégérement modifié puisque la vigne
est trés riche en composés phénoliques qui interferent avec la purification de ’ARN. Les

¢chantillons de vigne préalablement broyés sont repris dans 600 pl de tampon de lyse (Tampon
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RLT Qiagen, 1% mercaptoéthanol, 2,5% PVP), puis vortexés jusqu’a homogénéisation
compléte de 1’échantillon. Aprés homogénéisation, la solution est additionnée de 60 pul de
Sarkosyl 20 % (détergent), puis placée dans un bain—marie a 70 °C pendant 10 min. Les
¢chantillons sont vortexés toutes les minutes durant I’incubation. Le reste du protocole se

déroule a I’identique du protocole du fournisseur.

2.3.1.2 RT-PCR

Le kit Promega « Reverse Trasncription System » a été utilisé pour les RT-PCR. La
quantit¢ d’ARN de chaque lot utilisée pour la réaction de rétro-transcription est normalisée a
1 pg afin d’obtenir les mémes quantités d’ADNc finales. La RT-PCR semi-quantitative est

réalisée selon les modalités détaillées dans le Tableau 14 ci-dessous.

Tableau 14 : Conditions utilisées pour les RT-PCR semi quantitative

Milieu réactionnel pour la Cycle PCR

RT-PCR semi-quant.

Taq polymérase 1,5 U 94 °C 1 min

Tampon PCR 1 X 94°C15s 25 cycles
dNTP 200 uM chacun A°C30s

Primer sens 0,5 mM 72 °C 2 min

Primer anti-sens 0,5 mM 4°C

ADNCc 1 pL (environ 50 ng)

H,0 gsp 10 pul

2.3.2 PCR quantitative
2.3.2.1 Préparation du matériel végétal
Les expériences de PCR quantitatives ont été réalisées sur des feuilles de V. vinifera

var. PN40024 infectées ou non par le mildiou. Pour cela, les feuilles 5 et 6 en partant de

I’extrémité d’un rameau feuillu de vigne sont prélevées. Si les feuilles sont trop jeune, P.
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viticola ne s’y développera pas, et si les feuilles sont trop agées, elles sont résistantes
(résistance ontogénétique, liée a 1’age). Les feuilles sont ensuite immergées soit dans une
solution d’eau ultra pure (témoin), soit dans une suspension de sporanges de P. viticola cv.
Resdur a raison d’environ 10 sporanges / ml. Aprés une heure d’immersion, les feuilles sont
placées dans des boites de Petri larges dans lesquelles est disposé un papier filtre humidifié
avec de I’eau (Figure 31). Les feuilles sont ensuite prélevées directement (T =0 h), a 12 h, 24
h, 48 h et 72 h post-traitement, puis congelées dans de 1’azote liquide et stockées a -80 °C.
L’ARN des feuilles est ensuite extrait puis convertit en ADNCc.

Les sporanges de P. viticola sont multipliés sur V. vinifera cv. Muscat Ottonel, une
variété de vigne tres sensible au mildiou. Cette expérience a été réalisée grace a la collaboration
avec 1I’équipe GAV (Génétique et amélioration de la vigne) de I'INRA de Colmar, qui possede
I’expertise et les équipements nécessaires aux expériences d’inoculation de champignons
phytopathogeénes de la vigne, utilisées par exemple pour les phénotypages de populations de

vigne.

Figure 31 : Feuille de Vitis vinifera var. PN40024 non inoculée

2.3.2.2 PCR quantitative en temps réel

La PCR en temps réel repose sur la détection de la fluorescence émise par un
fluorophore li¢ a I’ADN, au cours de chaque cycle d’amplification. Le fluorophore utilisé est le
SybrGreen, capable de se lier a ’ADN et d’émettre une fluorescence uniquement lorsqu’il est
intégré dans I’ADN double brin de fagon aspécifique. Au cours de la phase exponentielle de la
PCR, la fluorescence sera directement proportionnelle a la quantité d’amplicons formés, mais

aussi a la quantité¢ de matrice initiale. Le systéme optique couplé au thermocycleur iCycler
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System (Biorad) permet de détecter a chaque cycle d’amplification la fluorescence du
SybrGreen. Les données de fluorescence sont transmises au logiciel MylQ (Biorad) qui
détermine un cycle « seuil », Ct (Threshold Cycle), pour lequel le signal fluorescent émis est
supérieur au bruit de fond. Le Ct sera donc d’autant plus faible que la quantité de matrice cible

initiale sera élevée.

Dans chaque puit ont été déposés 5 uL d’ADNc dilués (équivalent a 10 ng d’ARN

totaux), 12,5 ul de SybrGreen Supermix (Biorad) et 200 nM de chaque amorce, pour un
volume final de 25 pl. Chaque réaction a été réalisée en triplicat. Pour chaque plaque, un
témoin sans matrice ainsi qu’une gamme étalon de la matrice cible ont été déposés. Pour établir
la gamme étalon de chaque fragment cible, celui-ci a ét¢ amplifi¢ par PCR puis dosé par
spectrophotométrie (Nanodrop). Le nombre de chaque nucléotide a permis d’établir la masse
molaire de I’amplicon ainsi que la concentration de I’amplicon en nombre de copies / puL. La
gamme étalon a enfin été ajustée par dilution en cascade au 1/10°™ pour déposer de 10® a 10
copies. La pente de la droite établie grace a la gamme étalon a permis de vérifier I’efficacité de
la PCR : Efficacité (E) = 10-1/pente Celle-ci doit étre comprise entre 80 et 100%. De plus, le
coefficient de corrélation de cette droite doit étre supérieur a 0,990. La liste des amorces
utilisées est indiquée dans 1’annexe 2.
Le programme du thermocycleur est le suivant : dénaturation initiale : 95 °C pendant 30 s ; 40
cycles composés chacun d’une dénaturation a 94 °C pendant 15 s, d’une hybridation a 60 °C
pendant 15 s et d’une élongation a 72 °C pendant 15 s ; ’acquisition de la fluorescence est
réalisée a 77 °C pendant 10 s ; une courbe de fusion est réalisée de 55 °C a 95 °C, avec un pas
de 0,5 °C toutes les 10 s. Cette courbe de fusion permet de déterminer le Tm de I’amplicon, de
vérifier 1’absence d’amplification non spécifique et lors des premiers essais, de fixer la
température d’acquisition afin d’éviter de prendre en compte la fluorescence émise par
d’éventuels dimeres formés par les amorces. Les températures d’acquisition étaient de 77 °C
pour chaque gene.

Les résultats de PCR en temps réel ont été analysés selon la méthode décrite par Pfaffl
et al. (2001), selon la formule indiquée ci-dessous. L’expression de chaque géne d’intérét
(GOI) a été normalisée par rapport au geéne codant pour le facteur d’élongation 1 de vigne
(VWEFI). Le taux d’expression relatif de chaque geéne d’intérét (gene of interest, GOI) a été
calculé entre les conditions inoculées et les plantes au temps 0 de ’expérience. Le calcul tient

compte de I’efficacité (E) de PCR qui peut varier d’un géne a I’autre.
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(1 + EGOl)ACt(Eau—inoculé)

Taux expression relatif =
(1 + EWACT)ACI(Eau—inocu\é)
Ou E : Efficacité de la PCR ; ACt : Différence entre le cycle seuil pour la condition témoin (ex :

eau) et le cycle seuil pour 1’autre condition (ex : inoculé).

2.4 Protéines : purification de protéines et tests enzymatiques

2.4.1 Matériel microbiologique et vecteurs utilisés

Pour D’expression de protéines, j’ai utilis¢ les vecteurs d’expression Gateway™ :
pHNGWA et pHGWA. Le vecteur pHNGWA permet d’obtenir apres insertion du gene
d’intérét, une protéine de fusion avec la protéine NusA, ainsi que 6 histidines consécutives
(His-tag) a son extrémité N-terminale. Ce vecteur a été utilisé avec succes au laboratoire pour
I’expression d’une grande variété de protéines recombinantes, la protéine NusA permettant
généralement d’obtenir une bonne solubilité des protéines recombinantes.

Les vecteurs sont utilisés pour transformer des bactéries E. coli compétentes de souche
BL21 DE3 (Startagene). Cette souche d’E. coli est compatible avec les vecteurs dont la cassette
d’expression est sous contrdle d’un promoteur T7 (comme c’est le cas pour les vecteurs
pHNGWA et pHGWA), et permet une expression efficace des protéines recombinantes. Cette
souche est cultivée en milieu LB (Luria Bertani ; bacto Tryptone 10 g1 ; NaCl 5 g.I"" ; extrait
de levure 15 g.I"'; pH 7,5, ajout de Pastagar B 1,5 % pour les milieux solides), supplémenté de

glycérol 0,5 % et d’ampicilline (100 pg.ml™).

2.4.2 Purification des protéines

2.4.2.1 Production de protéines recombinantes

Une colonie isolée d’E. coli BL21 DE3 transformée est mise en pré-culture de 2 ml
dans un milieu LB sélectif a 37 °C une nuit. Le lendemain, cette culture sert a ensemencer
25 ml de milieu LB supplémenté des antibiotiques adéquats, et remis en culture a 37 °C jusqu’a
I’obtention d’une DOgoonm comprise entre 0,4 et 0,6. A cette valeur, les bactéries entrent en

phase exponentielle de croissance et son prétes a €tre induites. La syntheése de protéines
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recombinantes est induite par 0,1 mM d’IPTG (Isopropyl-1-thio-B-D-galactopyranoside), apres
quoi la culture est placée a 20 °C sous agitation, une nuit. La culture sera récoltée le lendemain

afin d’étre utilisée pour une purification ou des tests enzymatiques.

2.4.2.2 Veérification de ’expression par électrophorése en gel de

polyacrylamide en conditions dénaturantes (SDS-PAGE)

11 est toujours important de vérifier la solubilité d’une protéine recombinante, condition
préalable a la purification ou aux tests d’activité¢ enzymatique. Un gel SDS-PAGE est composé
deux couches, la premiere couche (gel de concentration) permet de concentrer les protéines
pour pouvoir ensuite les séparer selon leur taille au niveau du gel de séparation (composition du
gel SDS-PAGE Tableau 15 ci-dessous). L’ajout de TEMED et de persulfate d’ammonium
permet I’initiation de la polymérisation de 1’acrylamide. La résolution du gel peut varier selon
la concentration d’acrylamide ajouté et selon la taille des protéines que 1’on souhaite séparer.
Aprées dépdt des échantillons, la migration s’effectue dans un tampon de migration (Tris 25 mM
pH 8.3 ; Glycine 192 mM ; SDS 0,1 %) grace a un gradient électrique pendant 15 min a 130 V
(vitesse assez lente pour concentrer les protéines dans le gel de concentration), puis environ
45min a 180 V pour accélérer la migration. Quand la migration est terminée, le gel est
délicatement déposé dans une solution de bleu de Coomassie qui permet de colorer les
protéines (1,25 g Coomassie Brilliant Blue dans 500 ml d’eau/ éthanol / acide acétique
(227:227:46, v/v/v)) pendant environ une heure, puis le gel est transféré dans une solution de
décoloration (acide acétique 7,5 %, éthanol 20 %) pendant une a deux heures jusqu’a ce que les
parties du gel dépourvues de protéines deviennes incolores. Le gel est ensuite lavé avec de

I’eau distillée et conservé dans de I’eau ultra pure a 4 °C.

Tableau 15 : Composition du gel SDS-PAGE.

Gel de séparation ‘ Gel de concentration
Acrylamide 4% 10-15 %
Tris-HCI pH 6,8 125 mM
Tris-HCI pH 8,8 375 mM
SDS 0,1 % 0,1 %
Persulfate d’ammonium 0,05 % 0,05 %
TEMED 0,05 % 0,05 %
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2.4.2.3 Préparation des échantillons pour la SDS-PAGE

Pour la préparation des échantillons a déposer sur le gel, une aliquote de 1,5 ml de la
culture principale de 25 ml est prélevée, puis centrifugée 1 min a 11 000 rpm. Le culot est
repris dans 500 pl d’eau ultra pure, puis soniqué : les cellules bactériennes sont cassées par
ultrasons (intensité : 2,5 sur un sonicateur Branson 450 Sonifier ; durée d'une pulsation : 0,3 s ;
3 cycles de 20 pulsations). Apres sonication, une aliquote de 100 pl est prélevée et servira
d’indicateur « d’extrait de protéines brutes » de la culture induite ; tandis que le reste de
I’échantillon et centrifugé 2 min a 5000 rpm. Apres centrifugation, 100 ul du surnageant obtenu
servira d’indicateur « d’extrait de protéines solubles ». Les deux extraits de 100 pl sont
supplémentés de 25 pl de tampon de charge (Tris HCI pH 6,8 240 mM ; glycérol 40 % ; SDS
8 % ; B-mercaptoéthanol 10 % ; bleu de bromophénol 0,01 %) puis les protéines sont

dénaturées 10 minutes a 96 °C. Les échantillons ainsi obtenus pourront étre déposés sur gel.

2.4.2.4 Systéme de purification

Si I’expression protéique est concluante, c’est-a-dire si les protéines recombinantes sont
présentes dans la fraction soluble de la culture bactérienne induite, les 24 ml de milieu de
culture restants sont utilisés pour la purification des protéines par chromatographie d’affinité
pour les ions métalliques. La culture est transférée dans des tubes Falcon® de 50 ml, puis
centrifugée 10 min a 6 000 rpm a 4 °C, le culot est repris dans 5 ml de tampon de purification
(tampon phosphate pH 7,5 : Na,HPO4.2H,O 10 mM et KH,PO4 1,76 mM ; MgCI2 5 mM ;
Glycérol 10 % ; B-mercaptoéthanol 1,4 mM ; NaCl 137 mM ; KCl 2,7 mM,) avant d’étre
soniqué (intensité : 5 sur un sonicateur Branson 450 Sonifier ; durée d'une pulsation : 0,5 s ; 3
cycles de 20 pulsations) puis a nouveau centrifugé 5 min a 13000 rpm. Le surnageant obtenu
est utilisé pour charger les colonnes de purification Protino® Ni-TED (Macherey-Nagel) ou Ni-
NTA (Qiagen), préalablement équilibrées avec 2 X 5 ml de tampon de purification. L’¢lution
sur la colonne se fait goutte a goutte par gravité. Le surnageant est pass¢ deux fois sur la
colonne, puis la colonne subit une série de quatre lavages consécutifs avec 5 ml de tampon de
purification, afin d’¢éliminer toutes les protéines non fixées a la colonne. Aprés lavage, la
protéine de fusion His6-NusA-ROMT est clivée a I’aide d’une solution de thrombine (20 U,
incubation 3 h a température ambiante), puis 1’éluat est obtenu apres centrifugation de la

colonne (2 min a 3 000 rpm). Les protéines résiduelles non clivées sont récupérées grace a une
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¢lution supplémentaire par compétition a I’imidazole a 200 mM. Une analyse par SDS-PAGE
est également réalisée avec des prélévements représentant les différentes étapes de la

purification, afin de vérifier si la purification a fonctionné.

2.4.3 Tests enzymatiques

2.4.3.1 Tests enzymatiques sur surnageants de cultures

Les tests enzymatiques des OMT sont réalisés a partir de protéines purifiées ou de
surnageants de culture induite et lysée (extraits identiques a ceux utilisés pour les étapes de
purification). Apres sonication et clarification comme décrit plus haut, le surnageant pourra étre
directement utilisé pour réaliser les tests enzymatiques (voir conditions Tableau 16), si
toutefois une vérification par gel SDS-PAGE a été réalisé pour vérifier que la protéine est bien

présente dans la fraction soluble et en quantité suffisante.

Tableau 16 : Tampon utilisé pour les tests enzymatiques.

A partir de surnageants de culture A partir d’enzymes purifiées

HEPES pH7 25 mM HEPES pH7 25 mM

MgCl, 5 mM MgCl, 5 mM

[-mercaptoéthanol 14,3 mM B-mercaptoéthanol 14,3 mM
Surnageant de culture 50 pl Enzyme purifiée 5 a 10 pl
S-Adénosyl-L-méthionine 0,5 mM S-Adénosyl-L-méthionine 0,5 mM
Substrat(s) 10 a 50 uM Substrat(s) 10 a 50 uM

H,0 gsp 200 pl H,0 gsp 200 pl

Incubation sur la nuit a 28 °C Incubation sur la nuit a 28 °C

Pour les expériences de tests enzymatiques a partir d’un mélange de substrats, les
substrats sont ajusté a 10 mM chacun dans la solution mére, le mélange est ensuite dilué selon

la concentration finale voulue (de 10 a 50 pM).
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2.5 Meétabolomique

2.5.1 Extraction des métabolites

2.5.1.1 A partir de matériel végétal

Les extractions sont réalisées a 60 °C au méthanol pur, a partir de 300 mg de poids frais
de matériel végétal préalablement découpé en petits morceaux d’environ 5 mm?®. Le volume de
méthanol est ajusté pour obtenir une concentration égale en matiere séche pour chaque

échantillon.

Aprées incubation, le mélange est centrifugé 30 min a 11 000 rpm puis le surnageant est
récolté avant d’étre placé une nuit a -20 °C (cette phase de repos permet aux débris cellulaires
restants de sédimenter). Le lendemain, ce mélange est re-centrifugé 30 min a 11 000 rpm, puis
le surnageant clair est placé dans des tubes en verre adaptés aux injecteurs automatiques (vials

contenant des inserts).

2.5.1.2 A partir d’extrait d’Escherichia coli

Suite aux tests enzymatiques, les surnageants de culture sont extraits avec 200 ul
d’acétate d’éthyle. Le mélange est vortex¢é puis centrifugé 10 min a 4 °C a 13 000 rpm, puis la
phase d’acétate d’éthyle (phase supérieure) est délicatement prélevée et transvasée dans un
nouveau microtube.

Pour I’analyse en chromatographie en couche mince (CCM), I’extrait est concentré par
¢vaporation a I’azote gazeux jusqu’a 1’obtention d’un plus petit volume (20 a 50 ul). La
solution obtenue est déposée goutte a goutte sur la plaque de silice, qui est ensuite séchée a 1’air
libre environ 2 min. La plaque de silice est ensuite disposée dans une cuve en verre contenant
un mélange de 43 ml de solvants (40 ml de dichlorométhane et 3 ml d’acétone). La migration
se fait par capillarité et est stoppée a mi-hauteur de la plaque (soit environ 30 a 45 minutes de
migration). Une fois la migration arrivée a mi-hauteur, la plaque est sortie de la cuve puis
séchée 5 min a température ambiante. La plupart des expériences de CCM ont été réalisées
avec des stilbénes, qui ont la particularité d'étre fluorescents sous rayons UV, ainsi les résultats

sont directement observables sous lumiére ultraviolette.
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Pour I’analyse par HPLC-MS, les échantillons sont placés dans des des tubes en verre
adaptés aux injecteurs automatiques (vials contenant des inserts), puis stockés a -20°C avant

analyse.

2.5.2 Systéme d’analyse des métabolites

Durant ma these, les analyses de mes échantillons ont été réalisées sur plusieurs HPLC
différentes, dont I'UPLC-MS (Waters) de la plateforme métabolomique de I'IBMP de
Strasbourg (Institut de Biologie Moléculaire des Plantes), une HPLC Agilent ainsi qu’une
UHPLC couplée a un spectrométre de masse Exactive (Thermo) disponibles a I’'INRA de
Colmar.

Pour plus de simplicité¢, je vais décrire 1’utilisation de IUHPLC ainsi que du
spectrometre de masse Exactive sur lesquels j’ai majoritairement travaillé et qui ont été

récemment acquis par le laboratoire.

2.5.2.1 Chromatographie en phase liquide

L’essentiel des analyses a été réalisé sur un systéme de chromatographie liquide a ultra-
haute performance (UHPLC) Dionex Ultimate 3000, équipé d’une colonne Nucleodur C18
HTec (Macherey-Nagel, 50 x 2 mm diamétre interne, particules de 1,8 um de diamétre)
maintenue a 20 °C (Figure 32). Les solvants utilisés sont les suivants : eau / acide formique
(0,1 %, v/v; €éluant A) et acétonitrile / acide formique (0,1 %, v/v; éluant B) ; le débit est
maintenu a 0,4 ml / min. Le programme de séparation utilis¢ est le suivant : isocratique pendant
I min avec 15 % d’éluant B, puis montée de 15 % a 95 % d’éluant B en 5 min, et enfin

isocratique avec 95% d’¢luant B pendant 1 min. Le volume d’échantillon injecté est de 2 pl.
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Figure 32: Chaine de chromatographie liqide UHPLC Dionex Ultimate 3000 (a droite sur la

photo) couplée au spectromeétre de masse Thermo Exactive (a gauche sur la photo).

2.5.2.2 Spectrométrie de masse

Le spectrometre de masse Exactive (Thermo Fischer) posséde un analyseur de masse
Orbitrap™ permettant une analyse qualitative et quantitative des tous les métabolites présents
dans un échantillon complexe (méthode « full scan »), de masses comprises entre 50 et 6 000
m/z, avec une excellente sensibilité, et une trés haute résolution. La figure ci-dessous
schématise les différentes parties qui composent le spectrométre de masse. Les métabolites
provenant de I’'UHPLC ou injectés directement dans le spectromeétre de masse par infusion,
sont ionisés par une source d’ionisation électrospray (ESI : electrospray ionisation source). Le
flux d’ions est dirigé par deux gaz d’azote : le flux de gaz enrobant la source d’ionisation, et le
gaz auxiliaire qui permet de focaliser le spray au niveau du point d’entrée du spectromeétre de
masse. Les ions peuvent ensuite étre sélectionnés selon les rapports m/z au niveau de I’octapole
et du flatapole (Transfer Multipole), ce qui permet de cibler une gamme particuliére de masses.
La cellule C-Trap permet de rediriger le flux d’ions soit vers la cellule HCD qui permet de
fragmenter les ions (utilisation pour la détermination de structure), soit vers la cellule
Orbitrap™. La cellule Orbitrap™ est une électrode creuse a Iintérieure de laquelle est placée
une ¢électrode en fuseau, cette cellule permet de piéger les ions par une force €lectrostatique.
Les ions qui pénétrent dans la cellule Orbitrap™ entament un mouvement oscillato-rotatoire
autour de 1’électrode. Ce mouvement est détecté et analysée par la cellule Orbitrap™ et permet

une mesure de m/z tres précise (de 1 a 2 ppm) et une excellente résolution (env. 100 000).
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Figure 33 : Composition du spectrometre de masse Exactive Plus Orbitrap (Thermo Fischer)
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Ce spectrometre permet également de réaliser des cycles avec différentes polarités
(changement de polarité réalis¢ en moins d’une seconde), ce qui permet par exemple de
quantifier au cours d’une méme analyse le resvératrol (mode négatif) et le ptérostilbéne (mode

positif).
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CHAPITRE I : Analyse fonctionnelle et
¢volutive de la famille des stilbéne
synthases de la vigne

1 Introduction

Les dizaines de milliers de métabolites secondaires connus chez les végétaux participent
a la richesse biochimique spécifique a chaque famille ou a chaque espece végétale. Cette
richesse est apparue au cours de l’évolution a partir de quelques voies de biosynthése
ubiquitaires qui se sont diversifiées grace a des duplications géniques suivies d’événements de
néo-fonctionnalisation (Pichersky and Gang, 2000). Les stilbénes appartiennent a une famille
de métabolites secondaires particulierement intéressants puisqu’ils illustrent parfaitement cette
spécificité biochimique, dans la mesure ou les stilbénes sont synthétisés uniquement chez une
douzaine de familles de plantes. Parmi elles, on distingue par exemple des gymnospermes
comme le pin (Pinus, Pinacées) ou 1’épicéa (Picea, Pinacées), des angiospermes
monocotylédones comme le sorgho (Sorghum bicolor, Poacées) et dicotylédones telles que la
vigne (Vitis vinifera, Vitacées), la renouée du Japon (Fallopia japonica, Polygonacées) ou
encore 1’arachide (4Arachis hypogea, Fabacées). La capacité a synthétiser des stilbénes semble
étre une caractéristique qui est apparue ponctuellement a plusieurs reprises au cours de
I’évolution, et cela de fagon hétérogene au sein des différentes familles végétales. La synthése
des stilbeénes est rendue possible grace a la présence d’une enzyme clé déterminante, a la base
de la voie de biosynthése des stilbéne : la stilbéne synthase (STS).

L’analyse phylogénétique des génes ST chez le pin, la vigne et I’arachide a montré que
les stilbene synthases ont évolué a partir des chalcone synthases, et cela a plusieurs reprises au
cours de 1’évolution (Tropf et al., 1994; Austin et al., 2004). La chalcone synthase est une
enzyme ubiquitaire présente chez tous les végétaux qui est a I’origine de la biosynthese des
flavonoides, des molécules indispensables a la survie de la plante (Figure 34). Parmi les
fonctions des flavonoides, la synthése de pigments au niveau des fleurs et des fruits, I’attraction
des insectes pollinisateurs pour la dispersion du pollen ou encore une fonction de protection

contre les organismes phytopathogenes et les rayonnements UV (Schijlen et al., 2004).
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Figure 34 : Voie de biosynthése des flavonoides et des stilbénes.

Les photos illustrent les réles majeurs assurés par les deux familles de molécules (source des

photos : wikipedia.fr ; Anne Poutaraud).

Les CHS et les STS appartiennent a la famille des polycétides synthases de type III, et
permettent la condensation d’unités malonyl-CoA au niveau d’esters d’acides
hydroxycinnamiques (typiquement le p-coumaroyl-CoA) par un mécanisme de cyclisation bien
spécifique. Les deux enzymes utilisent le méme substrat et synthétisent le méme tétracétide
intermédiaire. La différence entre ces deux enzymes réside au niveau de la cyclisation du
tétracétide intermédiaire : la CHS assure une condensation de type Claisen formant la chalcone,
et la STS catalyse une condensation de type Aldol responsable de la synthése d’un stilbéne.
Cette spécificité de cyclisation provient d’un changement subtil au niveau de I’environnement
¢lectronique du site actif, qui a permis le passage d’une activité¢ de type CHS a une activité de

type STS (Austin et al., 2004).
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2 Organisation des familles de genes STS

L’organisation des stilbéne synthases au sein des différents génomes des plantes
productrices de stilbénes est trés contrastée. Le tableau ci-dessous récapitule 1’état des
connaissances sur les familles de génes ST au sein du régne végétal.

La plupart des especes productrices de stilbénes possédent une a deux copies de genes
STS, c’est par exemple le cas du sorgho et de la renouée du Japon, qui possedent une seule
copie du gene STS ; ou encore 1’arachide et P. nodum qui posseédent 2 génes STS. Cependant, le
nombre de copies de geénes STS est susceptible d’évoluer dans la mesure ou, mis a part le
sorgho, les génomes de ces différentes plantes ne sont pas encore séquencés. Les données
concernant le nombre de copies de geénes ont été obtenues par des expériences de clonage
basées sur ’homologie de séquence existant entre les genes STS et les CHS correspondantes,
les CHS étant largement plus connues, étudiées et répertoriées. Seul P. sylvestris posséde une
petite famille de 5 génes S7S, mais cette famille parait assez restreinte en comparaison de la
famille de 43 génes STS putatifs qui a été identifiée lors de I’analyse de la premicre version
(8x) de la séquence du génome de la vigne (Jaillon et al., 2007).

Le début de ma thése a coincidé avec la mise a disposition d’une seconde version de la
séquence du génome de la vigne (12x). La meilleure qualité¢ de cette séquence rendait alors
possible I’analyse fine de la famille des génes STS, ce qui nous a incité a aborder 1’étude de
cette famille aux caractéristiques peu communes. L’analyse de la version 12x de la séquence du
génome de V. vinifera var. PN40024 a permis de confirmer I’étendue de la famille STS. Parmi
48 locus STS putatifs identifiés, 32 genes sont complets, 5 génes sont partiels et 11 sont
probablement des pseudogenes. Ces geénes sont disposés en tandem sous la forme de deux
clusters, I’un sur le chromosome 10 (6 ST réparties sur 91 kb) et ’autre sur le chromosome 16

(42 STS réparties sur 473 kb).
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Tableau 17 : Récapitulatif des genes ST présents chez différentes especes végétales.

STS : stilbeéne synthase ; STCS : stilbénes-carboxylate synthase). Les STS retrouvées chez les

coniféres ainsi que chez P. nodum sont des pinosylvine synthases ou des dihydropoinosylvine

synthases.

Espéce végétale

Nombre

de génes

Nom du/des gene(s)

Psilotum nodum 2 Pnl et PnlL (Yamazaki et al., 2001)
www.biologie.uni-
freibourg.de/data/bio2/schrode
Marchantia polymorpha 27? STCS1 et STCS?2 )
r/STSCS_Marchantia polymo
rpha.html
Arachis hypogea 2 pGSClI et pGSC2 (Schroder et al., 1988)
RsSTS1 _
Rheum tataricum lou2? (Samappito et al., 2003)
RsSTS2 ?
Hydrangea macrophylla 1? HmSTCS (Eckermann et al., 2003)
(Yu et al., 2005; Paterson et
Sorghum bicolor 1 ShSTS1
al., 2009)
Fallopia japonica
1 PcRS (Liu et al., 2011)
Polygonum cuspidatum
PST-1, PST-2, PST-3, o
Pinus sylvestris 57 (Preisig-Miiller et al., 1999)
PST-4, PST-5
Pinus strobus 2 STS1 et STS2 (Raiber et al., 1995)
PdSTS1, PdSTS? et
Pinus densiflora 3 (Kodan et al., 2002)
PdSTS3
(Parage et al., 2012;
Vitis vinifera 48 VvSTS1 a VvSTS48
Vannozzi et al., 2012)

La taille de la famille STS chez la vigne est, a ce jour, unique chez les végétaux. La

question de la signification biologique d’une telle amplification s’est donc posée, et 1’étude

fonctionnelle et évolutive de cette famille de génes a constitué¢ la premicre partie de ma theése.

Cette partie a fait I’objet d’une étude dont les résultats sont présentés dans I’article suivant.
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Cette ¢étude est le fruit d’une collaboration entre quatre équipes de recherche. L’équipe
de Sébastien Aubourg (URGV, Evry) a réalis¢ I’étude de génomique structurale, pour
I’identification et I’annotation des geénes S7S et CHS au sein du génome du PN40024 ; notre
équipe a réalisé I’étude de génomique fonctionnelle (qui constitue le centre de mon travail) et a
coordonné I’ensemble de ce projet; 1’équipe de Gabriel Marais et Raquel Tavares
(Laboratoire de Biométrie et Biologie Evolutive, Université Lyon I) a pris en charge 1’approche
de génomique évolutive et Stéphane Réty (Laboratoire de Cristallographie et RMN

Biologiques, Université Paris Descartes) a réalisé le mod¢le structural d’une STS de vigne.
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3 A propos de Pamplification exceptionnelle de la famille

des STS de vigne

3.1 La duplication génique

Le métabolisme végétal est riche de plus d’une centaine de milliers de métabolites de
faible poids moléculaire dont une petite partie appartient au métabolisme primaire
(métabolisme fondamental et commun a tous les végétaux) et dont la majeure partie comprend
les métabolites secondaires dont la biosynthése est restreinte et spécifique aux différents
groupes végétaux (Pichersky and Gang, 2000). Les végétaux posseédent des familles de génes
trés conservées au cours de 1’évolution, servant de base commune a I’évolution génétique et a
I’adaptabilité, et participant ainsi a la spécificité génétique inter-espece (Flagel and Wendel,
2009). A D’origine d’une telle diversité, le phénomene de duplication génique. La duplication
génique génere deux copies d’'un méme gene : la copie originelle (ou copie mére) maintient sa
fonction originelle alors que la copie issue de la duplication (copie fille) n’est théoriquement
pas soumise aux mémes pressions de sélection naturelles, ce qui permet a celle-ci d’accumuler
des mutations pouvant amener a la pseudogénisation, ou a I’acquisition de nouvelles fonctions
et a sa fixation définitive dans une population donnée (Ohno, 1970; Pichersky and Gang, 2000;
Flagel and Wendel, 2009).

La duplication génique peut avoir plusieurs origines. Elle peut impliquer des fragments
géniques courts, un gene entier, ou bien encore concerner le chromosome ou le génome dans sa
totalité. Voici un récapitulatif des mécanismes a ’origine de la duplication de fragments
d’ADN :

- L’enjambement inégal (ou crossing-over inégal), qui a lieu lors de la prophase I de la
méiose. Ce mécanisme est a I’origine du brassage génétique, mais peut dans certains cas
générer des duplications en tandem par crossing-over inégal.

- La transposition. Les transposons peuvent capturer et transposer des geénes entiers de fagon
aléatoire (transduplication). Par ailleurs, un ARNm épissé peut étre réintégré dans le génome
(rétroposition), ce mécanisme faisant intervenir une transcriptase inverse ainsi qu’une
intégrase. La rétroposition génere des copies dépourvues d’introns et d’éléments régulateurs,

et I’insertion dans le génome est aléatoire.
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- La polyploidisation, ou la duplication totale du génome suivie de sa réorganisation. On
estime que 50 a 70 % des Angiospermes sont polyploides, ce qui est le cas de nombreuses
plantes cultivées comme la luzerne (Medicago sativa), la pomme de terre (Solanum
tuberosum), le blé (Triticum aestivum), le coton (Avena sativa) ou le café (Coffea arabica) ;
ce mécanisme pouvant &tre ancien puisque de nombreuses especes actuellement diploides
sont issues de la polyploidisation, comme par exemple le mais (Zea mays), le soja (Glycine
max) ou encore 1’arabette (Arabidopsis thaliana) (Blanc and Wolfe, 2004). Particulierement
chez A. thaliana, 27 % des geénes issus de la duplication totale du génome ont été maintenus
au cours de 1’évolution (Blanc and Wolfe, 2004). Ce mécanisme est certainement le plus
important contributeur a la duplication génique (Pichersky and Gang, 2000). Le mécanisme
a ’origine de la polyploidisation est encore mal connu, mais ferait intervenir des gametes
n’ayant pas subi de séparation des chromosomes lors de 1’étape de télophase de la méiose
(Soltis, 2005).

- La duplication d’un chromosome entier, par répartition inégale des chromosomes lors de

la télophase de la méiose.

3.2 Devenir des geénes dupliqués

La duplication de geénes a concrétement trois devenirs possibles (Lynch and Conery, 2000):

- La non-fonctionnalisation : la dégénérescence de 1'une des deux copies par ’effet de
mutations déléteres (pseudogénisation).

- La néo-fonctionnalisation : I’acquisition d’une nouvelle fonction bénéfique et maintenue par
les pressions de sélection naturelles par I'une des deux copies, ’autre copie gardant sa
fonction originelle.

- La sub-fonctionnalisation (DDC : duplication-dégénération-complémentation), c’est a dire
une duplication génique suivie de mutations dégénératives mais complémentaires entre les
deux genes dupliqués, qui parviennent ensemble a restituer la fonction originelle assurée par

le géne ancestral.

De fagon plus générale, la duplication de genes peut étre réalisée en tandem ou de fagon
segmentaire. La duplication en tandem aboutit a une organisation des génes dupliqués en
cluster, a proximité les uns des autres, et fait principalement intervenir des mécanismes
d’enjambements inégaux, alors que la duplication segmentaire provient généralement d’anciens
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é¢venements de polyploidisation ayant généré une réorganisation du génome (Haberer et al.,
2004). Les genes dupliqués en tandem ont tendance a s’homogénéiser par des €veénements
d’enjambements inégaux, alors que la duplication segmentaire permet aux copies de genes
d’échapper a I’homogénéisation au sein d’un cluster et permet ainsi de placer ces dernicres
dans un nouveau contexte évolutif, favorisant une divergence plus rapide (Flagel and Wendel,
2009; Baumgarten et al., 2003). Par exemple, le génome d’A4. thaliana possede plusieurs génes
de résistance R dupliqués en tandem et probablement issus d’éveénements d’enjambements
inégaux. Cependant, plusieurs événements de duplication segmentaire (ou ectopiques), ont eu
lieu dans le génome de facon totalement aléatoire ; et ces duplications ont replacé certains
genes R dans un nouveau contexte évolutif, favorisant ainsi leur diversification (Haberer et al.,
2004). De fagon générale, les genes de défense sont hautement dupliqués puisqu’ils doivent
continuellement évoluer pour répondre a la pression de sélection générée par les pathogénes
(Blanc and Wolfe, 2004). Beaucoup de génes dupliqués en tandem ou segmentaires possedent
les mémes caractéristiques d’expression, mais plusieurs études ont montré que leur profils
d’expression divergent rapidement au cours de 1’évolution (Haberer et al., 2004; Schmid et al.,

2005).

3.2.1 Pseudogénisation ou non-fonctionnalisation des génes

Les mutations dégénératives sont des événements bien plus fréquents que les mutations
avantageuses, c’est pourquoi les génes dupliqués dégénerent le plus souvent en pseudogeénes
(Rodin and Riggs, 2003; Ober, 2010). La pseudogénisation peut avoir plusieurs origines.
Premierement, en I’absence de pression de sélection, des mutations déléteéres apparaissent et le
gene perd naturellement sa fonction. Deuxieémement, il arrive que la duplication ou la
transposition soit incompléte. Enfin, 1’absence de promoteur ou d’éléments régulateurs peut
entrainer la pseudogénisation. L’expression réduite des geénes dupliqués est généralement

associée a la pseudogénisation (Rutter et al., 2012).

3.2.2 Hypothese de la néo-fonctionnalisation

Dans son livre « Evolution by gene duplication », Ohno (1970) définit la néo-

fonctionnalisation comme étant 1’acquisition d’une nouvelle fonction au cours de 1’évolution
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par I’'une des copies du gene issue d’un événement de duplication (Figure 35). Dans cette
optique, la fonction du géne ancestral est maintenue par de fortes pressions de sélections
purificatrices, alors que I’autre copie du gene évolue de facon indépendante sans pressions de
sélection. Cette autre copie peut ainsi acquérir au fil du temps une série de mutations délétéres
amenant a la pseudogénisation (non-fonctionnalisation), ou dans le cas contraire acquérir des

mutations dont la sélection ouvre la porte a de nouvelles fonctions (néo-fonctionnalisation).
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Figure 35 : Modgele de la néo-fonctionnalisation (figure adapté de (Ober, 2010)).

Un cas trés intéressant de néo-fonctionalisation existe par exemple dans la voie de
biosynthése des phénolamides chez A. thaliana, ou deux cytochromes P450 (CYP9848 et
CYP98A49) sont issus de la rétroposition d’un cytochrome P450 ancestral (CYP98A43), suivie
d’une sélection positive et d’une duplication génétique, amenant a la création d’une nouvelle
voie de biosynthése (Matsuno et al., 2009). Dans ce cas, plusieurs traces de sélection positive
ont été détectées, notamment au niveau du site actif de la protéine mais également au niveau
des sites d’interactions avec les partenaires réactionnels. Ces indications, couplées au fait

qu’aucun orthologue des ces génes n’a pu étre identifi¢, ont permis de conclure que CYP9SEAS
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et CYP98A9 ont évolué récemment et rapidement a partir de CYP98A3, et cela grace a des
pressions de sélection positives.

Dans le cas des genes ST de vigne, aucune trace de sélection positive n’a été détectée
au niveau du site actif, que ce soit par I’analyse restreinte aux S7S et au CHS putatives de V.
vinifera, ou par I’analyse plus large menée sur les STS et les CHS de plusieurs especes
végétales (V. vinifera, A. thaliana, S. bicolor, A. hypogea, P. sylvestris P. strobus, P.
tremuloides, P. nodum). La théorie de la néo-fonctionnalisation n’est donc pas soutenue, et les
analyses fonctionnelles réalisées sur les 9 STS représentatives de la famille des S7S ont
confirmé que les enzymes correspondant aux différents geénes testés ne montrent pas de

différences fonctionnelles.

3.2.3 Théorie de I’effet dose

La duplication génique ameéne a la création de plusieurs copies de génes issues d’un
ancétre commun. Si la présence de deux copies d’un méme geéne confeére un avantage sélectif,
les deux paralogues peuvent étre maintenus dans le génome. Par exemple, les geénes des
protéines ribosomiques sont présents en plusieurs copies dans le génome des organismes
supérieurs, permettant ainsi une grande production de protéines qui ne pourrait pas étre assurée
par la présence d’un seul geéne (Conant and Wolfe, 2008). Dans d’autres cas de figure, la
duplication génique peut soulever un probléme de dosage li¢ a un déréglement entre les
différents réseaux géniques (Flagel and Wendel, 2009). Ce déréglement peut étre contre-
sélectionné, ce qui aboutit a I’élimination du géne dupliqué.

Dans la voie de biosynthése du resvératrol et de ses dérivés, le grand nombre de geénes
STS présent chez la vigne n’a pas pour effet de produire une concentration en stilbénes
constitutifs significativement plus ¢levée que chez d’autres plantes productrices de stilbénes.
En effet les racines et les parties ligneuses de la vigne accumulent constitutivement des
stilbénes a hauteur de 0,5 % de la masse de matiére séche (Vergara et al., 2012), alors que chez
Pinus, le bois de cceur accumule constitutivement de la pinosylvine et ses dérivés a des
concentrations allant de 0,1 a 4 % de la masse de matic¢re seche (Hart and Shrimpton, 1979).
Enfin, chez la renouée du Japon, les racines contiennent du picéide a des concentrations
équivalentes a 1,6 % de la masse de maticre séche (Benova et al., 2008). Cependant il n’existe
pas d’étude comparative concernant le dosage des stilbénes en condition de stress chez les

différentes especes productrices de stilbénes ; et au regard du grand nombre de génes STS chez
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V. vinifera, il est envisageable que le potentiel d’induction des STS et la biosynthese des

stilbénes soit plus ¢élevé chez la vigne que chez d’autres especes productrices de stilbénes.

3.2.4 Hypothese de la DDC : duplication — dégénérescence —

complémentation

Dans 1’hypothése d’une DDC (sub-fonctionnalisation), les deux geénes issus d’un
événement de duplication sont préservés et travaillent de fagon complémentaire pour réaliser la
fonction ancestrale du géne dupliqué (Figure 36). Dans ce cas de figure, le géne ancestral doit
obligatoirement posséder au moins deux fonctions, qui seront ainsi partagées entre les deux
genes dupliqués (Flagel and Wendel, 2009; Lynch and Force, 2000; Lynch and Conery, 2000) ;
(Force et al., 1999). Les deux genes dupliqués restent sous pression de sélection mais
accumulent des mutations dégénératives amenant a une perte complémentaire des fonctions
ancestrales (Lynch and Force, 2000; Ober, 2010). La sub-fonctionnalisation améne donc a la
spécialisation des fonctions qui a pour effet d’augmenter le potentiel adaptatif (« fitness ») des
organismes vivants.

Par exemple, une protéine ancestrale possédant deux types d’activités enzymatiques
peut voir son gene subir une duplication génique amenant a terme la création de deux genes
codant pour deux protéines filles possédant chacune I'une des deux fonctions de la protéine
ancestrale, cette spécialisation étant dépendante d’éveénements de mutations dégénératives
amenant a la perte de I'une ou 1’autre fonction ancestrale. La sub-fonctionnalisation ameéne
fréquemment une paire de genes dupliqués a évoluer pour obtenir une expression spatiale ou
temporelle différentielle, en touchant par exemple aux éléments cis en amont du promoteur et
qui contrdlent la régulation des génes dupliqués (Hughes, 2002 ; Haberer et al., 2004). Par
exemple, si un geéne ancestral est exprimé dans les tissus A et B, I’expression des deux genes
fils pourra étre retreinte au tissu A ou au tissu B (Ober, 2010). La sub-fonctionnalisation peut
¢galement toucher uniquement les promoteurs des génes impliqués via des mutations
dégénératives, pouvant ainsi amener a diminuer les niveaux d’expression individuels des deux
genes, qui ensembles parviennent a se complémenter (Huminiecki and Wolfe, 2004). 1l est
globalement admis que si les génes dupliqués montrent un profil d’expression tissu-spécifique
plus ¢élaboré et/ou plus adapté a des stress environnementaux particuliers, la sub-

fonctionnalisation est I’hypothése la plus probable (Rutter et al., 2012).
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Figure 36 : Modge¢le de la sub-fonctionnalisation (adapté de Ober, 2010).

En bilan, la sub-fonctionnalisation concerne les génes a 1’origine multifonctionnels qui
possedent au moins deux fonctions biochimiques différentes ou des profils d’expression
différents (Lynch and Force, 2000; Ober, 2010). De plus, ce mécanisme semble étre dégressif
dans la mesure ou la complexité génétique diminue avec le nombre de duplications génétiques,
ceci ¢étant dii aux mutations dégénératives a 1’origine de la spécialisation ; les génes ayant par
exemple une forte complexité dans leurs régions régulatrices seront plus facilement préservés
au cours de 1’évolution (Force et al., 1999; Lynch and Force, 2000). Or, I’étude évolutive et
fonctionnelle menée sur la famille des S7S ne montre aucune trace d’acquisition de nouvelles
fonctions, ni d’expression différentielle dans la mesure ou les genes S7IS semblent étre induits
uniformément en réponse a un stress abiotique. Aussi, une autre analyse d’expression illustrée
dans la Figure 37 montre que les génes S7S semblent €tre exprimés constitutivement de la
méme maniere, avec néanmoins une expression plus forte au niveau des racines. Toutes ces
observations nous ameénent a penser que la sub-fonctionnalisation est une hypothése peu
probable dans le cas d’une expansion aussi importante que celle observée chez les STS de
vigne, et dont les différentes copies de génes montrent une si forte conservation de séquence et

de fonction.
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Figure 37 : Expression constitutive des stilbéne synthases de vigne.

Fe., Feuille ; Ti. ; Tige ; Pe., Pétiole ; Rac., Racine.

Cependant, I’analyse fine de I’expression des genes de la famille des ST, réalisée en
paralléle de notre étude par Vannozzi et ses collaborateurs (Vannozzi et al., 2012), pourrait
remettre en cause certaines de ces conclusions par 1’apport de données d’expression

supplémentaires.
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3.3 Apport de I’étude de Vannozzi sur la signification biologique de

I’amplification des genes STS

3.3.1 Expression constitutive de certains membres de la famille des

STS

Les auteurs ont divisé la famille des ST en 3 groupes distincts : le groupe A est formé
des genes STS localisés sur le chromosome 10 (VvSTSI-6) ; les groupes B (22 STS) et C (13
STS) sont formés des genes STS localisés sur le chromosome 16. L’expression constitutive des
genes STS a été étudiée en utilisant une analyse par microarray (puces a ADN) sur différents
organes de vigne (cv. Corvina atlas). Les auteurs ont montré que ’expression constitutive des
STS était assez basse voire inexistante, a 1’exception des racines, et au niveau de la pellicule des
baies de raisin pendant les phases de séchage apres récolte. Leurs résultats vont dans le sens des
résultats que j’ai pu obtenir par RT-PCR. De fagon plus générale, les auteurs ont mis en
¢vidence que ’expression des geénes S7S augmentait avec 1’age ou la sénescence de 1’organe
¢tudié, que ce soit pour les feuilles ou au niveau de la pellicule des baies de raisin.
L’augmentation ontogénétique de I’expression des genes STS est probablement due a
I’augmentation de la concentration en phytohormones, incluant I’acide abscissique, 1’acide
salicylique, 1’éthyléne et 1’acide jasmonique, des phytohormones connues pour réguler la
sénescence foliaire mais également capable d’induire la synthése de stilbénes. Cependant,
certains aspects de cette premiere partie des résultats de Vannozzi et al. sont critiquables, en
particulier en regard de I’utilisation de microarrays pour 1’analyse de 1’expression des genes
STS, compte tenu du haut degré d’identité entre ces geénes. En effet, lors de notre propre analyse
par RT-PCR de I’expression des génes ST, il n’a pas été¢ possible de dessiner des couples
d’oligonucléotides spécifiques pour chaque géne, méme en se servant des régions UTR
généralement moins conservées. Certains couples d’amorces correspondent potentiellement a 2,
3 ou 4 génes (Figure 37). En outre, cette analyse ayant été effectuée sur une variété différente
du PN40024 a partir duquel les puces a ADN ont été dessinées, des biais ont éventuellement pu

étre générés en raison de la différence existante entre les deux génomes.
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Figure 38 : Expression constitutive de la famille des STS de V. vinifera cv. Corvina atlas

(Vannozzi et al., 2012).

Les données d’expression sont normalisées sur la valeur moyenne d’expression de chaque gene
dans tous les tissus/organes analysés. La ligne de couleur a gauche de la liste des génes STS
représente les différents groupes de génes STS. Y, young leaf (jeune feuille) ; FS, fruit-set
(nouaison) ; S, sénescence ; G, green stem (tige verte) ; AB, bud-burst (débourrement) ; PFS,
post fruit-set (post-nouaison) ; V, véraison; MR, mid-ripe (mi-maturité) ; R, ripe (maturit¢) ; F,
flowering (floraison, 50 % cap-fall) ; PHWI, post-harvest withering I, 1st month (1 mois apres
récolte des baies, phase de « flétrissement/séchage » des baies qui permet d’augmenter les
caractéristiques qualitatives mais aussi la concentration en sucres simples); PHWII, post-

harvest withering II (2nd month); PHWIII, post-harvest withering III (3rd month).
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3.3.2 Induction de l’expression de la famille des STS

L’¢tude de I’induction de I’expression des genes ST a été réalisée avec différents stress
abiotiques (rayons UV et blessure) et un stress biotique (infection par P. viticola), en utilisant
une approche d’ARNm-seq couplée a la technologie de séquencage Illumina. Cette seconde
approche est plus discriminante que les microarrays pour 1’étude de 1’expression de famille de
genes tres similaires. Les résultats obtenus montrent que les STS du groupe A sont les ST les
plus exprimées de fagcon constitutive, mais qu’elles ne sont pas induites en réponse a un stress
de type blessure, et trés faiblement aprés traitement aux rayons UV. A Dinverse, les S7S du
groupe B sont trés fortement induites par les UV, et les STS du groupe C montrent une
induction intermédiaire aux S7S des groupes A et B. Ces analyses ont ensuite €té confirmées
par qPCR, ou un gene STS représentatif de chaque groupe (VvSTS6 pour le groupe A, VvSTS48
pour le groupe B et VvSTSI6 pour le groupe C) a été utilisé. Cette analyse a confirmé que
VvSTS48 (groupe B) est le geéne ST le plus induit suite a un stress biotique ou abiotique, et que
JvSTS6 (groupe A) et VvSTS16 (groupe C) possédent le méme profil d’expression, mais que

ces deux genes sont plus faiblement induits en comparaison avec VvSTS48.
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Figure 39 : Expression de la famille des ST de V. vinifera var. PN40024 suite a un stress

(Vannozzi et al., 2012).

Il

Les traitements sont indiqués au dessus de chaque colonne : wound, blessure ; UV,
traitement aux rayons UV ; DM, traitement au mildiou de la vigne (P. viticola). L’ expression
des chalcone synthases (CHS) est également indiquée. L’intensité de la couleur orangée est
proportionnelle a I’intensité de ’expression des différents genes, exprimée en nombre de
séquences par kb d’exon et par million de séquences « mappées » (RPKM : number of mapped

reads per kb of exon per million mapped reads).

L’un des résultats trés intéressant de cette étude est la mise en évidence d’une possible
régulation conjointe de la voie de synthése générale des flavonoides et de celle des stilbénes.

En effet, les deux analyses d’expression (constitutive et suite a un stress), montrent que le profil
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d’expression des CHS est a I’exact oppos¢ de celui des STS. Cette régulation conjointe pourrait
viser a diminuer les effets d’une compétition existante entre les enzymes CHS et STS pour
leurs deux substrats communs, de maniére a optimiser la synthése de stilbénes ou de

flavonoides en fonction des besoins de la plante.

3.3.3 Hpypothése concernant I’évolution de la famille des STS et
confrontation des conclusions concernant I’expansion de cette

famille de geénes.

Les auteurs supposent que la famille des geénes STS provient d’une succession de
duplications en tandem et segmentaires, dont les membres auraient ét¢ maintenus au cours de
I’évolution en temps que « génes réservoirs », conférant ainsi un grand nombre de génes ayant
un potentiel adaptatif. Pour expliquer le maintien du nombre de copies de genes STS, ils
mettent en avant la théorie de la sub-fonctionnalisation transcriptionnelle, a savoir la
spécialisation de I’expression des différentes copies des genes de STS au cours de 1’évolution.

Dans cette étude, les auteurs ont pu analyser plus finement I’expression constitutive des
genes STS, mais également suite & un stress biotique ou abiotique. Selon leurs travaux, les
genes STS montrent des différences aussi bien au niveau des profils d’expression, qu’au niveau
du temps d’induction des différents genes :

- Les genes STS du groupe A (chromosme 10) sont exprimés de fagon constitutive et
répondent de maniere limitée au stress

- les génes STS du groupe B (chromosome 16) sont trés fortement exprimés suite a un stress
(les STS du groupe C dans une moindre mesure).

- Les génes STS des groupes A et C possédent le méme profil d’expression suite a un stress
biotique ou abiotique, ces profils d’expression étant différents du profil d’expression de
VvSTS48, représentatif du groupe B. L’expression des génes S7S du groupe C montrent une

induction plus forte que celle des génes du groupe A.

Dans leur analyse évolutive du génome d’A4. thaliana, Rutter et al. suggérent que si les
genes dupliqués possédent un profil d’expression plus tissu-spécifique ou plus adapté a un
stress environnemental spécifique, alors ces génes suivent probablement le modele de la sub-
fonctionnalisation (Rutter et al., 2012). L’exemple des flavonoide 3°,5’-hydroxylases (F3°5 'H)

responsables de la synthése de précurseurs d’anthocyanines bleues a été utilisé¢ dans 1’étude de
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Vannozzi et al. pour illustrer ce phénomene. En effet, la famille des 3’5 ’H est composée de 15
membres, qui présentent des variations au niveau des régions promotrices des copies récentes
de F3’5’H, amenant I’expression différentielle des génes au niveau des organes, des stades de
développement et méme des cultivars (Falginella et al., 2010). A la lumiére des données
obtenues dans 1’é¢tude de Vannozzi et al., la sub-fonctionnalisation transcriptionnelle est
I’hypothése la plus probable pour expliquer le maintien d’un grand nombre de copies de génes

STS dans le génome de la vigne.

Cependant, si la sub-fonctionnalisation transcriptionnelle est une hypothése sérieuse
concernant le maintien des geénes S7S au sein du génome de la vigne, elle ne permet pas
d’expliquer I’expansion exceptionnelle de cette famille. Par ailleurs, 1’inhabituelle expansion
des familles de génes appartenant au métabolisme secondaire de la vigne n’est pas restreinte
aux stilbénes, car on peut également 1’observer au niveau de la famille des terpeéne synthases
(TPS, 89 genes fonctionnels identifiés chez la vigne par rapport a 30-40 chez A4. thaliana, le riz
ou le peuplier) ou des phénylalanine ammonia-lyases (PAL, 13 génes fonctionnels identifiés
chez la vigne par rappport a 4-8 chez A. thaliana, le riz ou le peuplier). L’origine de ces

amplifcations sélectives n’est pas connue.

3.4 Interaction des STS avec des partenaires cellulaires

Dans I’exemple des cytochromes P450 CYP9848 et CYP9849 intervenant tous deux
dans la voie de biosynthése des phénolamides, deux groupes d’acides aminés (respectivement
de 3 et de 9 résidus) sous sélection positive ont €té identifiés a la surface de la protéine. Le
groupe de trois acides aminés étant localisé a proximité de I’extrémité N-terminale de la
protéine, les auteurs suggerent une interaction possible avec des membranes (Matsuno et al.,
2009).

Dans le cas des STS de vigne, une position sous s¢lection positive (Pro-269), située au
voisinage du site actif a été détectée a la base du clade des STS et des CHS. Cette position est
soumise a des pressions de sélection contrastées car, au sein du clade des STS, Pro-269 est sous
sélection purificatrice. Ce type de sélection « contrastée » est attendu pour une position dont
I’évolution a joué un role important dans la transition de 1’activité¢ CHS vers ’activité¢ STS. Des
expériences de mutagenese dirigée permettront de tester cette hypothése. Un autre constat
intéressant réside dans les positions sous sélection purificatrice retrouvées a la périphérie de la
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protéine (Lys-14, Ser-231 et Asn-392). Ensembles, ces acides aminés fortement conservés
forment une région qui pourrait étre impliquée dans des interactions avec d’autres protéines
partenaires. De telles interactions sous la forme de complexes macromoléculaires (ou
métabolons) au sein des voies de biosynthése du métabolisme des phénylpropanoides ont déja
pu étre démontrées (Winkel, 2004), notamment pour la formation des précurseurs de la lignine,
ou des flavonoides. Par exemple, la PAL et la CHS ont été¢ détectées dans des compartiments
subcellulaires sphériques chez Primula kewensis. De plus, la CHS et la chalcone isomérase
(CHI) ont été co-localisées a I’intérieur de particules denses aux ¢€lectrons (environ 200 nm de
diamétre) dans des cellules de racines d’A4. thaliana (Winkel, 2004). L’organisation du

métabolon amenant a la synthése des flavonoides est illustrée dans la Figure 40.

membrane

Flavonol
Autres (Quercétine)
enzymes

partenaires

=~~~ Flavonol

/ ,
@ / \ (Kaempférol)

Anthocyanines  Proanthocyanines
Figure 40 : Voie de biosynthése des flavonoides organisée en métabolon. (Adapté de Winkel,

2004).

Les enzymes communes a plusieurs métabolons sont colorées en noir, les enzymes spécifiques
a une voie de biosynthése particuliére sont illustrées en gris. PAL, phénylalanine amonnia-
lysa; C4H, cinnamate 4-hydroxylase; 4CL, 4-coumarate: CoA ligase; CHS, chalcone
synthase ; STS, stilbéne synthase ; CHI, chalcone isomérase ; F3H, Flavanone 3-hydroxylase ;

F3’H, Flavanone 3’-hydroxylase.

Une étude menée sur I’épicéa (Picea abies) suggére la participation des STS dans des
métabolons pour la synthése des stilbénes majeurs représentés dans cette espece : 1’astringine et
I’isorhapontine (Hammerbacher et al., 2011). Le génome de 1’épicéa posséde deux geénes de
STS (PaSTSI et PaSTS2), permettant la synthése du resvératrol. Le resvératrol est ensuite
hydroxylé par une 3’-hydroxylase, méthylé par une 3’-O-méthyltransférase puis glycosylé par

une 3’-glycosyltransférase pour former 1’astringine (forme non méthylée) ou I’isorhapontine
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(forme méthylée). Chez les individus sauvages de P. abies, tout comme dans des lignées
transgéniques surexprimant une ST, une trés faible accumulation de resvératrol (ou sa forme
glycosylée) a pu étre détectée, suggérant la canalisation du resvératrol dans des complexes
multienzymatiques impliquant entre autres des 3’-hydroxylases. La grande similarité
structurale existant entre les CHS et les STS laisse supposer que les STS pourraient entrer en
compétition avec les CHS au sein de ces complexes multienzymatiques ou métabolons, et nous
pouvons ainsi supposer que les acides aminés sous forte pression de sélection et localisés a la
surface des STS joueraient un role crucial dans I’interaction avec les autres partenaires
enzymatiques du métabolon. Des preuves de la compétition entre les CHS et les STS pour leurs
substrats (p-coumaroyl-CoA et malonyl-CoA) ont déja été mises en évidence au niveau de
lignées transgéniques surexprimant un gene de S7S. La surexpression d’une STS a pour effet
d’entrainer un bouleversement du métabolisme des flavonoides, conduisant par exemple a une

décoloration des fleurs ou encore a une stérilité du pollen chez le tabac (N. tabacum) (Fischer et

al., 1997).

4 Perspectives

Ce travail constitue la premicre analyse fonctionnelle et évolutive d’une famille de genes
STS (toutes plantes confondues) et 1’étendue exceptionnelle de cette famille chez la vigne en
fait un exemple particulieérement intéressant d’amplification d’une famille de génes liée au
métabolisme secondaire. Les perspectives de ces travaux seront développées dans le

paragraphe « Conclusion générale » situé a la fin de ce manuscrit.
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CHAPITRE II : Analyse fonctionnelle de la
famille des resvératrol O-meéthyltransférases
de la vigne

1 Introduction

La méthoxylation des groupements hydroxyles par des O-méthyltransférase S-adénosyl-L-
méthionine (SAM) - dépendantes (OMT) est une modification trés courante dans le
métabolisme secondaire végétal, qui module les propriétés physiologiques et la réactivité
chimique des groupements méthylés (Zhu et al., 1994). Les OMT impliquées dans le
métabolisme secondaire sont qualifices « d’OMT a petites molécules » (small molecule
OMTs), par opposition aux enzymes impliquées dans la méthylation de polyméres comme
I’ADN (Noel et al., 2003). Plusieurs classifications des OMT végétales ont été proposées, sur la
base de leur structures ou de leur spécificité de substrat (Joshi and Chiang, 1998; Noel et al.,
2003; Lam et al., 2007). Dans la nomenclature proposée par Noel et al. (2003), les OMT de
type I se composent d’homodimeéres avec des tailles de sous-unités d'environ 38-43 kDa, qui ne
nécessitent pas de cations divalents pour leur activité. Les membres de cette grande famille
d’OMT sont impliqués dans la méthylation de I'acide caféique, de flavonoides, de coumarines,
et d’alcaloides (Dong et al., 2003; Frick and Kutchan, 1999). Les OMT de type II constituent
un groupe d’enzymes de poids moléculaire plus faible (23 a 27 kDa), dont ’activité dépend de
la présence de cations métalliques. La plupart des membres de cette famille sont impliqués dans
la méthylation d’esters de coenzyme A (CoA) (Ye et al., 1994).

A la différence des OMT de type I et II qui méthylent préférentiellement des groupements
hydroxyles, les OMT de type IIl sont généralement impliquées dans la méthylation de
groupements carboxyles. Les membres de cette famille sont regroupés sous le nom de «
SABATH », qui provient de la contraction des noms de plusieurs membres de cette famille :
Salicylic Acid methyltransferase, Benzoic Acid methyltransferase, THeobromin synthase

(D’Auria and Pichersky, 2003).
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Figure 41 : Exemples de classes de substrat des OMT végétales.

1.1 Classification des méthyltransférases (MT)

1.1.1. Les O-méthyltransférases de type I

Les OMT de type I méthylent les groupements —OH d’une multitude de substrats

appartenant au métabolisme secondaire végétal, et plus particulicrement a la voie des
phénylpropanoides (Figure 42). Ces OMT sont des homodimeéres dont les sous-unités ont un
poids moléculaire de 38 a 43 kDa. Elles ne requicrent pas de cations divalents pour leur activité
et représentent la majorité des OMT connues a ce jour. L’archétype de la famille est la « caffeic

acid O-methyltransferase » (COMT), impliquées dans la biosynthése des lignines (Dixon et al.,

2001)

Plusieurs OMT de type I ont été cristallisées a ce jour, c’est le cas par exemple de

I’isoflavone O-méthyltransférase (IOMT), de la chalcone O-méthyltransférase (ChOMT), de
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I’acide caféique/5-hydroxyférulique 3/5-O-méthyltransférase (COMT) de la luzerne (Medicago
sativa) (Zubieta et al., 2001; Gang et al., 2002), mais aussi de I’hydroxyisoflavanone 4’-O-
méthyltransférase (HI4’OMT) de Medicago truncatula (Liu et al., 2006).

La ChOMT de luzerne catalyse la méthylation en 2°-OH de I’isoliquiritigénine pour
former la 4,4’-dihydroxy-2’-méthoxychalcone (Maxwell et al., 1992, 1993), une molécule
capable d’activer les geénes de la nodulation et empéchant I’action de la chalcone isomérase,
ayant pour effet de stopper le flux métabolique vers la voie de biosynthése des flavonoides (Jez
et al., 2000). Plusieurs OMT impliquées dans la biosynthése de phytoalexines ont été
caractérisées chez les légumineuses, c’est par exemple le cas de I’isoflavone OMT (IOMT)
impliquée dans la formation de la médicarpine chez Medicago sativa (He and Dixon, 1996), ou
encore la 6a-hydroxymaackiain 3-O-méthyltransférase (HM3OMT) de Pisum sativum qui
permet de former la pisatine (Wu et al., 1997). D’autres OMT participent a la synthése de
composés volatils aromatiques présents dans les parfums de certaines fleurs et plantes
aromatiques. C’est par exemple le cas des orcinol-OMT]1 et 2 des roses hybrides (Scalliet et al.,
2008), la chavicol et I’eugénol-OMT du basilic (Ocimum basilicum) (Gang et al., 2002), ou
I’(iso)eugénol O-méthyltransférase de Clarkia breweri (Wang et al., 1997). En 2008, la
resvératrol O-méthyltransférase (ROMT) qui catalyse la double méthylation du resvératrol pour
former le ptérostilbéne, a été caractérisée dans notre laboratoire, ce qui constitue la premicre
caractérisation de ce type d’activité enzymatique (Schmidlin et al., 2008). Chez le sorgho (S.
bicolor), la sorgoléone qui possede des propriétés allélopathiques, est syntéthisée au niveau des
racines et fait intervenir une OMT (Dayan et al., 2010), qui, étonnamment, est également
capable de produire du ptérostilbéne a partir du resvératrol in vitro et in planta. Ce géne a
d’ailleurs été utilisé récemment pour l’obtention de plantes transgéniques accumulant du
ptérostilbéne (Rimando et al., 2011).

Les acide caféique O-méthyltransférases (COMT) sont responsable de la synthése des
substrats méthylés entrant dans la composition de la lignine, et regroupent a la fois les acide
caféique 3-O-méthyltransférases, et les acides S-hydroxyféruloique-O-méthyltransférases. Les
COMT sont des enzymes assez peu spécifiques, puisqu’elles sont capables de méthyler une
grande diversité de substrats (Noel et al., 2003). Chez Pinus, une pinosylvine méthyltransférase
(PMT) montre une activit¢é avec un grand nombre de substrats différents, et explique la
formation du stilbéne pinosylvine 3-méthyléther caractéristique du genre Pinus, a partir du
resvératrol (Chiron, Drouet, Lieutier, et al., 2000). De part son activité avec plusieurs substrats,
dont les acides (-CoA) hydroxycinnamiques et les flavonoides, la PMT est considérée comme

étant une COMT.
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Figure 42: Exemples d’O-méthyltransférases de type 1.
COMT, acide caféique/acide S5-hydroxyféruloique 3/5 O-méthyltransférase; ROMT,
resvératrol O-méthyltransférase ; OOMT1, OOMT?2, orcinol O-méthyltransférase 1 et 2.

Certains membres de la famille des OMT de type I ne sont pas de « vraies » OMT, car
elles méthylent préférentiellement des atomes d’azote (NMT) ou des groupements sulthydryles
(SMT). Parmi les NMT et les SMT, on peut citer par exemple la SMT de Catharanthus roseus
(Coiner et al., 2006), la NMT du blé (Hordeum vulgare) impliquée dans la voie de biosynthese
de I’alcaloide gramine, anciennement caractérisée comme étant une COMT (Larsson et al.,
2006), I’anthranilate N-méthyltransférase (ANMT) de la rue (Ruta graveolens) impliquée dans

la biosynthéese des alcaloides dérivés de la structure acridone (Rohde et al., 2008).

1.1.2. Les O-méthyltransférases de type I1
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Les OMT de type II forment un groupe a priori moins diversifi¢ que celui des OMT de
type I, et dont I’archétype est la caféoyl-CoA OMT (CCoAOMT) et la 5-hydroxyféruloyl-CoA
OMT, capables de méthyler les esters-CoA d’acides hydroxycinnamiques entrant dans la
composition des polymeéres végétaux tels que la lignine (Figure 43). Dans ce groupe, des OMT
capables de méthyler les flavonoides ou les phénylpropanoides conjugués ont également été
caractérisées. Typiquement, les sous-unités de ces OMT ont un poids moléculaire de 28 a 30
kDa, plus faible que celui des OMT de type I, et leur activié¢ nécessite la présence de cations
divalents (Mg”") qui permettent de déprotoner le groupement hydroxyle accepteur en vue du
transfert du groupement méthyle. La CCoAOMT a été cristallisée (Ferrer et al., 2005), et sa
structure possede des similarités avec la catéchol OMT animale (Vidgren et al., 1994). En
2003, une OMT Mg -dépendante de 26,6 kDa capable de méthyler a la fois le caféoyl-CoA et
les flavonoides a ¢été identifiée pour la premiere fois chez la ficoide glaciale
(Mesembryanthemum crystallinum) (Ibdah et al., 2003). Par la suite, d’autres OMT capable de
méthyler les flavonoides ont été identifiées, comme la SOMT-2 du soja (Glycine max),
permettant la biosynthése de 1’isorhamnétine (3’-méthoxyquercétine) a partir de la quercétine,
un flavonoide (Kim et al., 2006), ou encore les ROMT 15 et 17 du riz (O. sativa), capables de
méthyler a la fois le caféoyl-CoA, les flavonones et les flavonols (Lee et al., 2008). Plus
récemment encore, une anthocyanine-OMT (AOMTI1) impliquée dans la méthylation des

anthocyanines et des flavonols a été caractérisée chez la vigne (Hugueney et al., 2009).

0 0
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HCO
caféoyl-CoA CCoAOMT F féruloyl-CoA
———

"o a (Medicago sativa) "% 0

HO SCoA HO SCoA

H.CO
£ 5-hydroxyféruloyl-CoA HLO  sinapoyl-CoA

Figure 43: Réactions enzymatiques catalysées par la CCoAOMT (Caféoyl-CoA 3-O-

méthyltransférase) de Medicago sativa.

1.1.3. Les O-méthyltransférases de type II11
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Les OMT de type III catalysent le transfert de groupement —CHj3; au niveau de
groupements carboxyles. Ces enzymes appartiennent a la famille des enzymes SABATH
(Acide Salicylique COMT (SAMT), Acide Benzoique COMT (BAMT) et THéobromine
NMT), un terme adopté pour ces enzymes depuis 2003 (D’Auria and Pichersky, 2003). Par
exemple, les acides salicylique-méthyltransférases (SAMT) permettent la méthylation a la fois
de I’acide benzoique (AB) et de I’acide salicylique (AS), pour former des molécules
aromatiques rentrant dans la composition du bouquet floral de Clarkia breweri (Ross et al.,
1999) (Figure 44). A partir de la séquence de la SAMT de Clarkia, un grand nombre de SAMT-
like et de jasmonate méthyltransférases (JMT) ont été identifiées. Pour exemple, citons la
BAMT de la gueule de loup (Anthirrhinum majus), qui permet de former le benzoate, le
compos¢ volatil odorant le plus abondant chez cette plante (Dudareva et al., 2000; Murfitt et
al., 2000), la SAMT de Stephanotis floribunda ou la BSMT (capable de méthyler I’AS et I’AB)
de Nicotiana suaveolens (Pott et al., 2004; Verlag et al., 2002). Chez Arabidopsis thaliana, la
BSMT permet la synthése de méthylbenzoate et de méthylsalicylate, participant aux
mécanismes de défense (Chen et al., 2003). Des enzymes ayant des propriétés similaires ont été
caractérisées chez le riz (O. sativa) (Xu et al., 2006; Koo et al., 2007). Chez A. thaliana, la
méthylation de 1’acide jasmonique (AJ) par des AJ-méthyltransférases (JMT) pour former le
méthyljasmonate, permet la régulation du développement et des mécanismes de défense (Seo et
al., 2001). La méthylation des gibbérellines (GA) par les gibbérellines méthyltransférases
(GMT) jouerait également un role déterminant dans le développement des graines (Varbanova
et al., 2007), tout comme la méthylation de I’auxine (IAA) par les IAA méthyltransférases
(IAMT) permettent de moduler le développement en régulant les niveaux d’auxine in planta
(Qin et al., 2005; Zhao et al., 2008, 2007). Chez le basilic, (Ocimum basilicum), I’acide
cinnamique et 1’acide p-coumarique peuvent étre méthylés par des cinnamate/p-coumarate
méthyltransférases (CCMT), pour former le méthylcinnamate ou le méthylcoumarate
respectivement, deux autres représentants du bouquet floral du basilic (Kapteyn et al., 2007).
Chez le thé (Camellia sinensis) et le café (Coffea arabica), la dernic¢re étape de la biosynthese
de la caféine (1,3,7-trimethylxanthine) est réalisée par la caféine synthase, une NMT qui
permet la double méthylation de la 7-méthylxanthine et de la théobromine (Mizuno et al., 2003;

Kato et al., 2010; Misako and Kouichi, 2004).
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Figure 44: Acide salicylique carboxyl-méthyltransférase (SAMT) de Clarkia breweri.

1.1 Génomique des O-méthyltransférases

La caractérisation des familles de génes OMT dans différents génomes végétaux met en
¢vidence une augmentation du nombre d’OMT en fonction du degré de complexité des plantes
considérées. Le génome de Physcomitrella patens comporte 8 ou 9 geénes OMT (dont 3
SABATH), celui d’A4. thaliana compte 48 génes OMT (dont 24 SABATH), tandis que ceux du
riz, du peuplier ou de la vigne comptent au moins 80 a 90 genes OMT, dont une trentaine de
SABATH (Sébastien Aubourg, communication personnelle). Si certaines OMT sont présentes
dans tous les génomes des plantes supérieures (COMT et CCoAOMT, impliquées dans la
synthese des lignines, par exemples), toutes les sous-familles d’OMT ne sont pas représentées
dans les différents génomes cités ci-dessus (Figure 45). En effet, la famille des OMT illustre
bien le phénomene d’évolution de familles de genes particulieres chez certaines espéces
végétales, en relation avec la diversification du métabolisme secondaire des plantes (Pichersky
and Gang, 2000). La famille des resvératrol O-méthyltransférases (ROMT), qui fait I’objet de
ce chapitre, est tres développée chez la vigne, mais elle n’a pas d’équivalent chez A. thaliana.
Comme la famille des stilbéne synthases, cette famille semble avoir subi une amplification
particuliére chez la vigne. En complément de I’étude des ST, nous avons donc décidé
d’aborder la caractérisation des genes ROMT, afin de comprendre le role de cette famille et de

son amplification dans le métabolisme des stilbénes chez la vigne.
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Figure 45 : Arbres phylogénétiques comparés des OMT chez trois especes végétales : P. patens (Mousses), A. thaliana (Brassicacées) et V. vinifera

(Vitacées) var. PN40024.
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1.2 Etude de la famille des ROMT de vigne

En 2008, la resvératrol O-méthyltransférase (ROMT), qui catalyse la double
méthylation du resvératrol pour former le ptérostilbene, a été caractérisée dans notre
laboratoire, ce qui constitue la premiére caractérisation de ce type d’activité enzymatique
(Schmidlin et al., 2008). Cette ROMT est issue de la variét¢ Cabernet sauvignon (ROMT
CS11), et a été identifiée grace a son homologie de séquence avec une OMT de rose (Orcinol
O-méthyltransférase) caractérisée précédemment chez la rose (Scalliet et al., 2008). Chez le
Cabernet sauvignon, plusieurs alleles ROMT ont été clonés et testés pour leur capacité a
synthétiser le resvératrol, et seul I’allele ROMT CS11 permet la synthése de ptérostilbéne. Les
autres alléles n’ont pas fait I’objet d’études supplémentaires, et I’absence de données de
séquences génomiques n’a pas permis une étude fine de cette famille de génes. Avec la
disponibilité de la séquence du génome de V. vinifera var. PN40024, I’étude approfondie des
OMT de vigne et, plus particulicrement, de la famille des génes ROMT putatifs, a pu étre

Initiée.

2 Reésultats

2.1 Analyse de la famille des ROMT de vigne

2.1.1 Identification des différents génes

A mon arrivée au laboratoire, 7 génes ROMT avaient été identifiés précédemment dans
la séquence 8X du génome de V. vinifera var. PN40024 a partir de la séquence de la ROMT du
Cabernet sauvignon. Mon travail s’est inscrit dans la continuité de ces travaux. Dans un
premier temps, j’ai poursuivi I’analyse de la famille des génes ROMT en utilisant les nouvelles
données de séquencgage 12X du génome de V. vinifera var. PN40024. Par une série de Blast
(http://www.genoscope.cns.fr/blat-server/cgi-bin/vitis/webBlat), j’ai ainsi identifi¢ 17 génes
ROMT potentiels, répartis sur le chromosome 12. Certains génes ROMT avaient déja été
identifiés par I’annotation automatique du Génoscope, mais ce n’est pas systématiquement le
cas. Par exemple les genes VVROMT3 et VvROMT4 partageaient la méme annotation
(GSVIVTO01020647001), et le gene V'vROMT 16 partiel n’avait pas été annoté. Nous avons donc
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décidé d’adopter une nomenclature simplifiée allant de la V'vROMT1 a la VvROMT17, suivant
I’ordre d’apparition physique des ROMT le long du chromosome 12 (Tableau 18).

Parmi ces 17 génes, 14 geénes sont complets et potentiellement fonctionnels, deux sont
probablement des pseudogenes (VvROMT3 et VvROMTS) et un géne n’est que partiellement
séquencé (ROMTI6). Les genes sont espacés entre eux d’un intervalle allant de 4 436 a

908 938 pb. La Figure 46 récapitule I’organisation physique de la famille des ROMT.

I Gene complet
B Géne partiel
Cluster des ROMT, chromosome 12 V. Pseudogene

vinifera var. PN 40024
(2540865 - 3699569)

/\N /\W /\n) /\V /\b /\(o /\,\ Aq} /\O) /\'S) /\:: /\'Q’ /\:P /\"YL /\"(9 /\'S? /\L\
$ S0 SSS S §588
R - e A A B A A A s

Figure 46 : Organisation physique de la famille des ROMT de vigne

L’arbre phylogénétique présenté Figure 47 permet de distinguer quatre sous-familles
potentielles au sein des ROMT. La premicere est formée par les ROMT 1, 2, 5, 7, 10 et 11;
I’autre est composée des ROMT 4, 6 et 9 ; la suivante est représentée par les ROMT 12 et 13 et
enfin la derniere comporte les ROMT 14, 15 et 17. L’arbre a été construit a partir de
I’alignement des séquences protéiques des différentes ROMT. Le gene ROMT CSI1 du
Cabernet sauvignon qui a permis d’identifier la famille des ROMT du PN40024 possede
potentiellement deux orthologues: VvROMTI et VvROMT2, dont les produits partagent

respectivement 99,2 % et 98,1 % d’identité de séquence protéique.
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VvROMT 14
A B VwROMT15
VWROMT17
VVROMT12
— VvROMT10
VWROMT13
VvROMT 14 — \WROMTS
VYvROMTY
VWROMT15 ~<
VVROMT4
WVROMT17 — VYWROMT10
WvROMT 11
VVROMT?Y
VYROMTS
VVROMT2 VVROMT?
VvROMT2
VVROMT1
WVvROMTA
VYROMTCS11 VvROMTCS11
ﬁ 0.03

Figure 47 : Arbre phylogénétique de la famille des ROMT de vigne.
Comparaison des ROMT identifiées dans le génome de V. vinifera var. PN40024 issu des
séquencgages 8X (A) et 12X (B). Ces deux arbres ont été obtenus sur la base des séquences
protéiques des ROMT ; les ROMT 3 et 8 (issues de pseudogenes) ainsi que ROMT 16 (issu
d’un gene partiel) n’ont pas été utilisées pour la construction de I’arbre. La ROMT CS11 du
Cabernet sauvignon a été utilisée comme référence et est indiquée en rouge, les ROMT dont les

genes ont €té clonés sont indiquées en bleu.
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Tableau 18 : Récapitulatif de la famille des génes ROMT. Sens : orientation du geéne le long du chromosome.

annotation

Sens Début Position sur le chr. 12

Intervalle entre 2
Début Fin
genes (pb)

ROMT17 3699540 chr12:3697540..3699740 GSVIVTO01020619001 16005 3698249 3699569
ROMT16 3683535 chr12:3682035..3685535 Pas d’annotation 4435 3682035 3683674
ROMT15 3679100 chr12:3677200..3679200 GSVIVTO01020623001 17629 3677671 3679108
ROMT14 3661471 chr12:3661571..3659571 GSVIVTO01020629001 15669 3660136 3661479
ROMT13 3645802 chr12:3645702..3647702 GSVIVTO01020632001 9591 3645774 3647115
ROMT12 3636211 chr12:3636135..3638544 GSVIVTO01020634001 9841 3636182 3638237
ROMT11 3626370 chr12:3626190..3628390 GSVIVTO01020635001 13007 3626327 3627603
ROMT10 3613363 chr12:3613263..3615363 GSVIVTO01020636001 17877 3613363 3614811
ROMT09 3595486 chr12:3595286..3597486 GSVIVTO01020637001 8840 3595486 3596766
ROMTO08 3586646 chr12:3586546..3588646 GSVIVTO01020638001 6538 3586646 3588237
ROMTO07 3580108 chr12:3580000..3582108 GSVIVTO01020640001 16026 3580108 3581563
ROMTO06 3564082 chr12:3564000..3566082 GSVIVTO01020642001 54546 3564082 3565358
ROMT05 3509536 chr12:3509436..3511536 GSVIVTO01020645001 12780 3509536 3510991
ROMT04 3496756 chr12:3496656..3498756 GSVIVTO01020647001 13814 3496756 3498036
ROMT03 3482942 chr12:3482842..3484942 GSVIVTO01020647001 908938 3482942 3484398
ROMT02 2574004 chr12:2573904..2576004 GSVIVTO01020731001 33139 2574004 2575421
ROMTO01 2540865 chr12:2540765..2542865 GSVIVTO01020734001 / 2540865 2542288
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La structure des genes est similaire et trés conservée ; elle comporte deux exons
codants, séparés par un intron (Figure 48). La taille du premier exon est de 769 pb (sauf pour
VvROMTI 1, 589 pb), la taille de I’intron varie entre 200 et 982 pb (VvROMT1I2), et la taille
du deuxieme exon est comprise entre 296 et 311 pb. La ROMTI11 posseéde un site d’initiation
de la traduction plus en aval des autre ROMT, amenant a la synthése d’une protéine nettement

plus courte (195 acides aminés), ce qui laisse des doutes sur la fonctionnalité de cette

protéine.

\ Exon 1 )—L Intron }— Exon 2 S
WROMT1 769 350 305 1424
VWROMT2 769 344 305 1418
VWROMT4 769 201 311 1281
VWROMTS 769 382 305 1456
VWROMT6 766 200 311 1277
VWROMT7 769 382 305 1456
VWROMT9 769 201 311 1281
VWROMTI10 769 375 305 1449
WROMT11 589 392 296 1277
WROMT12 769 982 305 2056
VWROMT13 769 268 305 1342
VWROMT14 769 270 305 1344
VWROMTI15 769 364 305 1438
VWROMT17 769 247 305 1321

Figure 48 : Structure des genes des différentes ROMT.

2.1.2 Clonage des génes ROMT de V. vinifera var. PN40024

Tout comme pour le clonage des genes STS, la grande conservation des séquences
nucléotidiques au sein de la famille nécessite le clonage des différents geénes a partir des
régions correspondant aux extrémités 5’ et 3’ non traduites des messagers. Au moins un géne
candidat par sous-familles de ROMT a été ciblé pour le clonage, et les amorces utilisées sont

indiquées Tableau 9 (page 74).
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Les ROMT amplifiées a partir de ’ADN génomique ont été transférées dans un
vecteur d’entrée pJET avant d’étre séquencées. Les clones validés ont été utilisés comme
matrice pour amplifier le géne ROMT a ’aide d’amorces spécifiques rajoutant des séquences
de recombinaison en 5’ et en 3’du geéne (attB1 et attB2, respectivement), qui permettront une
intégration site-spécifique et directionnelle du géne dans un vecteur donneur Gateway
(pDONR207) par recombinaison homologue (Figure 28). Cette étape nécessite une
amplification par PCR, aussi les ROMT intégrées dans le pDONR207 sont également
séquencées afin de vérifier la conformité de la séquence nucléotidique. Une fois la séquence
validée, les ROMT sont transférées par recombinaison homologue dans un vecteur de
destination final Gateway' ™, ou vecteur d’expresion (pMDC32 pour 1’expression in planta,
ou pHNGWA pour I’expression chez E. coli).

Les vecteurs issus des clonages pJET™ ou Gateway' ™ sont transformés dans des
bactéries E. coli XL1-Blue, dans le but :

- de sélectionner les clones positifs en présence d’antibiotiques sélectifs. Les clones sont par
la suite analysés par PCR sur colonies afin de vérifier la présence du gene d’intérét, et par
conséquence du vecteur.

- d’amplifier les clones positifs via une mini-préparation d’ADN plasmidique.

Au total, 9 ROMT ont été clonées a partir de ’ADN génomique de V. vinifera var.
PN40024 et deux ROMT (VvROMTI12 et VvROMT1I3) a partir d’ARN extraits de racine de V.
vinifera var. PN40024 (Figure 49).
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Figure 49: Clonage des ADNc des ROMT de vigne.
Amplification de VvROMTI, VvROMT2, VvROMT 4, VvROMT6, VvROMTS, VvROMT?7,
VWROMTY, VvROMTI10, VvROMT11, et VvROMT14.
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Les tests enzymatiques des ROMT nécessitent le clonage des ADNc dans un vecteur
d’expression Gateway' " spécifiquement utilisé pour I’expression de protéines chez E. coli
(P HNGWA ou PHGWA). J’ai donc du obtenir les ADNc des ROMT qui ont été clonées a
partir de ’ADN génomique du PN40024. Pour cela j’ai utilisé le systeme d’expression
transitoire chez N. benthamiana, afin d’exprimer les différents genes ROMT dans les feuilles,
et de profiter de 1’épissage des génes exprimés pour obtenir les ADNc correspondants. Ainsi,
apres extraction des ARNm des feuilles infiltrées et RT-PCR, les ADNc obtenus ont servi de
matrice pour I’amplification des génes ROMT par des primers spécifiques Gateway'™ et
intégration dans le pDONR207. Apres avoir validé les clones par séquencage, les différentes
ROMT sont transférées dans un vecteur d’expression Gateway'™ de type pHGWA ou
pHNGWA.

2.2 Analyse de ’expression des genes ROMT

L’expression de la ROMT CS11 a été étudiée par RT-PCR au niveau de disques
foliaires de vigne soumis a différents stress (Schmidlin et al., 2008). 1l est apparu que le geéne
ROMT CSI11 était induit 24 h et 48 h aprés immersion des disques foliaires dans une
suspension de sporanges de P. viticola (2.10* ml™"), avec un maximum d’expression 24 h post-
infection. De méme, suite a un stress abiotique de type stress UV ou métaux lourds (AICl3), la
ROMT CSI11 montre un maximum d’induction 24 h aprés le traitement. Récemment,
I’expression de la ROMT a été caractérisée une nouvelle fois au niveau des baies de V.
vinifera cv. Marselan 48 h aprés infection par B. cinerea, mais aussi au niveau des feuilles 3
jours post-infection par P. viticola, avec un maximum d’expression 7 jours post-infection
(Gamm et al., 2011). Par ailleurs, une large ¢tude transcriptomique sur V. vinifera a pu mettre
en évidence I’expression d’un gene (FVvROMT13) au niveau des racines de vigne stressées par
différents stress abiotiques (stress hydrique, salin, ou exposition au froid) (Tillett et al., 2011).

L’analyse des profils d’expression des génes de la famille ROMT a donc été entreprise
chez V. vinifera var. PN40024, au niveau de différents organes soumis ou non a un stress

(biotique ou abiotique).
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2.2.1 Expression des ROMT en I’absence de stress

L’analyse de I’expression des génes ROMT en ’absence de stress a été entreprise par
RT-PCR, au niveau des racines, des tiges, des pétioles et des feuilles de V. vinifera var.
PN40024. Pour cela, les différents organes ont été prélevés, les ARNm ont été extraits puis
une RT-PCR a été réalisée a partir des ARNm (protocole 2.3.1). De par la grande
ressemblance des séquences nucléotidiques entre les différents génes ROMT, la création
d’amorces spécifiques a chaque géne n’était pas possible. Aussi, certaines amorces amplifient
plusieurs génes ROMT. Cependant, chaque couple d’amorce non-spécifique a un gene 1’est
néanmoins pour une sous-famille de génes ROMT. Par exemple le couple d’amorce 1 est
spécifique a la sous-famille composée des genes V'vROMTI, 2, 5, 7 et 10. Cela permet donc
de distinguer I’expression des différentes sous-familles (Figure 50).

Seuls les génes VvROMTI2 et VvROMTI3 sont exprimés de fagcon constitutive et
uniquement dans les racines (Figure 50), ce qui va dans le méme sens que les résultats
obtenus par Tillett et al., qui ont pu mettre en évidence 1’expression de V'vROMT13 au niveau
des racines de vigne stressées (Tillett et al., 2011). Les ROMT 12 et 13 n’ont pas été
caractérisées a ce jour, et leur expression constitutive suggeére que ces enzymes jouent un role
dans la méthylation de métabolites secondaires au niveau des racines. Ces ROMT seront

¢tudiées plus en détail afin d’élucider leur fonction.

VVROMT14
ﬂvmomﬂ 5 6 1 2 3 4 5 6 Actine
VVROMT17
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VVROMT11 3
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VVYROMTCS11 -

0.03
Figure 50 : Profil d’expression des génes ROMT au niveau des racines de plantules de vigne.
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2.2.2 Profil d’expression des génes ROMT suite a une infection par

Plasmopara viticola

Le profil d’expression des génes ROMT a été analysé suite a une infection par P.
viticola (cv. Resdur), afin d’identifier des génes potentiellement impliquées dans les
mécanismes de défense de la vigne contre P. viticola.

L’expression des génes ROMT a été caractérisée par qPCR avec 1’aide de Julie Chong
(UHA, Colmar) a partir d’ADNc issus de feuilles de V. vinifera var. PN40024 infectées par P.
viticola. La cinétique d’infection a ét¢ réalisée a I'INRA de Colmar sur trois jours apres

inoculation de sporanges de P. viticola par immersion (voir protocole 2.3.2.1) ; la sporulation

est apparue au bout du troisiéme jour (Figure 51).

| Feuille infectée
| par P. viticola

Figure 51 : Test d’inoculation de P. viticola sur V. vinifera var. PN40024.
(A) Feuille de vigne traitée avec de 1’eau, 96 h post-traitement

(B) Feuille de vigne traitée avec des spores de mildiou, 96 h post-traitement

Pour la qPCR, les amorces utilisées ont été dessinées de la fagon la plus spécifique

possible pour I’ensemble de la famille des ROMT, en tenant compte des séquences des ADNc
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mais aussi des régions 3°’UTR sur 300 pb maximum. Pour certaines sous-familles, un couple
d’amorces amplifie plusieurs ROMT, car les séquences des ADNc et des extrémités 3’-UTR
sont trop similaires; c’est le cas par exemple de VvROMTI et VwvROMT2, ou encore
VVROMTS et VvROMT?7. Pour chaque couple d’amorces, au moins une amorce a été dessinée
pour étre spécifique d’un géne ROMT, ou les deux lorsque les séquences le permettent (c’est
le cas pour les amorces amplifiant 'vROMT et 2). La liste des amorces est disponible partie
2.1.6.4 page 75. Les amorces ont préalablement été testées sur ’ADN génomique de V.
vinifera var. PN40024, afin de vérifier si les fragments obtenus correspondent a la taille
attendue. Pour tous les couples d’amorces, une bande correspondant a la taille attendue a été
obtenue par PCR. Cependant, dans certains cas, I’amplification est faible (V'vROMT12), ou le
couple d’amorces amplifie un fragment supplémentaire (VWVROMT3, 12, 4-9, 5-7).

De fagon générale, 2 genes ROMT ont été détectés par g-PCR comme étant induits
suite a une infection par P. viticola, avec une induction maximale pour VYwvROMTI et 2 (Figure
52). L’induction de I’expression des autres génes ROMT n’a pas été observée. VvROMTI et 2
sont induits 24 h et 96 h post-inoculation, avec une induction maximale a 24 h post-
inoculation, suivie d’une induction progressive 48 h a 96 h post-inoculation. Ces deux genes
sont ceux qui présentent la plus forte identité de séquence avec le géne ROMT CS11 déja
caractérisée (Schmidlin et al., 2008), qui montre également une induction maximale 24 h
post-infection. Nos résultats de qPCR sont donc cohérents, et renforcent I’hypothése que les
genes VVROMTI et VwROMT?2 sont des orthologues du gene ROMT CSl11, et donc des
resvératrol O-méthyltransférases. Pour les autres génes ROMT, aucune amplification n’a pu
étre détectée a D’exception de VvROMTS qui est faiblement induit 48 h et 96 h post-

inoculation.

2.2.1 Profil d’expression des ROMT suite a un stress aux rayons UV

Le profil d’expression des génes ROMT suite a un stress aux rayons UV a été analysé
avec les mémes préparations d’ADNc que celles utilisées pour la famille des STS, soit 6 h et
24 h apres exposition de jeunes plants de vigne entiers a la lumi¢re UV. De fagon générale,
les différents génes ROMT ne sont pas induits suite a un stress UV. Au niveau des feuilles et
des tiges, on remarque une tres 1égére induction des génes ROMT dans leur ensemble, avec 30
cycles d’amplification PCR. Dans les racines, seuls les geénes VvSTSI2 et VvSTSI3 sont
exprimés de fagon constitutive, et ne semblent pas étre induit ou réprimés suite au stress. Les
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stress aux métaux lourds et les stress salin et hydrique n’ont pour le moment pas été testés

dans le cadre de I’étude de la famille des ROMT de vigne. En revanche, j’ai pu entreprendre la

caractérisation fonctionnelle des génes ROMT, tout en mettant 1’accent sur les ROMT 12 et

13, qui montrent une expression assez atypique au niveau des racines. Mes recherches se sont

donc focalisées sur ces deux enzymes, avec notamment I’obtention de transformants stables

d’A. thaliana et N. benthamiana.
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Figure 52 : Génes ROMT induits en réponse a une inoculation des feuilles de V. vinifera var.

PN40024 par P. viticola.

Pv, feuilles inoculées avec Plasmopara viticola ; H,0, feuilles traitées avec de I’eau ; TO NI,

feuille traitée avec de 1’eau au temps 0, TO I, feuille inoculée avec P. viticola au temps 0 ;

12h, 24h, 48h, 72h, 96h, temps post-inoculation par P. viticola auxquels ont été prélevées les

feuilles de vigne.
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2.3 Caractérisation fonctionnelle des ROMT

L’analyse fonctionnelle des génes ROMT a été réalisée par différentes approches. Tout
d’abord, les différentes protéines ROMT recombinantes ont été testées in vitro pour leur
aptitude a méthyler différents substrats potentiels, dont le resvératrol et d’autres stilbénes de
structure proche du resvératrol. Parallelement, la caractérisation fonctionnelle a été réalisée in
planta par expression transitoire par agro-infiltration chez N. benthamiana, mais aussi par la

génération de transformants stables d’A. thaliana et N. benthamiana.

2.3.1 Analyses fonctionnelles des ROMT

2.3.1.1 Mise au point de ’expression des protéines

Les différents génes ROMT ont ¢él¢é clonés dans des vecteurs d’expression Gateway' ™
pHNGWA ou pHGWA (Busso et al., 2005), qui permettent de générer une protéine de fusion
constituée de la protéines NusA portant une étiquette de 6 histidines a son extrémité N-
terminale, suivie de la protéine ROMT d’intérét (6His-NusA-ROMT). Le choix du vecteur
d’expression utilisé et des conditions de cultures se sont révélés déterminants pour obtenir de

bonnes quantités de protéines solubles.

Optimisation du milieu de culture

L’optimisation du milieu de culture est un point déterminant pour la production des
ROMT. Le milieu de culture basé sur un milieu LB est supplémenté en glycérol (0,5 %), qui
apporte une source de carbone supplémentaire et qui facilite 1’obtention de protéines solubles
(Ajikumar et al., 2010). L’induction est réalisée a une DOgonm de 0,4 & 0,6 par 1’ajout de
0,1 mM d’IPTG : une concentration trop ¢levée d’IPTG empéche totalement la production de
protéines, et une densité optique trop importante équivaut a se situer sur la fin ou en dehors de
la phase exponentielle de croissance des bactéries, ce qui réduit aussi la quantité de protéines
produites aprés induction. Le milieu de culture doit étre mis sous agitation une nuit a 20 °C,
afin d’éviter une croissance trop rapide des bactéries, qui aurait pour conséquence de favoriser
la formation de corps d’inclusion. Pour une production de protéines optimale, la culture doit
étre réalisée dans un volume allant de 10 ml a 25 ml maximum, des cultures en plus grands

volumes n’ayant pas permis d’obtenir des protéines solubles (Figure 53A).
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Expression et purification des protéines ROMT recombinantes

La fusion des ROMT avec la protéine NusA est apparue nécessaire pour 1’obtention
d’une protéine soluble, condition indispensable pour pourvoir réaliser des tests enzymatiques
ou des purifications de protéines. Des essais de production via un vecteur d’expression
pHGWA permettant la production d’une ROMT native a été tentée. La protéine était produite
efficacement mais n’était pas soluble (Figure 53B). A D’inverse, l’utilisation du vecteur
pHNGWA permettant la production d’une protéine recombinante de type 6His-NusA-ROMT
permet d’obtenir une quantité¢ suffisante de protéine soluble. Cependant, ces protéines de
fusion nécessitent une étape de clivage préalable de la protéine NusA pour pouvoir libérer les
protéines ROMT natives (40 kDa). Ce clivage est réalisé a I’aide de la thrombine, une enzyme
qui reconnait spécifiquement les sites peptidiques de type Leu-Val-Pro-Arg-Gly-Ser. Ce site
est ajouté en amont des différentes ROMT, en utilisant des amorces qui ajoutent la séquence
« GTTCCGCGTGGATCA ». Pour la ROMT CS11 considérée comme témoin des différentes
expériences, la digestion par la thrombine permet d’obtenir la protéine native dans des
quantités suffisantes pour les tests enzymatiques (Figure 53C). Pour les autres ROMT, la
digestion par la thrombine ne permet pas de cliver les deux protéines (Figure 53D). Les
purifications et les tests enzymatiques ont donc été réalisés sur des protéines de fusion.
L’absence de clivage pourrait venir d’un probléme d’accés de la thrombine au site de clivage,
peut-étre en raison d’une conformation génante des protéines de fusion. Une solution pour
pallier a ce probléme serait d’allonger la région qui sépare les deux domaines de la protéine
de fusion. Apres essai de deux types de résines d’affinité métallique : Ni-TED (Macherey-
Nagel, kit Protino, matrice de silice) et Ni-NTA (Qiagen, matrice d’Agarose), la résine Ni-
NTA a été retenue (Figure 53).

Pour les tests enzymatiques, j’ai fait le choix d’utiliser ces différentes protéines de
fusion, purifiées, ou directement a partir d’un surnageant de culture d’E. coli induit, en faisant
I’hypothese que la protéine NusA ne modifie pas fondamentalement la spécificité de substrat

des ROMT (ce qui est le cas pour la ROMT CS11).
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Figure 53 : Optimisation de la production des ROMT.

EB, extrait brut de bactéries ; Su., surnageant de culture bactérienne aprés sonication ; col.,
surnageant de culture bactérienne aprés passage sur colonne ; lav. Surnageant de culture
bactérienne aprés lavage de la colonne ; thromb., ¢éluat apres clivage a la thrombine ; Imi.,
¢luat aprés élution a I'imidazole ; pHNGWA et pHNWA, plasmide d'expression Gateway ™
utilisé pour la production de protéines chez E. coli.

A) Comparaison des vecteurs pHNGWA et pHGWA pour la production de protéines

B) Comparaison de la production de protéines en petit volume (10 ml) et gros volume (50 ml)

C) Purification de la ROMT CS11 sur colonne Ni-TED
D) Comparaison de la purification de la ROMT 2 sur colonnes Ni-TED ou Ni-NTA
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2.3.1.2 Analyses préliminaires de I’activité des protéines ROMT

recombinantes

Les propriétés fluorescentes des stilbénes rendent leur analyse par chromatographie en
couche mince (CCM), particulierement aisée. Pour les analyses par CCM, j’ai principalement
utilisé les surnageants de culture d’E. coli induits, mais certaines analyses ont été effectuées a
partir des protéines ROMT purifiées (colonne Ni-NTA, élution a 1’imidazole 200mM). Les
tests de substrat sont optimaux a des concentrations en substrats de 50 uM, la réaction
enzymatique étant inhibée a des concentrations plus fortes. La Figure 54 récapitule tous les
tests ayant été effectués avec les ROMT du PN40024. La ROMT CS11 a été utilisée comme
témoin. Une activité méthyltransférase a pu étre détectée avec les ROMT 2, 13 et CS11.
Comme attendu, la ROMT CS11 est capable de synthétiser du ptérostilbéne a partir du
resvératrol et de son intermédiaire, le resvératrol monométhyle (RME). Les ROMT 1 et 2 sont
les ROMT les plus proches, en terme de séquence protéique, de la ROMT CS11. De plus,
elles présentent les mémes profils d’expression en réponse a une infection par P. viticola. Les
tests enzymatiques montrent que la ROMT 2 est également capable de synthétiser du
ptérostilbéne, ce qui va dans le sens des résultats précédents, et fait de la ROMT 2 du
PN40024 un orthologue de la ROMT 11 du Cabernet sauvignon. La ROMT 1 vient a peine
d’étre clonée, suite au séquengage de nombreux clones (en général la ROMT 2 est
majoritairement amplifiée et retrouvée dans les clones issus des premiéres étapes de clonage
pJET). Sa forte identité de séquence avec les ROMT 2 et CS11 suggere qu’elle pourrait
¢galement étre capable de synthétiser du ptérostilbéne. Les ROMT 1 et 2 seraient donc les
vraies resvératrol O-méthyltransférases chez le PN40024.

En dehors de la ROMT 2, seule la ROMT 13, exprimée constitutivement au niveau
des racines, est capable de méthyler le resvératrol et le RME. A partir du resvératrol, la
ROMT 13 forme du RME et du ptérostilbéne en quantité moindre, mais surtout
I’intermédiaire 2 : du resvératrol méthylé en position —para (3,5-dihydroxy, 4’-
méthoxystilbéne). A partir du RME, la ROMT 13 forme du ptérostilbéne, et il est possible
qu’un dérivé triméthylé (ptérostilbéene méthylé une troisiéme fois en position —para) soit
synthétisé, mais la CCM ne permettrait pas de le distinguer. Ces résultats sont étonnants, car
aucune méthylation en —para n’avait encore été mise en évidence chez la vigne. La ROMT 12
serait capable de méthyler le RME pour former du ptérostilbéne, mais ces résultats sont a
confirmer par UHPLC-MS, en raison de la faible quantité de produit détecté.
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Pour les autres ROMT, les tests enzymatiques analysés par CCM n’ont pas pu mettre

en évidence une activité enzymatique.
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Figure 54 : Tests enzymatiques réalisés sur les ROMT du PN40024, visualisation par
chromatographie en couche mince.
Les extraits bruts d’E. coli exprimant les différentes ROMT recombinantes sont incubés en
présence de deux substrats potentiels :
(A) Tests enzymatiques réalisés avec de 50 uM de resvératrol
(B) Test enzymatiques réalisés a partir de 50 pM du dérivé monométhylé du resvératrol

(intermédiaire 1 : resvératrol monométhyle éther ou RME).
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2.3.1.3 Tests enzymatiques multi-substrats

Principe des tests enzymatiques multi-substrats

Les travaux réalisés dans mon laboratoire de recherche portent sur des enzymes du
métabolisme secondaire végétal dont la plupart possédent des fonctions encore inconnues. Il
était donc nécessaire de créer un systeme rapide et efficace permettant de tester un grand
nombre de substrats potentiels en un minimum de temps et adaptable aux différentes enzymes
¢tudi¢es dans le laboratoire. Le test enzymatique multi-substrats est né de ce besoin. Le
principe est le suivant : un mélange composé¢ de substrats potentiels des OMT testées est
incubé en présence d’extraits bruts d’E. coli exprimant les OMT d’intérét ou de protéines
purifiées. L’incubation se fait typiquement pendant une nuit, en présence de deux
concentrations différentes du mélange de substrats ou des substrats individuels (10 uM et 50
uM de chaque composé). Le mélange regroupe un ensemble de substrats utilisés par
différents types d’OMT, et contient aussi bien des flavonoides (quercétine, myricétine,
chalcone, kaempférol, catéchine), une coumarine (hydroxycoumarine aussi appelée
esculétine), un stilbéne (le resvératrol), deux acides hydroxycinnamiques (1’acide caféique et
I’acide chlorogénique), deux composés volatils aromatiques (le dihydroxyanisole, DHA),
retrouvé chez Rosa chinesis (Wu et al., 2004) et ’hydroxypyrazine retrouvé dans les grappes
de raisin ou les poivrons verts (Ryona et al., 2010). Le mélange contient également d’autres
composés phénoliques retrouvés chez les plantes tels que 1’acide gallique, 1’éthyl gallate ou le
3/4-phénylphénol. Ce type de test est purement qualitatif et n’a pas pour but primaire
d’identifier le substrat d’une OMT d’intérét. Il permet en revanche d’obtenir des informations
sur le type ou la famille de composés pouvant éventuellement étre méthylés in vitro, ce qui

permet d’orienter les recherches du ou des substrats physiologiques de ’OMT considérée.
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Tableau 19 : Composition du mélange de substrats

Formule et

M molaire

Masse exacte

Produits éventuellement formés

Structure

. . OoH °
3,5-dihydroxyanisole C7H803 M-H: 139.039 3,5-diméthoxy-polyphénol (DMP)
(DHA) 140 g/mol M-+H: 141.05 Triméthoxy-benzeéne (TMB) cho/( j\OH
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Tests enzymatiques multi-substrats : résultats

Apres incubation et précipitation des protéines a I’acétone, les tests enzymatiques sont
directement analysés par UHPLC-MS. Les données récoltées sont analysées a 1’aide du
logiciel ToxID fournit par Thermo Scientific, qui permet de traiter ’ensemble des données
trés rapidement en détectant pour chaque échantillon les composés recherchés sur la base des
formules brutes attendues. Le logiciel scanne les courant d’ions totaux (TIC) pour les masses
exactes des composés ionisés recherchés, et détermine une intensité, qui correspond a
I’abondance de 1’ion détecté dans le TIC. ToxID génére ensuite un tableau récapitulatif des
intensités des différents ions détectés, avec les pics de masse correspondants. Pour mes
analyses, j’ai autorisé un écart-type de 10 ppm pour les masses recherchées, ce qui permet
d’avoir une précision suffisante vis a vis des métabolites détectés. Le seuil de détection pour
les ions recherchés est fixé a 6 000, ce qui veut dire que les composés sont relevés par le
logiciel uniquement si I’intensité de I’ion retrouvé dans le TIC dépasse le seuil imposé. Pour
étre quantitatif, il faudrait réaliser une gamme étalon pour chaque métabolite étudié, incluant
les produits de réaction. Cependant, pour une approche exploratoire, 1’analyse qualitative est
suffisante dans un premier temps.

Les résultats de ces tests enzymatiques sont représentés dans la Figure 55. Les tests
ont été effectués avec 10 et 50 uM de mix de substrat, et la concentration optimale varie en
fonction de chaque OMT. Comme témoin j’ai utilis¢é la ROMT CS11 ainsi que ’AOMT1 de
V. vinifera capable de méthyler les flavonoides (Hugueney et al., 2009).

Comme attendu, la ROMT CS11 permet d’obtenir du pterostilbéne, avec une tres
faible accumulation de RME. Le DMP et le TMB sont faiblement synthétisés par la ROMT
CS11 (Figure 55), ce qui confirme sa grande spécificité vis-a-vis du resvératrol. L’AOMTI
catalyse la méthylation des flavonoides, dont la quercétine et la myricétine, amenant a la
formation de la méthoxy-quercétine ainsi que de la méthoxy-myricétine et la diméthoxy-
myricétine (Figure 55). L’AOMTI1 permet également de convertir 1’hydroxycoumarine en
méthoxy-hydroxycoumarine. Les ROMT 4, 5, 6, 10 et 11, en revanche, non pas montré
d’activité enzymatique évidente et la ROMT 14 permet de synthétiser de petites quantités de
méthoxy-hydroxycoumarine et de DMP. La ROMT 12 synthétise du DMP et du TMP a partir
du 3,5-dihydroxyanisole, I’intensité de signal étant plus élevée pour le TMP.
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Figure 55 : Résultats des tests enzymatiques multi-substrats.

Les tests ont été effectués a partir d’un mélange a 10 uM pour chaque substrat (barres grises),

ou 50 uM (barres noires). Seuls les composés détectés sont représentés.

La ROMT 13 a montré les résultats préliminaires les plus encourageants pour la
caractérisation de la fonction enzymatique. En effet, la ROMT 13 est capable de méthyler
I’hydroxycoumarine pour former le méthoxy-hydroxycoumarique (scopolétine). La ROMT 13

permet également la synthése de DMP et de TMB, I’intensité détectée étant plus importante
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pour le DMP. Comme attendu, et en accord avec les résultats obtenus par CCM, la ROMT 13
permet également de produire du resvératrol monométhyle ainsi que du ptérostilbéne, mais en
quantités moindres. Enfin la ROMT13 méthyle aussi la myricétine, la chalcone, et ’olivetol,
mais les produits formés sont proches du seuil de détection fixé. Afin de valider les résultats
observés, j’ai réalisé une nouvelle incubation a I’aide d’enzymes purifi¢es, dont les résultats
sont présentés Figure 56, qui a permis de valider les observations obtenues par I’incubation du

mix de substrats avec des surnageants de culture d’E. coli induits.
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Figure 56 : Test enzymatique a partir d’enzymes purifiées (ROMT 2, 13 et CS11).

Parmi tous les substrats testés, I’hydroxycoumarine est le substrat préférentiel de la
ROMT13. Les coumarines sont distribuées chez de nombreuses familles végétales, cependant,
les coumarines telles que 1’esculétine et la scopolétine ne font pas partie des composés
couramment décrits chez la vigne, ce qui a été confirmé par nos propres analyses d’extraits de
racines de vigne, qui n’ont pas permis de détecter ces composés. Cette observation suggere
que I’hydroxycoumarine n’est pas le substrat naturel utilis¢ par la ROMT 13, mais que sa
structure pourrait s’en rapprocher, ce qui permettra d’orienter les futures recherches de

substrats.
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2.3.2 Analyses fonctionnelles in planta

2.3.2.1 Analyses fonctionnelles par agro-infiltration

L’agro-infiltration chez N. benthamiana est un outil performant pour I’analyse de
I’activité des OMT, outil qui a été utilisé précédemment pour la caractérisation de la ROMT
CS11 (Schmidlin et al., 2008). Dans le cas de 1’étude de la famille des ROMT, j’ai réalis¢ des
double-transformations transitoires en infiltrant a la fois une agrobactérie portant le gene STS
(VwSTS15 du var. PN40024) et une agrobactérie portant le géne ROMT. L’infiltration de
JvSTS15 seule permet de reconstituer la voie des stilbénes chez N. benthamiana et de
produire du resvératrol. Ainsi, ce systtme permet d’évaluer I’activité éventuelle des
différentes protéines ROMT sur les stilbénes. Apres infiltration des agrobactéries dans les
feuilles de N. benthamiana, les plants sont laissés au repos 4 jours puis les feuilles sont
extraites a chaud dans du méthanol. Les différents génes sont toujours infiltrés avec le
suppresseur de silencing P19, qui permet d’obtenir une meilleure expression des transgenes.
Les échantillons obtenus sont analysés par UHPLC-MS, les stilbénes sont détectés via le
détecteur UV a la longueur d’onde de 307 nm, et ’ensembles des masses comprises entre 100
et 700 m/z sont détectées par le spectrometre de masse Thermo Exactive. Les stilbeénes
détectés en UV sont toujours identifiés sur la base des données obtenues par le spectrometre

de masse.

La co-expression transitoire de la STS15 et de la ROMT CS11 (Témoin positif)
conduit, comme prévu, a I’accumulation de ptérostilbéne. C’est également le cas pour la
ROMT 2 (PN40024). La Figure 57 montre les chromatogrammes issus d’une détection UV
(DAD) a la longueur d’onde d’absorption des stilbénes : 307 nm, pour les ROMT CS11, 2 et

5 en co-infiltration avec STS 15.
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Figure 57 : Comparaison des ROMT CSI11, 2 et 5 pour la biosynthese de resvératrol dans des
feuilles de N. benthamiana agro-infiltrées.

trans-pi, trans-picéide ; cis-pi, cis-picéide, resvératrol monométhyle éther ; ptr., ptérostilbéne.

Les chromatogrammes révelent que seules les ROMT 2 et CS11 permettent de
produire du ptérostilbéne en co-infiltration avec la STS 15. La ROMT 5 ne produit que du
resvératrol et ses dérivés glycosylés (picéides), ce qui refléte Iactivité de la STS 15. N.
benthamiana posséde également des méthyltransférases qui sont capables de méthyler
aspécifiquement le resvératrol. C’est probablement pour cette raison qu’une quantité trés
faible de ptérostilbéne et de resvératrol monométhyle sont détectés dans les échantillons
témoins (STS 15 seule) ou en présence d’'une ROMT ne produisant pas de ptérostilbéne
(ROMT 5 par exemple). Pour les ROMT 4, 6, 10, 11, 12, 13 et 14, les chromatogrammes
obtenus sont comparables a ceux obtenus avec la ROMT 5. A I’exception de la ROMT13, ces
résultats confirment les résultats obtenus par I’analyse en CCM, a savoir que seules les

ROMT 2 et CS11 permettent la synthése de ptérostilbeéne a partir du resvératrol. Les ROMT
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4,5,6,10, 11, 12 et 14 ne sont donc pas des vraies ROMT, mais des ROMT-like dont les
substrats ne sont pas encore connus a I’heure actuelle.

Concernant la ROMT13, les résultats ne sont pas en accord avec ceux observés in
vitro en CCM. Plus particulierement, 1’intermédiaire méthylé en position —para du deuxiéme
cycle aromatique (3,5-dihydroxy, 4’-méthoxystilbéne) n’a pas été retrouvé dans les extraits
(Figure 58). Les profils obtenus ne sont pas significativement différents de ceux des ROMTA4,
5 et 6, ce qui indique que la ROMT13 ne présente pas d’activité de méthylation des stilbénes

in planta, apres expression transitoire chez N. benthamiana.
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Figure 58 : Profil chromatographique obtenu suite a la co-infltration de STS 15 et de

ROMT13 dans des feuilles de N. benthamiana.
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2.3.2.2 Analyses fonctionnelles par transformation stable

d’Arabidopsis thaliana

Afin d’explorer le role des ROMT-like de vigne, j’ai entrepris la création de plantes
transgéniques chez A. thaliana et N. benthamiana. Cette stratégie repose sur 1’hypothése que
certaines protéines ROMT pourraient méthyler des composés naturellement présents chez A.
thaliana et N. benthamiana, ce qui permettrait d’obtenir des informations sur leurs substrats
potentiels chez la vigne. Chez N. benthamiana, j’ai réalisé des plantes transgéniques pour les
ROMT 12 et 13, mais également des racines transgéniques par 1’utilisation d’A4. rhizogenes.
Toutes les plantes transgéniques ont été transformées a ’aide du vecteur pMDC32 portant les
différentes ROMT sous contréle du promoteur 35S du CaMV, afin de permettre une

expression forte et constitutive des différentes ROMT.

Obtention de lignées transgeniques exprimant les différents genes de la famille des
ROMT de vigne.

La transformation d’A. thaliana est relativement simple a réaliser. J’ai donc pu
entreprendre la création de lignées stables pour toutes les ROMT clonées. Ce travail a été
réalisé en troisieme année de thése, aussi I’obtention de lignées pures, et ’analyse des plantes
transgéniques est actuellement en cours de réalisation. La sélection in vitro des plantules
transgéniques pour les ROMT 2, 5, 6, 10, 11 et 14 a été facile a obtenir, mais la sélection des
plantules transformées avec les ROMT 12 et 13 n’a pas pu aboutir. De fagon générale, les
plantules transformées avec ces ROMT montraient le méme phénotype que les plantules non
transformées, a savoir des plantules de petite taille ne développant pas de racines dans le
milieu de sélection, et ce malgré 1’utilisation de différentes concentrations d’hygromycine
(résistance portée par le vecteur pMDC32).

Deux hypotheses peuvent expliquer ces résultats. Premie¢rement, il est possible que la
transformation d’A. thaliana ait échoué dans le cas de ces constructions, ou que le rendement
de transformation soit trés faible. Alternativement, il est possible que les ROMT 12 et 13
synthétisent un produit toxique, ou interférent avec une voie de biosynthése importante pour
le développement des plantules.

L’obtention des lignées pures d’Arabidopsis thaliana a été réalisée en parallele de
I’obtention de lignées transgéniques de N. benthamiana, et de racines transgéniques. Il

semblait plus pertinent de réaliser les plantes transgéniques a partir de N. benthamiana, dans
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la mesure ou le métabolisme secondaire végétal y est plus riche. On y retrouve par exemple

une grande diversité d’alcaloides.

2.3.2.3 Transformation stable de N. benthamiana

La transformation stable de N. benthamiana a été réalisée selon le protocole de
Sparkes et al. (Sparkes et al., 2006), qui utilise a ’origine N. tabacum. Aussi, j’ai di adapter
ce protocole a N. benthamiana. La Figure 59 représente les différentes étapes de la formation
stable de N. benthamiana, avec les temps de culture entre chaque étape.

Apres I’acclimatation en serre, les plantes ont été analysées par PCR afin de confirmer
I’insertion des génes VVROMTI2 et VvROMTI3 dans le génome. J’ai vérifi¢ la présence du
geéne conférant la résistance a 1’hygromycine (géne Aph), et le géne de 1’actine comme
controle. Sur 22 plantes analysées, 19 possedent le géne aph et sont donc considérées comme
transgéniques. Des extraits de feuilles de ces plantes ont été analysés par UHPLC-MS. La
sélection de la génération F1 in vitro est actuellement en cours. Cette sélection est
indispensable dans la mesure ou les plantes parentales sont hémizygotes. Le géne inséré
ségrégera ainsi selon la deuxiéme loi de Mendel, et la génération F1 contiendra 1/4
d’homozygotes pour le geéne inséré, 1/2 d’hétérozygotes pour le géne inséré et 1/4 de plantes
sauvages, si un seul événement d’insertion d’ADN-T a eu lieu lors de la transformation de la
plante parentale. Il est donc indispensable de sélectionner les plantes de la génération F1 pour

la résistance a I’hygromycine.
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Figure 59 : Etapes e la transformation de N. benthamiana.
(A) Vue inférieure des feuilles infiltrées 1 semaine aprés mise en culture in vitro (CIV) (B)
Vue supérieure d’une feuille infiltrée environ 4 semaines aprés mise en CIV (C) Vue
supérieure d’un cal 4gé de 6 semaines aprés mise en CIV, avec I’apparition d’une plantule (D)
Vue supérieure d’une plantule 8 semaines aprés mise en CIV (E) Plantule transférée dans un
tube de culture in vitro contenant du milieu de culture favorisant I’enracinement (environ 10
semaines aprés mise en CIV) (F) Plante acclimatée puis transférée en terre pour la formation

des graines, environ 4 mois apres mise en CIV.

Dans un deuxiéme temps, il sera particulicrement intéressant de réaliser des extraits de
racines sur ces plantes et de comparer ces extraits a une plante sauvage afin de voir si les
ROMT 12 et 13 sont capables de métaboliser un substrat spécifique aux racines. Ces analyses
de racines n’ont pas été effectuées sur les plantes obtenues par CIV, puisqu’un prélévement
de racines a ce stade aurait pu compromettre 1’obtention de graines. Aussi, j’ai pris le parti
d’utiliser plutdt la premiére génération F1 issue de ces lignées parentales ; qui est en cours de

sélection.

En paralléle des transformations stables obtenues grace a A. tumefaciens, j’ai obtenu
des racines transgéniques (hairy roots) de N. benthamiana, en m’inspirant de plusieurs
protocoles de transformations de racines de vigne et d’arachide (Cutanda-Perez et al., 2009;
Medina-Bolivar et al., 2007; Cutanda-Perez et al., 2009; Torregrosa and Bouquet, 1997).
Deux techniques ont été utilisées en parallele, a savoir via régénération de racines a partir de

feuilles de N. benthamiana agro-infiltrées par A. rhizogenes en CIV (Figure 60D), ou a partir
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de segments de tiges de N. benthamiana dont I’extrémité est inoculée avec 4. rhizogenes. Les
vecteurs utilisés pour cette expérience sont les mémes que ceux utilisés pour les expériences

de transformation stable (pMDC32).

Figure 60 : Transformation de racines de N. benthamiana par A. rhizogenes.

(A) Comparaison d’une tige dont I’extrémité a été traitée avec de 1’eau (image gauche), ou
traitée avec une solution d’A. rhizogenes contenant la construction pMDC32-ROMT12, 2 a 3
semaines apres traitement (image de droite) (B) Racines transgéniques 6 a 8 semaines apres
transfert des racines naissantes sur boite de Petri (C) Vue supérieure d’un cal obtenu apres
mise en CIV d’une section de feuille de N. benthamiana, on peut remarquer les racines qui
apparaissent au niveau de ces cals au bout de 6 semaines de culture (D) Photo d’une feuille

repliée de N. benthamiana infiltrée avec A. rhizogenes.
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La régénération de racines a été bien plus rapide via inoculation des agrobactéries au
niveau des tiges de N. benthamiana qu’a partir de feuilles infiltrées. Avec les feuilles
infiltrées, les tissus végétaux avaient tendance a former de gros amas de cals, malgré
I’absence d’hormone dans les milieux de culture, et les racines finissaient par apparaitre au
bout de 6 semaines de culture (Figure 60C). Avec I’inoculation sur tige, les racines
apparaissent au bout de 2 semaines et peuvent étre transférées sur boites de Petri sélectives au
bout de 4 semaines (Figure 60A). De fagcon générale, les racines colonisent les boites de Petri
en au moins 6 semaines (Figure 60B). L’observation de racines fluorescentes, transformées
avec le géne codant pour la GFP, nous prouve que cette technique fonctionne bien (Figure
61). La culture de racines en milieu liquide a été tentée, mais cela nécessite encore quelques
mises au point pour obtenir une croissance optimale. Ces racines font actuellement I’objet
d’une analyse par UHPLC-MS exploratoire, en vue de caractériser les substrats des ROMT 12
et 13.

Figure 61 : Expression de la GFP dans les racines de N. benthamiana

(A) Tige dont I’extrémité a été traitée avec une solution d’A. rhizogenes contenant la
construction GFP-pB2 (plasmide binaire utilis¢ pour la transformation végétale), on y voit la
formation de racines (B) Fluorescence de la GFP observée au niveau des racines, a la loupe

binoculaire.

2.3.3 A la recherche de substrats potentiels chez Vitis vinifera
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Compte tenu de I’expression spécifique et constitutive des ROMTI12 et 13 dans les
racines, nous avons réalisé¢ des analyses métabolomiques non ciblées de racines de vigne,
dans D’espoir de détecter des composés méthylés potentiellement issus de 1’activité de ces
ROMT. J’ai ainsi réalisé plusieurs extraits de racines de vigne en utilisant des solvants plus ou
moins polaires : le méthanol pour I’extraction des composés polaires ou le dichlorométhane
pour I’extraction des composés peu polaire ou apolaires. La Figure 62 représente un extrait de
racine injecté directement par infusion dans le spectrométre de masse. Cette technique,
appliquée a un mélange complexe, ne permet d’envisager que I’identification de composés
majeurs. Certains composés ont néanmoins pu étre identifiés, comme par exemple la
catéchine ou le méthyl-gallate. Cependant, les tests enzymatiques n’ont pas permis de mettre
en évidence la méthylation de ces composés par 1’'une des ROMT-like. La recherche d’autres
candidats reste donc a poursuivre, en particulier grace a des analyses plus fines apres
séparation des extraits par UHPLC. L’analyse des transformants d’A4. thaliana et N.
benthamiana, notamment au niveau des racines, nous permettra peut étre d’envisager de

nouveaux candidats.
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Figure 62 : FTMS (full time MS), ou total des ions détectés d’un extrait de racine de vigne, en

mode négatif.

2.3.1 Analyse structurale des ROMT

La structure tridimensionnelle de la ROMT CS11 a été modélisée sur la base des
données structurales de I'lOMT de luzerne (Medicago sativa) (Zubieta et al., 2001) par
Stéphane Réty, du laboratoire de Cristallographie et RMN Biologiques de 1’Université Paris
Descartes (Figure 63). L’analyse des structures des enzymes du métabolisme secondaire,
telles que les O-méthyltransférases, peuvent aider a expliquer les changements de spécificité
de substrats lorsque ceux-ci sont connus. Si les substrats des ROMT-like sont déterminés, les
données structuales présentées ci-dessous pourront étre exploitées en vue de comprendre les
changements structuraux potentiels ayant aboutis a la création de nouvelles fonctions.

A D’exception de la ROMTI11 et des ROMTI12 et 13, les séquences protéiques des

membres de la famille des ROMT sont relativement similaires. Les protéines comptent entre
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358 et 360 acides aminés pour un poids de 38 a 42 kDa environ. Les ROMT posseédent une

structure tridimensionnelle en dimere, constituée de deux monomeres identiques.

Monomeére 2

Figure 63 : Représentation tridimensionnelle de la ROMT du
Cabernet sauvignon (ROMT CS11).
Les deux monomeres de la ROMT sont indiqués en bleu ciel et bleu foncé ; les deux substrats
de I’enzyme : la S-adénosyl-L-méthionine (SAM, sur la gauche) et le resvératrol (sur la
droite) sont représentés en vert. La vue tridimensionnelle représente la structure secondaire de
la protéine et la vue de surface; elle met également en évidence le tunnel par lequel les

substrats rentrent au niveau du site actif (indiqué par une fléche rouge).

Les OMT végétales possedent cinqg régions consensus riches en glycine, dans une zone
de 36 acides aminés dans le troisieme tiers de la séquence polypeptidique. Ces cinq régions
ont été mises en évidence grace aux données de séquence de 27 OMT végétales incluant des
monocotylédones, des dicotylédones et des coniféres (Ibrahim, 1997). Ces cinq régions sont
tres conservées chez les OMT, et peuvent étre retrouvées chez les ROMT de vigne (Figure 64
et Figure 65). Les régions I et IV sont impliquées dans la fixation de la S-adénosyl-L-
méthionine et les métaux respectivement. Les OMT de bactéries et champignons possedent

¢galement la région I et certains résidus des autres régions.
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Figure 64 : Alignement des séquences protéiques des différentes ROMT du PN40024 et de la

ROMTCSI11, et pourcentages d’identité correspondants.

Les régions consensus riches en glycine des OMT sont représentées en rouge.
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Région | Monomére 1
Région Il Monomeére 2
Région IV
Région V

Figure 65 : Représentation tridimensionnelle des régions consensus riches en glycine de la

ROMT du Cabernet sauvignon.
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2.4 Etude de la fongitoxicité du ptérostilbene in planta

Différentes études on montré les propriétés fongitoxiques du ptérostilbéne in vitro
(Pezet and Pont, 1990, 1995; Pezet, Gindro, Viret, and Richter, 2004). De part ses propriétés,
le ptérostilbéne pourrait jouer un réle important dans les défenses de la vigne. Cependant, la
fongitoxicité réelle du ptérostilbéne n’a jamais été évaluée in planta. Lors de la caractérisation
de la ROMT CSI11, la co-expression transitoire d’une stilbéne synthase et de la ROMT CS11
chez N. benthamiana a conduit a I’accumulation de quantités importantes de ptérostilbéne
dans les feuilles transformées. Cependant, la technique d’expression transitoire se préte mal a
I’¢tude de I’impact éventuel du ptérostilbéne sur des pathogenes, en raison des réactions
provoquées par Dinfiltration d’une culture d’4A. tumefaciens. Aussi, 1’obtention de
transformants stables co-exprimant une stilbéne synthase et la ROMT CS11 a été entreprise.
Aprées 1’échec d’une tentative chez le tabac en raison de phénomenes de stérilité induite par
les stilbénes, des lignées d’A. thaliana exprimant d’une part, la stilbéne synthase Vstl et,
d’autre part, la ROMT CS11 ont été générées par Julie Chong (UHA, Colmar). Des lignées
co-exprimant les deux geénes ont ensuite été obtenues par croisement de deux lignées pures
surexprimant Vstl et la ROMT CS11, avant mon arrivée au laboratoire). Ces lignées avaient
fait I’objet d’analyse par HPLC pour leur production en ptérostilbeéne, en vue de réaliser des
tests pour évaluer 1’action du ptérostilbeéne in planta. Le ptérostilbéne n’avait pas été¢ détecté
lors des premiéres analyses. Aussi, j’ai entrepris une nouvelle caractérisation de ces lignées
pour leur production de ptérostilbéne. Les lignées ont été re-semées, puis environ 100 mg de
jeunes feuilles ont fait I’objet d’une extraction puis d’une analyse par UHPLC-MS. Les
plantes produisant le plus de ptérostilbéne ont ét¢ sélectionnées, montées a graines puis re-
semées afin de pouvoir réaliser les tests de pathogénicité. Ces tests ont également été réalisés
avec la lignée parentale. Les lignées productrices parentales produisent plus de ptérostilbéne
que leurs descendants, avec un maximum de 4,5 pg/g de matiére fraiche (Figure 66), ce qui
est inférieur aux quantités obtenues par Rimando et al. (2011), de I’ordre de 8 a 16 pg/g de
matiere fraiche. Le resvératrol produit dans nos lignées varie entre 9 et 636 pg/g de maticre
fraiche, a titre comparatif Rimando et al. (2011) ont obtenus des concentrations comrpises
entre 22 et 52 pg/g de maticre fraiche. Les lignées parentales qui produisent le plus de
ptérostilbéne, synthétisent également beaucoup de picéide : entre 0,1 et 7 mg/g de matiere

fraiche, ce qui peut expliquer les faibles concentrations en ptérostilbéne obtenues.
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Concentrations en pétrostilbéne dans les extraits d'A. thaliana
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Figure 66 : Analyse des lignées transgéniques Vstl-ROMT CS11 d’A4. thaliana.

Lignée parentale Descendants 2

Ces lignées ont ¢été utilisées pour réaliser des tests d’inoculation par B. cinerea, en vue
de déterminer si les concentrations en ptérostilbéne ont un impact sur le développement du
pathogene. Les lignées parentales seront comparées aux plantes produisant uniquement du
resvératrol et du picéide, afin de dissocier I’effet du ptérostilbéne de 1’effet du resvératrol sur

la résistance a B. cinerea. Les analyses sont actuellement en cours.
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3 Discussion

3.1 Analyse de ’expression des génes ROMT

L’expression des geénes de la famille des ROMT a été étudi¢e dans différents organes
et différentes conditions, en particulier en réponse a des stress (infection par P. viticola et
stress aux rayons UV). Suite a une infection par P. viticola, seules les génes VvROMTI et
VVROMT?2 sont fortement induits 48 et 96 h post-infection. V'vROMTS est également induit,
mais dans une moindre mesure : I’induction est 4 fois moins forte que 1’induction des genes
VVROMTI et VvROMT?2. Ces résultats sont en accord avec les résultats d’expression
précédemment obtenus par Schmidlin et al., (2008), qui montraient 1’induction de
I’expression du géne ROMT CS11 24 h et 48 h aprés immersion des disques foliaires dans une
suspension de sporanges de P. viticola, avec un maximum d’expression 24 h post-infection.
Suite a un stress aux rayons UV, I’ensemble de la famille des ROMT ne semble pas induit 24
et 48 h apres traitement, alors qu’une induction 24 h post-traitement avait été observée
précédemment (Schmidlin et al., 2008). Une autre étude plus récente a pu montrer
I’expression d’une ROMT au niveau des baies de V. vinifera cv. Marselan 48 h apres
infection par B. cinerea, mais aussi au niveau des feuilles 3 jours post-infection par P.
viticola, avec un maximum d’expression 7 jours post-infection (Gamm et al., 2011).
Ensembles, ces résultats semblent démontrer que les « vraies » ROMT, telles que les ROMT
CS11, VVROMT1 et VVROMT?2, impliquées dans la synthése de ptérostilbéne, seraient
induites préférentiellement en réponse a un stress biotique de type pathogeéne fongique.
Compte tenu de la toxicité du ptérostilbéne sur les spores de B. cinerea et P. viticola (Pezet
and Pont, 1988b, 1990, 1995; Pezet, Gindro, Viret, and Richter, 2004), les ROMT pourraient
donc jouer un réle important dans les mécanismes de défense de la vigne contre les
champignons phytopathogénes. Le réle du ptérostilbéne comme composé antifongique in
planta reste néanmoins a démontrer.

Les autres ROMT putatives ne semblent pas répondre aux stress biotiques ou
abiotiques, et leur implication dans les mécanismes de défense de la vigne semble peu
probable. Une analyse non-exhaustive sur différents organes de vigne a permis de constater
I’expression constitutive des ROMT 12 et 13 au niveau des racines, ce qui avait déja été
observé au niveau des racines de vigne soumises a différents stress abiotiques (stress

hydrique, salin ou exposition au froid) (Tillett et al., 2011). L’expression des geénes
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VVROMT4, VvROMTS, VvROM6, VvROM10, VvROMI11 et VvROMI14 n’a pas pu étre
détectée par cette méthode. Néanmoins, une étude récente et exhaustive menée par Fasoli et
al., (2012), a permis d’analyser I’expression d’environ 91 % des geénes de vigne par
microarray, sur 54 échantillons représentant les différents tissus et organes de vigne a
différents stades de développement : les feuilles, les sarments, les bourgeons, les vrilles, les
fruits (rachis, graines, pulpe et peau), les inflorescences (enticres et fleurs) et le pollen (Figure
67). D’aprés les résultats de cette étude (Fasoli et al., 2012) :

- le géne V'WROMTII tronqué que j’ai cloné, et qui coderait pour une protéine plus courte,
n’est pas exprimé dans les conditions testées. Ce geéne est donc probablement un
pseudogene.

- Les geénes V'WROMTI2 et V'vROM13 sont exprimés dans les racines et les graines, et j’ai pu
vérifier I’expression constitutive de ces génes au niveau des racines.

- Le gene V'vROMTH4 est exprimé spécifiquement dans les étamines

- Les génes ROMT d’une méme sous-famille semblent montrer des profils d’expression

relativement similaires.

VWROMT14 VWROMT14
VVROMT15 WROMT15
VWROMT17
VVROMT12 VWROMT12
VWROMT13 WROMT13
VWROMT6 WROMT6
WROMTS | VWROMT9
VWROMT4 WROMT4
VWROMT10
VYROMT11 | WWROMT11

VVROMT10

VWROMTS
VWROMT? VWROMT7
WROMT2 WROMT2
VWROMT1 WROMT1

VWROMTS

VVROMTCS11

003

Figure 67 : Profils d’expression de la famille des ROMT (d’aprés Fasoli et al., 2012).

3.2 Etude fonctionnelle de 1a famille des ROMT

Les études visant a déterminer la fonction des ROMT ont été conduites a la fois in

vitro et in vivo. L’analyse in vivo par expression transitoire chez N. benthamiana via agro-
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infiltration a permis de démontrer 1’implication de la ROMT 2 du Pinot noir dans la synthése
du ptérostilbéne. Aucune production de ptérostilbéne n’a pu étre détectée par cette méthode
avec les autres ROMT putatives, ce qui a été confirmé par les tests réalisés in vitro avec les
protéines recombinantes correspondantes. Ces ROMT ne sont donc pas capable de méthyler
le resvératrol, et sont donc considérées comme des ROMT-like.

Afin d’identifier les substrats potentiels des ROMT-like, celles-ci ont été incubés en
présence de différents substrats « classiques » des O-méthyltransférases végétales. Comme
attendu, les ROMT 2 et CS11 catalysent la synthése du ptérostilbéne in vitro. L’analyse multi-
substrats a permis de montrer que la ROMT 13 est capable de méthyler différents substrats,
dont D’esculétine (hydroxycoumarine), une coumarine retrouvée chez plusieurs familles
végétales incluant les Apiacées, les Rutacées, les Solanacées, les Lamiacées, les Astéracées
ou encore les Rosacées (Keating and O’Kennedy, 1997). La scopolétine, forme méthylée de
I’esculétine, et la scopoline (7-B-glycoside de la scopolétine) sont décrites chez plusieurs
especes dont le tabac (Maier et al., 2000). Chez A. thaliana, la synthése de la scopolétine au
niveau des racines implique une CCoAOMT (OMT de type II) (Kai et al., 2006). Cependant,
la vigne n’est pas une plante réputée pour sa richesse en coumarines (esculétine, scopolétine
et leurs formes glycosylées) et des analyses d’extraits de racines de vigne n’ont pas permis
d’en détecter. En ce sens, 1’esculétine n’est probablement pas le substrat naturel de la ROMT
13, mais sa structure peut donner une indication sur le type de substrat utilisé¢ par la ROMT
13. La ROMT 13 est aussi la seule ROMT capable de méthyler 1’olivetol.

La ROMT 12, qui est la ROMT-like possédant la plus grande identité de séquence
protéique avec la ROMT 13, est capable de méthyler le 3,5-dihydroxyanisole (DHA) pour
former le 3,5-dimétoxypolyphénol (DMP) et le triméthoxybenzéne (TMB). Des OMT
capables de méthyler le DHA et le DMP ont a déja été caractérisée chez Rosa chinesis
(OOMTTI et OOMT?2) (Scalliet et al., 2002). Ces OMT sont spécifiqument exprimées dans les
pétales de rose, et sont impliquées dans la production de composés phénoliques volatils
comme le diméthoxytoluéne (DMT) et le triméthoxytoluéne (TMB). Ces composés sont une
particularité des roses chinoises et participent au bouquet floral typique de ces roses. Les
roses posseédent également des OMT spécifiquement exprimées dans les racines et 1’une
d’entre elles a ¢été analysée au laboratoire comme étant capable de méthyler le 3,5-
dihydroxyanisole pour former du DMP et surtout du TMP a partir du DHA. La ROMT 13 et
les OMT de rose exprimées dans les racines sont également capables de produire du DMP in

vitro, ce qui traduit probablement une grande similitude dans le fonctionnement de ces
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enzymes. Néanmoins, nous ne pouvons pas affirmer avec certitude que le DHA est bien le
substrat naturel de ces OMT, et de plus amples analyses devront étre faites pour le prouver,
comme par exemple 1’obtention de plantes transgéniques surexprimant la ROMT 13.

En complément des analyses réalisées in vitro, une seconde stratégie a ét¢ adoptée
pour tenter d’identifier le(s) substrat(s) des protéines ROMT-like. Cette stratégie repose sur
leur expression hétérologue chez N. benthamiana et A. thaliana, de maniere a étudier leur
impact éventuel sur le métabolisme de ces deux plantes.

Des analyses préliminaires des métabolites présents aprés I’expression transitoire des
ROMT-like dans les feuilles de N. benthamiana n’a pas permis de détecter de différences
majeures, en comparaison avec un témoin exprimant la GFP de fagon transitoire. Il est
¢galement possible que le substrat de ces enzymes ne soit pas présent dans les feuilles de V.
benthamiana, ou que les produits ne soient pas extraits par les protocoles d’extraction utilisés.
Par exemple, il est envisageable que les produits de réaction soient (trés) apolaires, et qu’ils
ne soient pas extraits par le méthanol. Ces analyses pourront donc étre complétées par des
analyses des fractions apolaires.

Parmi toutes les ROMT-like, les ROMT 12 et 13 se sont révélées les plus
intéressantes, car nous avons pu mettre en évidence leur activit¢ OMT sur différents substrats,
ainsi que I’expression des génes ROMTI12 et ROMTI3 au niveau des racines de vigne. J’ai
donc entrepris la création de lignées transgéniques de N. benthamiana et d’Arabidopsis
thaliana, transformées avec les ROMT 12 et 13 de vigne sous contréle du promoteur 35S du
CaMV, permettant une expression constitutive forte de ces génes. L’obtention de lignées
transgéniques de N. benthamiana est un processus assez long, c’est pourquoi 1’analyse des
plantes n’a pas encore été¢ achevée. Une analyse préliminaire des feuilles des générations
transgéniques parentales a pu montrer des différences notables dans les profils métaboliques,
et I’identification des pics correspondants est actuellement en cours. Les descendants des
générations parentales sont en cours de sélection, et ’analyse des racines pourra étre amorcée
rapidement. En paralléle, j’ai obtenu des transformants stables d’Arabidopsis thaliana qui
surexpriment les différents geénes de la famille des ROMT. Pour certains de ces genes, les
lignées pures sont en cours d’obtention, mais pour les ROMT 12 et 13, la transformation n’a
pas fonctionné. En effet, je ne suis pas parvenue a s€lectionner les plantules transformées pour
leur résistance a I’antibiotique sélectif : les plantes transformées avec les ROMT 12 et 13
montraient le méme phénotype que les plantules non transformées, a savoir des plantules de

petite taille ne développant pas de racines dans le milieu de sélection. Deux hypothéses

169



CHAPITRE II - Analyse fonctionnelle de la famille des ROMT de la vigne

peuvent expliquer ces résultats. Premiérement, il est possible que la transformation d’A.
thaliana ait échoué dans le cas de ces constructions, ou que le rendement de transformation
soit trés faible. Cependant, pour les ROMT 12 et 13, deux transformations indépendantes ont
¢été réalisées, et pour chacune d’elles j’ai réalisé plusieurs sélections in vitro, a différentes
concentrations d’hygromycine. Cette hypothése semble donc peu probable. Deuxiémement, il
est probable que les ROMT 12 et 13 synthétisent un produit toxique pour les plantules,
freinant ainsi leur développement aux stades précoces. En effet, 1’étude de Fasoli et al., (2012)
a montré que les génes VvROMTI2 et VWROMTI3 étaient exprimés dans les graines, et leur
surexpression pourrait donc inhiber le développement des plantules dans les stades précoces
de leur développement. On peut aussi imaginer que ces deux enzymes entrent en compétition
avec une voie de biosynthése importante pour le développement des plantules, comme c’est
par exemple le cas des doubles transformants STS-ROMT produisant du ptérostilbéne chez le
tabac (Nicotiana tabacum) (Rimando et al., 2011). Pour sélectionner les plantules exprimant
les ROMT 12 et 13, une alternative serait de semer les graines transgéniques directement en
terre, et de sélectionner par la suite les plantes sur la base de la présence des génes ROMT 12
ou /3, en réalisant des PCR a partir d’extraits d’ADN génomique de feuilles. Le travail serait
certes plus long, mais il n’est pas exclu que les plantes transgéniques présentent un phénotype
particulier en comparaison avec les plantes sauvages.

En parall¢le de ces plantes transgéniques, j’ai pu mettre au point un protocole pour
obtenir des racines transgéniques (ou « hairy roots ») chez N. benthamiana, surexprimant de
facon constitutive les génes V'WvROMTI2 et VvROM1I3 grace au promoteur 35S. L’expression
de ces ROMT dans les racines est plus pertinente pour 1’é¢tude de leur fonction, étant donné
qu’elles sont constitutivement exprimées dans les racines de vigne. Les chances de trouver un
substrat potentiel pour ces deux enzymes sont donc potentiellement plus élevées dans les
racines, que lorsque ces ROMT sont exprimées de fagon transitoire dans les feuilles, par agro-

infiltration. L’analyse des racines transgéniques est actuellement en cours.

4 Perspectives

L’analyse que j’ai réalisée sur la famille des ROMT peut étre considérée comme une
analyse préliminaire a une étude plus poussée des différents génes appartenant a cette famille.
Dans un premier temps, il serait tres intéressant de poursuivre la caractérisation fonctionnelle
des ROMT-like, et plus particulierement des ROMT 12 et 13. D’autres substrats pourraient
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étre testés, comme par exemple d’autres acides hydroxycinnamiques, des précurseurs de
composés volatils tel que I’orcinol ou 1’(iso)eugénol, ou encore des alcools résorcinoliques.
En effet, la sorgoléone est un alkyle résorcinolique méthylé sécrété par les racines de sorgho
(Sorhum bicolor), et faisant intervenir I’O-méthyltransférases SbBOMT3 (Baerson et al., 2008).
Cette enzyme permet également de méthyler I’olivetol, tout comme la ROMT 13. 1l serait
donc pertinent de réaliser des tests avec des alkyle résorcinoliques possédants des longueurs
différentes de chaine hydrocarbonée (alkyle).

Dans un deuxiéme temps, il faudrait poursuivre la caractérisation des plantes
transgéniques de N. benthamiana, notamment par I’analyse fine du métabolome au niveau des
racines pour les ROMT 12 et 13. La sélection des plantes transgéniques d’A. thaliana pourrait
¢galement étre poursuivie, en utilisant par exemple d’autres méthodes de sélection des
plantes. On pourrait par exemple envisager de transformer les plantes avec d’autres vecteurs

GatewayTM

conférant une résistance a herbicide BASTA (pMDC123), ce qui permettra
d’effectuer une sélection des plantes sans passer par une sélection in vitro. Enfin, il serait trés
intéressant de poursuivre les études des ROMT 12 et 13 dans les racines transgéniques. Dans
le cadre de ma thése, j’ai réalisé des « hairy roots » chez N. benthamiana en adaptant un
protocole utilisé pour la vigne (Torregrosa and Bouquet, 1997), et il serait possible d’obtenir
ces racines chez la vigne. Il serait donc tres intéressant d’observer ’effet d’une surexpression
des ROMT 12 et 13 dans des racines de vigne transgéniques, et il serait aussi envisageable
d’éteindre 1’expression de ces génes. Une autre approche a envisager serait le silencing des
ROMT en transformant les racines avec une construction permettant de générer une structure
« hairpin » conduisant a la production de siRNA ciblant les ROMT 12 et 13 spécifiquement.
Les séquences nucléotidiques des ROMT 12 et 13 sont suffisamment divergentes pour les
dissocier entre elles, et des autres ROMT. Cependant, les ROMT 12 et 13 étant les seules
ROMT-like exprimées dans les racines, une approche plus globale par siRNA ciblant
indifférement toutes les ROMT pourraient également convenir. Le silencing des ROMT
exprimées dans les feuilles (ROMT 1, 2, 5 et 7) pourrait également étre envisageable,
puisqu’un protocole de silencing par expression transitoire de siRNA dans les feuilles de
vigne a récemment été mis au point avec succes (Bertazzon et al., 2012).

Dans un troisiéme temps, a la lumiére des résultats de Fasoli et al., (2012), il faudrait
poursuivre les travaux sur 1’expression des geénes de la famille des ROMT afin de quantifier
les niveaux d’expression des différents geénes dans les différents organes de la plante et a

différents stades de développement. Il serait particuliérement intéressant d’étudier les ROMT
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exprimées dans les pétales (potentiellement les ROMT 5, 6, 7, 9, 10, 14 et 15), afin de voir si
elles sont capables de synthétiser des molécules aromatiques volatiles, mais aussi la ROMT 4,
qui a la particularité d’€tre uniquement exprimée au niveau des étamines.

Finalement, les travaux sur les doubles transformants d’A. thaliana STS-ROMT
produisant du ptérostilbéne seront poursuivis, afin d’évaluer la fongitoxicité du ptérostilbéne
in planta. Un projet commun avec 1’équipe de virologie de la vigne de I’INRA de Colmar a
pour but de créer des lignées transgéniques de vigne surexprimant la ROMT CSI11 du
Cabernet sauvignon. Le but est d’obtenir des vignes transgéniques accumulant des quantités
importantes de ptérostilbéne pour évaluer sa toxicité face aux champignons phytopathogenes

et son role dans les défenses de la vigne.
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Conclusion geénérale

Les geénes STS sont dix fois plus nombreux chez la vigne que chez les autres especes
végétales productrices de stilbénes, ce qui pose la question de la signification biologique de la
taille trés inhabituelle de cette famille de génes. Ceci a motivé la premiére partie de ma thése,
qui consiste en 1’é¢tude structurale, fonctionnelle et évolutive de la famille des genes ST'S chez
la vigne, var. PN40024. Les résultats majeurs de cette étude montrent que :

- Le génome de PN40024 contient une cinquantaine de geénes S7., dont au moins 32 sont
potentiellement fonctionnels. L’expression de 31 de ces 32 génes est induite en réponse a
un stress abiotique (UV), ce qui indique qu’ils sont trés majoritairement exprimes.

- La caractérisation fonctionnelle d’une sélection de geénes représentatifs de la diversité de
la famille suggére que I’ensemble des 32 geénes STS codent pour des protéines ayant
réellement une activité stilbéne synthase, ce qui représente une redondance fonctionnelle
unique.

- L’analyse évolutive des génes STS montre que cette famille est extrémement contrainte, ce
qui indique que I’évolution tend a conserver un grand nombre de génes ST fonctionnels

chez la vigne.

La famille des génes STS de la vigne posséde des caractéristiques uniques chez les
végétaux. Il n’y a pas d’autre exemple, a notre connaissance, de famille de plus de 30 geénes
fonctionnels et exprimés, codant pour des protéines ayant la méme activité enzymatique. Si
nous n’avons pas pu conclure sur la signification biologique de I’amplification cette famille
chez la vigne, ce travail constitue une base pour de futures études sur la génomique de la
biosynthése des stilbénes. En effet, le projet GrapeReSeq (Plant-KBBE 2008) a permis le
séquengage d’une trentaine de cépages de vigne et d’especes sauvages du genre Vitis, incluant
V. sylvestris, qui est I’ancétre sauvage de la vigne cultivée V. vinifera. La disponibilité de ces
données permet maintenant d’envisager I’étude des familles S7S a I’échelle du genre Vitis, de
comparer les caractéristiques des familles S7S chez différents cépages de vigne cultivés et
chez différentes espéces de Vitis sauvages, et de s’interroger, par exemple, sur 1’impact
éventuel de la domestication de la vigne sur ces familles de génes.

Dans une seconde partie de ma thése, je me suis attachée a ’analyse de la famille des
ROMT putatives du PN40024, définie a partir de la ROMT du Cabernet sauvignon (ROMT
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CS11) caractérisée par Schmidlin et al., (2008). Cette analyse a permis d’identifier une
famille de génes dont 1’évolution est a priori plus complexe. Contrairement a la famille ST,
la famille ROMT ne constitue pas un ensemble de génes fonctionnellement homogenes. Parmi
les 14 geénes complets identifiés a partir du s€quencage 12X du génome du PN40024, seul un
gene (VVROMT?2) et potentiellement deux (VvROMTI, en cours de caractérisation
fonctionnelle), sont capables de synthétiser du ptérostilbéne a partir du resvératrol, et sont
donc considérés comme des « vraies » resvératrol O-méthyltransférases. Les analyses
entreprises n’ont pas permis de déterminer les fonctions des autres geénes de la famille ROMT.
Néanmoins, j’ai mis en place différents outils qui permettront de poursuivre les analyses
fonctionnelles des génes « ROMT-like ». L’étude de deux genes exprimés spécifiquement au
niveau des racines (VVROMI2 et VvROMTI3), a constitué¢ la majorité des travaux menés
durant ma troisieme année de thése, avec des résultats prometteurs. En particulier, les lignées
transgéniques de N. benthamiana et d’A. thaliana exprimant ces différents génes pourront étre
utilisées dans des ¢tudes de métabolomique non ciblées, afin d’étudier la présence éventuelle
de métabolites issus de I’activité de ces enzymes. Ces analyses effectuées sur des plantes
modeles permettront de préciser les hypothéses concernant le role de ces génes chez la vigne

et, peut-&tre, de déterminer leur fonction.

Au dela de I’intérét fondamental de I’analyse des familles de génes liés a la biosynthese
des stilbénes chez la vigne, une meilleure connaissance de ce métabolisme est nécessaire a sa
prise en compte dans de futurs programmes de création variétale. La combinaison raisonnée
de génes de résistance et de défenses métaboliques permettra de développer de nouvelles
variétés possédant des résistances plus durables aux principales maladies fongiques de la

vigne.
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Résumé

Les stilbénes sont les métabolites de défense majeurs de la vigne, qui sont également connus pour leurs
nombreuses propriétés pharmacologiques. Tirant parti du récent séquencage du génome de la vigne, 1’objectif de
ce travail est de caractériser les familles de génes impliqués dans la biosynthéese des stilbénes chez la vigne, et de
préciser leur role dans les défenses contre le mildiou (Plasmopara viticola).

La premicre étape de la biosynthése des stilbénes est catalysée par la stilbéne synthase (STS), pour former
le resvératrol. L’analyse détaillée du génome de la vigne a permis d’identifier 48 génes S7S, dont 32 génes
potentiellement fonctionnels. La caractérisation fonctionnelle d’une sélection de génes représentatifs de la
diversité de la famille suggére que I’ensemble des 32 génes STS code pour des protéines ayant réellement une
activité stilbéne synthase. L’analyse évolutive des génes S7S montre que la famille est trés contrainte, sans trace
de néo-fonctionnalisation. La famille des STS de la vigne représente donc un exemple unique d’une famille de
plus de 30 geénes codant pour des protéines de fonction identique, et la signification biologique de cette
expansion est discutée.

Une seconde enzyme importante du métabolisme des stilbénes est la resvératrol O-méthyltransférase
(ROMT). La ROMT est impliquée dans la méthylation du resvératrol pour former le ptérostilbéne, un composé
hautement fongitoxique qui pourrait jouer un réle important dans les mécanismes de défenses de la vigne. Notre
analyse de la famille ROMT montre qu’elle est constituée de 17 génes, dont deux seulement (VVROMTI et
VVROMT?2) semblent impliqués dans la synthése de ptérostilbéne. L’expression de ces deux genes est induite
suite a une infection par P. viticola au niveau des feuilles de vigne. Deux autres génes de la famille, Y'vROMT12
et V'wROMT 13, sont exprimés constitutivement au niveau des racines, et ne semblent pas répondre au stress. Des
analyses métabolomiques sur des plants de Nicotiana benthamiana transgéniques exprimant ces deux ROMT
ainsi que des tests enzymatiques in vitro ont été réalisés afin de déterminer la fonction des génes ROMTI2 et 13.

L’ensemble de ces résultats fait apparaitre une amplification remarquable des génes impliqués dans la
synthése des stilbénes chez la vigne et ouvrent la voie a 1’étude détaillée de la régulation de cette voie importante
du métabolisme de défense de la vigne.

Mots clefs : stilbéne synthase, resvératrol O-méthyltransférase, ptérostilbéne, Plasmopara viticola, Vitis vinifera.

Abstract

Stilbenes are major defense metabolites in grapevine (Vitis vinifera), which are known for their many
pharmacological properties. Taking advantage of the recent sequencing of the grapevine genome, the aim of this
work is to characterize genes families involved in stilbene biosynthesis, in order to clarify the role of these
defense compounds in the interaction with downy mildew (Plasmopara viticola).

The first step of stilbene biosynthesis is catalyzed by stilbene synthase (STS), to yield resveratrol. Our
annotation of the STS gene family identified 48 STS genes, including at least 32 potentially functional ones. This
unusual expansion of the STS family is original, since it is not found in other stilbene-producing plants.
Functional characterization of a selection of STS proteins indicates that all STS genes are likely to encode
enzymes with STS activity. Evolutionary analysis of the S7S gene family revealed that STS evolution is
dominated by purifying selection, with no evidence for neofunctionalization. STS family then represents a
unique example a family of more than 30 genes encoding proteins with identical function, and the biological
significance of this amplification is discussed.

A second important enzyme in stilbene metabolism is resveratrol O-methyltransferase (ROMT),
involved in the methylation of resveratrol to yield pterostilbene. This highly fungitoxic compound is believed to
play an important role in grapevine defense metabolism. Our analysis of the ROMT family identified 17 genes,
two of them only (¥WROMTI and V'vROMT?) being involved in pterostilbene biosynthesis. qPCR analyses have
shown an induction of the expression of these two genes after an inoculation of P. viticola on grapevine leaves.
Two others genes, Y'VROMT12 and VvROMT13, are constitutively expressed in grapevine roots, and do not seem
to respond to stress. Metabolomic analysis on transgenic Nicotiana benthamiana plants expressing these two
ROMT genes, together with in vitro enzymatic assays, have been performed in order to determine the function of
ROMT12 and ROMT 13.

All together, these results show a remarkable amplification of genes involved in stilbene biosynthesis in
grapevine. This work paves the way for detailed analyses of the regulation of this important pathway of
grapevine defense metabolism.

Keywords: stilbene synthase, resveratrol O-methyltransferase, pterostilbene, Plasmopara viticola, Vitis vinifera.
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	La viticulture nécessite l’utilisation de quantités importantes de pesticides : elle consomme en effet à elle seule 20 % des pesticides répandus en France, alors que la viticulture n’occupe que 3 % de la surface agricole utile. Les pesticides utilisés sont des insecticides, des nématicides et surtout des fongicides qui représentent 80 % du total, pour huit à dix traitements annuels (Gindro et al., 2001). La généralisation de la lutte chimique pour le contrôle des maladies fongiques de la vigne a des conséquences négatives sur le coût de production des vins, sur l'environnement ainsi que sur la santé humaine. La réduction de l’usage des fongicides représente donc une priorité en viticulture et un enjeu socioéconomique majeur. Dans ce contexte, la création de cépages résistants aux principales maladies fongiques de la vigne constitue une alternative économiquement viable et respectueuse de l’environnement. L’UMR 1131 « Santé de la Vigne et Qualité du Vin » (SVQV) conduit un programme de création de nouveaux cépages produisant des vins de qualité et dotés de résistances durables au mildiou (Plasmopara viticola) et à l’oïdium (Erysiphe necator), grâce à l'exploitation de sources de résistance issues d'espèces de Vitis d'origines américaine et asiatique (Bellin et al., 2009). 
	Ce programme de sélection s'appuie sur des travaux visant à comprendre les bases de la résistance au mildiou et à l’oïdium chez la vigne. Les programmes de création variétale actuels sont exclusivement basés sur l’introgression de combinaisons de gènes de résistance au mildiou et à l’oïdium. Cependant, l’analyse de populations issues de croisements entre des vigne possédant des gènes de résistance (gènes R) au mildiou indiquent que, même en présence d’un gène R, la résistance au mildiou est liée à l’accumulation rapide et efficace de phytoalexines stilbéniques (Malacarne et al., 2011). Les capacités de défenses métaboliques apparaissent donc comme un paramètre important à prendre en compte dans les futures créations de vignes résistantes. 
	Si les stilbènes de la vigne sont relativement bien décrits au niveau biochimique (Jeandet et al., 2002), très peu de gènes liés à ce métabolisme ont été caractérisés. Profitant de la disponibilité de la séquence du génome de la vigne, l’objectif de cette thèse est de réaliser une analyse approfondie de familles de gènes impliquées dans le métabolisme des stilbènes chez la vigne, et de préciser le rôle de ces gènes dans les défenses contre le mildiou. 
	Dans une première partie bibliographique de ce manuscrit, j’ai choisi de présenter une famille de molécules originales au sein du métabolisme secondaire des plantes: les stilbènes. Ces composés, relativement peu répandus dans le règne végétal, figurent parmi les substances naturelles les plus étudiées, en raison de leurs propriétés biologiques très intéressantes. Dans cette introduction, l’accent sera mis sur la biosynthèse des stilbènes chez la vigne, qui est mon objet d’étude. Dans les deux parties suivantes, je présenterai mes travaux de recherche sur deux familles de gènes impliquées dans la biosynthèse des stilbènes chez la vigne : les stilbène synthases et les resvératrol O-méthyltransférases.
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	Introduction : les stilbènes
	1 Structure et propriétés physico-chimiques des stilbènes
	Les stilbènes sont des composés phénoliques issus du métabolisme secondaire végétal, et qui dérivent de la voie des phénylpropanoïdes. Les stilbènes (1,2-diphényléthylène) sont composés de deux noyaux phényles reliés entre eux par un double pont éthène pouvant exister sous deux formes : la forme trans (E) et la forme cis (Z), cette dernière étant obtenue par photoisomérisation ou par l’action de la chaleur. La forme trans-stilbène étant la forme la plus stable et bioactive (Mérillon et al., 1997), elle est retrouvée en général plus abondamment dans les différentes espèces végétales productrices de stilbènes (Hart, 1981) (Figure 1). 
	/
	Figure 1 : Structure des formes trans- et cis-stilbènes.
	Le mot stilbène dérive du grec stilbos, signifiant « briller », un nom donné suite à l’observation d’une forte fluorescence bleue sous l’action de rayonnements ultraviolets (UV) (Figure 2). Cette propriété physico-chimique fait des stilbènes des molécules facilement caractérisables en chromatographie en couche mince (CCM), en chromatographie en phase liquide (HPLC) par utilisation d’un détecteur UV ou d’un détecteur à barrette de diode (diode array detector, DAD), ou même directement in planta par éclairage en lumière UV, en raison de leur fluorescence (Poutaraud et al., 2007). Les stilbènes présentent une forte absorbance à des longueurs d’onde comprises entre 220 et 307 nm. Par exemple, les coefficients d’extinction molaires pour les deux formes du resvératrol (dans l’eau) sont : ελmax = ε304 nm= 30 335 M-1.cm-1, ε286 nm = 23 400 M-1.cm-1 (trans-resveratrol) et ελmaX = ε286 nm= 14 986 M-1.cm-1, ε304 nm = 9515 M-1.cm-1 (cis-resveratrol) (Camont et al., 2009). A l’exception des formes glycosylées, les stilbènes sont faiblement solubles dans l’eau, mais généralement solubles dans des solvants organiques comme par exemple l’éthanol, l’acétate d’éthyle, l’acétone ou l’acide acétique (Hart, 1981).
	/
	Figure 2 : Accumulation de stilbènes fluorescents au niveau des stomates.
	Vue de la face abaxiale de feuilles de vigne, suite à une infection par P. viticola. Observation sous rayonnements UV (Photo : Anne Poutaraud).
	2 Distribution des stilbènes au sein du règne végétal
	La distribution des stilbènes au sein du règne végétal n’est pas très large, puisqu’elle est limitée à quelques dizaines d’espèces végétales seulement, qui ont acquis au cours de l’évolution la capacité à synthétiser ces molécules. Il existe en tout 72 espèces connues capables de synthétiser des stilbènes, distribuées en 31 genres et 12 familles (Jang, 1997). Parmi ces espèces, toutes appartiennent au règne des spermatophytes équivalant aux plantes à graines, mais leur distribution n’est pas homogène au sein du règne. On retrouve ainsi des stilbènes chez des plantes ligneuse telles que les Vitacées (Langcake and Pryce, 1977a), les Fagacées, les Pinacées, les Diptérocarpacées ; des plantes herbacées telles que les Fabacées ; des familles produisant des baies telles que les Myrtacées ou les Moracées ; des espèces plus primitives telles que les Gnétacées ; ou encore des plantes monocotylédones telles que les Liliacées et les Poacées (Counet et al., 2006 ; Takaya et al., 2002). Cependant, l’essentiel des connaissances ont été acquises grâce à l’étude d’un petit nombre de plantes telles que l’arachide (Arachis hypogea), la vigne (Vitis vinifera), la renouée du Japon (Fallopia japonica) et différentes espèce de pins (Pinus spp) (Chong et al., 2009) (Figure 3). 
	/
	Figure 3 : Exemples de plantes productrices de stilbènes.
	3 Voie de biosynthèse des stilbènes
	3.1 La voie des phénylpropanoïdes

	Au cours de l’évolution, les végétaux ont dû continuellement s’adapter à leur environnement. L’émergence des plantes primitives du monde aquatique vers le monde terrestre n’aurait pas été possible sans la création de mécanismes de défense contre les rayonnements UV, les agents pathogènes, les herbivores, ou encore les stress abiotiques tels que les stress hydrique ou salin. Les plantes nous montrent un parfait exemple d’adaptation, par la création de nouvelles molécules, de nouvelles structures et de nouvelles fonctions. Parmi ces molécules, certaines appartiennent au métabolisme primaire (photosynthèse, glycolyse,…) et d’autres appartiennent au métabolisme dit « secondaire ». Le métabolisme secondaire est une particularité des végétaux supérieurs qui les distingue des animaux, et qui est riche de plus de 100 000 petites molécules aux propriétés étonnantes. Les métabolites secondaires des végétaux sont synthétisés à partir de quelques voies métaboliques primaires, dont la voie des phénylpropanoïdes, des terpénoïdes et des alcaloïdes. La richesse ainsi que la composition en métabolites secondaires est propre à chaque espèce végétale, mais dépend en général fortement des conditions environnementales.
	Les phénylpropanoïdes, sont des composés organiques possédant un squelette carboné de type C6-C3. La synthèse de ces composés phénoliques est initiée par la phénylalanine amonia-lyase (PAL), qui convertit l’acide aminé phénylalanine en acide cinnamique, par un processus de déamination (Figure 4). Cette étape, commune à tous les végétaux supérieurs, constitue une étape charnière qui permet de diriger le flux de carbone du métabolisme primaire (voie de biosynthèse du shikimate) vers le métabolisme secondaire (voie de biosynthèse des phénylpropanoïdes) (Dixon and Paiva, 1995; Hahlbrock and Scheel, 1989, Vogt, 2010). L’acide cinnamique et ses nombreux dérivés, constituent un ensemble de molécules vitales pour un grand nombre de processus fondamentaux communs à de nombreuses plantes supérieures (Ferrer et al., 2008). Parmis ces processus fondamentaux, on pourrait donner comme exemple l’attraction des insectes pollinisateurs via la synthèse de pigments (anthocyanes) ou l’émission de composés volatils ; la synthèse de flavonoïdes pour la protection contre les rayonnements UV du soleil ; la synthèse de phytoalexines comme composés de défense contre les agents pathogènes ou les herbivores ; la synthèse de composés structuraux comme la lignine ou la subérine ; l’induction de la nodulation au niveau des racines des légumineuses pour la symbiose avec les bactéries du genre Rhizobium (Ferrer et al., 2008; Dixon and Paiva, 1995; Hahlbrock and Scheel, 1989).
	/
	Figure 4 : Voie de biosynthèse des phénylpropanoïdes.
	Illustration des premières étapes de la voie des phénylpropanoïdes, initiées par la phenylalanine amonya-lyase (PAL) ou la tyrosine amonya-lyase (TAL), ainsi que les grandes familles de métabolites associées aux dérivés des acides hydroxycinnamiques. C4H = cinnamate 4-hydroxylase, 4CL = 4-coumarate : CoA ligase (Adapté de (Ferrer et al., 2008)).
	L’acide coumarique est issu de l’hydroxylation en -para du groupement phényl de l’acide cinnamique par un cytochrome P450 hydroxylase (C4H, cinnamate 4-hydroxylase), une hémoprotéine transmembranaire localisée au niveau du réticulum endoplasmique, ayant la particularité d’absorber à 450 nm en présence de monoxyde de carbone (Werck-Reichhart and Feyereisen, 2000). Le coumarate est par exemple à l’origine des phénylpropènes, qui regroupent un ensemble de petites molécules ayant des propriétés attractives pour les insectes pollinisateurs, des propriétés défensives contre des agents pathogènes ou des herbivores, et que l’on retrouve en abondance dans certaines plantes aromatiques, comme c’est par exemple le cas de l’eugénol et du méthyl-eugénol de basilic (Ocimum basilicum) (Gang et al., 2002; Dudareva and Pichersky, 2008). 
	L’estérification de l’acide coumarique par l’enzyme 4-coumarate : CoA ligase (4CL) est à l’origine du p-coumaroyl-CoA, précurseur des flavonoïdes, des isoflavnonoïdes, des anthocyanes, des stilbènes et d’autres familles de métabolites secondaires (Figure 4). Ensembles, les dérivés de l’acide coumarique et du p-coumaroyl-CoA entrent dans la composition de nombreux polymères végétaux tels que la lignine, la subérine, la cutine, ou encore les polyamines entrant dans la composition de la sporopollénine, un polymère complexe présent au niveau de la membrane des grains de pollen (Vogt, 2010; Matsuno et al., 2009). Chez les plantes monocotylédones ainsi que chez certains champignons et certaines bactéries, le p-coumaroyl-CoA peut être synthétisé directement à partir de l’acide aminé tyrosine, réduisant ainsi le nombre d’étapes nécessaires à l’obtention de ce métabolite (Ferrer et al., 2008) (Figure 4). 
	3.2 La voie de biosynthèse des stilbènes 
	3.2.1 Les stilbène synthases


	Les stilbènes dérivent de la voie des phénylpropanoïdes, et leur synthèse est initiée par une enzyme caractéristique des plantes productrices de stilbènes : la stilbène synthase (STS) (Chong et al., 2009). Cette enzyme fut pour la première fois identifiée puis purifiée en 1984 à partir de suspensions cellulaires d’arachide (A. hypogea) (Schöppner and Kindl, 1984). La stilbène synthase permet la synthèse de resvératrol (3,5,4’-trihydroxystilbène) ou de pinosylvine à partir de 3 molécules de malonyl-CoA et d’un dérivé ester-CoA d’acide hydroxycinnamique : le p-coumaroyl-CoA dans le cas du resvératrol, et le p-cinnamoyl-CoA dans le cas de la pinosylvine (Jeandet et al., 2002). La réaction est complexe et implique la condensation de 3 unités de malonyl-CoA au niveau de l’ester-CoA d’acide hydroxycinnamique, la formation subséquente d’un polycétide intermédiaire qui sera par la suite cyclisé par une condensation du carbone 2 sur le carbone 7, accompagnée d’une étape de décarboxylation (Tropf et al., 1994). Ce type de condensation est qualifié de condensation de type Aldol (Figure 5).
	/
	Figure 5 : Biosynthèse du resvératrol par la stilbène synthase.
	Les STS qui synthétisent le resvératrol à partir du p-coumaroyl-CoA sont principalement retrouvées chez les plantes appartenant à la division des Angiospermes comme par exemple la vigne, le sorgho ou l’arachide ; alors que les STS qui utilisent préférentiellement le p-cinnamoyl-CoA pour synthétiser la pinosylvine se retrouvent uniquement chez certains végétaux de la division des Gymnospermes, et plus particulièrement chez le genre Pinus. Plusieurs études ont montré que les STS sont capables de condenser d’autres ester-CoA d’acides hydroxycinnamiques. Par exemple, la STS de Pinus sylvestris a été caractérisée comme étant également une dihydropinosylvine synthase, catalysant la formation de la dihydropinosylvine à partir de dihydrocinnamoyl-CoA (Fliegmann et al., 1992). Des études plus anciennes ont pu montrer que la STS de Pinus strobus est capable de métaboliser in vitro le cinnamoyl-CoA de façon majoritaire (formant la pinosylvine) ; mais aussi d’autres dérivés avec une efficacité moindre, tel que le dihydrocinnamoyl-CoA (formant la dihydropinosylvine), le p-coumaroyl-CoA (formant du resvératrol), le caféoyl-CoA (formant le picéatannol) ou encore le féruloyl-CoA (formant la rhapontigénine) (Raiber et al., 1995). Certaines plantes synthétisent des stilbènes-carboxylates, synthétisés de la même façon que le resvératrol ou la pinosylvine, à l’exception que le groupement carboxyl (C1) n’est pas clivé lors de la condensation de l’intermédiaire de synthèse ; ces dérivés stilbéniques se rencontrent chez les Hépatiques ainsi que certaines plantes supérieures telles que Hydrangea macrophylla (Eckermann et al., 2003) (Figure 6D). D’autres dérivés stilbéniques synthétisés suite à une infection fongique ou une blessure ont été retrouvés au niveau du rhizome de certaines orchidées ; le gène bbs (bibenzyl synthase) a été identifié à partir d’une banque d’ADN complémentaire (ADNc) de Phalaenopsis et en se basant sur la séquence de l’ADNc d’un gène STS de vigne ; ce gène bbs permet en fait la conversion de dihydro-p-coumaroyl-CoA en bibenzyl (Preisig-Müller et al., 1995; Reinecke and Kindl, 1994) (Figure 6E).
	/
	Figure 6 : Exemples de réactions catalysées par les STS (tiré de Chong et al. 2009).
	3.2.2 La famille des polycétide synthases

	La stilbène synthase appartient à la famille des polycétide synthases (PCS). Les PCS forment un groupe d’enzymes qui permettent la condensation d’ester-CoA avec d’autres ester-CoA généralement plus petits (par exemple le malonyl-CoA), pour donner naissance à une grande diversité de polymères appelés polycétides, qui peuvent être d’origine bactérienne ou fongique (antibiotiques, mycotoxines), ou encore végétale (flavonoïdes, stilbènes) (Flores-Sanchez and Verpoorte, 2009). Les PCS sont subdivisées en 3 groupes définis par leur architecture. 
	 Les PCS de type I contiennent une ou plusieurs enzymes organisées en complexes protéiques multifonctionnels, où chaque étape enzymatique spécifique permettant la condensation d’ester-CoA et réalisée au niveau d’un site actif spécifique. Ce type d’enzyme existe chez les bactéries et les champignons. Les PCS de type II forment un système d’enzymes individuelles où chaque protéine catalyse une des différentes étapes successives de condensation des esters-CoA. Elles existent uniquement chez certaines bactéries du sol ou certains actinomycètes. Seules les PCS de type III sont présentes à la fois chez les bactéries, les champignons et les plantes (Flores-Sanchez and Verpoorte, 2009). 
	Les PCS de type III sont des homodimères de structure simple, possédant un site actif interne composé d’une triade d’acides aminés très conservés (Cys164, His303 et Asn336 : CHN, annotés à partir de la chalcone synthase de M. sativa) permettant la condensation d’unités acétyl-CoA (issues de la décarboxylation du malonyl-CoA) au niveau d’un ester-CoA receveur (Austin et al., 2004). Chaque sous-unité est composée d’environ 400 acides aminés, pour un poids moléculaire compris entre 41 et 44 kDa. Le site actif des PCS de type III est formé d’un tunnel par lequel sont amenés les différents substrats, qui débouche sur deux cavités distinctes : l’une permettant la fixation des substrats (les esters-CoA d’acides hydroxycinnamiques), et l’autre permettant la cyclisation du polycétide (Flores-Sanchez and Verpoorte, 2009). Ces enzymes fonctionnent de la façon suivante : les 3 molécules de malonyl-CoA sont décarboxylées puis séquentiellement condensées au niveau de l’ester-CoA d’acide hydroxycinnamique receveur, générant ainsi un polycétide intérmédiaire linéaire qui sera par la suite cyclisé (Tropf et al., 1994). Le nombre de condensations peut aller jusqu’à sept.
	/
	Figure 7 : Représentation d’une polycétide synthase de type III (tiré de (Austin et al., 2004))
	(A) Architecture d’une PCS de type III, basée sur la structure cristallographique de la chalcone synthase (CHS) de Medicago sativa. Les deux monomères qui forment l’enzyme sont représentés en bleu et en jaune, l’ester-CoA est représenté pour chaque monomère au niveau du tunnel amenant au site actif de la protéine (« stick model »).
	(B) Agrandissement de la zone encadrée en rouge du monomère bleu situé sur la figure A, représentant la cavité du site actif composée des acides aminés permettant la condensation des unités acétyl-CoA sur l’ester-CoA (triade catalytique Cys-His-Asn et Phe215 en rose clair) ; et le produit final de réaction : la chalcone (turquoise). Les autres acides aminés qui définissent la cavité sont représentés en bleu, le résidu de couleur or est à l’interface des deux monomères.
	La diversité des molécules obtenues par les PCS de type III provient de modifications subtiles au niveau du site actif, qui ont une influence directe sur la nature des substrats sélectionnés, sur le nombre d’étapes d’élongation du polycétide intermédiaire, ainsi que sur les mécanismes de cyclisation de ce dernier (Tropf et al., 1994, Flores-Sanchez and Verpoorte, 2009). Par exemple, une cavité restreinte au niveau du site actif limite la taille du substrat ainsi que l’élongation potentielle de celui-ci par condensation de groupements acétyles.
	3.2.3 Origine évolutive des stilbène synthases

	Parmi les PCS de type III végétales, deux enzymes ont été particulièrement étudiées depuis les années 1980 par l’équipe de J. Schröder (Université de Freibourg) : les chalcone synthases (CHS) et les stilbène synthases (STS) (Schröder et al., 1988). Les CHS sont des enzymes ubiquitaires chez les plantes, et sont à l’origine des flavonoïdes et des anthocyanes, responsables de la couleur de nombreuses fleurs chez les Angiospermes (Tropf et al., 1994), alors que les STS sont associées à quelques espèces végétales uniquement, qui ont acquis au cours de l’évolution la capacité à synthétiser les stilbènes.
	La similarité de fonctionnement qui existe entre les CHS et les STS suggère une origine évolutive commune. Cette hypothèse est d’autant plus pertinente que les CHS sont des enzymes ubiquitaires distribuées dans tout le règne végétal, alors que les STS semblent être apparues de façon ponctuelle chez seulement certaines familles ou genres végétaux ; laissant supposer que les STS auraient évoluées directement à partir des CHS, et cela à plusieurs reprises au cours de l’évolution. Cette hypothèse a été à l’origine de plusieurs études, qui ont eu pour conclusions de valider cette théorie.
	Tropf et al. (1994) ont réalisé une étude préliminaire très intéressante, qui a permi de valider cette hypothèse, par l’analyse des séquences de plusieurs CHS et STS provenant d’espèces différentes, couplée à des expériences de mutagenèse dirigée. L’analyse des séquences de plusieurs CHS et STS regroupées en arbre phylogénétique, a pu mettre en évidence que les STS, à l’inverse des CHS, ne se regroupent pas ensemble en cluster mais se répartissent avec les CHS de la même espèce. L’arbre phyllogénétique obtenu avec les séquences protéiques de CHS et des STS de plusieurs espèces (Arabidopsis, Populus, Vitis, Arachis, Sorghum, Psilotum et deux espèces de Pinus) illustre bien cette distribution particulière (Parage et al., 2012) (Figure 8). Le fait que les STS ne forment pas de cluster à part entière suggère d’une part qu’il n’existe pas de STS ancestrale, mais aussi que les STS auraient évolué directement à partir des CHS plusieurs fois au cours de l’évolution chez différentes espèces végétales. Ces mêmes auteurs ont pu démontrer qu’un changement subtil de trois acides aminés dans la séquence protéique primaire suffit pour convertir une CHS en STS (les modifications d’acides aminés ont été effectuées sur la partie C-terminale d’une protéine chimère composée par 287 acides aminés de la STS d’Arachis hipogea en N-terminal, et 107 acides aminés de la CHS de Sinapis alba en C-terminal ; les acides aminés mutés ont été sélectionnés sur la base d’une séquence consensus de CHS). Cependant, dans cette étude, les modifications qui ont été apportées au niveau de la CHS ne sont pas forcément les seules qui permettraient de convertir une activité CHS en une activité STS. Ce n’est qu’en 2004 que l’étude fine du mécanisme de fonctionnement de la STS a pu être réalisée, grâce à la détermination de la structure tridimensionnelle de la STS de Pinus sylsvestris (Austin et al., 2004).
	 /
	Figure 8 : Analyse phylogénétique des relartions entre les CHS et les STS de différentes espèces végétales.
	Ah, Arachis hypogea ; At, Arabidopsis thaliana ; Sb, Sorghum bicolor ; Ps, Pinus sylvestris ; Pstr, Pinus strobus ; Pn, Psilotum nudum ; Pt, Populus trichocarpa ; Vv, Vitis vinifera. Les couleurs représentent le régime de sélection des différents gènes pour l’acide aminé Pro-269 de VvSTS10 (voir Chapitre I, Parage et al. 2012).
	3.2.4 Mécanisme de la formation des stilbènes

	Les CHS catalysent la formation de la chalcone, par condensation de 3 unités d’acétyl-CoA au niveau du p-coumaroyl-CoA, suivie d’une cyclisation de type Claisen du carbone 6 sur le carbone 1 (C6 ( C1) (Figure 9). La chalcone est libérée grâce au clivage de la liaison thioester existante entre le C1 et la CHS. Les STS et les CHS partagent 75 à 95 % d’identité de séquence protéique sur environ 400 acides aminés, et diffèrent dans leur mécanismes de catalyse uniquement par la réaction de cyclisation du tétracétide intermédiaire, qui subit une condensation de type Claisen (C6 ( C1) pour les CHS, et une condensation de type Aldol (C2 ( C7) pour les STS (Austin et al., 2004). La différence entre ces deux types de condensations réside au niveau du C1 du tétracétide intermédiaire, qui dans le cas de la condensation de type Aldol (STS), nécessite une étape supplémentaire de clivage par hydrolyse de la liaison covalente entre le C1 du tétracétide intermédiaire et la cystéine 164 présente au niveau de la triade du site catalytique. Ce clivage est assuré par une étape d’hydrolyse « thioestérase-like » portée par l’enzyme, et est suivi d’une étape de décarboxylation qui permet de libérer le produit de la réaction enzymatique ainsi qu’une molécule de CO2. Plus particulièrement, le devenir de l’intermédiaire réactionnel dépend en fait de la conformation subtile de régions voisines du site actif de ces deux enzymes (Austin et al., 2004). Dans le cas de la formation de la chalcone via la condensation de type Claisen catalysée par les CHS, il n’y a pas d’étape de clivage du tétracétide au niveau du C1, et donc pas de décarboxylation nécessaire. 
	En 2004, les travaux de M. B. Austin ont permis de mieux comprendre ce phénomène de conversion, par l’obtention et l’analyse de la structure cristallographique de la STS de Pinus sylvestris (Austin et al., 2004). Les CHS et les STS partagent 75 à 90 % d’identité de séquence protéique sur environ 400 acides aminés, mais les comparaisons des STS entres elles et des STS avec les CHS n’ont pas pu définir de séquence consensus typique de l’activité stilbène synthase. De plus, l’analyse des structures tridimensionnelles des STS et des CHS n’a pas révélé de différences chimiques ou topologiques au niveau de leur site actif. Ces constats laissent supposer que l’activité CHS ou STS serait plutôt déterminée par un remodelage stérique au niveau du site actif, mais cette hypothèse n’explique pas l’activité thioestérase des STS nécessaire au clivage du C1 du tétracétide intermédiaire. La superposition du squelette de la STS de Pinus sylvestris et de la CHS de Medicago sativa est quasiment parfaite, à l’exception de deux régions qui divergent significativement entre elles (régions A et B, Figure 10). La région A est localisée à l’interface entre les deux monomères de l’enzyme et sépare les deux sites actifs des deux monomères ; la région B est localisée au niveau du tunnel d’accès au site actif, exposé au solvant, et par lequel l’ester-CoA pénètre dans le site actif (Figure 10)
	/
	Figure 9 : Comparaison des mécanismes de condensation de type Claisen et de type Aldol, pour la formation de la chalcone et du resvératrol respectivement.
	/
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	Figure 10 : Régions impliquées dans la spécificité du produit des CHS et STS 
	(Austin et al., 2004).
	(A) Alignement de séquences définissants les régions A et B des STS-like, CHS-like, et de l’intermédiaire hypothétique entre les deux types d’enzymes. La séquence de l’intermédiaire est basée sur les différences significatives existant entre les deux séquences protéiques sauvages des deux enzymes. Les résidus de type CHS (uniques ou partagés) sont indiqués en bleu, les résidus de type STS sont indiqués en or. Au niveau de la STS-like, les résidus de couleur or permettent de restituer une activité STS si ceux-ci sont mutés chez une CHS de Medicago sativa (B). Vue 3D d’un monomère d’une STS-like obtenue par mutagenèse dirigée d’une CHS de Medicago sativa, pour les 18 acides aminés de type STS-like (représentés en or). Les régions A et B ainsi que les aires correspondantes sont encadrées en vert.
	Des expériences de mutagenèse dirigée sur ces deux régions ont permis de montrer que la région B n’est pas impliquée dans la spécificité de cyclisation des ester-CoA. Par contre, la région A, et plus particulièrement certains acides aminés de l’aire 2 permettent d’expliquer le passage entre une activité de type CHS et une activité de type STS. Ces acides aminés sont en fait à l’interface entre les deux sites actifs des deux monomères composants les CHS et les STS. L’aire 2 de la région A possède une boucle définie par la thréonine 133 de la CHS, qui restreint le volume de la cavité du site actif. En revanche, cet acide aminé est remplacé par une sérine chez la STS, ce qui a pour conséquence de décaler la boucle pour former ainsi un site actif plus profond (Figure 11).
	/
	/
	Figure 11 : Représentation structurale des acides aminés déterminants pour la cyclisation de type Aldol chez les STS.
	(A) Détail de la boucle formée par l’acide aminé Thr133, chez la CHS sauvage (bleu), la STS sauvage (or) et le mutant STS-like de la CHS (vert), muté pour 18 acides aminés type STS-like au niveau des régions A et B. (B) Détail des trois acides aminés (thréonine 132, sérine 336 et glutamine 192) stabilisant une molécule d’H2O, et permettant l’étape d’hydrolyse « thioestérase-like », capitale pour la condensation de type Aldol des STS.
	 La différence entre ces deux acides aminés en positon 133 provoque un changement subtil au niveau de la thréonine 132 (identique pour les deux enzymes), qui permet, dans le cas de la STS, de créer des liaisons hydrogènes entre la thr132, la glu192 et la ser338 qui stabilise une molécule d’H2O également impliquée dans la formation des liaisons hydrogènes. Les liaisons hydrogènes entre ces trois acides aminés sont indispensables pour l’activité thioestérase de la STS, et cette conformation est également présente chez la thioestérase de type II d’Escherishia coli (E. coli). Cette triade d’acides aminés reliés par des liaisons hydrogènes permet le clivage de la liaison qui relie le C1 du tétracétide intermédiaire à la cystéine catalytique, dans la condensation de type Aldol (C2 ( C7) assurée par les STS.
	Ainsi, la différence entre les STS et les CHS ne résulte pas d’un changement au niveau de l’encombrement stérique du site actif, mais dans un changement subtil au niveau de l’environnement électronique.
	4 Diversité des stilbènes 
	 Les formes simples trans- et cis-stilbènes peuvent être méthylées, hydroxylées ou méthoxylées (Figure 12). Elles peuvent également être conjuguées avec des glucosides ou oligomérisées en structures plus ou moins complexes, amenant ainsi à une diversité importante de molécules (Shen et al., 2009).
	Chez le genre Pinus, les stilbènes majoritaires sont la pinosylvine et la dihydropinosylvine, ainsi que leurs dérivés méthylés comme par exemple la pinosylvine monométhyléther (Schanz et al., 1992) (Tableau 1). Chez la vigne, les stilbènes sont principalement représentés par le resvératrol et sa forme glycosylée le picéide (Moreno-Labanda et al., 2004). On y trouve également du ptérostilbène, une forme méthylée du resvératrol (3,5-dimethoxy-4’-hydroxy-trans-stilbene), identifiée pour la première fois chez le bois de santal (Pterocarpus santalinus) (Seshadri, 1972). La vigne est également riche en viniférines : dimères, trimères, tétramères et autres polymères plus complexes du resvératrol (Langcake and Pryce, 1977b).
	/
	Figure 12 : Diversité des stilbènes (adapté de Chong et al., 2009).
	La famille des Diptérocarpacées comprend les genres Vateria, Hopea, Vatica et Shorea, qui sont connus pour être riches en resvératrol et plus particulièrement en oligomères de resvératrol, de structures très variées et possédant des propriétés cytotoxiques, antibactériennes et antivirales (Ito et al., 2003). 
	Tableau 1 : Quelques exemples de stilbènes simples synthétisés par différents genres végétaux
	stilbène
	genre
	R3
	R5
	R3'
	R4'
	trans-resveratrol
	Vitis, Arachis, Fallopia
	OH
	OH
	H
	OH
	trans-picéide
	Vitis
	OGlu
	OH
	H
	OH
	pinosylvine
	Pinus, 
	OH
	OH
	H
	picéatannol
	Picea
	OH
	OH
	OH
	OH
	pinosylvine monométhylether
	Pinus, Alnus
	OCH3
	OH
	H
	OH
	trans-ptérostilbene
	Vitis, Vaccinium
	OCH3
	OCH3
	H
	OH
	astringine
	Picea
	OGlu
	OH
	OH
	OH
	rhapontine
	Rheum
	OGlu
	OH
	OH
	OCH3
	4.1 Glycosylation

	Figure 13 : Glycosylation du resvératrol par une glycosyltransférase. UDP-glucose, uridine-diphosphate-glucose; UDP, uridine diphosphate.
	4.2 Methoxylation

	Figure 14: Méthoxylation du resvératrol par la resvératrol O-méthyltransférase.
	4.3 Oligomérisation

	Figure 15: Oligomérisation (dimérisation) du resvératrol en trans-ε-viniférine, sous l’action d’une péroxydase.
	Figure 16 : Structures de trois viniférines présentes dans les feuilles de vigne (Vitis vinifera cv. Merzling x Vitis vinifera cv. Teroldego) 6 jours post-infection par P. viticola, d’après Mattivi et al. 2011.
	4.4 Autres modifications des stilbènes

	5 Régulation de la synthèse des stilbènes
	5.1 Synthèse constitutive
	5.2 Induction de la synthèse des stilbènes en réponse à différents stress

	6 Rôle des stilbènes dans les mécanismes de défense 
	6.1 Mise en évidence de la toxicité in planta

	- Chez les conifères, l’accumulation de pinosylvine et de sa forme méthylée au niveau du bois de cœur pourrait prévenir la dégradation par les micro-organismes. Chez certaines espèces de pins, des stilbènes nématicides sont présents dans l’écorce et le bois de cœur. (Lieutier et al., 1996; Suga et al., 1993) 
	- Effet dissuasif sur les herbivores : Alnus cruspa accumule par exemple de la pinosylvine 3-O-méthyl éther au niveau des bourgeons foliaires et des chatons, ce qui semble avoir un effet dissuasif sur le lièvre d’Amérique. (Bryant et al., 1983)
	- Effet insecticide, rapporté pour les stilbènes extraits de l’écorce de Yucca periculosa. Ces stilbènes inhibent la croissance et le développement des insectes ravageurs. (Torres et al., 2003)
	- Propriétés anti-fongiques et anti-bactériennes. Chez la vigne, les formes cis- et trans- du resvératrol s’accumulent dans la peau (exocarpe) des baies en cours de maturation (Jeandet et al., 1991; Versari et al., 2001), et ils sont supposés former une barrière constitutive naturelle contre les nombreux champignons et bactéries phytopathogènes qui se développent préférentiellement à ce stade de développement des baies (Gatto et al., 2008). 
	Figure 17 : Dosage des stilbènes 48 h post-infection par P. viticola chez différentes variétés de vigne sensibles, partiellement résistantes, et résistantes (figure adaptée de Pezet et al. 2004).
	6.2 Mécanismes d’action des stilbènes et toxicité in vitro
	6.2.1  Toxicité des stilbènes in vitro sur les champignons phytopathogènes


	/
	Concentrations effectives (ED50) en stilbènes requises pour une inhibition de 50 % de la mobilité des zoospores de P. viticola, ou une inhibition de 50 % de l’expression de la maladie (présence de sporangiophores après inoculation de feuilles de V. vinifera cv. Chasselas avec des zoospores de P. viticola).
	6.2.2 Toxicité des stilbènes sur les végétaux
	6.3 Ingénierie de la biosynthèse des stilbènes
	6.3.1 Obtention de plantes transgéniques accumulant des stilbènes


	Figure 19 : Création de plantes transgéniques surexprimant Vst1 (V. vinifera cv. optima).
	A et B, photos tirées de l’étude de Hain et al. (1993) montrant une feuille de N. tabacum témoin infectée par B. cinerea (A) ainsi qu’une feuille transgénique surexprimant Vst1 et également infectée (B). C,D, photos tirées de l’étude de Coutos-Thévenot et al. (2001) montrant un porte-greffe 41B non transgénique infecté par B. cinerea (C) ainsi qu’un porte-greffe 41B transgénique surexprimant Vst1 et également infecté (D). 
	6.3.2 Production de stilbènes par des cultures cellulaires végétales

	Tableau 2 : Récapitulatif de la production de resvératrol chez les plantes, adapté de (Donnez et al., 2009). MS, matière sèche ; MF, matière fraîche ; MeJA, jasmonate de méthyle ; SA, acide salicylique (+), induction/élicitation ; (-), condition contrôle. Sauf précision, les concentrations données représentent le trans-resvératrol.
	La concentration du resvératrol produit par la culture végétale cellulaire est environ égale à celle retrouvée naturellement, et l’utilisation de cette méthode de production limiterait grandement la récolte et l’arrachage des plantes naturellement riches en stilbènes (Donnez et al., 2009). 
	Les problématiques soulevées par l’utilisation de plantes entières pour la production de resvératrol et de ses dérivés favorisent donc l’utilisation des microorganismes ou des cultures cellulaires, largement utilisés de nos jours pour la production de nombreux médicaments et métabolites secondaires. Ces biotechnologies sont bien plus abordables d’un point de vue écologique et environnemental, permettant une purification plus simple des produits de synthèse, mais évitant aussi l’utilisation de pesticides.
	6.3.3  Production de stilbènes chez les bactéries et les levures

	Les bactéries et levures utilisées couramment en biotechnologie ne possèdent pas les enzymes clés permettant la biosynthèse des phénylpropanoïdes. Afin de pouvoir produire du resvératrol, ces systèmes hétérologues doivent produire deux substrats : 
	- le malonyl-CoA, naturellement présent chez les bactéries et les levures car il rentre dans la voie de biosynthèse de novo des acides gras.
	- le p-coumaroyl-CoA obtenu par la 4-coumarate : CoA ligase (4CL) à partir de l’acide p-coumarique. La voie des phénylpropanoïdes n’existant pas chez ces microorganismes, l’enjeu de la synthèse de resvératrol réside donc dans le fait de pouvoir recréer les premières étapes de la voie de biosynthèse des phénypropanoïdes dans ces systèmes hétérologues.
	6.3.3.1 Production chez Escherichia coli

	Plusieurs études ont tenté de produire de grandes quantités de resvératrol à partir d’E. coli, en recréant la voie de biosynthèse des stilbènes par l’addition d’une STS, mais aussi d’une 4CL permettant la synthèse de p-coumaroyl-CoA dans un milieu supplémenté d’acide p-coumarique. Le malonyl-CoA est naturellement synthétisé par les bactéries, et rentre par exemple dans la voie de biosynthèse des acides gras. L’une des premières études visant à produire du resvératrol a été réalisée en 2006 par bioconversion, en exprimant la STS d’A. hypogea et la 4CL1 d’A. thaliana, dans la souche E. coli BW27784 et dans un milieu de culture optimisé pour la production de protéines recombinantes et complémenté d’acides p-coumarique, caféique ou férulique (Watts et al., 2006). Cette étude a permis d’obtenir respectivement des concentrations de 100 mg/l de resvératrol à partir de l’acide 4-coumarique et 13 mg/l de picéatannol à partir de l’acide caféique dans le milieu de culture bactérien. Cependant la bioconversion n’est pas totale, ce qui suggère qu’une partie des acides hydroxycinnamiques ajoutés au milieu de culture sont dégradés par les bactéries, comme cela a déjà été observé pour des phénylpropanoïdes (Díaz et al., 2001). Une étude de 2007 a permis de produire plusieurs stilbènes à des concentrations allant jusqu’à 171 mg/l, en co-exprimant une STS d’A. hypogea, une 4CL de Lithospermum erythrohizon ainsi qu’une acétyl-CoA carboxylase (ACC) de Corynebacterium glutamicum, le meilleur résultat étant obtenu avec l’acide p-coumarique (Katsuyama et al., 2007). 
	Des travaux plus récents de 2011 ont permis d’augmenter les niveaux de resvératrol produits, par l’optimisation fine des paramètres de production, par le choix des souches bactériennes, des vecteurs d’expression, mais aussi par l’utilisation d’enzymes plus performantes pour la production de resvératrol (Lim et al., 2011). En coexprimant la 4CL d’A. thaliana et la STS de V. vinifera sur un même opéron sous le contrôle d’un promoteur commun T7, dans des souches d’E. coli BW27784 et dans un milieu enrichi en acide p-coumarique et en céruléine (inhibiteur de la voie de biosynthèse des acides gras, qui permet d’augmenter le « pool » de malonyl-CoA), les auteurs ont pu obtenir une plus grande quantité de resvératrol que dans les études précédentes : 2,3 g/l de milieu de culture. Le Tableau 3 résume les stratégies utilisées pour la production de stilbènes en systèmes bactériens.
	Tableau 3 : Récapitulatif de la production de resvératrol en systèmes hétérologue bactériens. 
	STS : stilbène synthase ; 4CL ; 4-coumarate : CoA ligase ; ACC, acétyl-CoA carboxylase (production de malonyl-CoA). 
	6.3.3.2 Production chez la levure

	De même que chez les bactéries, la voie des phénylpropanoïdes amenant à la production d’acide p-coumarique puis de p-coumaroyl-CoA n’existe pas chez la levure Saccharomyces cerevisiae. Cependant, l’acide p-coumarique est présent dans les moûts de raisin utilisés pour la fermentation des levures, la production de resvératrol ne nécessiterait donc que l’apport d’une 4CL et d’une STS pour la production de resvératrol (Becker et al., 2003). Cette étude a été réalisée par J. Becker et al. dans l’optique de pouvoir enrichir les vins en resvératrol afin d’augmenter leur propriété anti-oxydante, surtout dans le cas des vins blancs naturellement pauvres en resvératrol (lors de la vinification des vins blancs, le moût de raisin est fermenté sans les peaux de raisin, à l’inverse de la vinification des vins rouges). La synthèse de resvératrol a été réalisée en milieu fermentaire supplémenté d’acide p-coumarique ; les levures co-exprimaient une 4CL de peuplier (cv. hybride Populus trichocarpa x Populus deltoides) et une STS de vigne (Vst1 du Cabernet sauvignon). La fermentation n’a malheureusement pas permis d’obtenir du resvératrol, mais plutôt son dérivé glycosylé, le picéide, à des concentrations relativement faibles pour un maximum de 1,45 µg/l. Cette étude pionnière fut la première étude permettant de recréer une voie de biosynthèse dans un système hétérologue amenant à la production de resvératrol. Par la suite, plusieurs études ont poursuivi l’amélioration de la synthèse de resvératrol chez la levure, en proposant notamment la recréation totale de la voie de biosynthèse du resvératrol, et donc les premières étapes de la voie de biosynthèse des phénylpropanoïdes. Le Tableau 4 résume les travaux effectués sur la production de resvératrol chez la levure par reconstitution complète de la voie de biosynthèse du resvératrol, ou par introduction de gènes spécifiques (typiquement une 4CL et une STS). La synthèse de resvératrol chez S. cerevisiae en présence d’une 4CL, d’une STS et du gène araE codant pour un transporteur d’E. coli, semble augmenter la production de resvératrol d’environ 2,44 fois (Wang et al., 2011). La création de protéines de fusion entre la 4CL et la STS permet d’augmenter la production de resvératrol à 5,25 mg/l (Zhang et al., 2006) ; l’utilisation d’une protéine « scaffold » reliant physiquement la 4CL et la STS, permet d’augmenter la production de resvératrol de 2,7 fois par rapport à la protéine de fusion 4CL::STS (Wang and Yu, 2012). La canalisation d’enzymes du métabolisme secondaire semble donc permettre l’optimisation de la biosynthèse de métabolites secondaires dans des systèmes hétérologues. Tout comme pour la production de resvératrol chez E. coli, la production chez la levure dépend de nombreux paramètres, tels que la souche de levure utilisée, l’origine des transgènes, les conditions de culture, les plasmides, ou encore les précurseurs ajoutés au milieu de culture (Jeandet et al., 2012).
	La synthèse de stilbènes à partir de microorganismes est pratique dans la mesure où ils présentent des vitesses de croissance élevées, et que les conditions de cultures industrielles sont à ce jour très bien connues, maîtrisées et relativement peu coûteuses (Donnez et al., 2009). Néanmoins, de meilleurs résultats sont obtenus grâce aux cultures cellulaires végétales, combinant les avantages d’une culture non transgénique, pouvant être réalisée dans de grands volumes (jusqu’à 75 000 l), dans un milieu de culture plus simple (sucres, minéraux et éléments régulateurs), et dont les métabolites sont plus facilement extractibles. Dans les deux cas et particulièrement pour la production dans les microorganismes, les conditions de cultures doivent encore être optimisées pour la production à l’échelle industrielle. Toutefois, l’utilisation de méthodes non transgéniques de production comme la culture de cellules de vigne, sont les méthodes les plus acceptables à l’échelle des consommateurs, et dans l’état actuel de l’opinion publique sur les OGM.
	6.3.1 D’où provient le resvératrol disponible dans le commerce ?

	Actuellement, le resvératrol disponible dans le commerce provient de la culture de la Renouée du Japon (Fallopia Japonica aussi connue sous le nom de Polygonum cupsidatum, Figure 20 A). Les principaux producteurs sont des compagnies chinoises (ex : Wuxi Gorunjie Technology Co. et Shanghai DND Pharm-Technology Co.), qui parviennent à extraire le trans-resvératrol à partir des racines de Fallopia à différents degrés de pureté (Kiselev et al., 2010). Quelques fois, le resvératrol provient d’extraits de vigne (raisin particulièrement), les prix varient autour de 20 à 40 euros pour 60 comprimés de 250 mg (Figure 20 B). 
	Tableau 4 : Récapitulatif de la production de resvératrol chez les levures. (Tiré de Jeandet et al., 2012).
	/   /
	Figure 20 : Le resvératrol dans le commerce.
	(A) Fallopia japonica (source : wikipédia) ; (B) Exemple de comprimés contenant du resvératrol, disponibles dans le commerce (source : http://www.leaderpharma.net).
	7 Propriétés pharmacologiques des stilbènes
	7.1 Utilisation des stilbènes dans les cosmétiques

	La firme cosmétique Caudalie exploite directement les qualités anti-oxydantes des polyphénols de la vigne, et particulièrement des stilbènes (resvératrol et viniférines principalement) pour la création de produits cosmétiques réputés anti-vieillissement. Les stilbènes sont extraits à partir de pépins de raisin, de résidus de presse et majoritairement de sarments de vigne, riches en resvératrol et dérivés, la concentration en resvératrol pouvant atteindre 700 μg/g de matière fraîche (Langcake and Pryce, 1976). Selon Caudalie, les viniférines contenues dans les sarments de vigne possèdent des vertus anti-taches. La firme a notamment mis au point la technologie CAROL®, basée sur l’utilisation d’un complexe lipidique qui permet de complexer les stilbènes à des lipides, afin de les protéger de l’oxydation et de les délivrer directement au niveau des cellules de l’épiderme (le clivage et la libération des polyphénols sont réalisés in vivo au contact de l’épiderme).
	7.2 Impact des stilbènes sur la santé humaine

	Au début des années 1990, des études d’épidémiologie des maladies cardio-vasculaires ont donné naissance au concept du « French paradox », c’est-à-dire une faible incidence de ces maladies malgré une consommation importante de graisses saturées d’origine animale (Renaud and De Lorgeril, 1992). Parallèlement, du resvératrol a été mis en évidence au niveau de la pellicule des baies de raisin (Creasy and Coffee, 1988), et dans les vins rouges (Siemann and Creasy, 1992), ceux-ci pouvant contenir jusqu’à 5,8 mg/l de resvératrol, avec une moyenne de 2 mg/l environ (Lim et al., 2011).
	A la même époque, des études ont mis en évidence que le resvératrol est capable d’inhiber l’oxydation des « low density lipoproteins » (LDL) impliquées dans le transport du cholestérol sanguin (Frankel, 1993). L’idée que le « French paradox » pouvait être lié à la consommation régulière de quantités modérées de vin rouge et de l’interaction du resvératrol avec le métabolisme des stérols ont fait naître l’hypothèse que le resvératrol pourrait être la molécule active expliquant le phénomène du « French paradox » (Kopp, 1998). Par la suite, de nombreuses propriétés pharmacologiques des stilbènes ont été mises en évidence, ce qui fait du resvératrol l’une des substances naturelles les plus étudiées (Baur and Sinclair, 2006). Voici quelques exemples des propriétés pharmacologiques du resvératrol :
	- Anti-cancérigène : le resvératrol inhibe la carcinogenèse, de l’initiation à la croissance de la tumeur dans le cas de nombreux cancers. Le resvératrol inhibe par exemple la cyclooxygénase (COX), une famille d’enzymes impliquées entre autre dans la prolifération cellulaire, et qui sont surexprimées dans le cas de plusieurs cancers (Jang, 1997). Le resvératrol est également décrit comme étant un facteur induisant l’arrêt du cycle cellulaire des cellules cancérigènes ainsi que l’apoptose (Aggarwal et al., 2004). Le resvératrol inhibe le processus d’angiogenèse (néovascularisation), un processus de vascularisation présent au niveau des sites de formation des tumeurs malignes ou des métastases (Kimura and Okuda, 2001; Tseng et al., 2004).
	- Cardio-protecteur : le resvératrol a un effet préventif sur l’agrégation des plaquettes sanguines pouvant être à l’origine d’infarctus du myocarde (Bertelli et al., 1995). On lui connaît également des propriétés vasodilatatrices (Naderali et al., 2000; Jäger and Nguyen-Duong, 1999). Des extraits de vin et de raisin ont également montré un effet bénéfique sur la réduction du processus d’athérosclérose (accumulation de plaques de lipides sur la paroi des artères, amenant à une sclérose de l’artère) (Wang et al., 2005), du processus de péroxydation des lipides (Fuhrman et al., 1995), et d’agrégation des plaquettes (Seigneur et al., 1990; Demrow et al., 1995).
	- Détoxification des drogues : la détoxification des drogues se fait en deux étapes, la première étant prise en charge par des cytochromes P450 qui permettent d’hydroxyler les molécules toxiques pour les rendre plus polaires et faciliter leur élimination. Le resvératrol interviendrait dans la deuxième étape de détoxification en modulant l’expression et l’activité d’enzymes détoxifiantes ou d’enzymes permettant de conjuguer les toxines pour finalement pouvoir les éliminer (Cao and Li, 2004; Kaga et al., 2005; Floreani et al., 2003).
	- Influence sur la durée de vie de différents organismes : le resvératrol allonge la durée de vie de Saccharomyces cerevisiae (Howitz, Bitterman, Cohen, Lamming, Lavu, Wood, Zipkin, et al., 2003), Caenorhabditis elegans (Wood et al., 2004; Viswanathan et al., 2005), Drosophila melanogaster (Wood et al., 2004; Bauer et al., 2004), et Nothobranchius furzeri (Valenzano et al., 2006) par activation des sirtuines (déacétylases NAD+ dépendantes, histone déacétylases de classe III), connues pour promouvoir la survie et la résistance au stress dans le temps.
	- Antioxydant et anti-inflammatoire : les ROS (reactive oxygen species) sont connues pour être impliquées dans l’initiation et la progression des cancers, mais aussi dans les processus de vieillissement des cellules, en causant par exemple des dommages à l’ADN ou la péroxydation des lipides. Le resvératrol est capable de piéger les radicaux libres (Martinez and Moreno, 2000; Losa, 2003), mais aussi d’activer les enzymes antioxydantes (Losa, 2003; Jang et al., 1997). 
	Parmi les nombreuses propriétés pharmacologiques des stilbènes, l’influence sur la durée de vie est particulièrement fascinante et est abordée plus en détails dans le paragraphe suivant.
	7.3 Effet des stilbènes sur l’allongement de la durée de vie

	Des gènes liés à la longévité ont été identifiés chez plusieurs espèces d’eucaryotes. Très conservés d’un point de vue évolutif, ces gènes sont impliqués dans la survie des organismes en réponse à des conditions environnementales difficiles (Howitz, Bitterman, Cohen, Lamming, Lavu, Wood, RE, et al., 2003). Parmi ces gènes qui régissent le rythme du vieillissement, il existe par exemple chez la levure le gène PNC1 (pyrazinamidase/nicotinamidase 1), induit en réponse à une restriction calorique, et qui a pour effet d’épuiser le nicotinamide, un inhibiteur physiologique du gène Sir2, qui code pour une sirtuine.
	Les sirtuines constituent une famille très conservée d’enzymes, et ont été décrites chez divers eucaryotes incluant des champignons, des protozoaires, des animaux et des plantes (Pandey et al., 2002). Ce sont des déacétylases NAD+-dépendantes (déacétylases d’histones de classe II) qui exercent leur activité sur les résidus lysines acétylés des histones ou d’autres protéines (Schemies et al., 2009). Dans l’étude de Howitz et al., plusieurs métabolites secondaires végétaux ont été identifiés comme des activateurs des sirtuines. Parmi eux, le resvératrol présent dans le milieu de culture à 10 µM a pour effet d’augmenter la durée de vie des levures de 70 %. Plus récemment, plusieurs études ont montré une augmentation de la durée de vie de Caenorhabditis elegans de 15 % (Wood et al., 2004; Viswanathan et al., 2005) et Drosophila melanogaster de 22 % (Anderson et al., 2003; Wood et al., 2004) si Sir2 est présent dans le génome (Howitz, Bitterman, Cohen, Lamming, Lavu, Wood, RE, et al., 2003; Wood et al., 2004). Une augmentation de la durée de vie de 59 % a également été observée chez Nothobranchius furzeri (Valenzano et al., 2006), mais l’implication des sirtuines dans ce résultat reste encore à démontrer. L’une des hypothèses avancées par Howitz et al. est que les composés du métabolisme secondaire végétal tels que le resvératrol miment des activateurs endogènes des sirtuines chez les animaux et les champignons.
	/
	Figure 21 : Voie de régulation des sirtuines chez S. cerevisiae, adapté de Anderson et al., 2003. 
	Chez la levure, le NAD+ est synthétisé de novo à partir du tryptophane ou recyclé à partir du nicotinamide. Le stress engendré par une restriction calorique active le gène Pnc1, causant un épuisement de nicotinamide, ce qui active l’expression du gène Sir2 codant pour une sirtuine.
	Chez les mammifères, il existe 7 gènes de sirtuines (SIRT1-7), et SIRT1 a été plus étudié, puisque c’est le gène qui possède la plus grande homologie avec le gène Sir2 de levure. A ce jour, de nombreux effets bénéfiques relatifs à l’activation de SIRT1 ont été décrits, notamment concernant des maladies humaines telles que le cancer, l’obésité, l’arthrite inflammatoire, des maladies cardiovasculaires, l’ostéoporose, des maladies neuro-dégénératives ou le diabète de type II (Morris, 2012). Par contre, ni l’effet de SIRT1 sur l’augmentation de la durée de vie, ni l’effet du resvératrol sur l’activation de SIRT1, n’ont été démontrés chez l’homme à ce jour.
	/
	Figure 22 : Récapitulatif de l’effet du resvératrol sur la durée de vie moyenne et la durée de vie maximale de différents organismes. Adapté de Baur et Sinclair, 2006. 
	S. cerevisiae, Saccharomyces cerevisiae ; C. elegans, Caenorhabditis elegans ; D. melanogaster, Drosophila melanogaster ; N. furzeri, Nothobranchius furzeri. 
	Objectifs de la thèse
	Objectifs de la thèse
	Dans un premier temps, il est apparu nécessaire d’approfondir les connaissances sur la biologie, la physiologie et les mécanismes de résistance de la vigne, par le développement de nouveaux outils génomiques. C’est ainsi qu’un projet de séquençage franco-italien fut validé en 2005 par le conseil scientifique du Genoscope, permettant le séquençage de Vitis vinifera à la hauteur de 8 équivalents génomiques, puis 12 équivalents génomiques. La variété de vigne utilisée pour le séquençage est la variété PN40024, possédant un génotype quasi-homozygote et créé dans les années 1990 à l’INRA de Colmar (Bronner and Oliveira, 1990). Le génome annoté (Jaillon et al., 2007) est disponible sur le site du Genoscope (http://www.genoscope.cns.fr/spip/), associé à plusieurs outils de recherche (Bast, Blat). Des données d’expression sont également disponibles sous la forme d’EST (Expressed Sequence Tag). La mises en commun des données déjà acquises sur des espèces modèles telles que l’arabette (Arabidopsis thaliana) ou le riz cultivé (Oryza sativa), avec les données de séquençage de la vigne permettront par exemple de mieux appréhender les mécanismes de résistance par l’identification et la caractérisation fonctionnelle de gènes impliqués dans ces mécanismes. La caractérisation des gènes responsables des caractères agronomiques de la vigne comme la maturation ou les propriétés organoleptiques de la baie de raisin fait également partie des enjeux liés à l’analyse du génome de la vigne.
	L’UMR Santé de la Vigne et Qualité du Vin 1131 conduit depuis quelques années déjà un vaste programme de création de nouvelles variétés de vigne produisant des vins de qualité et dotées de résistances durables au mildiou (Plasmopara viticola) et à l’oïdium (Erysiphe necator), grâce à l'exploitation de sources de résistance issues d'espèces de Vitis d'origines américaine et asiatique. Ce programme de sélection s'appuie sur des travaux visant à comprendre les bases de la résistance au mildiou chez la vigne, et est le fruit d’un travail commun entre les équipes GAV (Génétique et amélioration de la vigne) et MSV (Métabolisme secondaire de la vigne). 
	L’équipe MSV de la vigne dans laquelle j’ai réalisé ma thèse travaille sur deux thématiques : la génomique fonctionnelle du métabolisme de défense de la vigne, ainsi que le métabolisme secondaire et les arômes des vins. Concernant la première thématique, les travaux visent particulièrement à identifier les gènes clés responsables de la biosynthèse de métabolites de défense de la vigne contre le mildiou (P. viticola), l’oïdium (E. necator) ou la pourriture grise (B. cinerea). L’équipe a notamment participé à l’analyse et à l’annotation du génome de la vigne, et plus particulièrement à l’annotation de familles multigéniques appartenant au métabolisme secondaire, en étroite collaboration avec Sébastien Aubourg de l’URGV d’Evry. Cette analyse a permis de mettre en évidence une expansion importante de familles de gènes potentiellement impliquées dans la synthèse de métabolites de défense, comme les stilbènes ou les terpénoïdes. 
	Ma thèse s’articule donc autour de l’analyse de deux familles de gènes liées à la biosynthèse des stilbènes, dans une optique commune : l’étude fonctionnelle, évolutive et structurale de la famille des stilbène synthases et des resvératrol O-méthyltransférases de vigne. Pour cela, j’ai combiné des approches métabolomique, transcriptomique et de génomique fonctionnelle.
	Matériel et méthodes
	Matériel et méthodes
	1 Matériel 
	1.1 Matériel végétal 
	1.1.1 Vitis vinifera


	/
	Figure 23 : Vitis vinifera cv. Pinot noir (Source : Photothèque INRA Colmar).
	 Division : Magnioliophyta ; Classe : Magnioliopsida ; Ordre : Rhamnales; Famille : Vitacées; Genre : Vitis ; Espèce : vinifera (L.) ; Cultivars/variétés utilisé(e)s : PN40024, Cabernet sauvignon, Muscat Ottonel ; Origine : Asie centrale et mineure.
	Vitis vinifera (2n = 38) est une plante pérenne ligneuse appartenant à la famille des Vitacées, comprenant 700 espèces réparties en 17 genres. Seul le genre Vitis comprenant une soixantaine d’espèces est utilisé à des fins agronomiques, soit pour la consommation de raisins de table, pour la production de jus, sirops, ou de vins, mais également pour l’industrie cosmétique. Vitis vinifera est répartie en plusieurs sous-espèces, dont la sous-espèce sativa est répartie en 10 000 cépages à travers le monde (Figure 24).
	La vigne est cultivée dans des godets de 630 ml, remplis d’un terreau composé de perlite, de tourbe blonde et de sphaigne (Steckmedium, KLASMANN). Ce substrat de bouturage est aéré, drainant et possède une bonne réserve hydrique, il favorise aussi l’enracinement tout en limitant les risques de maladie. Les vignes sont cultivées en serre, sous éclairage naturel. 
	/
	Figure 24 : Organisation de la famille des Vitacées.
	1.1.2 Arabidopsis thaliana

	/
	Figure 25 : Arabidopsis thaliana.
	Division : Magnioliophyta ; Classe : Magnioliopsida ; Ordre : Brassicales ; Famille : Brassicacées ; Genre : Arabidopsis ; Espèce : thaliana (L.) ; Ecotype : Columbia 0 (Col-0) ; Origine : Europe.
	Pour les cultures en terre, les plantes sont placées dans des pots en plastiques de 155 ml, le terreau utilisé est composé de tourbe blonde et de tourbe noire (terreau TS 3 fin 416, Klasmann). Pour la croissance des parties végétatives, les plantes se développent en chambre de culture maintenue à une température de 22 °C le jour et 18 °C la nuit, avec une photopériode de 8 h de lumière et de 16 h d’obscurité. Pour la formation des inflorescences, les plantes se développent en chambre de culture maintenue à une température de 21 °C le jour et 18 °C la nuit, avec une photopériode de 14 h de lumière et de 10 h d’obscurité. 
	Le milieu de culture utilisé pour la culture in vitro est le milieu Murashige et Skoog (Tableau 5) supplémenté des antibiotiques de sélection adéquats dans le cas des expériences de transformation stable. La chambre de culture in vitro (« rotoplant ») est soumise à une photopériode de 16 h de lumière et de 8 h d’obscurité, à 24 °C, avec une humidité relative de 60 %, et une intensité lumineuse de 5 000 lux.
	Tableau 5 : Composition milieu MS (Murashige et Skoog)
	J’ai surtout utilisé A. thaliana pour la création de lignées transgéniques exprimant les différents gènes que j’ai eu l’occasion d’étudier pendant ma thèse. Cela aussi bien pour la création des doubles transformant STS-ROMT, que pour la création des plantes transgéniques exprimant les différents gènes ROMT de vigne.
	1.1.3 Nicotiana benthamiana

	/
	Figure 26 : Nicotiana benthamiana.
	Division : Magnioliophyta ; Classe : Magnioliopsida ; Ordre : Solanales ; Famille : Solanacées ; Genre : Nicotiana ; Espèce : benthamiana (L.) ; Origine : Australie
	N. benthamiana est une plante très largement utilisée en recherche pour les expériences d’agro-infiltration et de transformation stable, que j’ai eu l’occasion de réaliser à de nombreuses reprises au cours de ma thèse.
	Les plantes se développent en chambre de culture soumise à une température de 23 °C le jour et 20 °C la nuit, avec une photopériode de 16 h de lumière et de 8 h d’obscurité. Pour les expériences de culture in vitro, les plantes se développent dans une chambre de culture in vitro (« rotoplant ») est soumise à une photopériode de 16 h de lumière et de 8 h d’obscurité, à 24 °C, avec une humidité relative de 60 %, et une intensité lumineuse de 5 000 lux. Le milieu de culture utilisé pour la culture in vitro est les milieu Murashige et Skoog (Tableau 5) supplémenté des antibiotiques de sélection adéquats dans le cas des expériences de transformation stable. 
	1.2 Matériel microbiologique
	1.2.1 Escherichia coli


	E. coli s. XL1-Blue (Stratagene)
	Ces bactéries sont utilisées pour toutes les expériences de biologie moléculaire : transformation, amplification des plasmides, cultures cellulaires.
	- Génotype : endA1 gyrA96(nalR) thi-1 recA1 relA1 lac glnV44 F'[ ::Tn10 proAB+ lacIq Δ(lacZ)M15] hsdR17(rK- mK+) 
	- Résistance à l’acide nalidixique
	- Résistance à la tétracycline 5 mg/l (résistance portée par le plasmide plasmide F) 
	E. coli s. BL21 (DE3)
	Cette souche est utilisée pour exprimer les protéines recombinantes, pour les expériences de purification ou les tests enzymatiques in vitro.
	- Génotype : F– ompT gal dcm lon hsdSB(rB- mB-) λ(DE3 [lacI lacUV5-T7 gene 1 ind1 sam7 nin5]).
	- La souche DE3 contient un prophage λ, possédant le gène de l’ARN polymérase du phage T7 placé sous contrôle du promoteur lac UV5 inductible par l’IPTG (isopropyl β-D-1-thiogalactopyranoside) ainsi que le gène lacI qui exprime le répresseur de l’opéron lactose.
	- Les plasmides utilisés pour transformer cette souche (pHNGWA et pHNWA Figure 29) et dont l’expression des gènes sont sous contrôle du promoteur T7, son réprimés jusqu’à leur induction par l’IPTG. L’IPTG active le promoteur lac UV5 qui permet l’expression de l’ARN polymérase T7, et donc les gènes sous contrôle du promoteur T7.
	1.2.2 Agrobacterium sp.
	1.2.2.1 A. tumefaciens s. GV3101 :: pMP90


	Cette bactérie phytopathogène est responsable de la galle du collet. Les agrobactéries contiennent en plus du chromosome bactérien un plasmide Ti (tumor-inducing) virulent. Ce plasmide porte plusieurs gènes, codant pour des gènes de virulence (gènes vir, responsables du transfert de l’ADN-T et de la fixation des bactéries au niveau des cellules végétales), des oncogènes (gènes onc, intervenant dans l’infection tumorale) ainsi que des gènes codant pour la synthèse d’opines (dérivés d’acides aminés). Le plasmide Ti possède un fragment d’ADN, l’ADN-T, dont une copie sera directement intégrée dans le génome de la plante par recombinaison, pour induire les tumeurs caractéristiques de la maladie issues d’une prolifération anarchique des cellules végétales au lieu de l’infection. L’ADN-T porte les gènes qui codent pour la synthèse d’opines, ainsi que les gènes onc : tms-1 et tms-2 responsables de la synthèse d’auxine (acide indole-3-acétique) et les gènes tmr responsables de la synthèse de cytokinines. Ensembles, ces deux hormones induisent la tumorigénèse.
	La souche A. tumefaciens GV3101 :: pMP90 dérive de la souche C58C1 dont le génome a été entièrement séquencé en 2001, et porte le gène de résistance à la rifampicine sur son chromosome ainsi qu’un gène de résistance à la gentamycine sur un plasmide (Holsters et al., 1980). Cette souche est désarmée, c’est-à-dire qu’elle ne possède pas les gènes responsables de la synthèse d’hormones végétales. Cette souche est utilisée pour les expériences de transformations stable et transitoire.
	1.2.2.2 A. rhizogenes s. ARqua1

	Cette bactérie phytopathogène induit la prolifération de racines adventices au niveau du point d’infection. Ces racines sont communément appelées les « hairy roots », ou le chevelu racinaire. Le mécanisme d’infection de cette bactérie est similaire à celui d’A. tumefaciens, et fait intervenir le plasmide Ri (root-inducing), ainsi que les gènes tms-1 et tms-2 responsables de la synthèse d’auxine (White et al., 1985). La surproduction d’auxine induite suite à l’insertion de l’ADN-T dans le génome végétal explique la prolifération racinaire. La souche que j’ai utilisé est la souche ARqua1 (Quandt et al., 1993), qui dérive de la souche R1000 (pRIA4b), elle-même issue de la souche A4T (White et al., 1985; Moore et al., 1979). La souche ARqua1 possède un gène de résistance à la Streptomycine au niveau du chromosome bactérien.
	2 Méthodes
	2.1 Biologie moléculaire
	2.1.1 Matériel biologique 


	Pour toutes les étapes de clonage décrites ci-dessous, la souche Escherichia coli s. XL1-Blue (Stratagene) a été utilisée. Cette souche est cultivée en milieu LB (Luria Bertani ; Bacto Tryptone 10 g.l-1 ; NaCl 5 g.l-1 ; extrait de levure 15 g.l-1 ; pH 7,5 et ajout de Pastagar B 1,5 % pour les milieux solides). Cette souche est rendue thermo-compétente, et pourra être transformée avec un vecteur d’intérêt par choc thermique (voir 2.1.1.2).
	2.1.1.1 Préparation des bactéries compétentes

	Afin de pouvoir intégrer de l’ADN exogène, les bactéries E. coli s. XL1-blue doivent être rendues compétentes. Le protocole de Inoue a été utilisé (Inoue et al., 1990). Pour cela, un erlenmeyer contenant 200 ml de milieu LB préchauffé à 37 °C est inoculé par 2 ml d’une pré-culture de 12 h de la souche d’E. coli à préparer. La culture est placée sous agitation à 28 °C jusqu’à l’obtention d’une DO600nm comprise entre 0,3 et 0,5. Une fois cette valeur atteinte, la culture est placée 10 min sur glace avant d’être centrifugée 10 min à 7 000 rpm, à 4 °C. Le surnageant éliminé, le culot est remis en suspension délicatement à l’aide d’une pipette dans 200 ml de tampon (MgCl2 80 mM, CaCl2 20 mM). La suspension est à nouveau centrifugée 10 min à 7 000 rpm à 4 °C, puis le culot est repris dans 3 ml de CaCl2 0,1 M auquel sont rajoutés 140 µl de diméthylsulfoxyde (DMSO). Après 15 min de repos sur glace, le mélange est réparti par 200 µl dans des microtubes pré-refroidis, puis les tubes sont stockés dans un congélateur à -80 °C.
	2.1.1.2 Transformation des bactéries compétentes par choc thermique

	La transformation des E. coli par choc thermique est réalisée selon une modification du protocole de Bergmans (Bergmans et al., 1981). L’ADN du vecteur à transférer est mélangé à 50 µl de bactéries thermo-compétentes à raison de 1 à 10 ng d’ADN / ml final. Le mélange est laissé à reposer 30 min sur glace afin de permettre à l’ADN de s’adsorber à la surface des bactéries (sans toutefois pouvoir y pénétrer, car à 0 °C la membrane est imperméable). Le choc thermique (1 min 30 s à 42 °C) et le DMSO permettent de restaurer la fluidité des membranes et de créer des pseudo-pores à leur surface, permettant ainsi l’entrée de l’ADN dans les bactéries. Ces dernières sont par la suite placées 3 à 4 min sur glace avant l’ajout de 1 ml de milieu LB, puis incubées 1 h à 37 °C sous agitation afin de permettre la restauration du métabolisme, la croissance des bactéries, la réplication du plasmide, et l’expression des gènes de résistance aux antibiotiques de sélection. Après culture, les bactéries sont étalées sur boîtes de Petri contenant du milieu LB solide supplémenté de l’antibiotique adéquat pour la sélection du plasmide et si c’est le cas, la sélection de la souche bactérienne (récapitulatif des concentrations dans le Tableau 6). Les boîtes sont ensuite incubées une nuit à 37 °C.
	Tableau 6 : Récapitulatif des concentrations utilisées pour la sélection des bactéries transformées.
	2.1.2 Amplification de l’ADN par réaction de polymérisation en chaîne 

	La réaction de polymérisation en chaîne (PCR) est une technique d’amplification exponentielle de l’ADN in vitro, par une ADN polymérase thermostable issue à l’origine d’une bactérie thermophile, Thermus aquaticus (Taq polymerase), découverte en 1969 et capable de résister à de hautes températures (jusqu’à 98 °C). D’autres polymérases thermostables plus performantes sont également utilisées de nos jours. L’amplification d’un fragment d’ADN par PCR nécessite une matrice d’ADN ainsi qu’un couple d’amorces (oligodésoxyribonucléotides) capable d’amplifier spécifiquement ce fragment. Dans le cadre de ma thèse, j’ai principalement utilisé de l’ADN génomique de Vitis vinifera var. PN40024 comme matrice de PCR, ainsi que des ADNc produits à partir d’ARN de différents organes de cette même variété. La réaction PCR se déroule dans un milieu réactionnel décrit ci-dessous (Tableau 7). Deux polymérases ont été utilisées : la Taq polymérase (Taq Core Kit, MP Biomedicals) pour les amplifications de routine et la polymérase Phusion (Thermo Scientific) pour l’amplification des gènes d’intérêt. La Phusion possède une activité de « proofreading » lui conférant un taux d’erreur très faible (4,4 .10-7).
	Tableau 7 : Milieu réactionnel pour les PCR
	La réaction PCR se déroule dans un thermocycleur, et est constituée d’un cycle de base comprenant une étape de 30 s de dénaturation de l’ADN à 98 °C, suivi d’une étape de 30 s d’hybridation des amorces à une température qui varie selon le la température de fusion des amorces (typiquement entre 50 et 65 °C, température déterminée entre autre par le % en GC des amorces), pour terminer par une étape d’élongation de l’ADN à 72 °C, qui elle aussi varie selon la taille du fragment à amplifier ainsi que de la vitesse de l’ADN polymérase utilisée (typiquement, v = 1 min / kb d’ADN). Ce cycle de dénaturation / hybridation / élongation est répété 20 à 35 fois, et est précédé d’une phase de dénaturation initiale à 98 °C de 5 min, et est suivi par une phase d’élongation finale de 2 min à 72 °C. Une fois la PCR terminée, les produits sont refroidis dans de la glace, puis séparés par électrophorèse sur gel d’agarose. L’électrophorèse permet de séparer l’ADN suivant sa taille grâce à un courant électrique, en exploitant ainsi la charge négative naturelle de l’ADN. La cuve à électrophorèse contient un tampon TAE 1 X (Tris base 48,4 g.l-1, Glycérol 1 %, EDTA pH 8 10 mM), et l’ADN est déposé dans un gel d’agarose (1 à 1,5 % d’agarose, TAE 0,5 X). La migration est réalisée 20 à 30 min, puis le gel est placé dans un bain d’eau distillée contenant 0,5 μg/ml de bromure d’éthidium pendant 10 min environ. Le bromure d’éthidium est un agent intercalant des bases de l’ADN, et a la propriété d’être 20 fois plus fluorescent (couleur rouge-orangée) sous lumière UV lorsqu’il est lié à de l’ADN. Cette propriété permet d’analyser et de photographier les gels de PCR. Les amplicons obtenus lors de la réaction PCR peuvent également être utilisés pour les réactions de clonage, tel que décrit ci-dessous.
	2.1.3 Purification des fragments d’ADN obtenus par PCR

	Les produits de PCR sont purifiés par chromatographie d’exclusion sur une colonne contenant de la résine Sephacryl S-400 (Sigma), afin d’éliminer les amorces et les dNTP résiduels qui pourraient inhiber la réaction de clonage. Les colonnes de Sephacryl sont réalisées dans un microtube de 0,5 ml à partir de 500 µl d’une suspention de Sephacryl S-400 (dans de l’eau milli-Q), l’ensemble est centrifugé à 2000 rpm pendant 2 min pour éliminer l’eau et ainsi former la colonne. L’ensemble de la réaction PCR (50 µl) est ensuite déposé sur la colonne de séphacryl, qui est placée sur un microtube collecteur de 2 ml, puis la colonne est centrifugée à nouveau à 2000 rpm pendant 2 min. Le fragment PCR, de haut poids moléculaire, est exclu de la résine et est élué directement, tandis que les produits de faible poids moléculaire (amorces et dNTP) pénètrent dans les pores de la résine et sont donc retenus. Le produit PCR purifié peut ensuite être utilisé pour le clonage pJET®.
	2.1.4 Système de clonage CloneJET

	Le kit CloneJET PCR Cloning Kit (Fermentas) a été utilisé pour toutes les premières étapes de clonage, selon le protocole du fournisseur. Le kit CloneJET est spécialement adapté au clonage des fragments PCR obtenus avec des ADN polymérases à haute fidélité qui génèrent des extrémités franches (« blunt ») (Polymérase Phusion).
	Les inserts à extrémités franches sont clonés dans le plasmide pJET1.2 (Figure 27) grâce à l’action d’une T4 DNA ligase (150 ng produit PCR, 1 µL pJET1.2 blunt Cloning Vector 50 ng/µL, 10 µl tampon de réaction 2X, T4 DNA Ligase, eau ultra pure qsp 20 µl, incubation à température ambiante pendant 30 min ou une nuit pour plus d’efficacité). La T4 DNA ligase permet la formation d’une liaison phosphodiester entre les extrémités 3’-OH et 5’-PO4 des molécules d’ADN. 
	/
	Figure 27 : Schéma du vecteur pJET1.2
	Rep(pMB1), site de réplication du pJET1.2 provenant du pMBI ; bla (AmpR), gène de résistance à l’ampicilline codant pour une β-lactamase ; eco47IR, gène létal permettant une sélection négative des bactéries n’ayant pas intégré de fragment d’intérêt; PlacUV5, promoteur Plac modifié pour l’expression du gène létal eco47IR ; T7 promoter, promoteur T7 de l’ARN polymérase qui permet la transcription de l’insert.
	Le produit de la réaction est utilisé pour transformer des bactéries E. coli s. XL1-Blue thermo-compétentes, qui seront par la suite sélectionnées pour leur résistance à l’ampicilline. La technologie pJET permet une double sélection grâce à un gène létal eco47IR, permettant d’éliminer les colonies bactériennes contenant le plasmide re-circularisé n'ayant pas intégré d’insert, ainsi qu’un gène de résistance à l’ampicilline (apporté par le gène bla codant pour une ß-lactamase). Cela permet la sélection des colonies bactériennes portant un plasmide avec insert. 
	Après sélection sur milieu LB solide des clones positifs, une PCR sur colonies est nécessaire afin de valider ou non la présence de l’insert ainsi que sa taille. Les PCR sur colonies sont réalisées dans les mêmes conditions que les PCR standard, avec un couple d’amorces spécifiques de chaque vecteur utilisé (Tableau 8, page 69). A chaque milieu réactionnel est ajouté une très faible quantité de bactéries prélevées à l’aide d’un cône de micropipette en plastique stérile au niveau des colonies à analyser. La quantité de bactéries ajoutées au mix est un élément limitant de l’amplification PCR si une trop grande quantité de matériel est ajoutée. 
	2.1.4.1 Purification des plasmides recombinants

	La purification des plasmides contenus dans les clones recombinants positifs est réalisée à l’aide d’un kit de purification Nucleospin®Plasmid (Macherey-Nagel). Pour cela, 4,5 ml de milieu LB liquide contenant les antibiotiques appropriés sont inoculés avec une colonie recombinante préalablement vérifiée par PCR sur colonies (liste des amorces utilisées Tableau 8), et mis à incuber une nuit à 37 °C sous agitation. Le lendemain, les bactéries sont récoltées par centrifugation puis les plasmides sont purifiés selon le protocole du fournisseur. 
	Les plasmides purifiés sont digérés par des enzymes de restriction afin de confirmer la présence de l’insert et l’intégrité du plasmide, puis ils pourront être séquencés et/ou utilisés pour les étapes de clonage suivantes.
	2.1.4.2 Vérifications des plasmides recombinant par digestion enzymatique

	Les enzymes de restriction sont des endonucléases qui sont capable de reconnaître et de couper l’ADN au niveau d’une séquence spécifique à chaque enzyme – généralement palindromique – appelée site de restriction. Les enzymes de restriction sont utilisées pour les clonages, mais peuvent également servir à valider la présence d’un insert au niveau d’un plasmide. Les enzymes de restriction FastDigest® (Fermentas) permettent une digestion rapide des plasmides en 10 min à 37 °C à raison de 50 ng de plasmide / μL (1,5 µl FastDigest® Green buffer ; 0,3 µl FastDigest® Restriction enzyme 1 Fast Digest Unit / μL ; qsp 15 µl H2O, 200 ng de plasmide). L’avantage du FastDigest® Green buffer réside dans le fait que le tampon de charge vert est déjà présent dans le milieu de digestion, ce qui permet un dépôt sur gel d’agarose direct, et donc une analyse des résultats plus rapide.
	2.1.4.3 Vérification des plasmides recombinants par séquençage

	Les plasmides recombinants vérifiés par digestion enzymatique sont, à cette étape du clonage, envoyés au séquençage (Genoscreen) selon les recommandations du prestataire. Les gènes que j’ai clonés durant ma thèse étaient suffisamment petits pour qu’un seul couple d’amorces - dessiné de part et d’autre de la région à séquencer - recouvre la totalité du gène inséré (amorces utilisées Tableau 8). Tous les gènes clonés après amplification par PCR ont été séquencés, de manière à s’assurer qu’aucune mutation n’a été introduite lors de l’amplification. L’entreprise Genoscreen utilise le séquençage d’ADN par la méthode de Sanger (Sanger and Nicklen, 1977), modifiée pour l’utilisation de dNTP couplés à des fluorochromes (Smith et al., 1986). Les séquences sont obtenues grâce à une séparation par électrophorèse capillaire sur un appareil 3730xl DNA Analyzer (Applied biosystems).
	Tableau 8 : Liste des amorces utilisées pour le séquençage et les PCR sur colonies.
	2.1.5 Système de clonage Gateway™
	2.1.5.1 Principe


	Figure 28 : Principe de la recombinaison homologue GatewayTM.
	2.1.5.2 Vecteurs d’expression Gateway™
	2.1.6 Liste des amorces
	2.1.6.1 Amorces pour le clonage pJET
	2.1.6.2 Amorces utilisées pour le clonage GatewayTM



	Tableau 10 : Amorces utilisées pour le transfert des ROMT dans le système GatewayTM.
	Les amorces sens sont représentées sur fond blanc, les anti-sens sur fond bleu clair. L’amorce attB2-ROMT2/5/7/10/12/14/14-stop permet d’amplifier un grand nombre de ROMT, grâce à la forte conservation de l’extrémité 3’ des gènes.
	2.1.6.3  Amorces pour les RT-PCR

	Tableau 11 : Amorces utilisées pour les expériences de RT-PCR, certains primers amplifient plusieurs ROMT.
	2.1.6.4 Amorces pour la qRT-PCR

	Tableau 12 : Amorces utilisées pour les expériences de qRT-PCR.
	Les amorces marquées avec un * sont des amorces spécifiques au gène indiqué dans la première colonne. Tout comme pour les RT-PCR, certaines amorces permettent l’amplification de plusieurs gènes.
	2.2 Analyse fonctionnelle
	2.2.1 Matériel microbiologique 
	2.2.1.1 Préparation des agrobactéries compétentes



	La compétence des agrobactéries se traduit par la capacité de celles-ci à intégrer de l’ADN exogène, selon un protocole adapté de (Weigel and Glazebrook, 2006). Ce protocole se réalise sur trois à quatre jours. Dans un premier temps, la souche conservée en stock glycérol à -80 °C est mise en culture solide sur un milieu LB contenant les antibiotiques adéquats (varie selon la souche, cf tableau). Après un à deux jours de culture à 28 °C, une colonie isolée sert à ensemencer 5 ml de milieu LB liquide contenant les mêmes antibiotiques, cette pré-culture est placée une nuit sous agitation à 28 °C. Après incubation, elle servira à ensemencer une culture de 200 ml de milieu LB liquide supplémenté des mêmes antibiotiques. Cette culture est ensuite incubée à 28 °C jusqu’à une DO600nm de 0,3 à 0,4 (ce qui équivaut à environ à 1,2.108 agrobactéries). Arrivée à cette valeur, la culture est transférée dans un flacon de 250 ml préalablement refroidi, puis disposée dans de la glace environ 30 min afin de stopper totalement la croissance des agrobactéries. Une fois la culture refroidie, les agrobactéries sont centrifugées 10 min à 5 000 rpm à 4 °C. Le surnageant éliminé, le culot est remis en suspension dans 20 ml de tampon préalablement refroidit à 4 °C (tampon : 1 mM HEPES, pH 7, stérilisé par filtration). Cette étape est répétée 3 fois afin d’éliminer les traces de milieu LB et d’antibiotiques de la culture. Après le troisième lavage, les agrobactéries sont reprises dans 2 ml de glycérol à 10 %. La préparation est ensuite répartie dans des microtubes préalablement refroidis, par 40 (l, puis les tubes sont congelés dans de l’azote liquide et conservés à -80 °C.
	2.2.1.2 Transformation des agrobactéries par électroporation

	La transformation des agrobactéries est effectuée par électroporation. Pour cela, un maximum de 100 ng d’ADN plasmidique est ajouté à 40 µl d’une solution d’agrobactéries compétentes provenant d’un stock glycérol 10 %. Le mélange est placé dans un eppendorf puis refroidit sur glace environ 10 min jusqu’à refroidissement complet de la solution, ce qui permet à l’ADN plasmidique de s’adsorber sur les membranes des agrobactéries. La solution est ensuite transférée dans une cuve à électroporation préalablement refroidie (cette précaution permet d’éviter au maximum la formation d’un arc électrique lors du processus d’électroporation, qui viendrait détruire les cellules bactériennes). La cuve est ensuite placée dans un électroporateur. L’électroporation se fait à une tension de 2,4 kV, une capacité de 25 µF et une résistance de 200 Ω. L’électroporation provoque des pseudo-pores dans la membrane des agrobactéries par lesquels les plasmides pourront pénétrer. Après transformation, les agrobactéries sont reprises dans 1 ml de milieu LB liquide, placées dans un tube de culture de 20 ml et incubées 4 h sous agitation à 28 °C. Ce délai d’incubation permet aux agrobactéries ayant été transformées d’exprimer le gène de résistance contenu dans le vecteur utilisé pour la transformation, les 4 h d’incubation étant nécessaires en raison du faible temps de génération des agrobactéries. Après incubation, les agrobactéries sont centrifugées 2 min à 4 500 rpm, puis le culot est resuspendu dans 100 µl de milieu LB liquide avant d’être étalé sur un milieu LB solide supplémenté des antibiotiques permettant de sélectionner le vecteur d’intérêt. Les boîtes de culture sont incubées à 28 °Cpendant 1 à 3 jours selon la vitesse de croissance des agrobactéries.
	2.2.2 Transformation de N. benthamiana
	2.2.2.1 Expression transitoire chez N. benthamiana


	L’expression transitoire par agro-infiltration est une méthode de choix pour analyser la fonction d’un ou de plusieurs gène(s), ou étudier les voies de biosynthèse de certains métabolites secondaires. Cette méthode consiste à infiltrer des feuilles de N. benthamiana à l’aide d’agrobactéries, qui transforment les cellules du mésophylle et de l’épiderme foliaire. Les cellules ayant intégrées une ou plusieurs copies du/des ADN-T expriment alors le ou les gène(s) d’intérêt(s), et ses effets sont potentiellement quantifiables.
	Préparation des agrobactéries
	Une colonie isolée d’agrobactéries transformées est mise en culture dans 15 ml de milieu LB, contenant les antibiotiques adéquats, puis incubée une nuit, à 28 °C sous agitation. Le lendemain, la culture est centrifugée 10 min à 5 000 rpm, puis le culot est repris dans 40 ml de tampon d’infiltration (MgCl2 10 µM, acétosyringone 100 µM), avant d’être re-centrifugé 10 min à 5 000 rpm. Le culot est ensuite repris dans un volume final choisi pour obtenir une DO600nm de 0,4 par construction infiltrée. 
	/
	Figure 30 : Infiltration d’une feuille de N. benthamiana
	Infiltration des feuilles
	La solution d’agrobactéries est ensuite infiltrée par la face abaxiale des feuilles de N. benthamiana âgées d’environ 5 semaines, à l’aide d’une seringue sans aiguille (Figure 30). Une petite zone doit préalablement être lésée à l’aide d’une aiguille ou d’un cône fin afin de permettre une diffusion efficace de la solution d’agrobactéries dans la totalité de la surface foliaire. Les feuilles infiltrées sont en général les feuilles les plus jeunes, mais avec une surface suffisamment grande pour avoir assez de matériel végétal à analyser par la suite (environ 20 cm2). Deux à trois feuilles par plant sont infiltrées. Après infiltration, les feuilles sont délicatement séchées à l’aide d’un papier absorbant puis les plants sont disposés dans une mini-serre placée en chambre de culture végétale pendant quatre jours maximum (passé ce délai, la quantité de protéines surexprimées tend à diminuer). Dans le cadre de l’expression des STS et des ROMT, une co-infiltration avec un vecteur permettant l’expression de P19 (suppresseur de silencing du Tomato bushy stunt virus ou TBSV) est nécessaire dans certains cas, afin de limiter au maximum l’effet du silencing.
	Collecte des feuilles
	Après quatre jours d’incubation, les feuilles sont collectées en deux parties : 
	- 300 mg sont utilisés pour réaliser les extractions de métabolites
	- 300 mg sont est utilisés pour mesurer le poids sec de l’échantillon, après incubation à 75 °C pendant une nuit. Le poids sec permettra d’obtenir des valeurs de concentration en métabolites relatives à la masse de matière sèche.
	2.2.2.2 Transformation stable de N. benthamiana

	La transformation de se fait selon une procédure adaptée du protocole de Sparkes (Sparkes et al., 2006). Des feuilles de N. benthamiana infiltrées (protocole 2.2.2.1 page 78) sont utilisées 3 jours post-infiltration. Les feuilles sont préalablement stérilisées 10 min dans une solution de stérilisation (1/2 Hypochlorite 4-6 % ; 1/2 H2O ; Tween 20 0,01 %), avant d’être rincées successivement dans 3 béchers contenant de l’eau ultra pure stérile. Les feuilles sont ensuite découpées en sections de 1 à 2 cm2 puis disposées sur des boîtes de culture contenant du milieu favorisant le développement de feuilles (« shooting media », Tableau 13), supplémenté des antibiotiques adéquats pour la sélection de l’ADN-T contenant le transgène. Les boîtes de cultures sont incubées dans une chambre rotative. Après 1 mois de culture avec un repiquage hebdomadaire, les sections de feuilles présentent normalement plusieurs cals sur lesquels se développent de jeunes feuilles. Une fois que les feuilles ont atteint une taille d’environ 1 cm, celles-ci sont détachées délicatement puis transférée sur un milieu de culture favorisant la formation de racines (« rooting media » ; Tableau 13), supplémenté avec les antibiotiques adéquats. Après deux semaines de culture, les racines apparaissent au niveau des plantules transgéniques, et une fois arrivés à une taille suffisante (5 à 10 cm), les jeunes plants sont acclimatés en terre. Pour cela, les plantules sont délicatement extraites des tubes de culture et un maximum de gélose est retiré au niveau des racines, afin de pouvoir rempoter les plantules facilement en terre. Les plantules sont ensuite placées en terre sous mini serre mi-close pendant 2 jours, puis la mini-serre est peu à peu ouverte les jours suivants avant d’être retirée complètement. Les plantes sont cultivées jusqu’à floraison et formation des fruits, puis séchées par déshydratation du terreau afin de pouvoir récolter les graines des capsules.
	Tableau 13 : Milieux de culture utilisés pour la transformation stable de N. benthamiana.
	2.2.2.3  Obtention de racines transgéniques ou « hairy roots »

	J’ai mis au point ce protocole en m’inspirant de plusieurs protocoles de transformation de racines de vigne et d’arachide (Cutanda-Perez et al., 2009 ; Medina-Bolivar et al., 2007; Cutanda-Perez et al., 2009; Torregrosa and Bouquet, 1997).
	Préparation des agrobactéries
	Une colonie isolée d’agrobactéries ARqua1 transformées est mise en culture dans 15 ml de milieu LB, contenant les antibiotiques adéquats, puis incubée une nuit à 28 °C sous agitation. Le lendemain, la culture est centrifugée 10 min à 5000 rpm, puis le culot est repris dans 40 ml de tampon (milieu MS avec vitamines 2,15 g/l, acétosyringone 50 µM), avant d’être re-centrifugé 10 min à 5 000 rpm. Le culot est ensuite repris dans un volume final choisi pour obtenir une DO600nm finale de 1,3. 
	Inoculation des agrobactéries au niveau des tiges
	La régénération de racines est réalisée à partir de tiges de N. benthamiana âgés d’environ 5 semaines. Les tiges sont coupées en sections d’environ 4 cm de longueur, chaque section est composée de deux entre-nœuds comprenant un nœud avec une feuille et son bourgeon axillaire. La feuille est retirée en prenant soin de ne pas endommager le bourgeon axillaire. Les sections sont préalablement stérilisées 10 min dans une solution de stérilisation (1/2 Hypochlorite 4-6 % ; 1/2 H2O ; Tween 20 0,01 %), avant d’être rincées successivement dans 3 béchers contenant de l’eau ultra pure stérile. Après stérilisation, les extrémités des sections blanchies par la solution d’hypochlorite doivent être retirées. L’extrémité supérieure de la tige est ensuite abîmée et légèrement écrasée sur 1 cm maximum, à l’aide d’une pince crantée. L’extrémité endommagée est ensuite immergée brièvement dans la solution d’agrobactéries, en prenant soin à ne pas contaminer les autres parties de la section. Les sections de tiges sont ensuite placée dans des tubes de culture in vitro contenant du milieu MS (milieu MD 2,15 g/l ; PhytoAgar 0,8 % w/v; saccharose 3 % w/v; pH 5,2; 1 ml de PPMTM). Les racines transgéniques apparaissent au bout de deux semaines, et sont détachées des tiges au bout d’un mois environ, afin d’être transférées sur un milieu solide sélectif (boîtes de Petri). Les racines colonisent les boîtes de Petri en 1 à 2 mois environ, leur vitesse de croissance étant relativement lente.
	2.2.3 Transformation stable de A. thaliana 
	2.2.3.1 Technique du « floral dip »


	Préparation des plants
	Les plants d’A. thaliana utilisés pour les transformations stables sont âgés d’environ cinq semaines, leurs premières inflorescences sont coupées dès leur apparition, vers environ quatre semaines, afin de stimuler la croissance des bourgeons floraux axillaires, ce qui permettra au final d’obtenir deux voire trois hampes florales par plant. Les plants d’A. thaliana sont également plantés par trois dans un même pot afin d’augmenter le nombre d’inflorescences.
	Préparation des agrobactéries
	Après l’obtention d’agrobactéries transformées (protocole 8.2.3), une colonie isolée est mise en pré-culture dans 5 ml de milieu LB contenant les antibiotiques adéquats. La pré-culture est incubée une nuit à 28 °C sous agitation (250 rpm), puis est utilisée pour ensemencer 200 ml de milieu LB complémenté des antibiotiques adéquats, lui même incubé une nuit à 28 °C sous agitation (250 rpm). Le lendemain, les agrobactéries sont centrifugées dans des tubes de 250 ml, 20 min à 4500 rpm, puis les culots sont repris dans un solution de saccharose 5 % supplémentée de Silwet L-77 0,05 %. Le Silwet L-77 est un agent mouillant qui permettra à la suspension d’agrobactéries de mieux pénétrer dans les inflorescences d’A. thaliana favorisant ainsi le contact entre les agrobactéries et les cellules végétales.
	Inoculation des agrobactéries et suivi
	Les inflorescences préalablement débarrassées de leurs siliques et de leurs fleurs ouvertes sont trempées dans la solution d’agrobactéries pendant environ 5 à 10 secondes sous légère agitation manuelle. Après avoir égoutté les inflorescences sur une feuille de papier absorbant, les plants sont placés en chambre de culture, dans une mini-serre mi-close afin de maintenir un taux d’humidité élevé favorisant la mobilité des agrobactéries et donc le processus d’infection. Le lendemain, la mini-serre est ouverte petit à petit puis les plants sont transférés dans des bacs. C’est une transformation au niveau des cellules-mère des grains de pollen ou des cellules-mère des ovules qui permettra in fine l’obtention de graines transgéniques.
	Récolte et stockage des graines
	Environ trois à quatre semaines après transformation, l’arrosage est interrompu et les plantes sont mises à sécher. Les hampes florales sont disposées préalablement dans des sachets plastiques avant dessiccation totale de la plante. Les graines sont récoltées à l’aide de tamis successifs. Le tamisage permet de séparer le matériel végétal indésirable (siliques, tiges, feuilles, résidus floraux …) des graines, qui seront ensuite conservées à l’obscurité et à température ambiante dans un microtube.
	2.2.3.2 Stérilisation des graines et sélection in vitro

	Les graines sont incubées avec 1 ml d’une solution de stérilisation (9 volumes d’éthanol 95 %, 1 goutte de tween 20, 1 volume de solution d’eau de Javel : 1 pastille de Javel dans 40 ml d’eau ultra pure), pendant 6 minutes sous agitation permanente. Après stérilisation, les graines sont lavées 2 fois avec 1 ml d’EtOH 95 % afin d’éliminer l’eau de Javel. Après le 2ème lavage, les graines sont débarrassées de l’éthanol puis re-suspendues dans de l’eau ultra pure stérile avant d’être disposées en quadrillage sur des boîtes de Petri contenant du milieu MS supplémenté de l’antibiotique adéquat. Les cultures sont disposées dans l’incubateur rotatif le temps de la germination et de l’apparition des transformants, 2 à 3 semaine après semis. Les plantules ne possédant pas dans leur génome au moins une copie d’ADN-T provenant des vecteurs utilisés pour la transformation jaunissent au bout de 2 à 3 semaines. Les transformants, au contraire, se développent normalement (si absence de phénotype particulier issu de la transformation, ou insertion de l’ADN-T dans un gène essentiel à la survie de la plante).
	2.2.3.3 Suivi des transformants

	Une fois les plantules suffisamment grandes, celles-ci sont replantées en terre puis disposées en chambre de culture végétale (phytotron). Les graines de la génération T0 sont récoltées puis re-sélectionnées pour leur résistance à l’antibiotique sélectif. Si la première sélection a été efficace, on observe normalement au niveau de la génération F1 une ségrégation mendélienne de type 1/4 homozygotes résistants, 1/4 homozygotes sensibles, et 1/2 hétérozygotes résistants, dans le cas où un seul événement d’insertion de l’ADN-T dans le génome a eu lieu. Dix plantes résistantes sont sélectionnées puis montées à graine. Les dix génotypes sont ensuite re-testés in vitro pour la résistance à l’antibiotique sélectif. Seuls les génotypes montrant une ségrégation de type 100 % résistants à la génération suivante sont homozygotes pour le transgène ; ces plantules forment la « lignée pure », et pourront ainsi être utilisées pour les différentes expérimentations. 
	2.3 ARN : qPCR et RT-PCR
	2.3.1 RT-PCR semi-quantitative
	2.3.1.1 Extraction des ARN



	L’extraction des ARN de plantes herbacées (N. benthamiana, A. thaliana) est réalisée avec le Kit Qiagen RNeasy Plant MiniKit, selon le protocole du fournisseur (comprenant la digestion de l’ADN avec la DNAse Qiagen). Les échantillons sont préalablement broyés dans l’azote liquide en une poudre fine.
	Pour l’extraction d’ARN de vigne, ce protocole est légèrement modifié puisque la vigne est très riche en composés phénoliques qui interfèrent avec la purification de l’ARN. Les échantillons de vigne préalablement broyés sont repris dans 600 µl de tampon de lyse (Tampon RLT Qiagen, 1% mercaptoéthanol, 2,5% PVP), puis vortexés jusqu’à homogénéisation complète de l’échantillon. Après homogénéisation, la solution est additionnée de 60 µl de Sarkosyl 20 % (détergent), puis placée dans un bain–marie à 70 °C pendant 10 min. Les échantillons sont vortexés toutes les minutes durant l’incubation. Le reste du protocole se déroule à l’identique du protocole du fournisseur.
	2.3.1.2 RT-PCR 

	Le kit Promega « Reverse Trasncription System » a été utilisé pour les RT-PCR. La quantité d’ARN de chaque lot utilisée pour la réaction de rétro-transcription est normalisée à 1 μg afin d’obtenir les mêmes quantités d’ADNc finales. La RT-PCR semi-quantitative est réalisée selon les modalités détaillées dans le Tableau 14 ci-dessous.
	Tableau 14 : Conditions utilisées pour les RT-PCR semi quantitative
	2.3.2 PCR quantitative
	2.3.2.1 Préparation du matériel végétal


	Les expériences de PCR quantitatives ont été réalisées sur des feuilles de V. vinifera var. PN40024 infectées ou non par le mildiou. Pour cela, les feuilles 5 et 6 en partant de l’extrémité d’un rameau feuillu de vigne sont prélevées. Si les feuilles sont trop jeune, P. viticola ne s’y développera pas, et si les feuilles sont trop âgées, elles sont résistantes (résistance ontogénétique, liée à l’âge). Les feuilles sont ensuite immergées soit dans une solution d’eau ultra pure (témoin), soit dans une suspension de sporanges de P. viticola cv. Resdur à raison d’environ 104 sporanges / ml. Après une heure d’immersion, les feuilles sont placées dans des boîtes de Petri larges dans lesquelles est disposé un papier filtre humidifié avec de l’eau (Figure 31). Les feuilles sont ensuite prélevées directement (T = 0 h), à 12 h, 24 h, 48 h et 72 h post-traitement, puis congelées dans de l’azote liquide et stockées à -80 °C. L’ARN des feuilles est ensuite extrait puis convertit en ADNc.
	Les sporanges de P. viticola sont multipliés sur V. vinifera cv. Muscat Ottonel, une variété de vigne très sensible au mildiou. Cette expérience a été réalisée grâce à la collaboration avec l’équipe GAV (Génétique et amélioration de la vigne) de l’INRA de Colmar, qui possède l’expertise et les équipements nécessaires aux expériences d’inoculation de champignons phytopathogènes de la vigne, utilisées par exemple pour les phénotypages de populations de vigne.
	/
	Figure 31 : Feuille de Vitis vinifera var. PN40024 non inoculée
	2.3.2.2 PCR quantitative en temps réel

	La PCR en temps réel repose sur la détection de la fluorescence émise par un fluorophore lié à l’ADN, au cours de chaque cycle d’amplification. Le fluorophore utilisé est le SybrGreen, capable de se lier à l’ADN et d’émettre une fluorescence uniquement lorsqu’il est intégré dans l’ADN double brin de façon aspécifique. Au cours de la phase exponentielle de la PCR, la fluorescence sera directement proportionnelle à la quantité d’amplicons formés, mais aussi à la quantité de matrice initiale. Le système optique couplé au thermocycleur iCycler System (Biorad) permet de détecter à chaque cycle d’amplification la fluorescence du SybrGreen. Les données de fluorescence sont transmises au logiciel MyIQ (Biorad) qui détermine un cycle « seuil », Ct (Threshold Cycle), pour lequel le signal fluorescent émis est supérieur au bruit de fond. Le Ct sera donc d’autant plus faible que la quantité de matrice cible initiale sera élevée.
	Dans chaque puit ont été déposés 5 μL d’ADNc dilués (équivalent à 10 ng d’ARN totaux), 12,5 µl de SybrGreen Supermix (Biorad) et 200 nM de chaque amorce, pour un volume final de 25 µl. Chaque réaction a été réalisée en triplicat. Pour chaque plaque, un témoin sans matrice ainsi qu’une gamme étalon de la matrice cible ont été déposés. Pour établir la gamme étalon de chaque fragment cible, celui-ci a été amplifié par PCR puis dosé par spectrophotométrie (Nanodrop). Le nombre de chaque nucléotide a permis d’établir la masse molaire de l’amplicon ainsi que la concentration de l’amplicon en nombre de copies / μL. La gamme étalon a enfin été ajustée par dilution en cascade au 1/10ème pour déposer de 108 à 102 copies. La pente de la droite établie grâce à la gamme étalon a permis de vérifier l’efficacité de la PCR : Efficacité (E) = 10-1/pente Celle-ci doit être comprise entre 80 et 100%. De plus, le coefficient de corrélation de cette droite doit être supérieur à 0,990. La liste des amorces utilisées est indiquée dans l’annexe 2.
	Le programme du thermocycleur est le suivant : dénaturation initiale : 95 °C pendant 30 s ; 40 cycles composés chacun d’une dénaturation à 94 °C pendant 15 s, d’une hybridation à 60 °C pendant 15 s et d’une élongation à 72 °C pendant 15 s ; l’acquisition de la fluorescence est réalisée à 77 °C pendant 10 s ; une courbe de fusion est réalisée de 55 °C à 95 °C, avec un pas de 0,5 °C toutes les 10 s. Cette courbe de fusion permet de déterminer le Tm de l’amplicon, de vérifier l’absence d’amplification non spécifique et lors des premiers essais, de fixer la température d’acquisition afin d’éviter de prendre en compte la fluorescence émise par d’éventuels dimères formés par les amorces. Les températures d’acquisition étaient de 77 °C pour chaque gène.
	Les résultats de PCR en temps réel ont été analysés selon la méthode décrite par Pfaffl et al. (2001), selon la formule indiquée ci-dessous. L’expression de chaque gène d’intérêt (GOI) a été normalisée par rapport au gène codant pour le facteur d’élongation 1 de vigne (VvEF1). Le taux d’expression relatif de chaque gène d’intérêt (gene of interest, GOI) a été calculé entre les conditions inoculées et les plantes au temps 0 de l’expérience. Le calcul tient compte de l’efficacité (E) de PCR qui peut varier d’un gène à l’autre.
	/
	Où E : Efficacité de la PCR ; ΔCt : Différence entre le cycle seuil pour la condition témoin (ex : eau) et le cycle seuil pour l’autre condition (ex : inoculé).
	2.4 Protéines : purification de protéines et tests enzymatiques
	2.4.1 Matériel microbiologique et vecteurs utilisés


	Pour l’expression de protéines, j’ai utilisé les vecteurs d’expression Gateway™ : pHNGWA et pHGWA. Le vecteur pHNGWA permet d’obtenir après insertion du gène d’intérêt, une protéine de fusion avec la protéine NusA, ainsi que 6 histidines consécutives (His-tag) à son extrémité N-terminale. Ce vecteur a été utilisé avec succès au laboratoire pour l’expression d’une grande variété de protéines recombinantes, la protéine NusA permettant généralement d’obtenir une bonne solubilité des protéines recombinantes.
	Les vecteurs sont utilisés pour transformer des bactéries E. coli compétentes de souche BL21 DE3 (Startagene). Cette souche d’E. coli est compatible avec les vecteurs dont la cassette d’expression est sous contrôle d’un promoteur T7 (comme c’est le cas pour les vecteurs pHNGWA et pHGWA), et permet une expression efficace des protéines recombinantes. Cette souche est cultivée en milieu LB (Luria Bertani ; bacto Tryptone 10 g.l-1 ; NaCl 5 g.l-1 ; extrait de levure 15 g.l-1 ; pH 7,5, ajout de Pastagar B 1,5 % pour les milieux solides), supplémenté de glycérol 0,5 % et d’ampicilline (100 μg.ml-1 ).
	2.4.2 Purification des protéines
	2.4.2.1 Production de protéines recombinantes


	Une colonie isolée d’E. coli BL21 DE3 transformée est mise en pré-culture de 2 ml dans un milieu LB sélectif à 37 °C une nuit. Le lendemain, cette culture sert à ensemencer 25 ml de milieu LB supplémenté des antibiotiques adéquats, et remis en culture à 37 °C jusqu’à l’obtention d’une DO600nm comprise entre 0,4 et 0,6. A cette valeur, les bactéries entrent en phase exponentielle de croissance et son prêtes à être induites. La synthèse de protéines recombinantes est induite par 0,1 mM d’IPTG (Isopropyl-1-thio-β-D-galactopyranoside), après quoi la culture est placée à 20 °C sous agitation, une nuit. La culture sera récoltée le lendemain afin d’être utilisée pour une purification ou des tests enzymatiques.
	2.4.2.2 Vérification de l’expression par électrophorèse en gel de polyacrylamide en conditions dénaturantes (SDS-PAGE)

	Il est toujours important de vérifier la solubilité d’une protéine recombinante, condition préalable à la purification ou aux tests d’activité enzymatique. Un gel SDS-PAGE est composé deux couches, la première couche (gel de concentration) permet de concentrer les protéines pour pouvoir ensuite les séparer selon leur taille au niveau du gel de séparation (composition du gel SDS-PAGE Tableau 15 ci-dessous). L’ajout de TEMED et de persulfate d’ammonium permet l’initiation de la polymérisation de l’acrylamide. La résolution du gel peut varier selon la concentration d’acrylamide ajouté et selon la taille des protéines que l’on souhaite séparer. Après dépôt des échantillons, la migration s’effectue dans un tampon de migration (Tris 25 mM pH 8,3 ; Glycine 192 mM ; SDS 0,1 %) grâce à un gradient électrique pendant 15 min à 130 V (vitesse assez lente pour concentrer les protéines dans le gel de concentration), puis environ 45 min à 180 V pour accélérer la migration. Quand la migration est terminée, le gel est délicatement déposé dans une solution de bleu de Coomassie qui permet de colorer les protéines (1,25 g Coomassie Brilliant Blue dans 500 ml d’eau / éthanol / acide acétique (227:227:46, v/v/v)) pendant environ une heure, puis le gel est transféré dans une solution de décoloration (acide acétique 7,5 %, éthanol 20 %) pendant une à deux heures jusqu’à ce que les parties du gel dépourvues de protéines deviennes incolores. Le gel est ensuite lavé avec de l’eau distillée et conservé dans de l’eau ultra pure à 4 °C.
	Tableau 15 : Composition du gel SDS-PAGE.
	2.4.2.3 Préparation des échantillons pour la SDS-PAGE

	Pour la préparation des échantillons à déposer sur le gel, une aliquote de 1,5 ml de la culture principale de 25 ml est prélevée, puis centrifugée 1 min à 11 000 rpm. Le culot est repris dans 500 µl d’eau ultra pure, puis soniqué : les cellules bactériennes sont cassées par ultrasons (intensité : 2,5 sur un sonicateur Branson 450 Sonifier ; durée d'une pulsation : 0,3 s ; 3 cycles de 20 pulsations). Après sonication, une aliquote de 100 µl est prélevée et servira d’indicateur « d’extrait de protéines brutes » de la culture induite ; tandis que le reste de l’échantillon et centrifugé 2 min à 5000 rpm. Après centrifugation, 100 µl du surnageant obtenu servira d’indicateur « d’extrait de protéines solubles ». Les deux extraits de 100 µl sont supplémentés de 25 µl de tampon de charge (Tris HCl pH 6,8 240 mM ; glycérol 40 % ; SDS 8 % ; ß-mercaptoéthanol 10 % ; bleu de bromophénol 0,01 %) puis les protéines sont dénaturées 10 minutes à 96 °C. Les échantillons ainsi obtenus pourront être déposés sur gel.
	2.4.2.4 Système de purification

	Si l’expression protéique est concluante, c’est-à-dire si les protéines recombinantes sont présentes dans la fraction soluble de la culture bactérienne induite, les 24 ml de milieu de culture restants sont utilisés pour la purification des protéines par chromatographie d’affinité pour les ions métalliques. La culture est transférée dans des tubes Falcon® de 50 ml, puis centrifugée 10 min à 6 000 rpm à 4 °C, le culot est repris dans 5 ml de tampon de purification (tampon phosphate pH 7,5 : Na2HPO4.2H2O 10 mM et KH2PO4 1,76 mM ; MgCl2 5 mM ; Glycérol 10 % ; β-mercaptoéthanol 1,4 mM ; NaCl 137 mM ; KCl 2,7 mM,) avant d’être soniqué (intensité : 5 sur un sonicateur Branson 450 Sonifier ; durée d'une pulsation : 0,5 s ; 3 cycles de 20 pulsations) puis à nouveau centrifugé 5 min à 13000 rpm. Le surnageant obtenu est utilisé pour charger les colonnes de purification Protino® Ni-TED (Macherey-Nagel) ou Ni-NTA (Qiagen), préalablement équilibrées avec 2 X 5 ml de tampon de purification. L’élution sur la colonne se fait goutte à goutte par gravité. Le surnageant est passé deux fois sur la colonne, puis la colonne subit une série de quatre lavages consécutifs avec 5 ml de tampon de purification, afin d’éliminer toutes les protéines non fixées à la colonne. Après lavage, la protéine de fusion His6-NusA-ROMT est clivée à l’aide d’une solution de thrombine (20 U, incubation 3 h à température ambiante), puis l’éluat est obtenu après centrifugation de la colonne (2 min à 3 000 rpm). Les protéines résiduelles non clivées sont récupérées grâce à une élution supplémentaire par compétition à l’imidazole à 200 mM. Une analyse par SDS-PAGE est également réalisée avec des prélèvements représentant les différentes étapes de la purification, afin de vérifier si la purification a fonctionné.
	2.4.3 Tests enzymatiques
	2.4.3.1 Tests enzymatiques sur surnageants de cultures


	Les tests enzymatiques des OMT sont réalisés à partir de protéines purifiées ou de surnageants de culture induite et lysée (extraits identiques à ceux utilisés pour les étapes de purification). Après sonication et clarification comme décrit plus haut, le surnageant pourra être directement utilisé pour réaliser les tests enzymatiques (voir conditions Tableau 16), si toutefois une vérification par gel SDS-PAGE a été réalisé pour vérifier que la protéine est bien présente dans la fraction soluble et en quantité suffisante. 
	Tableau 16 : Tampon utilisé pour les tests enzymatiques.
	Pour les expériences de tests enzymatiques à partir d’un mélange de substrats, les substrats sont ajusté à 10 mM chacun dans la solution mère, le mélange est ensuite dilué selon la concentration finale voulue (de 10 à 50 μM).
	2.5 Métabolomique
	2.5.1 Extraction des métabolites
	2.5.1.1 A partir de matériel végétal



	Les extractions sont réalisées à 60 °C au méthanol pur, à partir de 300 mg de poids frais de matériel végétal préalablement découpé en petits morceaux d’environ 5 mm2. Le volume de méthanol est ajusté pour obtenir une concentration égale en matière sèche pour chaque échantillon.
	  Après incubation, le mélange est centrifugé 30 min à 11 000 rpm puis le surnageant est récolté avant d’être placé une nuit à -20 °C (cette phase de repos permet aux débris cellulaires restants de sédimenter). Le lendemain, ce mélange est re-centrifugé 30 min à 11 000 rpm, puis le surnageant clair est placé dans des tubes en verre adaptés aux injecteurs automatiques (vials contenant des inserts).
	2.5.1.2 A partir d’extrait d’Escherichia coli

	Suite aux tests enzymatiques, les surnageants de culture sont extraits avec 200 µl d’acétate d’éthyle. Le mélange est vortexé puis centrifugé 10 min à 4 °C à 13 000 rpm, puis la phase d’acétate d’éthyle (phase supérieure) est délicatement prélevée et transvasée dans un nouveau microtube. 
	Pour l’analyse en chromatographie en couche mince (CCM), l’extrait est concentré par évaporation à l’azote gazeux jusqu’à l’obtention d’un plus petit volume (20 à 50 µl). La solution obtenue est déposée goutte à goutte sur la plaque de silice, qui est ensuite séchée à l’air libre environ 2 min. La plaque de silice est ensuite disposée dans une cuve en verre contenant un mélange de 43 ml de solvants (40 ml de dichlorométhane et 3 ml d’acétone). La migration se fait par capillarité et est stoppée à mi-hauteur de la plaque (soit environ 30 à 45 minutes de migration). Une fois la migration arrivée à mi-hauteur, la plaque est sortie de la cuve puis séchée 5 min à température ambiante. La plupart des expériences de CCM ont été réalisées avec des stilbènes, qui ont la particularité d'être fluorescents sous rayons UV, ainsi les résultats sont directement observables sous lumière ultraviolette.
	Pour l’analyse par HPLC-MS, les échantillons sont placés dans des des tubes en verre adaptés aux injecteurs automatiques (vials contenant des inserts), puis stockés à -20°C avant analyse.
	2.5.2 Système d’analyse des métabolites

	Durant ma thèse, les analyses de mes échantillons ont été réalisées sur plusieurs HPLC différentes, dont l’UPLC-MS (Waters) de la plateforme métabolomique de l’IBMP de Strasbourg (Institut de Biologie Moléculaire des Plantes), une HPLC Agilent ainsi qu’une UHPLC couplée à un spectromètre de masse Exactive (Thermo) disponibles à l’INRA de Colmar.
	Pour plus de simplicité, je vais décrire l’utilisation de l’UHPLC ainsi que du spectromètre de masse Exactive sur lesquels j’ai majoritairement travaillé et qui ont été récemment acquis par le laboratoire.
	2.5.2.1 Chromatographie en phase liquide

	L’essentiel des analyses a été réalisé sur un système de chromatographie liquide à ultra-haute performance (UHPLC) Dionex Ultimate 3000, équipé d’une colonne Nucleodur C18 HTec (Macherey-Nagel, 50 x 2 mm diamètre interne, particules de 1,8 µm de diamètre) maintenue à 20 °C (Figure 32). Les solvants utilisés sont les suivants : eau / acide formique (0,1 %, v/v ; éluant A) et acétonitrile / acide formique (0,1 %, v/v; éluant B) ; le débit est maintenu à 0,4 ml / min. Le programme de séparation utilisé est le suivant : isocratique pendant 1 min avec 15 % d’éluant B, puis montée de 15 % à 95 % d’éluant B en 5 min, et enfin isocratique avec 95% d’éluant B pendant 1 min. Le volume d’échantillon injecté est de 2 µl.
	/
	Figure 32: Chaîne de chromatographie liquide UHPLC Dionex Ultimate 3000 (à droite sur la photo) couplée au spectromètre de masse Thermo Exactive (à gauche sur la photo).
	2.5.2.2 Spectrométrie de masse

	Le spectromètre de masse Exactive (Thermo Fischer) possède un analyseur de masse OrbitrapTM permettant une analyse qualitative et quantitative des tous les métabolites présents dans un échantillon complexe (méthode « full scan »), de masses comprises entre 50 et 6 000 m/z, avec une excellente sensibilité, et une très haute résolution. La figure ci-dessous schématise les différentes parties qui composent le spectromètre de masse. Les métabolites provenant de l’UHPLC ou injectés directement dans le spectromètre de masse par infusion, sont ionisés par une source d’ionisation électrospray (ESI : electrospray ionisation source). Le flux d’ions est dirigé par deux gaz d’azote : le flux de gaz enrobant la source d’ionisation, et le gaz auxiliaire qui permet de focaliser le spray au niveau du point d’entrée du spectromètre de masse. Les ions peuvent ensuite être sélectionnés selon les rapports m/z au niveau de l’octapole et du flatapole (Transfer Multipole), ce qui permet de cibler une gamme particulière de masses. La cellule C-Trap permet de rediriger le flux d’ions soit vers la cellule HCD qui permet de fragmenter les ions (utilisation pour la détermination de structure), soit vers la cellule OrbitrapTM. La cellule OrbitrapTM est une électrode creuse à l’intérieure de laquelle est placée une électrode en fuseau, cette cellule permet de piéger les ions par une force électrostatique. Les ions qui pénètrent dans la cellule OrbitrapTM entament un mouvement oscillato-rotatoire autour de l’électrode. Ce mouvement est détecté et analysée par la cellule OrbitrapTM et permet une mesure de m/z très précise (de 1 à 2 ppm) et une excellente résolution (env. 100 000). 
	/
	Figure 33 : Composition du spectromètre de masse Exactive Plus Orbitrap (Thermo Fischer)
	Ce spectromètre permet également de réaliser des cycles avec différentes polarités (changement de polarité réalisé en moins d’une seconde), ce qui permet par exemple de quantifier au cours d’une même analyse le resvératrol (mode négatif) et le ptérostilbène (mode positif).
	Chapitre I : Analyse fonctionnelle et évolutive de la famille des stilbène synthases de la vigne
	Chapitre i : Analyse fonctionnelle et évolutive de la famille des stilbène synthases de la vigne
	1 Introduction
	Les dizaines de milliers de métabolites secondaires connus chez les végétaux participent à la richesse biochimique spécifique à chaque famille ou à chaque espèce végétale. Cette richesse est apparue au cours de l’évolution à partir de quelques voies de biosynthèse ubiquitaires qui se sont diversifiées grâce à des duplications géniques suivies d’événements de néo-fonctionnalisation (Pichersky and Gang, 2000). Les stilbènes appartiennent à une famille de métabolites secondaires particulièrement intéressants puisqu’ils illustrent parfaitement cette spécificité biochimique, dans la mesure où les stilbènes sont synthétisés uniquement chez une douzaine de familles de plantes. Parmi elles, on distingue par exemple des gymnospermes comme le pin (Pinus, Pinacées) ou l’épicéa (Picea, Pinacées), des angiospermes monocotylédones comme le sorgho (Sorghum bicolor, Poacées) et dicotylédones telles que la vigne (Vitis vinifera, Vitacées), la renouée du Japon (Fallopia japonica, Polygonacées) ou encore l’arachide (Arachis hypogea, Fabacées). La capacité à synthétiser des stilbènes semble être une caractéristique qui est apparue ponctuellement à plusieurs reprises au cours de l’évolution, et cela de façon hétérogène au sein des différentes familles végétales. La synthèse des stilbènes est rendue possible grâce à la présence d’une enzyme clé déterminante, à la base de la voie de biosynthèse des stilbène : la stilbène synthase (STS). 
	L’analyse phylogénétique des gènes STS chez le pin, la vigne et l’arachide a montré que les stilbène synthases ont évolué à partir des chalcone synthases, et cela à plusieurs reprises au cours de l’évolution (Tropf et al., 1994; Austin et al., 2004). La chalcone synthase est une enzyme ubiquitaire présente chez tous les végétaux qui est à l’origine de la biosynthèse des flavonoïdes, des molécules indispensables à la survie de la plante (Figure 34). Parmi les fonctions des flavonoïdes, la synthèse de pigments au niveau des fleurs et des fruits, l’attraction des insectes pollinisateurs pour la dispersion du pollen ou encore une fonction de protection contre les organismes phytopathogènes et les rayonnements UV (Schijlen et al., 2004).
	/
	Figure 34 : Voie de biosynthèse des flavonoïdes et des stilbènes.
	 Les photos illustrent les rôles majeurs assurés par les deux familles de molécules (source des photos : wikipedia.fr ; Anne Poutaraud).
	Les CHS et les STS appartiennent à la famille des polycétides synthases de type III, et permettent la condensation d’unités malonyl-CoA au niveau d’esters d’acides hydroxycinnamiques (typiquement le p-coumaroyl-CoA) par un mécanisme de cyclisation bien spécifique. Les deux enzymes utilisent le même substrat et synthétisent le même tétracétide intermédiaire. La différence entre ces deux enzymes réside au niveau de la cyclisation du tétracétide intermédiaire : la CHS assure une condensation de type Claisen formant la chalcone, et la STS catalyse une condensation de type Aldol responsable de la synthèse d’un stilbène. Cette spécificité de cyclisation provient d’un changement subtil au niveau de l’environnement électronique du site actif, qui a permis le passage d’une activité de type CHS à une activité de type STS (Austin et al., 2004).
	2 Organisation des familles de gènes STS
	L’organisation des stilbène synthases au sein des différents génomes des plantes productrices de stilbènes est très contrastée. Le tableau ci-dessous récapitule l’état des connaissances sur les familles de gènes STS au sein du règne végétal.
	La plupart des espèces productrices de stilbènes possèdent une à deux copies de gènes STS, c’est par exemple le cas du sorgho et de la renouée du Japon, qui possèdent une seule copie du gène STS ; ou encore l’arachide et P. nodum qui possèdent 2 gènes STS. Cependant, le nombre de copies de gènes STS est susceptible d’évoluer dans la mesure où, mis à part le sorgho, les génomes de ces différentes plantes ne sont pas encore séquencés. Les données concernant le nombre de copies de gènes ont été obtenues par des expériences de clonage basées sur l’homologie de séquence existant entre les gènes STS et les CHS correspondantes, les CHS étant largement plus connues, étudiées et répertoriées. Seul P. sylvestris possède une petite famille de 5 gènes STS, mais cette famille paraît assez restreinte en comparaison de la famille de 43 gènes STS putatifs qui a été identifiée lors de l’analyse de la première version (8x) de la séquence du génome de la vigne (Jaillon et al., 2007).
	Le début de ma thèse a coïncidé avec la mise à disposition d’une seconde version de la séquence du génome de la vigne (12x). La meilleure qualité de cette séquence rendait alors possible l’analyse fine de la famille des gènes STS, ce qui nous a incité à aborder l’étude de cette famille aux caractéristiques peu communes. L’analyse de la version 12x de la séquence du génome de V. vinifera var. PN40024 a permis de confirmer l’étendue de la famille STS. Parmi 48 locus STS putatifs identifiés, 32 gènes sont complets, 5 gènes sont partiels et 11 sont probablement des pseudogènes. Ces gènes sont disposés en tandem sous la forme de deux clusters, l’un sur le chromosome 10 (6 STS réparties sur 91 kb) et l’autre sur le chromosome 16 (42 STS réparties sur 473 kb).
	Tableau 17 : Récapitulatif des gènes STS présents chez différentes espèces végétales.
	STS : stilbène synthase ; STCS : stilbènes-carboxylate synthase). Les STS retrouvées chez les conifères ainsi que chez P. nodum sont des pinosylvine synthases ou des dihydropoinosylvine synthases.
	La taille de la famille STS chez la vigne est, à ce jour, unique chez les végétaux. La question de la signification biologique d’une telle amplification s’est donc posée, et l’étude fonctionnelle et évolutive de cette famille de gènes a constitué la première partie de ma thèse. Cette partie a fait l’objet d’une étude dont les résultats sont présentés dans l’article suivant. 
	Cette étude est le fruit d’une collaboration entre quatre équipes de recherche. L’équipe de Sébastien Aubourg (URGV, Evry) a réalisé l’étude de génomique structurale, pour l’identification et l’annotation des gènes STS et CHS au sein du génome du PN40024 ; notre équipe a réalisé l’étude de génomique fonctionnelle (qui constitue le centre de mon travail) et a coordonné l’ensemble de ce projet ; l’équipe de Gabriel Marais et Raquel Tavares (Laboratoire de Biométrie et Biologie Évolutive, Université Lyon I) a pris en charge l’approche de génomique évolutive et Stéphane Réty (Laboratoire de Cristallographie et RMN Biologiques, Université Paris Descartes) a réalisé le modèle structural d’une STS de vigne.
	3 A propos de l’amplification exceptionnelle de la famille des STS de vigne
	3.1 La duplication génique

	Le métabolisme végétal est riche de plus d’une centaine de milliers de métabolites de faible poids moléculaire dont une petite partie appartient au métabolisme primaire (métabolisme fondamental et commun à tous les végétaux) et dont la majeure partie comprend les métabolites secondaires dont la biosynthèse est restreinte et spécifique aux différents groupes végétaux (Pichersky and Gang, 2000). Les végétaux possèdent des familles de gènes très conservées au cours de l’évolution, servant de base commune à l’évolution génétique et à l’adaptabilité, et participant ainsi à la spécificité génétique inter-espèce (Flagel and Wendel, 2009). A l’origine d’une telle diversité, le phénomène de duplication génique. La duplication génique génère deux copies d’un même gène : la copie originelle (ou copie mère) maintient sa fonction originelle alors que la copie issue de la duplication (copie fille) n’est théoriquement pas soumise aux mêmes pressions de sélection naturelles, ce qui permet à celle-ci d’accumuler des mutations pouvant amener à la pseudogénisation, ou à l’acquisition de nouvelles fonctions et à sa fixation définitive dans une population donnée (Ohno, 1970; Pichersky and Gang, 2000; Flagel and Wendel, 2009). 
	La duplication génique peut avoir plusieurs origines. Elle peut impliquer des fragments géniques courts, un gène entier, ou bien encore concerner le chromosome ou le génome dans sa totalité. Voici un récapitulatif des mécanismes à l’origine de la duplication de fragments d’ADN :
	- L’enjambement inégal (ou crossing-over inégal), qui a lieu lors de la prophase I de la méiose. Ce mécanisme est à l’origine du brassage génétique, mais peut dans certains cas générer des duplications en tandem par crossing-over inégal.
	-  La transposition. Les transposons peuvent capturer et transposer des gènes entiers de façon aléatoire (transduplication). Par ailleurs, un ARNm épissé peut être réintégré dans le génome (rétroposition), ce mécanisme faisant intervenir une transcriptase inverse ainsi qu’une intégrase. La rétroposition génère des copies dépourvues d’introns et d’éléments régulateurs, et l’insertion dans le génome est aléatoire. 
	- La polyploïdisation, ou la duplication totale du génome suivie de sa réorganisation. On estime que 50 à 70 % des Angiospermes sont polyploïdes, ce qui est le cas de nombreuses plantes cultivées comme la luzerne (Medicago sativa), la pomme de terre (Solanum tuberosum), le blé (Triticum aestivum), le coton (Avena sativa) ou le café (Coffea arabica) ; ce mécanisme pouvant être ancien puisque de nombreuses espèces actuellement diploïdes sont issues de la polyploïdisation, comme par exemple le maïs (Zea mays), le soja (Glycine max) ou encore l’arabette (Arabidopsis thaliana) (Blanc and Wolfe, 2004). Particulièrement chez A. thaliana, 27 % des gènes issus de la duplication totale du génome ont été maintenus au cours de l’évolution (Blanc and Wolfe, 2004). Ce mécanisme est certainement le plus important contributeur à la duplication génique (Pichersky and Gang, 2000). Le mécanisme à l’origine de la polyploïdisation est encore mal connu, mais ferait intervenir des gamètes n’ayant pas subi de séparation des chromosomes lors de l’étape de télophase de la méiose (Soltis, 2005). 
	- La duplication d’un chromosome entier, par répartition inégale des chromosomes lors de la télophase de la méiose.
	3.2 Devenir des gènes dupliqués

	La duplication de gènes a concrètement trois devenirs possibles (Lynch and Conery, 2000): 
	- La non-fonctionnalisation : la dégénérescence de l’une des deux copies par l’effet de mutations délétères (pseudogénisation).
	- La néo-fonctionnalisation : l’acquisition d’une nouvelle fonction bénéfique et maintenue par les pressions de sélection naturelles par l’une des deux copies, l’autre copie gardant sa fonction originelle.
	-  La sub-fonctionnalisation (DDC : duplication-dégénération-complémentation), c’est à dire une duplication génique suivie de mutations dégénératives mais complémentaires entre les deux gènes dupliqués, qui parviennent ensemble à restituer la fonction originelle assurée par le gène ancestral.
	De façon plus générale, la duplication de gènes peut être réalisée en tandem ou de façon segmentaire. La duplication en tandem aboutit à une organisation des gènes dupliqués en cluster, à proximité les uns des autres, et fait principalement intervenir des mécanismes d’enjambements inégaux, alors que la duplication segmentaire provient généralement d’anciens évènements de polyploïdisation ayant généré une réorganisation du génome (Haberer et al., 2004). Les gènes dupliqués en tandem ont tendance à s’homogénéiser par des évènements d’enjambements inégaux, alors que la duplication segmentaire permet aux copies de gènes d’échapper à l’homogénéisation au sein d’un cluster et permet ainsi de placer ces dernières dans un nouveau contexte évolutif, favorisant une divergence plus rapide (Flagel and Wendel, 2009; Baumgarten et al., 2003). Par exemple, le génome d’A. thaliana possède plusieurs gènes de résistance R dupliqués en tandem et probablement issus d’évènements d’enjambements inégaux. Cependant, plusieurs événements de duplication segmentaire (ou ectopiques), ont eu lieu dans le génome de façon totalement aléatoire ; et ces duplications ont replacé certains gènes R dans un nouveau contexte évolutif, favorisant ainsi leur diversification (Haberer et al., 2004). De façon générale, les gènes de défense sont hautement dupliqués puisqu’ils doivent continuellement évoluer pour répondre à la pression de sélection générée par les pathogènes (Blanc and Wolfe, 2004). Beaucoup de gènes dupliqués en tandem ou segmentaires possèdent les mêmes caractéristiques d’expression, mais plusieurs études ont montré que leur profils d’expression divergent rapidement au cours de l’évolution (Haberer et al., 2004; Schmid et al., 2005).
	3.2.1 Pseudogénisation ou non-fonctionnalisation des gènes

	Les mutations dégénératives sont des évènements bien plus fréquents que les mutations avantageuses, c’est pourquoi les gènes dupliqués dégénèrent le plus souvent en pseudogènes (Rodin and Riggs, 2003; Ober, 2010). La pseudogénisation peut avoir plusieurs origines. Premièrement, en l’absence de pression de sélection, des mutations délétères apparaissent et le gène perd naturellement sa fonction. Deuxièmement, il arrive que la duplication ou la transposition soit incomplète. Enfin, l’absence de promoteur ou d’éléments régulateurs peut entraîner la pseudogénisation. L’expression réduite des gènes dupliqués est généralement associée à la pseudogénisation (Rutter et al., 2012).
	3.2.2 Hypothèse de la néo-fonctionnalisation

	Dans son livre « Evolution by gene duplication », Ohno (1970) définit la néo-fonctionnalisation comme étant l’acquisition d’une nouvelle fonction au cours de l’évolution par l’une des copies du gène issue d’un événement de duplication (Figure 35). Dans cette optique, la fonction du gène ancestral est maintenue par de fortes pressions de sélections purificatrices, alors que l’autre copie du gène évolue de façon indépendante sans pressions de sélection. Cette autre copie peut ainsi acquérir au fil du temps une série de mutations délétères amenant à la pseudogénisation (non-fonctionnalisation), où dans le cas contraire acquérir des mutations dont la sélection ouvre la porte à de nouvelles fonctions (néo-fonctionnalisation). 
	/
	Figure 35 : Modèle de la néo-fonctionnalisation (figure adapté de (Ober, 2010)).
	Un cas très intéressant de néo-fonctionalisation existe par exemple dans la voie de biosynthèse des phénolamides chez A. thaliana, où deux cytochromes P450 (CYP98A8 et CYP98A9) sont issus de la rétroposition d’un cytochrome P450 ancestral (CYP98A3), suivie d’une sélection positive et d’une duplication génétique, amenant à la création d’une nouvelle voie de biosynthèse (Matsuno et al., 2009). Dans ce cas, plusieurs traces de sélection positive ont été détectées, notamment au niveau du site actif de la protéine mais également au niveau des sites d’interactions avec les partenaires réactionnels. Ces indications, couplées au fait qu’aucun orthologue des ces gènes n’a pu être identifié, ont permis de conclure que CYP98A8 et CYP98A9 ont évolué récemment et rapidement à partir de CYP98A3, et cela grâce à des pressions de sélection positives.
	Dans le cas des gènes STS de vigne, aucune trace de sélection positive n’a été détectée au niveau du site actif, que ce soit par l’analyse restreinte aux STS et au CHS putatives de V. vinifera, ou par l’analyse plus large menée sur les STS et les CHS de plusieurs espèces végétales (V. vinifera, A. thaliana, S. bicolor, A. hypogea, P. sylvestris P. strobus, P. tremuloides, P. nodum). La théorie de la néo-fonctionnalisation n’est donc pas soutenue, et les analyses fonctionnelles réalisées sur les 9 STS représentatives de la famille des STS ont confirmé que les enzymes correspondant aux différents gènes testés ne montrent pas de différences fonctionnelles.
	3.2.3 Théorie de l’effet dose

	La duplication génique amène à la création de plusieurs copies de gènes issues d’un ancêtre commun. Si la présence de deux copies d’un même gène confère un avantage sélectif, les deux paralogues peuvent être maintenus dans le génome. Par exemple, les gènes des protéines ribosomiques sont présents en plusieurs copies dans le génome des organismes supérieurs, permettant ainsi une grande production de protéines qui ne pourrait pas être assurée par la présence d’un seul gène (Conant and Wolfe, 2008). Dans d’autres cas de figure, la duplication génique peut soulever un problème de dosage lié à un dérèglement entre les différents réseaux géniques (Flagel and Wendel, 2009). Ce dérèglement peut être contre-sélectionné, ce qui aboutit à l’élimination du gène dupliqué. 
	Dans la voie de biosynthèse du resvératrol et de ses dérivés, le grand nombre de gènes STS présent chez la vigne n’a pas pour effet de produire une concentration en stilbènes constitutifs significativement plus élevée que chez d’autres plantes productrices de stilbènes. En effet les racines et les parties ligneuses de la vigne accumulent constitutivement des stilbènes à hauteur de 0,5 % de la masse de matière sèche (Vergara et al., 2012), alors que chez Pinus, le bois de cœur accumule constitutivement de la pinosylvine et ses dérivés à des concentrations allant de 0,1 à 4 % de la masse de matière sèche (Hart and Shrimpton, 1979). Enfin, chez la renouée du Japon, les racines contiennent du picéide a des concentrations équivalentes à 1,6 % de la masse de matière sèche (Benová et al., 2008). Cependant il n’existe pas d’étude comparative concernant le dosage des stilbènes en condition de stress chez les différentes espèces productrices de stilbènes ; et au regard du grand nombre de gènes STS chez V. vinifera, il est envisageable que le potentiel d’induction des STS et la biosynthèse des stilbènes soit plus élevé chez la vigne que chez d’autres espèces productrices de stilbènes.
	3.2.4 Hypothèse de la DDC : duplication – dégénérescence – complémentation

	Dans l’hypothèse d’une DDC (sub-fonctionnalisation), les deux gènes issus d’un événement de duplication sont préservés et travaillent de façon complémentaire pour réaliser la fonction ancestrale du gène dupliqué (Figure 36). Dans ce cas de figure, le gène ancestral doit obligatoirement posséder au moins deux fonctions, qui seront ainsi partagées entre les deux gènes dupliqués (Flagel and Wendel, 2009; Lynch and Force, 2000; Lynch and Conery, 2000) ; (Force et al., 1999). Les deux gènes dupliqués restent sous pression de sélection mais accumulent des mutations dégénératives amenant à une perte complémentaire des fonctions ancestrales (Lynch and Force, 2000; Ober, 2010). La sub-fonctionnalisation amène donc à la spécialisation des fonctions qui a pour effet d’augmenter le potentiel adaptatif (« fitness ») des organismes vivants.
	Par exemple, une protéine ancestrale possédant deux types d’activités enzymatiques peut voir son gène subir une duplication génique amenant à terme la création de deux gènes codant pour deux protéines filles possédant chacune l’une des deux fonctions de la protéine ancestrale, cette spécialisation étant dépendante d’évènements de mutations dégénératives amenant à la perte de l’une ou l’autre fonction ancestrale. La sub-fonctionnalisation amène fréquemment une paire de gènes dupliqués à évoluer pour obtenir une expression spatiale ou temporelle différentielle, en touchant par exemple aux éléments cis en amont du promoteur et qui contrôlent la régulation des gènes dupliqués (Hughes, 2002 ; Haberer et al., 2004). Par exemple, si un gène ancestral est exprimé dans les tissus A et B, l’expression des deux gènes fils pourra être retreinte au tissu A ou au tissu B (Ober, 2010). La sub-fonctionnalisation peut également toucher uniquement les promoteurs des gènes impliqués via des mutations dégénératives, pouvant ainsi amener à diminuer les niveaux d’expression individuels des deux gènes, qui ensembles parviennent à se complémenter (Huminiecki and Wolfe, 2004). Il est globalement admis que si les gènes dupliqués montrent un profil d’expression tissu-spécifique plus élaboré et/ou plus adapté à des stress environnementaux particuliers, la sub-fonctionnalisation est l’hypothèse la plus probable (Rutter et al., 2012).
	/
	Figure 36 : Modèle de la sub-fonctionnalisation (adapté de Ober, 2010).
	En bilan, la sub-fonctionnalisation concerne les gènes à l’origine multifonctionnels qui possèdent au moins deux fonctions biochimiques différentes ou des profils d’expression différents (Lynch and Force, 2000; Ober, 2010). De plus, ce mécanisme semble être dégressif dans la mesure ou la complexité génétique diminue avec le nombre de duplications génétiques, ceci étant dû aux mutations dégénératives à l’origine de la spécialisation ; les gènes ayant par exemple une forte complexité dans leurs régions régulatrices seront plus facilement préservés au cours de l’évolution (Force et al., 1999; Lynch and Force, 2000). Or, l’étude évolutive et fonctionnelle menée sur la famille des STS ne montre aucune trace d’acquisition de nouvelles fonctions, ni d’expression différentielle dans la mesure ou les gènes STS semblent être induits uniformément en réponse à un stress abiotique. Aussi, une autre analyse d’expression illustrée dans la Figure 37 montre que les gènes STS semblent être exprimés constitutivement de la même manière, avec néanmoins une expression plus forte au niveau des racines. Toutes ces observations nous amènent à penser que la sub-fonctionnalisation est une hypothèse peu probable dans le cas d’une expansion aussi importante que celle observée chez les STS de vigne, et dont les différentes copies de gènes montrent une si forte conservation de séquence et de fonction. 
	/ 
	Figure 37 : Expression constitutive des stilbène synthases de vigne.
	Fe., Feuille ; Ti. ; Tige ; Pe., Pétiole ; Rac., Racine. 
	Cependant, l’analyse fine de l’expression des gènes de la famille des STS, réalisée en parallèle de notre étude par Vannozzi et ses collaborateurs (Vannozzi et al., 2012), pourrait remettre en cause certaines de ces conclusions par l’apport de données d’expression supplémentaires.
	3.3 Apport de l’étude de Vannozzi sur la signification biologique de l’amplification des gènes STS
	3.3.1 Expression constitutive de certains membres de la famille des STS


	Les auteurs ont divisé la famille des STS en 3 groupes distincts : le groupe A est formé des gènes STS localisés sur le chromosome 10 (VvSTS1-6) ; les groupes B (22 STS) et C (13 STS) sont formés des gènes STS localisés sur le chromosome 16. L’expression constitutive des gènes STS a été étudiée en utilisant une analyse par microarray (puces à ADN) sur différents organes de vigne (cv. Corvina atlas). Les auteurs ont montré que l’expression constitutive des STS était assez basse voire inexistante, à l’exception des racines, et au niveau de la pellicule des baies de raisin pendant les phases de séchage après récolte. Leurs résultats vont dans le sens des résultats que j’ai pu obtenir par RT-PCR. De façon plus générale, les auteurs ont mis en évidence que l’expression des gènes STS augmentait avec l’âge ou la sénescence de l’organe étudié, que ce soit pour les feuilles ou au niveau de la pellicule des baies de raisin. L’augmentation ontogénétique de l’expression des gènes STS est probablement due à l’augmentation de la concentration en phytohormones, incluant l’acide abscissique, l’acide salicylique, l’éthylène et l’acide jasmonique, des phytohormones connues pour réguler la sénescence foliaire mais également capable d’induire la synthèse de stilbènes. Cependant, certains aspects de cette première partie des résultats de Vannozzi et al. sont critiquables, en particulier en regard de l’utilisation de microarrays pour l’analyse de l’expression des gènes STS, compte tenu du haut degré d’identité entre ces gènes. En effet, lors de notre propre analyse par RT-PCR de l’expression des gènes STS, il n’a pas été possible de dessiner des couples d’oligonucléotides spécifiques pour chaque gène, même en se servant des régions UTR généralement moins conservées. Certains couples d’amorces correspondent potentiellement à 2, 3 ou 4 gènes (Figure 37). En outre, cette analyse ayant été effectuée sur une variété différente du PN40024 à partir duquel les puces à ADN ont été dessinées, des biais ont éventuellement pu être générés en raison de la différence existante entre les deux génomes.
	/
	Figure 38 : Expression constitutive de la famille des STS de V. vinifera cv. Corvina atlas (Vannozzi et al., 2012).
	Les données d’expression sont normalisées sur la valeur moyenne d’expression de chaque gène dans tous les tissus/organes analysés. La ligne de couleur à gauche de la liste des gènes STS représente les différents groupes de gènes STS. Y, young leaf (jeune feuille) ; FS, fruit-set (nouaison) ; S, sénescence ; G, green stem (tige verte) ; AB, bud-burst (débourrement) ; PFS, post fruit-set (post-nouaison) ; V, véraison; MR, mid-ripe (mi-maturité) ; R, ripe (maturité) ; F, flowering (floraison, 50 % cap-fall) ; PHWI, post-harvest withering I, 1st month (1 mois après récolte des baies, phase de « flétrissement/séchage » des baies qui permet d’augmenter les caractéristiques qualitatives mais aussi la concentration en sucres simples); PHWII, post- harvest withering II (2nd month); PHWIII, post-harvest withering III (3rd month).
	3.3.2 Induction de l’expression de la famille des STS

	L’étude de l’induction de l’expression des gènes STS a été réalisée avec différents stress abiotiques (rayons UV et blessure) et un stress biotique (infection par P. viticola), en utilisant une approche d’ARNm-seq couplée à la technologie de séquençage Illumina. Cette seconde approche est plus discriminante que les microarrays pour l’étude de l’expression de famille de gènes très similaires. Les résultats obtenus montrent que les STS du groupe A sont les STS les plus exprimées de façon constitutive, mais qu’elles ne sont pas induites en réponse à un stress de type blessure, et très faiblement après traitement aux rayons UV. A l’inverse, les STS du groupe B sont très fortement induites par les UV, et les STS du groupe C montrent une induction intermédiaire aux STS des groupes A et B. Ces analyses ont ensuite été confirmées par qPCR, où un gène STS représentatif de chaque groupe (VvSTS6 pour le groupe A, VvSTS48 pour le groupe B et VvSTS16 pour le groupe C) a été utilisé. Cette analyse a confirmé que VvSTS48 (groupe B) est le gène STS le plus induit suite à un stress biotique ou abiotique, et que VvSTS6 (groupe A) et VvSTS16 (groupe C) possèdent le même profil d’expression, mais que ces deux gènes sont plus faiblement induits en comparaison avec VvSTS48.
	/
	Figure 39 : Expression de la famille des STS de V. vinifera var. PN40024 suite à un stress (Vannozzi et al., 2012).
	Les traitements sont indiqués au dessus de chaque colonne : wound, blessure ; UV, traitement aux rayons UV ; DM, traitement au mildiou de la vigne (P. viticola). L’expression des chalcone synthases (CHS) est également indiquée. L’intensité de la couleur orangée est proportionnelle à l’intensité de l’expression des différents gènes, exprimée en nombre de séquences par kb d’exon et par million de séquences « mappées » (RPKM : number of mapped reads per kb of exon per million mapped reads).
	L’un des résultats très intéressant de cette étude est la mise en évidence d’une possible régulation conjointe de la voie de synthèse générale des flavonoïdes et de celle des stilbènes. En effet, les deux analyses d’expression (constitutive et suite à un stress), montrent que le profil d’expression des CHS est à l’exact opposé de celui des STS. Cette régulation conjointe pourrait viser à diminuer les effets d’une compétition existante entre les enzymes CHS et STS pour leurs deux substrats communs, de manière à optimiser la synthèse de stilbènes ou de flavonoïdes en fonction des besoins de la plante.
	3.3.3 Hypothèse concernant l’évolution de la famille des STS et confrontation des conclusions concernant l’expansion de cette famille de gènes. 

	Les auteurs supposent que la famille des gènes STS provient d’une succession de duplications en tandem et segmentaires, dont les membres auraient été maintenus au cours de l’évolution en temps que « gènes réservoirs », conférant ainsi un grand nombre de gènes ayant un potentiel adaptatif. Pour expliquer le maintien du nombre de copies de gènes STS, ils mettent en avant la théorie de la sub-fonctionnalisation transcriptionnelle, à savoir la spécialisation de l’expression des différentes copies des gènes de STS au cours de l’évolution.
	Dans cette étude, les auteurs ont pu analyser plus finement l’expression constitutive des gènes STS, mais également suite à un stress biotique ou abiotique. Selon leurs travaux, les gènes STS montrent des différences aussi bien au niveau des profils d’expression, qu’au niveau du temps d’induction des différents gènes :
	- Les gènes STS du groupe A (chromosme 10) sont exprimés de façon constitutive et répondent de manière limitée au stress
	- les gènes STS du groupe B (chromosome 16) sont très fortement exprimés suite à un stress (les STS du groupe C dans une moindre mesure).
	- Les gènes STS des groupes A et C possèdent le même profil d’expression suite à un stress biotique ou abiotique, ces profils d’expression étant différents du profil d’expression de VvSTS48, représentatif du groupe B. L’expression des gènes STS du groupe C montrent une induction plus forte que celle des gènes du groupe A.
	Dans leur analyse évolutive du génome d’A. thaliana, Rutter et al. suggèrent que si les gènes dupliqués possèdent un profil d’expression plus tissu-spécifique ou plus adapté à un stress environnemental spécifique, alors ces gènes suivent probablement le modèle de la sub-fonctionnalisation (Rutter et al., 2012). L’exemple des flavonoïde 3’,5’-hydroxylases (F3’5’H) responsables de la synthèse de précurseurs d’anthocyanines bleues a été utilisé dans l’étude de Vannozzi et al. pour illustrer ce phénomène. En effet, la famille des F3’5’H est composée de 15 membres, qui présentent des variations au niveau des régions promotrices des copies récentes de F3’5’H, amenant l’expression différentielle des gènes au niveau des organes, des stades de développement et même des cultivars (Falginella et al., 2010). A la lumière des données obtenues dans l’étude de Vannozzi et al., la sub-fonctionnalisation transcriptionnelle est l’hypothèse la plus probable pour expliquer le maintien d’un grand nombre de copies de gènes STS dans le génome de la vigne. 
	Cependant, si la sub-fonctionnalisation transcriptionnelle est une hypothèse sérieuse concernant le maintien des gènes STS au sein du génome de la vigne, elle ne permet pas d’expliquer l’expansion exceptionnelle de cette famille. Par ailleurs, l’inhabituelle expansion des familles de gènes appartenant au métabolisme secondaire de la vigne n’est pas restreinte aux stilbènes, car on peut également l’observer au niveau de la famille des terpène synthases (TPS, 89 gènes fonctionnels identifiés chez la vigne par rapport à 30-40 chez A. thaliana, le riz ou le peuplier) ou des phénylalanine ammonia-lyases (PAL, 13 gènes fonctionnels identifiés chez la vigne par rappport à 4-8 chez A. thaliana, le riz ou le peuplier). L’origine de ces amplifcations sélectives n’est pas connue.
	3.4 Interaction des STS avec des partenaires cellulaires

	Dans l’exemple des cytochromes P450 CYP98A8 et CYP98A9 intervenant tous deux dans la voie de biosynthèse des phénolamides, deux groupes d’acides aminés (respectivement de 3 et de 9 résidus) sous sélection positive ont été identifiés à la surface de la protéine. Le groupe de trois acides aminés étant localisé à proximité de l’extrémité N-terminale de la protéine, les auteurs suggèrent une interaction possible avec des membranes (Matsuno et al., 2009).
	Dans le cas des STS de vigne, une position sous sélection positive (Pro-269), située au voisinage du site actif a été détectée à la base du clade des STS et des CHS. Cette position est soumise à des pressions de sélection contrastées car, au sein du clade des STS, Pro-269 est sous sélection purificatrice. Ce type de sélection « contrastée » est attendu pour une position dont l’évolution a joué un rôle important dans la transition de l’activité CHS vers l’activité STS. Des expériences de mutagenèse dirigée permettront de tester cette hypothèse. Un autre constat intéressant réside dans les positions sous sélection purificatrice retrouvées à la périphérie de la protéine (Lys-14, Ser-231 et Asn-392). Ensembles, ces acides aminés fortement conservés forment une région qui pourrait être impliquée dans des interactions avec d’autres protéines partenaires. De telles interactions sous la forme de complexes macromoléculaires (ou métabolons) au sein des voies de biosynthèse du métabolisme des phénylpropanoïdes ont déjà pu être démontrées (Winkel, 2004), notamment pour la formation des précurseurs de la lignine, ou des flavonoïdes. Par exemple, la PAL et la CHS ont été détectées dans des compartiments subcellulaires sphériques chez Primula kewensis. De plus, la CHS et la chalcone isomérase (CHI) ont été co-localisées à l’intérieur de particules denses aux électrons (environ 200 nm de diamètre) dans des cellules de racines d’A. thaliana (Winkel, 2004). L’organisation du métabolon amenant à la synthèse des flavonoïdes est illustrée dans la Figure 40. 
	/
	Figure 40 : Voie de biosynthèse des flavonoïdes organisée en métabolon. (Adapté de Winkel, 2004). 
	Les enzymes communes à plusieurs métabolons sont colorées en noir, les enzymes spécifiques à une voie de biosynthèse particulière sont illustrées en gris. PAL, phénylalanine amonnia-lysa ; C4H, cinnamate 4-hydroxylase ; 4CL, 4-coumarate : CoA ligase ; CHS, chalcone synthase ; STS, stilbène synthase ; CHI, chalcone isomérase ; F3H, Flavanone 3-hydroxylase ; F3’H, Flavanone 3’-hydroxylase.
	Une étude menée sur l’épicéa (Picea abies) suggère la participation des STS dans des métabolons pour la synthèse des stilbènes majeurs représentés dans cette espèce : l’astringine et l’isorhapontine (Hammerbacher et al., 2011). Le génome de l’épicéa possède deux gènes de STS (PaSTS1 et PaSTS2), permettant la synthèse du resvératrol. Le resvératrol est ensuite hydroxylé par une 3’-hydroxylase, méthylé par une 3’-O-méthyltransférase puis glycosylé par une 3’-glycosyltransférase pour former l’astringine (forme non méthylée) ou l’isorhapontine (forme méthylée). Chez les individus sauvages de P. abies, tout comme dans des lignées transgéniques surexprimant une STS, une très faible accumulation de resvératrol (ou sa forme glycosylée) a pu être détectée, suggérant la canalisation du resvératrol dans des complexes multienzymatiques impliquant entre autres des 3’-hydroxylases. La grande similarité structurale existant entre les CHS et les STS laisse supposer que les STS pourraient entrer en compétition avec les CHS au sein de ces complexes multienzymatiques ou métabolons, et nous pouvons ainsi supposer que les acides aminés sous forte pression de sélection et localisés à la surface des STS joueraient un rôle crucial dans l’interaction avec les autres partenaires enzymatiques du métabolon. Des preuves de la compétition entre les CHS et les STS pour leurs substrats (p-coumaroyl-CoA et malonyl-CoA) ont déjà été mises en évidence au niveau de lignées transgéniques surexprimant un gène de STS. La surexpression d’une STS a pour effet d’entraîner un bouleversement du métabolisme des flavonoïdes, conduisant par exemple à une décoloration des fleurs ou encore à une stérilité du pollen chez le tabac (N. tabacum) (Fischer et al., 1997).
	4 Perspectives
	Ce travail constitue la première analyse fonctionnelle et évolutive d’une famille de gènes STS  (toutes plantes confondues) et l’étendue exceptionnelle de cette famille chez la vigne en fait un exemple particulièrement intéressant d’amplification d’une famille de gènes liée au métabolisme secondaire. Les perspectives de ces travaux seront développées dans le paragraphe « Conclusion générale » situé à la fin de ce manuscrit.
	Chapitre II : Analyse fonctionnelle
	 de la famille des resvératrol O-méthyltransférases de la vigne
	Chapitre II : Analyse fonctionnelle de la famille des resvératrol O-méthyltransférases de la vigne
	1 Introduction
	La méthoxylation des groupements hydroxyles par des O-méthyltransférase S-adénosyl-L-méthionine (SAM) - dépendantes (OMT) est une modification très courante dans le métabolisme secondaire végétal, qui module les propriétés physiologiques et la réactivité chimique des groupements méthylés (Zhu et al., 1994). Les OMT impliquées dans le métabolisme secondaire sont qualifiées « d’OMT à petites molécules » (small molecule OMTs), par opposition aux enzymes impliquées dans la méthylation de polymères comme l’ADN (Noel et al., 2003). Plusieurs classifications des OMT végétales ont été proposées, sur la base de leur structures ou de leur spécificité de substrat (Joshi and Chiang, 1998; Noel et al., 2003; Lam et al., 2007). Dans la nomenclature proposée par Noel et al. (2003), les OMT de type I se composent d’homodimères avec des tailles de sous-unités d'environ 38-43 kDa, qui ne nécessitent pas de cations divalents pour leur activité. Les membres de cette grande famille d’OMT sont impliqués dans la méthylation de l'acide caféique, de flavonoïdes, de coumarines, et d’alcaloïdes (Dong et al., 2003; Frick and Kutchan, 1999). Les OMT de type II constituent un groupe d’enzymes de poids moléculaire plus faible (23 à 27 kDa), dont l’activité dépend de la présence de cations métalliques. La plupart des membres de cette famille sont impliqués dans la méthylation d’esters de coenzyme A (CoA) (Ye et al., 1994).
	A la différence des OMT de type I et II qui méthylent préférentiellement des groupements hydroxyles, les OMT de type III sont généralement impliquées dans la méthylation de groupements carboxyles. Les membres de cette famille sont regroupés sous le nom de « SABATH », qui provient de la contraction des noms de plusieurs membres de cette famille : Salicylic Acid methyltransferase, Benzoic Acid methyltransferase, THeobromin synthase (D’Auria and Pichersky, 2003).
	/
	Figure 41 : Exemples de classes de substrat des OMT végétales.
	1.1 Classification des méthyltransférases (MT)
	1.1.1. Les O-méthyltransférases de type I


	Les OMT de type I méthylent les groupements –OH d’une multitude de substrats appartenant au métabolisme secondaire végétal, et plus particulièrement à la voie des phénylpropanoïdes (Figure 42). Ces OMT sont des homodimères dont les sous-unités ont un poids moléculaire de 38 à 43 kDa. Elles ne requièrent pas de cations divalents pour leur activité et représentent la majorité des OMT connues à ce jour. L’archétype de la famille est la « caffeic acid O-methyltransferase » (COMT), impliquées dans la biosynthèse des lignines (Dixon et al., 2001)
	Plusieurs OMT de type I ont été cristallisées à ce jour, c’est le cas par exemple de l’isoflavone O-méthyltransférase (IOMT), de la chalcone O-méthyltransférase (ChOMT), de l’acide caféique/5-hydroxyférulique 3/5-O-méthyltransférase (COMT) de la luzerne (Medicago sativa) (Zubieta et al., 2001; Gang et al., 2002), mais aussi de l’hydroxyisoflavanone 4’-O-méthyltransférase (HI4’OMT) de Medicago truncatula (Liu et al., 2006). 
	La ChOMT de luzerne catalyse la méthylation en 2’-OH de l’isoliquiritigénine pour former la 4,4’-dihydroxy-2’-méthoxychalcone (Maxwell et al., 1992, 1993), une molécule capable d’activer les gènes de la nodulation et empêchant l’action de la chalcone isomérase, ayant pour effet de stopper le flux métabolique vers la voie de biosynthèse des flavonoïdes (Jez et al., 2000). Plusieurs OMT impliquées dans la biosynthèse de phytoalexines ont été caractérisées chez les légumineuses, c’est par exemple le cas de l’isoflavone OMT (IOMT) impliquée dans la formation de la médicarpine chez Medicago sativa (He and Dixon, 1996), ou encore la 6a-hydroxymaackiain 3-O-méthyltransférase (HM3OMT) de Pisum sativum qui permet de former la pisatine (Wu et al., 1997). D’autres OMT participent à la synthèse de composés volatils aromatiques présents dans les parfums de certaines fleurs et plantes aromatiques. C’est par exemple le cas des orcinol-OMT1 et 2 des roses hybrides (Scalliet et al., 2008), la chavicol et l’eugénol-OMT du basilic (Ocimum basilicum) (Gang et al., 2002), ou l’(iso)eugénol O-méthyltransférase de Clarkia breweri (Wang et al., 1997). En 2008, la resvératrol O-méthyltransférase (ROMT) qui catalyse la double méthylation du resvératrol pour former le ptérostilbène, a été caractérisée dans notre laboratoire, ce qui constitue la première caractérisation de ce type d’activité enzymatique (Schmidlin et al., 2008). Chez le sorgho (S. bicolor), la sorgoléone qui possède des propriétés allélopathiques, est syntéthisée au niveau des racines et fait intervenir une OMT (Dayan et al., 2010), qui, étonnamment, est également capable de produire du ptérostilbène à partir du resvératrol in vitro et in planta. Ce gène a d’ailleurs été utilisé récemment pour l’obtention de plantes transgéniques accumulant du ptérostilbène (Rimando et al., 2011). 
	Les acide caféique O-méthyltransférases (COMT) sont responsable de la synthèse des substrats méthylés entrant dans la composition de la lignine, et regroupent à la fois les acide caféique 3-O-méthyltransférases, et les acides 5-hydroxyféruloique-O-méthyltransférases. Les COMT sont des enzymes assez peu spécifiques, puisqu’elles sont capables de méthyler une grande diversité de substrats (Noel et al., 2003). Chez Pinus, une pinosylvine méthyltransférase (PMT) montre une activité avec un grand nombre de substrats différents, et explique la formation du stilbène pinosylvine 3-méthyléther caractéristique du genre Pinus, à partir du resvératrol (Chiron, Drouet, Lieutier, et al., 2000). De part son activité avec plusieurs substrats, dont les acides (-CoA) hydroxycinnamiques et les flavonoïdes, la PMT est considérée comme étant une COMT. 
	/
	Figure 42: Exemples d’O-méthyltransférases de type I.
	COMT, acide caféique/acide 5-hydroxyféruloique 3/5 O-méthyltransférase ; ROMT, resvératrol O-méthyltransférase ; OOMT1, OOMT2, orcinol O-méthyltransférase 1 et 2.
	Certains membres de la famille des OMT de type I ne sont pas de « vraies » OMT, car elles méthylent préférentiellement des atomes d’azote (NMT) ou des groupements sulfhydryles (SMT). Parmi les NMT et les SMT, on peut citer par exemple la SMT de Catharanthus roseus (Coiner et al., 2006), la NMT du blé (Hordeum vulgare) impliquée dans la voie de biosynthèse de l’alcaloïde gramine, anciennement caractérisée comme étant une COMT (Larsson et al., 2006), l’anthranilate N-méthyltransférase (ANMT) de la rue (Ruta graveolens) impliquée dans la biosynthèse des alcaloïdes dérivés de la structure acridone (Rohde et al., 2008).
	1.1.2. Les O-méthyltransférases de type II

	Les OMT de type II forment un groupe à priori moins diversifié que celui des OMT de type I, et dont l’archétype est la caféoyl-CoA OMT (CCoAOMT) et la 5-hydroxyféruloyl-CoA OMT, capables de méthyler les esters-CoA d’acides hydroxycinnamiques entrant dans la composition des polymères végétaux tels que la lignine (Figure 43). Dans ce groupe, des OMT capables de méthyler les flavonoïdes ou les phénylpropanoïdes conjugués ont également été caractérisées. Typiquement, les sous-unités de ces OMT ont un poids moléculaire de 28 à 30 kDa, plus faible que celui des OMT de type I, et leur activié nécessite la présence de cations divalents (Mg2+) qui permettent de déprotoner le groupement hydroxyle accepteur en vue du transfert du groupement méthyle. La CCoAOMT a été cristallisée (Ferrer et al., 2005), et sa structure possède des similarités avec la catéchol OMT animale (Vidgren et al., 1994). En 2003, une OMT Mg2+-dépendante de 26,6 kDa capable de méthyler à la fois le caféoyl-CoA et les flavonoïdes a été identifiée pour la première fois chez la ficoïde glaciale (Mesembryanthemum crystallinum) (Ibdah et al., 2003). Par la suite, d’autres OMT capable de méthyler les flavonoides ont été identifiées, comme la SOMT-2 du soja (Glycine max), permettant la biosynthèse de l’isorhamnétine (3’-méthoxyquercétine) à partir de la quercétine, un flavonoïde (Kim et al., 2006), ou encore les ROMT 15 et 17 du riz (O. sativa), capables de méthyler à la fois le caféoyl-CoA, les flavonones et les flavonols (Lee et al., 2008). Plus récemment encore, une anthocyanine-OMT (AOMT1) impliquée dans la méthylation des anthocyanines et des flavonols  a été caractérisée chez la vigne (Hugueney et al., 2009). 
	/
	Figure 43: Réactions enzymatiques catalysées par la CCoAOMT (Caféoyl-CoA 3-O-méthyltransférase) de Medicago sativa.
	1.1.3. Les O-méthyltransférases de type III

	Les OMT de type III catalysent le transfert de groupement –CH3 au niveau de groupements carboxyles. Ces enzymes appartiennent à la famille des enzymes SABATH (Acide Salicylique COMT (SAMT), Acide Benzoïque COMT (BAMT) et THéobromine NMT), un terme adopté pour ces enzymes depuis 2003 (D’Auria and Pichersky, 2003). Par exemple, les acides salicylique-méthyltransférases (SAMT) permettent la méthylation à la fois de l’acide benzoïque (AB) et de l’acide salicylique (AS), pour former des molécules aromatiques rentrant dans la composition du bouquet floral de Clarkia breweri (Ross et al., 1999) (Figure 44). A partir de la séquence de la SAMT de Clarkia, un grand nombre de SAMT-like et de jasmonate méthyltransférases (JMT) ont été identifiées. Pour exemple, citons la BAMT de la gueule de loup (Anthirrhinum majus), qui permet de former le benzoate, le composé volatil odorant le plus abondant chez cette plante (Dudareva et al., 2000; Murfitt et al., 2000), la SAMT de Stephanotis floribunda ou la BSMT (capable de méthyler l’AS et l’AB) de Nicotiana suaveolens (Pott et al., 2004; Verlag et al., 2002). Chez Arabidopsis thaliana, la BSMT permet la synthèse de méthylbenzoate et de méthylsalicylate, participant aux mécanismes de défense (Chen et al., 2003). Des enzymes ayant des propriétés similaires ont été caractérisées chez le riz (O. sativa) (Xu et al., 2006; Koo et al., 2007). Chez A. thaliana, la méthylation de l’acide jasmonique (AJ) par des AJ-méthyltransférases (JMT) pour former le méthyljasmonate, permet la régulation du développement et des mécanismes de défense (Seo et al., 2001). La méthylation des gibbérellines (GA) par les gibbérellines méthyltransférases (GMT) jouerait également un rôle déterminant dans le développement des graines (Varbanova et al., 2007), tout comme la méthylation de l’auxine (IAA) par les IAA méthyltransférases (IAMT) permettent de moduler le développement en régulant les niveaux d’auxine in planta (Qin et al., 2005; Zhao et al., 2008, 2007). Chez le basilic, (Ocimum basilicum), l’acide cinnamique et l’acide p-coumarique peuvent être méthylés par des cinnamate/p-coumarate méthyltransférases (CCMT), pour former le méthylcinnamate ou le méthylcoumarate respectivement, deux autres représentants du bouquet floral du basilic (Kapteyn et al., 2007). Chez le thé (Camellia sinensis) et le café (Coffea arabica), la dernière étape de la biosynthèse de la caféine (1,3,7-trimethylxanthine) est réalisée par la caféine synthase, une NMT qui permet la double méthylation de la 7-méthylxanthine et de la théobromine (Mizuno et al., 2003; Kato et al., 2010; Misako and Kouichi, 2004).
	/
	Figure 44: Acide salicylique carboxyl-méthyltransférase (SAMT) de Clarkia breweri.
	1.1 Génomique des O-méthyltransférases

	La caractérisation des familles de gènes OMT dans différents génomes végétaux met en évidence une augmentation du nombre d’OMT en fonction du degré de complexité des plantes considérées. Le génome de Physcomitrella patens comporte 8 ou 9 gènes OMT (dont 3 SABATH), celui d’A. thaliana compte 48 gènes OMT (dont 24 SABATH), tandis que ceux du riz, du peuplier ou de la vigne comptent au moins 80 à 90 gènes OMT, dont une trentaine de SABATH (Sébastien Aubourg, communication personnelle). Si certaines OMT sont présentes dans tous les génomes des plantes supérieures (COMT et CCoAOMT, impliquées dans la synthèse des lignines, par exemples), toutes les sous-familles d’OMT ne sont pas représentées dans les différents génomes cités ci-dessus (Figure 45). En effet, la famille des OMT illustre bien le phénomène d’évolution de familles de gènes particulières chez certaines espèces végétales, en relation avec la diversification du métabolisme secondaire des plantes (Pichersky and Gang, 2000). La famille des resvératrol O-méthyltransférases (ROMT), qui fait l’objet de ce chapitre, est très développée chez la vigne, mais elle n’a pas d’équivalent chez A. thaliana. Comme la famille des stilbène synthases, cette famille semble avoir subi une amplification particulière chez la vigne. En complément de l’étude des STS, nous avons donc décidé d’aborder la caractérisation des gènes ROMT, afin de comprendre le rôle de cette famille et de son amplification dans le métabolisme des stilbènes chez la vigne.
	/
	Figure 45 : Arbres phylogénétiques comparés des OMT chez trois espèces végétales : P. patens (Mousses), A. thaliana (Brassicacées) et V. vinifera (Vitacées) var. PN40024. 
	1.2 Etude de la famille des ROMT de vigne

	En 2008, la resvératrol O-méthyltransférase (ROMT), qui catalyse la double méthylation du resvératrol pour former le ptérostilbène, a été caractérisée dans notre laboratoire, ce qui constitue la première caractérisation de ce type d’activité enzymatique (Schmidlin et al., 2008). Cette ROMT est issue de la variété Cabernet sauvignon (ROMT CS11), et a été identifiée grâce à son homologie de séquence avec une OMT de rose (Orcinol O-méthyltransférase) caractérisée précédemment chez la rose (Scalliet et al., 2008). Chez le Cabernet sauvignon, plusieurs allèles ROMT ont été clonés et testés pour leur capacité à synthétiser le resvératrol, et seul l’allèle ROMT CS11 permet la synthèse de ptérostilbène. Les autres allèles n’ont pas fait l’objet d’études supplémentaires, et l’absence de données de séquences génomiques n’a pas permis une étude fine de cette famille de gènes. Avec la disponibilité de la séquence du génome de V. vinifera var. PN40024, l’étude approfondie des OMT de vigne et, plus particulièrement, de la famille des gènes ROMT putatifs, a pu être initiée. 
	2 Résultats
	2.1 Analyse de la famille des ROMT de vigne
	2.1.1 Identification des différents gènes


	A mon arrivée au laboratoire, 7 gènes ROMT avaient été identifiés précédemment dans la séquence 8X du génome de V. vinifera var. PN40024 à partir de la séquence de la ROMT du Cabernet sauvignon. Mon travail s’est inscrit dans la continuité de ces travaux. Dans un premier temps, j’ai poursuivi l’analyse de la famille des gènes ROMT en utilisant les nouvelles données de séquençage 12X du génome de V. vinifera var. PN40024. Par une série de Blast (http://www.genoscope.cns.fr/blat-server/cgi-bin/vitis/webBlat), j’ai ainsi identifié 17 gènes ROMT potentiels, répartis sur le chromosome 12. Certains gènes ROMT avaient déjà été identifiés par l’annotation automatique du Génoscope, mais ce n’est pas systématiquement le cas. Par exemple les gènes VvROMT3 et VvROMT4 partageaient la même annotation (GSVIVT01020647001), et le gène VvROMT16 partiel n’avait pas été annoté. Nous avons donc décidé d’adopter une nomenclature simplifiée allant de la VvROMT1 à la VvROMT17, suivant l’ordre d’apparition physique des ROMT le long du chromosome 12 (Tableau 18). 
	Parmi ces 17 gènes, 14 gènes sont complets et potentiellement fonctionnels, deux sont probablement des pseudogènes (VvROMT3 et VvROMT8) et un gène n’est que partiellement séquencé (ROMT16). Les gènes sont espacés entre eux d’un intervalle allant de 4 436 à 908 938 pb. La Figure 46 récapitule l’organisation physique de la famille des ROMT.
	/
	Figure 46 : Organisation physique de la famille des ROMT de vigne
	L’arbre phylogénétique présenté Figure 47 permet de distinguer quatre sous-familles potentielles au sein des ROMT. La première est formée par les ROMT 1, 2, 5, 7, 10 et 11 ; l’autre est composée des ROMT 4, 6 et 9 ; la suivante est représentée par les ROMT 12 et 13 et enfin la dernière comporte les ROMT 14, 15 et 17. L’arbre a été construit à partir de l’alignement des séquences protéiques des différentes ROMT. Le gène ROMT CS11 du Cabernet sauvignon qui a permis d’identifier la famille des ROMT du PN40024 possède potentiellement deux orthologues: VvROMT1 et VvROMT2, dont les produits partagent respectivement 99,2 % et 98,1 % d’identité de séquence protéique.
	/                /
	Figure 47 : Arbre phylogénétique de la famille des ROMT de vigne.
	 Comparaison des ROMT identifiées dans le génome de V. vinifera var. PN40024 issu des séquençages 8X (A) et 12X (B). Ces deux arbres ont été obtenus sur la base des séquences protéiques des ROMT ; les ROMT 3 et 8 (issues de pseudogènes) ainsi que ROMT 16 (issu d’un gène partiel) n’ont pas été utilisées pour la construction de l’arbre. La ROMT CS11 du Cabernet sauvignon a été utilisée comme référence et est indiquée en rouge, les ROMT dont les gènes ont été clonés sont indiquées en bleu.
	Tableau 18 : Récapitulatif de la famille des gènes ROMT. Sens : orientation du gène le long du chromosome.
	La structure des gènes est similaire et très conservée ; elle comporte deux exons codants, séparés par un intron (Figure 48). La taille du premier exon est de 769 pb (sauf pour VvROMT11, 589 pb), la taille de l’intron varie entre 200 et 982 pb (VvROMT12), et la taille du deuxième exon est comprise entre 296 et 311 pb. La ROMT11 possède un site d’initiation de la traduction plus en aval des autre ROMT, amenant à la synthèse d’une protéine nettement plus courte (195 acides aminés), ce qui laisse des doutes sur la fonctionnalité de cette protéine. 
	/
	Figure 48 : Structure des gènes des différentes ROMT.
	2.1.2 Clonage des gènes ROMT de V. vinifera var. PN40024

	Tout comme pour le clonage des gènes STS, la grande conservation des séquences nucléotidiques au sein de la famille nécessite le clonage des différents gènes à partir des régions correspondant aux extrémités 5’ et 3’ non traduites des messagers. Au moins un gène candidat par sous-familles de ROMT a été ciblé pour le clonage, et les amorces utilisées sont indiquées Tableau 9 (page 74). 
	Les ROMT amplifiées à partir de l’ADN génomique ont été transférées dans un vecteur d’entrée pJET avant d’être séquencées. Les clones validés ont été utilisés comme matrice pour amplifier le gène ROMT à l’aide d’amorces spécifiques rajoutant des séquences de recombinaison en 5’ et en 3’du gène (attB1 et attB2, respectivement), qui permettront une intégration site-spécifique et directionnelle du gène dans un vecteur donneur GatewayTM (pDONR207) par recombinaison homologue (Figure 28). Cette étape nécessite une amplification par PCR, aussi les ROMT intégrées dans le pDONR207 sont également séquencées afin de vérifier la conformité de la séquence nucléotidique. Une fois la séquence validée, les ROMT sont transférées par recombinaison homologue dans un vecteur de destination final GatewayTM, ou vecteur d’expresion (pMDC32 pour l’expression in planta, ou pHNGWA pour l’expression chez E. coli). 
	Les vecteurs issus des clonages pJETTM ou GatewayTM sont transformés dans des bactéries E. coli XL1-Blue, dans le but :
	- de sélectionner les clones positifs en présence d’antibiotiques sélectifs. Les clones sont par la suite analysés par PCR sur colonies afin de vérifier la présence du gène d’intérêt, et par conséquence du vecteur. 
	- d’amplifier les clones positifs via une mini-préparation d’ADN plasmidique. 
	Au total, 9 ROMT ont été clonées à partir de l’ADN génomique de V. vinifera var. PN40024 et deux ROMT (VvROMT12 et VvROMT13) à partir d’ARN extraits de racine de V. vinifera var. PN40024 (Figure 49). 
	/
	Figure 49: Clonage des ADNc des ROMT de vigne.
	Amplification de VvROMT1, VvROMT2, VvROMT 4, VvROMT6, VvROMT5, VvROMT7, VvROMT9, VvROMT10, VvROMT11, et VvROMT14. 
	Les tests enzymatiques des ROMT nécessitent le clonage des ADNc dans un vecteur d’expression GatewayTM spécifiquement utilisé pour l’expression de protéines chez E. coli (pHNGWA ou PHGWA). J’ai donc du obtenir les ADNc des ROMT qui ont été clonées à partir de l’ADN génomique du PN40024. Pour cela j’ai utilisé le système d’expression transitoire chez N. benthamiana, afin d’exprimer les différents gènes ROMT dans les feuilles, et de profiter de l’épissage des gènes exprimés pour obtenir les ADNc correspondants. Ainsi, après extraction des ARNm des feuilles infiltrées et RT-PCR, les ADNc obtenus ont servi de matrice pour l’amplification des gènes ROMT par des primers spécifiques GatewayTM et intégration dans le pDONR207. Après avoir validé les clones par séquençage, les différentes ROMT sont transférées dans un vecteur d’expression GatewayTM de type pHGWA ou pHNGWA.
	2.2 Analyse de l’expression des gènes ROMT

	L’expression de la ROMT CS11 a été étudiée par RT-PCR au niveau de disques foliaires de vigne soumis à différents stress (Schmidlin et al., 2008). Il est apparu que le gène ROMT CS11 était induit 24 h et 48 h après immersion des disques foliaires dans une suspension de sporanges de P. viticola (2.104 ml-1), avec un maximum d’expression 24 h post-infection. De même, suite à un stress abiotique de type stress UV ou métaux lourds (AlCl3), la ROMT CS11 montre un maximum d’induction 24 h après le traitement. Récemment, l’expression de la ROMT a été caractérisée une nouvelle fois au niveau des baies de V. vinifera cv. Marselan 48 h après infection par B. cinerea, mais aussi au niveau des feuilles 3 jours post-infection par P. viticola, avec un maximum d’expression 7 jours post-infection (Gamm et al., 2011). Par ailleurs, une large étude transcriptomique sur V. vinifera a pu mettre en évidence l’expression d’un gène (VvROMT13) au niveau des racines de vigne stressées par différents stress abiotiques (stress hydrique, salin, ou exposition au froid) (Tillett et al., 2011).
	L’analyse des profils d’expression des gènes de la famille ROMT a donc été entreprise chez V. vinifera var. PN40024, au niveau de différents organes soumis ou non à un stress (biotique ou abiotique).
	2.2.1 Expression des ROMT en l’absence de stress

	L’analyse de l’expression des gènes ROMT en l’absence de stress a été entreprise par RT-PCR, au niveau des racines, des tiges, des pétioles et des feuilles de V. vinifera var. PN40024. Pour cela, les différents organes ont été prélevés, les ARNm ont été extraits puis une RT-PCR a été réalisée à partir des ARNm (protocole 2.3.1). De par la grande ressemblance des séquences nucléotidiques entre les différents gènes ROMT, la création d’amorces spécifiques à chaque gène n’était pas possible. Aussi, certaines amorces amplifient plusieurs gènes ROMT. Cependant, chaque couple d’amorce non-spécifique à un gène l’est néanmoins pour une sous-famille de gènes ROMT. Par exemple le couple d’amorce 1 est spécifique à la sous-famille composée des gènes VvROMT1, 2, 5, 7 et 10. Cela permet donc de distinguer l’expression des différentes sous-familles (Figure 50).
	Seuls les gènes VvROMT12 et VvROMT13 sont exprimés de façon constitutive et uniquement dans les racines (Figure 50), ce qui va dans le même sens que les résultats obtenus par Tillett et al., qui ont pu mettre en évidence l’expression de VvROMT13 au niveau des racines de vigne stressées (Tillett et al., 2011). Les ROMT 12 et 13 n’ont pas été caractérisées à ce jour, et leur expression constitutive suggère que ces enzymes jouent un rôle dans la méthylation de métabolites secondaires au niveau des racines. Ces ROMT seront étudiées plus en détail afin d’élucider leur fonction.
	/
	Figure 50 : Profil d’expression des gènes ROMT au niveau des racines de plantules de vigne.
	2.2.2 Profil d’expression des gènes ROMT suite à une infection par Plasmopara viticola

	Le profil d’expression des gènes ROMT a été analysé suite à une infection par P. viticola (cv. Resdur), afin d’identifier des gènes potentiellement impliquées dans les mécanismes de défense de la vigne contre P. viticola. 
	L’expression des gènes ROMT a été caractérisée par qPCR avec l’aide de Julie Chong (UHA, Colmar) à partir d’ADNc issus de feuilles de V. vinifera var. PN40024 infectées par P. viticola. La cinétique d’infection a été réalisée à l’INRA de Colmar sur trois jours après inoculation de sporanges de P. viticola par immersion (voir protocole 2.3.2.1) ; la sporulation est apparue au bout du troisième jour (Figure 51). 
	/
	Figure 51 : Test d’inoculation de P. viticola sur V. vinifera var. PN40024.
	(A) Feuille de vigne traitée avec de l’eau, 96 h post-traitement
	(B) Feuille de vigne traitée avec des spores de mildiou, 96 h post-traitement
	Pour la qPCR, les amorces utilisées ont été dessinées de la façon la plus spécifique possible pour l’ensemble de la famille des ROMT, en tenant compte des séquences des ADNc mais aussi des régions 3’UTR sur 300 pb maximum. Pour certaines sous-familles, un couple d’amorces amplifie plusieurs ROMT, car les séquences des ADNc et des extrémités 3’-UTR sont trop similaires ; c’est le cas par exemple de VvROMT1 et VvROMT2, ou encore VvROMT5 et VvROMT7. Pour chaque couple d’amorces, au moins une amorce a été dessinée pour être spécifique d’un gène ROMT, ou les deux lorsque les séquences le permettent (c’est le cas pour les amorces amplifiant VvROMT1 et 2). La liste des amorces est disponible partie 2.1.6.4 page 76. Les amorces ont préalablement été testées sur l’ADN génomique de V. vinifera var. PN40024, afin de vérifier si les fragments obtenus correspondent à la taille attendue. Pour tous les couples d’amorces, une bande correspondant à la taille attendue a été obtenue par PCR. Cependant, dans certains cas, l’amplification est faible (VvROMT12), ou le couple d’amorces amplifie un fragment supplémentaire (VvROMT3, 12, 4-9, 5-7). 
	De façon générale, 2 gènes ROMT ont été détectés par q-PCR comme étant induits suite à une infection par P. viticola, avec une induction maximale pour VvROMT1 et 2 (Figure 52). L’induction de l’expression des autres gènes ROMT n’a pas été observée. VvROMT1 et 2 sont induits 24 h et 96 h post-inoculation, avec une induction maximale à 24 h post-inoculation, suivie d’une induction progressive 48 h à 96 h post-inoculation. Ces deux gènes sont ceux qui présentent la plus forte identité de séquence avec le gène ROMT CS11 déjà caractérisée (Schmidlin et al., 2008), qui montre également une induction maximale 24 h post-infection. Nos résultats de qPCR sont donc cohérents, et renforcent l’hypothèse que les gènes VvROMT1 et VvROMT2 sont des orthologues du gène ROMT CS11, et donc des resvératrol O-méthyltransférases. Pour les autres gènes ROMT, aucune amplification n’a pu être détectée à l’exception de VvROMT8 qui est faiblement induit 48 h et 96 h post-inoculation.
	2.2.1 Profil d’expression des ROMT suite à un stress aux rayons UV

	Le profil d’expression des gènes ROMT suite à un stress aux rayons UV a été analysé avec les mêmes préparations d’ADNc que celles utilisées pour la famille des STS, soit 6 h et 24 h après exposition de jeunes plants de vigne entiers à la lumière UV. De façon générale, les différents gènes ROMT ne sont pas induits suite à un stress UV. Au niveau des feuilles et des tiges, on remarque une très légère induction des gènes ROMT dans leur ensemble, avec 30 cycles d’amplification PCR. Dans les racines, seuls les gènes VvSTS12 et VvSTS13 sont exprimés de façon constitutive, et ne semblent pas être induit ou réprimés suite au stress. Les stress aux métaux lourds et les stress salin et hydrique n’ont pour le moment pas été testés dans le cadre de l’étude de la famille des ROMT de vigne. En revanche, j’ai pu entreprendre la caractérisation fonctionnelle des gènes ROMT, tout en mettant l’accent sur les ROMT 12 et 13, qui montrent une expression assez atypique au niveau des racines. Mes recherches se sont donc focalisées sur ces deux enzymes, avec notamment l’obtention de transformants stables d’A. thaliana et N. benthamiana.
	//
	Figure 52 : Gènes ROMT induits en réponse à une inoculation des feuilles de V. vinifera var. PN40024 par P. viticola.
	Pv, feuilles inoculées avec Plasmopara viticola ; H2O, feuilles traitées avec de l’eau ; T0 NI, feuille traitée avec de l’eau au temps 0, T0 I, feuille inoculée avec P. viticola au temps 0 ; 12h, 24h, 48h, 72h, 96h, temps post-inoculation par P. viticola auxquels ont été prélevées les feuilles de vigne.
	2.3 Caractérisation fonctionnelle des ROMT 

	L’analyse fonctionnelle des gènes ROMT a été réalisée par différentes approches. Tout d’abord, les différentes protéines ROMT recombinantes ont été testées in vitro pour leur aptitude à méthyler différents substrats potentiels, dont le resvératrol et d’autres stilbènes de structure proche du resvératrol. Parallèlement, la caractérisation fonctionnelle a été réalisée in planta par expression transitoire par agro-infiltration chez N. benthamiana, mais aussi par la génération de transformants stables d’A. thaliana et N. benthamiana.
	2.3.1  Analyses fonctionnelles des ROMT
	2.3.1.1 Mise au point de l’expression des protéines


	Les différents gènes ROMT ont élé clonés dans des vecteurs d’expression GatewayTM pHNGWA ou pHGWA (Busso et al., 2005), qui permettent de générer une protéine de fusion constituée de la protéines NusA portant une étiquette de 6 histidines à son extrémité N-terminale, suivie de la protéine ROMT d’intérêt (6His-NusA-ROMT). Le choix du vecteur d’expression utilisé et des conditions de cultures se sont révélés déterminants pour obtenir de bonnes quantités de protéines solubles.
	Optimisation du milieu de culture 
	L’optimisation du milieu de culture est un point déterminant pour la production des ROMT. Le milieu de culture basé sur un milieu LB est supplémenté en glycérol (0,5 %), qui apporte une source de carbone supplémentaire et qui facilite l’obtention de protéines solubles (Ajikumar et al., 2010). L’induction est réalisée à une DO600nm de 0,4 à 0,6 par l’ajout de 0,1 mM d’IPTG : une concentration trop élevée d’IPTG empêche totalement la production de protéines, et une densité optique trop importante équivaut à se situer sur la fin ou en dehors de la phase exponentielle de croissance des bactéries, ce qui réduit aussi la quantité de protéines produites après induction. Le milieu de culture doit être mis sous agitation une nuit à 20 °C, afin d’éviter une croissance trop rapide des bactéries, qui aurait pour conséquence de favoriser la formation de corps d’inclusion. Pour une production de protéines optimale, la culture doit être réalisée dans un volume allant de 10 ml à 25 ml maximum, des cultures en plus grands volumes n’ayant pas permis d’obtenir des protéines solubles (Figure 53A). 
	Expression et purification des protéines ROMT recombinantes
	La fusion des ROMT avec la protéine NusA est apparue nécessaire pour l’obtention d’une protéine soluble, condition indispensable pour pourvoir réaliser des tests enzymatiques ou des purifications de protéines. Des essais de production via un vecteur d’expression pHGWA permettant la production d’une ROMT native a été tentée. La protéine était produite efficacement mais n’était pas soluble (Figure 53B). A l’inverse, l’utilisation du vecteur pHNGWA permettant la production d’une protéine recombinante de type 6His-NusA-ROMT permet d’obtenir une quantité suffisante de protéine soluble. Cependant, ces protéines de fusion nécessitent une étape de clivage préalable de la protéine NusA pour pouvoir libérer les protéines ROMT natives (40 kDa). Ce clivage est réalisé à l’aide de la thrombine, une enzyme qui reconnaît spécifiquement les sites peptidiques de type Leu-Val-Pro-Arg-Gly-Ser. Ce site est ajouté en amont des différentes ROMT, en utilisant des amorces qui ajoutent la séquence « GTTCCGCGTGGATCA ». Pour la ROMT CS11 considérée comme témoin des différentes expériences, la digestion par la thrombine permet d’obtenir la protéine native dans des quantités suffisantes pour les tests enzymatiques (Figure 53C). Pour les autres ROMT, la digestion par la thrombine ne permet pas de cliver les deux protéines (Figure 53D). Les purifications et les tests enzymatiques ont donc été réalisés sur des protéines de fusion. L’absence de clivage pourrait venir d’un problème d’accès de la thrombine au site de clivage, peut-être en raison d’une conformation gênante des protéines de fusion. Une solution pour pallier à ce problème serait d’allonger la région qui sépare les deux domaines de la protéine de fusion. Après essai de deux types de résines d’affinité métallique : Ni-TED (Macherey-Nagel, kit Protino, matrice de silice) et Ni-NTA (Qiagen, matrice d’Agarose), la résine Ni-NTA a été retenue (Figure 53).
	Pour les tests enzymatiques, j’ai fait le choix d’utiliser ces différentes protéines de fusion, purifiées, ou directement à partir d’un surnageant de culture d’E. coli induit, en faisant l’hypothèse que la protéine NusA ne modifie pas fondamentalement la spécificité de substrat des ROMT (ce qui est le cas pour la ROMT CS11).
	/
	Figure 53 : Optimisation de la production des ROMT.
	EB, extrait brut de bactéries ; Su., surnageant de culture bactérienne après sonication ; col., surnageant de culture bactérienne après passage sur colonne ; lav. Surnageant de culture bactérienne après lavage de la colonne ; thromb., éluat après clivage à la thrombine ; Imi., éluat après élution à l’imidazole ; pHNGWA et pHNWA, plasmide d'expression GatewayTM utilisé pour la production de protéines chez E. coli. 
	A) Comparaison des vecteurs pHNGWA et pHGWA pour la production de protéines
	B) Comparaison de la production de protéines en petit volume (10 ml) et gros volume (50 ml)
	C) Purification de la ROMT CS11 sur colonne Ni-TED
	D) Comparaison de la purification de la ROMT 2 sur colonnes Ni-TED ou Ni-NTA
	2.3.1.2 Analyses préliminaires de l’activité des protéines ROMT recombinantes

	Les propriétés fluorescentes des stilbènes rendent leur analyse par chromatographie en couche mince (CCM), particulièrement aisée. Pour les analyses par CCM, j’ai principalement utilisé les surnageants de culture d’E. coli induits, mais certaines analyses ont été effectuées à partir des protéines ROMT purifiées (colonne Ni-NTA, élution à l’imidazole 200mM). Les tests de substrat sont optimaux à des concentrations en substrats de 50 µM, la réaction enzymatique étant inhibée à des concentrations plus fortes. La Figure 54 récapitule tous les tests ayant été effectués avec les ROMT du PN40024. La ROMT CS11 a été utilisée comme témoin. Une activité méthyltransférase a pu être détectée avec les ROMT 2, 13 et CS11. Comme attendu, la ROMT CS11 est capable de synthétiser du ptérostilbène à partir du resvératrol et de son intermédiaire, le resvératrol monométhyle (RME). Les ROMT 1 et 2 sont les ROMT les plus proches, en terme de séquence protéique, de la ROMT CS11. De plus, elles présentent les mêmes profils d’expression en réponse à une infection par P. viticola. Les tests enzymatiques montrent que la ROMT 2 est également capable de synthétiser du ptérostilbène, ce qui va dans le sens des résultats précédents, et fait de la ROMT 2 du PN40024 un orthologue de la ROMT 11 du Cabernet sauvignon. La ROMT 1 vient à peine d’être clonée, suite au séquençage de nombreux clones (en général la ROMT 2 est majoritairement amplifiée et retrouvée dans les clones issus des premières étapes de clonage pJET). Sa forte identité de séquence avec les ROMT 2 et CS11 suggère qu’elle pourrait également être capable de synthétiser du ptérostilbène. Les ROMT 1 et 2 seraient donc les vraies resvératrol O-méthyltransférases chez le PN40024. 
	En dehors de la ROMT 2, seule la ROMT 13, exprimée constitutivement au niveau des racines, est capable de méthyler le resvératrol et le RME. A partir du resvératrol, la ROMT 13 forme du RME et du ptérostilbène en quantité moindre, mais surtout l’intermédiaire 2 : du resvératrol méthylé en position –para (3,5-dihydroxy, 4’-méthoxystilbène). A partir du RME, la ROMT 13 forme du ptérostilbène, et il est possible qu’un dérivé triméthylé (ptérostilbène méthylé une troisième fois en position –para) soit synthétisé, mais la CCM ne permettrait pas de le distinguer. Ces résultats sont étonnants, car aucune méthylation en –para n’avait encore été mise en évidence chez la vigne. La ROMT 12 serait capable de méthyler le RME pour former du ptérostilbène, mais ces résultats sont à confirmer par UHPLC-MS, en raison de la faible quantité de produit détecté.
	Pour les autres ROMT, les tests enzymatiques analysés par CCM n’ont pas pu mettre en évidence une activité enzymatique.
	/
	Figure 54 : Tests enzymatiques réalisés sur les ROMT du PN40024, visualisation par chromatographie en couche mince.
	Les extraits bruts d’E. coli exprimant les différentes ROMT recombinantes sont incubés en présence de deux substrats potentiels :
	(A) Tests enzymatiques réalisés avec de 50 µM de resvératrol
	(B) Test enzymatiques réalisés à partir de 50 µM du dérivé monométhylé du resvératrol (intermédiaire 1 : resvératrol monométhyle éther ou RME).
	2.3.1.3 Tests enzymatiques multi-substrats

	Principe des tests enzymatiques multi-substrats 
	Les travaux réalisés dans mon laboratoire de recherche portent sur des enzymes du métabolisme secondaire végétal dont la plupart possèdent des fonctions encore inconnues. Il était donc nécessaire de créer un système rapide et efficace permettant de tester un grand nombre de substrats potentiels en un minimum de temps et adaptable aux différentes enzymes étudiées dans le laboratoire. Le test enzymatique multi-substrats est né de ce besoin. Le principe est le suivant : un mélange composé de substrats potentiels des OMT testées est incubé en présence d’extraits bruts d’E. coli exprimant les OMT d’intérêt ou de protéines purifiées. L’incubation se fait typiquement pendant une nuit, en présence de deux concentrations différentes du mélange de substrats ou des substrats individuels (10 µM et 50 µM de chaque composé). Le mélange regroupe un ensemble de substrats utilisés par différents types d’OMT, et contient aussi bien des flavonoïdes (quercétine, myricétine, chalcone, kaempférol, catéchine), une coumarine (hydroxycoumarine aussi appelée esculétine), un stilbène (le resvératrol), deux acides hydroxycinnamiques (l’acide caféique et l’acide chlorogénique), deux composés volatils aromatiques (le dihydroxyanisole, DHA), retrouvé chez Rosa chinesis (Wu et al., 2004) et l’hydroxypyrazine retrouvé dans les grappes de raisin ou les poivrons verts (Ryona et al., 2010). Le mélange contient également d’autres composés phénoliques retrouvés chez les plantes tels que l’acide gallique, l’éthyl gallate ou le 3/4-phénylphénol. Ce type de test est purement qualitatif et n’a pas pour but primaire d’identifier le substrat d’une OMT d’intérêt. Il permet en revanche d’obtenir des informations sur le type ou la famille de composés pouvant éventuellement être méthylés in vitro, ce qui permet d’orienter les recherches du ou des substrats physiologiques de l’OMT considérée.
	Tableau 19 : Composition du mélange de substrats
	Tests enzymatiques multi-substrats : résultats
	Après incubation et précipitation des protéines à l’acétone, les tests enzymatiques  sont directement analysés par UHPLC-MS. Les données récoltées sont analysées à l’aide du logiciel ToxID fournit par Thermo Scientific, qui permet de traiter l’ensemble des données très rapidement en détectant pour chaque échantillon les composés recherchés sur la base des formules brutes attendues. Le logiciel scanne les courant d’ions totaux (TIC) pour les masses exactes des composés ionisés recherchés, et détermine une intensité, qui correspond à l’abondance de l’ion détecté dans le TIC. ToxID génère ensuite un tableau récapitulatif des intensités des différents ions détectés, avec les pics de masse correspondants. Pour mes analyses, j’ai autorisé un écart-type de 10 ppm pour les masses recherchées, ce qui permet d’avoir une précision suffisante vis à vis des métabolites détectés. Le seuil de détection pour les ions recherchés est fixé à 6 000, ce qui veut dire que les composés sont relevés par le logiciel uniquement si l’intensité de l’ion retrouvé dans le TIC dépasse le seuil imposé. Pour être quantitatif, il faudrait réaliser une gamme étalon pour chaque métabolite étudié, incluant les produits de réaction. Cependant, pour une approche exploratoire, l’analyse qualitative est suffisante dans un premier temps. 
	Les résultats de ces tests enzymatiques sont représentés dans la Figure 55. Les tests ont été effectués avec 10 et 50 µM de mix de substrat, et la concentration optimale varie en fonction de chaque OMT. Comme témoin j’ai utilisé la ROMT CS11 ainsi que l’AOMT1 de V. vinifera capable de méthyler les flavonoïdes (Hugueney et al., 2009).
	Comme attendu, la ROMT CS11 permet d’obtenir du pterostilbène, avec une très faible accumulation de RME. Le DMP et le TMB sont faiblement synthétisés par la ROMT CS11 (Figure 55), ce qui confirme sa grande spécificité vis-à-vis du resvératrol. L’AOMT1 catalyse la méthylation des flavonoïdes, dont la quercétine et la myricétine, amenant à la formation de la méthoxy-quercétine ainsi que de la méthoxy-myricétine et la diméthoxy-myricétine (Figure 55). L’AOMT1 permet également de convertir l’hydroxycoumarine en méthoxy-hydroxycoumarine. Les ROMT 4, 5, 6, 10 et 11, en revanche, non pas montré d’activité enzymatique évidente et la ROMT 14 permet de synthétiser de petites quantités de méthoxy-hydroxycoumarine et de DMP. La ROMT 12 synthétise du DMP et du TMP à partir du 3,5-dihydroxyanisole, l’intensité de signal étant plus élevée pour le TMP.
	/
	Figure 55 : Résultats des tests enzymatiques multi-substrats.
	Les tests ont été effectués à partir d’un mélange à 10 µM pour chaque substrat (barres grises), ou 50 µM (barres noires). Seuls les composés détectés sont représentés.
	La ROMT 13 a montré les résultats préliminaires les plus encourageants pour la caractérisation de la fonction enzymatique. En effet, la ROMT 13 est capable de méthyler l’hydroxycoumarine pour former le méthoxy-hydroxycoumarique (scopolétine). La ROMT 13 permet également la synthèse de DMP et de TMB, l’intensité détectée étant plus importante pour le DMP. Comme attendu, et en accord avec les résultats obtenus par CCM, la ROMT 13 permet également de produire du resvératrol monométhyle ainsi que du ptérostilbène, mais en quantités moindres. Enfin la ROMT13 méthyle aussi la myricétine, la chalcone, et l’olivetol, mais les produits formés sont proches du seuil de détection fixé. Afin de valider les résultats observés, j’ai réalisé une nouvelle incubation à l’aide d’enzymes purifiées, dont les résultats sont présentés Figure 56, qui a permis de valider les observations obtenues par l’incubation du mix de substrats avec des surnageants de culture d’E. coli induits. 
	/
	Figure 56 : Test enzymatique à partir d’enzymes purifiées (ROMT 2, 13 et CS11).
	Parmi tous les substrats testés, l’hydroxycoumarine est le substrat préférentiel de la ROMT13. Les coumarines sont distribuées chez de nombreuses familles végétales, cependant, les coumarines telles que l’esculétine et la scopolétine ne font pas partie des composés couramment décrits chez la vigne, ce qui a été confirmé par nos propres analyses d’extraits de racines de vigne, qui n’ont pas permis de détecter ces composés. Cette observation suggère que l’hydroxycoumarine n’est pas le substrat naturel utilisé par la ROMT 13, mais que sa structure pourrait s’en rapprocher, ce qui permettra d’orienter les futures recherches de substrats.
	2.3.2 Analyses fonctionnelles in planta
	2.3.2.1 Analyses fonctionnelles par agro-infiltration


	L’agro-infiltration chez N. benthamiana est un outil performant pour l’analyse de l’activité des OMT, outil qui a été utilisé précédemment pour la caractérisation de la ROMT CS11 (Schmidlin et al., 2008). Dans le cas de l’étude de la famille des ROMT, j’ai réalisé des double-transformations transitoires en infiltrant à la fois une agrobactérie portant le gène STS (VvSTS15 du var. PN40024) et une agrobactérie portant le gène ROMT. L’infiltration de VvSTS15 seule permet de reconstituer la voie des stilbènes chez N. benthamiana et de produire du resvératrol. Ainsi, ce système permet d’évaluer l’activité éventuelle des différentes protéines ROMT sur les stilbènes. Après infiltration des agrobactéries dans les feuilles de N. benthamiana, les plants sont laissés au repos 4 jours puis les feuilles sont extraites à chaud dans du méthanol. Les différents gènes sont toujours infiltrés avec le suppresseur de silencing P19, qui permet d’obtenir une meilleure expression des transgènes. Les échantillons obtenus sont analysés par UHPLC-MS, les stilbènes sont détectés via le détecteur UV à la longueur d’onde de 307 nm, et l’ensembles des masses comprises entre 100 et 700 m/z sont détectées par le spectromètre de masse Thermo Exactive. Les stilbènes détectés en UV sont toujours identifiés sur la base des données obtenues par le spectromètre de masse.
	La co-expression transitoire de la STS15 et de la ROMT CS11 (Témoin positif) conduit, comme prévu, à l’accumulation de ptérostilbène. C’est également le cas pour la ROMT 2 (PN40024). La Figure 57 montre les chromatogrammes issus d’une détection UV (DAD) à la longueur d’onde d’absorption des stilbènes : 307 nm, pour les ROMT CS11, 2 et 5 en co-infiltration avec STS 15.
	/
	Figure 57 : Comparaison des ROMT CS11, 2 et 5 pour la biosynthèse de resvératrol dans des feuilles de N. benthamiana agro-infiltrées. 
	trans-pi, trans-picéide ; cis-pi, cis-picéide, resvératrol monométhyle éther ; ptr., ptérostilbène.
	Les chromatogrammes révèlent que seules les ROMT 2 et CS11 permettent de produire du ptérostilbène en co-infiltration avec la STS 15. La ROMT 5 ne produit que du resvératrol et ses dérivés glycosylés (picéides), ce qui reflète l’activité de la STS 15. N. benthamiana possède également des méthyltransférases qui sont capables de méthyler aspécifiquement le resvératrol. C’est probablement pour cette raison qu’une quantité très faible de ptérostilbène et de resvératrol monométhyle sont détectés dans les échantillons témoins (STS 15 seule) ou en présence d’une ROMT ne produisant pas de ptérostilbène (ROMT 5 par exemple). Pour les ROMT 4, 6, 10, 11, 12, 13 et 14, les chromatogrammes obtenus sont comparables à ceux obtenus avec la ROMT 5. A l’exception de la ROMT13, ces résultats confirment les résultats obtenus par l’analyse en CCM, à savoir que seules les ROMT 2 et CS11 permettent la synthèse de ptérostilbène à partir du resvératrol. Les ROMT 4, 5, 6, 10, 11, 12 et 14 ne sont donc pas des vraies ROMT, mais des ROMT-like dont les substrats ne sont pas encore connus à l’heure actuelle.
	Concernant la ROMT13, les résultats ne sont pas en accord avec ceux observés in vitro en CCM. Plus particulièrement, l’intermédiaire méthylé en position –para du deuxième cycle aromatique (3,5-dihydroxy, 4’-méthoxystilbène) n’a pas été retrouvé dans les extraits (Figure 58). Les profils obtenus ne sont pas significativement différents de ceux des ROMT4, 5 et 6, ce qui indique que la ROMT13 ne présente pas d’activité de méthylation des stilbènes in planta, après expression transitoire chez N. benthamiana.
	/
	Figure 58 : Profil chromatographique obtenu suite à la co-infltration de STS 15 et de ROMT13 dans des feuilles de N. benthamiana.
	2.3.2.2 Analyses fonctionnelles par transformation stable d’Arabidopsis thaliana

	Afin d’explorer le rôle des ROMT-like de vigne, j’ai entrepris la création de plantes transgéniques chez A. thaliana et N. benthamiana. Cette stratégie repose sur l’hypothèse que certaines protéines ROMT pourraient méthyler des composés naturellement présents chez A. thaliana et N. benthamiana, ce qui permettrait d’obtenir des informations sur leurs substrats potentiels chez la vigne. Chez N. benthamiana, j’ai réalisé des plantes transgéniques pour les ROMT 12 et 13, mais également des racines transgéniques par l’utilisation d’A. rhizogenes. Toutes les plantes transgéniques ont été transformées à l’aide du vecteur pMDC32 portant les différentes ROMT sous contrôle du promoteur 35S du CaMV, afin de permettre une expression forte et constitutive des différentes ROMT.
	Obtention de lignées transgéniques exprimant les différents gènes de la famille des ROMT de vigne.
	La transformation d’A. thaliana est relativement simple à réaliser. J’ai donc pu entreprendre la création de lignées stables pour toutes les ROMT clonées. Ce travail a été réalisé en troisième année de thèse, aussi l’obtention de lignées pures, et l’analyse des plantes transgéniques est actuellement en cours de réalisation. La sélection in vitro des plantules transgéniques pour les ROMT 2, 5, 6, 10, 11 et 14 a été facile à obtenir, mais la sélection des plantules transformées avec les ROMT 12 et 13 n’a pas pu aboutir. De façon générale, les plantules transformées avec ces ROMT montraient le même phénotype que les plantules non transformées, à savoir des plantules de petite taille ne développant pas de racines dans le milieu de sélection, et ce malgré l’utilisation de différentes concentrations d’hygromycine (résistance portée par le vecteur pMDC32).
	Deux hypothèses peuvent expliquer ces résultats. Premièrement, il est possible que la transformation d’A. thaliana ait échoué dans le cas de ces constructions, ou que le rendement de transformation soit très faible. Alternativement, il est possible que les ROMT 12 et 13 synthétisent un produit toxique, ou interfèrent avec une voie de biosynthèse importante pour le développement des plantules. 
	L’obtention des lignées pures d’Arabidopsis thaliana a été réalisée en parallèle de l’obtention de lignées transgéniques de N. benthamiana, et de racines transgéniques. Il semblait plus pertinent de réaliser les plantes transgéniques à partir de N. benthamiana, dans la mesure ou le métabolisme secondaire végétal y est plus riche. On y retrouve par exemple une grande diversité d’alcaloïdes.
	2.3.2.3 Transformation stable de N. benthamiana

	La transformation stable de N. benthamiana a été réalisée selon le protocole de Sparkes et al. (Sparkes et al., 2006), qui utilise à l’origine N. tabacum. Aussi, j’ai dû adapter ce protocole à N. benthamiana. La Figure 59 représente les différentes étapes de la formation stable de N. benthamiana, avec les temps de culture entre chaque étape.
	Après l’acclimatation en serre, les plantes ont été analysées par PCR afin de confirmer l’insertion des gènes VvROMT12 et VvROMT13 dans le génome. J’ai vérifié la présence du gène conférant la résistance à l’hygromycine (gène hph), et le gène de l’actine comme contrôle. Sur 22 plantes analysées, 19 possèdent le gène hph et sont donc considérées comme transgéniques. Des extraits de feuilles de ces plantes ont été analysés par UHPLC-MS. La sélection de la génération F1 in vitro est actuellement en cours. Cette sélection est indispensable dans la mesure ou les plantes parentales sont hémizygotes. Le gène inséré ségrégera ainsi selon la deuxième loi de Mendel, et la génération F1 contiendra 1/4 d’homozygotes pour le gène inséré, 1/2 d’hétérozygotes pour le gène inséré et 1/4 de plantes sauvages, si un seul événement d’insertion d’ADN-T a eu lieu lors de la transformation de la plante parentale. Il est donc indispensable de sélectionner les plantes de la génération F1 pour la résistance à l’hygromycine.
	/
	Figure 59 : Etapes de la transformation de N. benthamiana.
	(A) Vue inférieure des feuilles infiltrées 1 semaine après mise en culture in vitro (CIV) (B) Vue supérieure d’une feuille infiltrée environ 4 semaines après mise en CIV (C) Vue supérieure d’un cal âgé de 6 semaines après mise en CIV, avec l’apparition d’une plantule (D) Vue supérieure d’une plantule 8 semaines après mise en CIV (E) Plantule transférée dans un tube de culture in vitro contenant du milieu de culture favorisant l’enracinement (environ 10 semaines après mise en CIV) (F) Plante acclimatée puis transférée en terre pour la formation des graines, environ 4 mois après mise en CIV.
	Dans un deuxième temps, il sera particulièrement intéressant de réaliser des extraits de racines sur ces plantes et de comparer ces extraits à une plante sauvage afin de voir si les ROMT 12 et 13 sont capables de métaboliser un substrat spécifique aux racines. Ces analyses de racines n’ont pas été effectuées sur les plantes obtenues par CIV, puisqu’un prélèvement de racines à ce stade aurait pu compromettre l’obtention de graines. Aussi, j’ai pris le parti d’utiliser plutôt la première génération F1 issue de ces lignées parentales ; qui est en cours de sélection.
	En parallèle des transformations stables obtenues grâce à A. tumefaciens, j’ai obtenu des racines transgéniques (hairy roots) de N. benthamiana, en m’inspirant de plusieurs protocoles de transformations de racines de vigne et d’arachide (Cutanda-Perez et al., 2009; Medina-Bolivar et al., 2007; Cutanda-Perez et al., 2009; Torregrosa and Bouquet, 1997). Deux techniques ont été utilisées en parallèle, à savoir via régénération de racines à partir de feuilles de N. benthamiana agro-infiltrées par A. rhizogenes en CIV (Figure 60D), ou à partir de segments de tiges de N. benthamiana dont l’extrémité est inoculée avec A. rhizogenes. Les vecteurs utilisés pour cette expérience sont les mêmes que ceux utilisés pour les expériences de transformation stable (pMDC32). 
	/
	Figure 60 : Transformation de racines de N. benthamiana par A. rhizogenes.
	(A) Comparaison d’une tige dont l’extrémité a été traitée avec de l’eau (image gauche), ou traitée avec une solution d’A. rhizogenes contenant la construction pMDC32-ROMT12, 2 à 3 semaines après traitement (image de droite) (B) Racines transgéniques 6 à 8 semaines après transfert des racines naissantes sur boîte de Petri (C) Vue supérieure d’un cal obtenu après mise en CIV d’une section de feuille de N. benthamiana, on peut remarquer les racines qui apparaissent au niveau de ces cals au bout de 6 semaines de culture (D) Photo d’une feuille repliée de N. benthamiana infiltrée avec A. rhizogenes.
	La régénération de racines a été bien plus rapide via inoculation des agrobactéries au niveau des tiges de N. benthamiana qu’à partir de feuilles infiltrées. Avec les feuilles infiltrées, les tissus végétaux avaient tendance à former de gros amas de cals, malgré l’absence d’hormone dans les milieux de culture, et les racines finissaient par apparaître au bout de 6 semaines de culture (Figure 60C). Avec l’inoculation sur tige, les racines apparaissent au bout de 2 semaines et peuvent être transférées sur boîtes de Petri sélectives au bout de 4 semaines (Figure 60A). De façon générale, les racines colonisent les boîtes de Petri en au moins 6 semaines (Figure 60B). L’observation de racines fluorescentes, transformées avec le gène codant pour la GFP, nous prouve que cette technique fonctionne bien (Figure 61). La culture de racines en milieu liquide a été tentée, mais cela nécessite encore quelques mises au point pour obtenir une croissance optimale. Ces racines font actuellement l’objet d’une analyse par UHPLC-MS exploratoire, en vue de caractériser les substrats des ROMT 12 et 13.
	/
	Figure 61 : Expression de la GFP dans les racines de N. benthamiana
	(A) Tige dont l’extrémité a été traitée avec une solution d’A. rhizogenes contenant la construction GFP-pB2 (plasmide binaire utilisé pour la transformation végétale), on y voit la formation de racines (B) Fluorescence de la GFP observée au niveau des racines, à la loupe binoculaire.
	2.3.3 A la recherche de substrats potentiels chez Vitis vinifera

	Compte tenu de l’expression spécifique et constitutive des ROMT12 et 13 dans les racines, nous avons réalisé des analyses métabolomiques non ciblées de racines de vigne, dans l’espoir de détecter des composés méthylés potentiellement issus de l’activité de ces ROMT. J’ai ainsi réalisé plusieurs extraits de racines de vigne en utilisant des solvants plus ou moins polaires : le méthanol pour l’extraction des composés polaires ou le dichlorométhane pour l’extraction des composés peu polaire ou apolaires. La Figure 62 représente un extrait de racine injecté directement par infusion dans le spectromètre de masse. Cette technique, appliquée à un mélange complexe, ne permet d’envisager que l’identification de composés majeurs. Certains composés ont néanmoins pu être identifiés, comme par exemple la catéchine ou le méthyl-gallate. Cependant, les tests enzymatiques n’ont pas permis de mettre en évidence la méthylation de ces composés par l’une des ROMT-like. La recherche d’autres candidats reste donc à poursuivre, en particulier grâce à des analyses plus fines après séparation des extraits par UHPLC. L’analyse des transformants d’A. thaliana et N. benthamiana, notamment au niveau des racines, nous permettra peut être d’envisager de nouveaux candidats.
	/
	Figure 62 : FTMS (full time MS), ou total des ions détectés d’un extrait de racine de vigne, en mode négatif.
	2.3.1 Analyse structurale des ROMT

	La structure tridimensionnelle de la ROMT CS11 a été modélisée sur la base des données structurales de l’IOMT de luzerne (Medicago sativa) (Zubieta et al., 2001) par Stéphane Réty, du laboratoire de Cristallographie et RMN Biologiques de l’Université Paris Descartes (Figure 63). L’analyse des structures des enzymes du métabolisme secondaire, telles que les O-méthyltransférases, peuvent aider à expliquer les changements de spécificité de substrats lorsque ceux-ci sont connus. Si les substrats des ROMT-like sont déterminés, les données structuales présentées ci-dessous pourront être exploitées en vue de comprendre les changements structuraux potentiels ayant aboutis à la création de nouvelles fonctions. 
	A l’exception de la ROMT11 et des ROMT12 et 13, les séquences protéiques des membres de la famille des ROMT sont relativement similaires. Les protéines comptent entre 358 et 360 acides aminés pour un poids de 38 à 42 kDa environ. Les ROMT possèdent une structure tridimensionnelle en dimère, constituée de deux monomères identiques. 
	/
	Figure 63 : Représentation tridimensionnelle de la ROMT du 
	Cabernet sauvignon (ROMT CS11).
	 Les deux monomères de la ROMT sont indiqués en bleu ciel et bleu foncé ; les deux substrats de l’enzyme : la S-adénosyl-L-méthionine (SAM, sur la gauche) et le resvératrol (sur la droite) sont représentés en vert. La vue tridimensionnelle représente la structure secondaire de la protéine et la vue de surface ; elle met également en évidence le tunnel par lequel les substrats rentrent au niveau du site actif (indiqué par une flèche rouge).
	Les OMT végétales possèdent cinq régions consensus riches en glycine, dans une zone de 36 acides aminés dans le troisième tiers de la séquence polypeptidique. Ces cinq régions ont été mises en évidence grâce aux données de séquence de 27 OMT végétales incluant des monocotylédones, des dicotylédones et des conifères (Ibrahim, 1997). Ces cinq régions sont très conservées chez les OMT, et peuvent être retrouvées chez les ROMT de vigne (Figure 64 et Figure 65). Les régions I et IV sont impliquées dans la fixation de la S-adénosyl-L-méthionine et les métaux respectivement. Les OMT de bactéries et champignons possèdent également la région I et certains résidus des autres régions.
	/
	/
	Figure 64 : Alignement des séquences protéiques des différentes ROMT du PN40024 et de la ROMTCS11, et pourcentages d’identité correspondants.
	 Les régions consensus riches en glycine des OMT sont représentées en rouge. 
	/
	Figure 65 : Représentation tridimensionnelle des régions consensus riches en glycine de la ROMT du Cabernet sauvignon.
	2.4 Etude de la fongitoxicité du ptérostilbène in planta

	Différentes études on montré les propriétés fongitoxiques du ptérostilbène in vitro (Pezet and Pont, 1990, 1995; Pezet, Gindro, Viret, and Richter, 2004). De part ses propriétés, le ptérostilbène pourrait jouer un rôle important dans les défenses de la vigne. Cependant, la fongitoxicité réelle du ptérostilbène n’a jamais été évaluée in planta. Lors de la caractérisation de la ROMT CS11, la co-expression transitoire d’une stilbène synthase et de la ROMT CS11 chez N. benthamiana a conduit à l’accumulation de quantités importantes de ptérostilbène dans les feuilles transformées. Cependant, la technique d’expression transitoire se prête mal à l’étude de l’impact éventuel du ptérostilbène sur des pathogènes, en raison des réactions provoquées par l’infiltration d’une culture d’A. tumefaciens. Aussi, l’obtention de transformants stables co-exprimant une stilbène synthase et la ROMT CS11 a été entreprise. Après l’échec d’une tentative chez le tabac en raison de phénomènes de stérilité induite par les stilbènes, des lignées d’A. thaliana exprimant d’une part,  la stilbène synthase Vst1 et, d’autre part, la ROMT CS11 ont été générées par Julie Chong (UHA, Colmar). Des lignées co-exprimant les deux gènes ont ensuite été obtenues par croisement de deux lignées pures surexprimant Vst1 et la ROMT CS11, avant mon arrivée au laboratoire). Ces lignées avaient fait l’objet d’analyse par HPLC pour leur production en ptérostilbène, en vue de réaliser des tests pour évaluer l’action du ptérostilbène in planta. Le ptérostilbène n’avait pas été détecté lors des premières analyses. Aussi, j’ai entrepris une nouvelle caractérisation de ces lignées pour leur production de ptérostilbène. Les lignées ont été re-semées, puis environ 100 mg de jeunes feuilles ont fait l’objet d’une extraction puis d’une analyse par UHPLC-MS. Les plantes produisant le plus de ptérostilbène ont été sélectionnées, montées à graines puis re-semées afin de pouvoir réaliser les tests de pathogénicité. Ces tests ont également été réalisés avec la lignée parentale. Les lignées productrices parentales produisent plus de ptérostilbène que leurs descendants, avec un maximum de 4,5 µg/g de matière fraîche (Figure 66), ce qui est inférieur aux quantités obtenues par Rimando et al. (2011), de l’ordre de 8 à 16 µg/g de matière fraîche. Le resvératrol produit dans nos lignées varie entre 9 et 636 µg/g de matière fraîche, à titre comparatif Rimando et al. (2011) ont obtenus des concentrations comrpises entre 22 et 52 µg/g de matière fraîche. Les lignées parentales qui produisent le plus de ptérostilbène, synthétisent également beaucoup de picéide : entre 0,1 et 7 mg/g de matière fraîche, ce qui peut expliquer les faibles concentrations en ptérostilbène obtenues. 
	/
	Figure 66 : Analyse des lignées transgéniques Vst1-ROMT CS11 d’A. thaliana.
	Ces lignées ont été utilisées pour réaliser des tests d’inoculation par B. cinerea, en vue de déterminer si les concentrations en ptérostilbène ont un impact sur le développement du pathogène. Les lignées parentales seront comparées aux plantes produisant uniquement du resvératrol et du picéide, afin de dissocier l’effet du ptérostilbène de l’effet du resvératrol sur la résistance à B. cinerea. Les analyses sont actuellement en cours.
	3 Discussion
	3.1 Analyse de l’expression des gènes ROMT

	L’expression des gènes de la famille des ROMT a été étudiée dans différents organes et différentes conditions, en particulier en réponse à des stress (infection par P. viticola et stress aux rayons UV). Suite à une infection par P. viticola, seules les gènes VvROMT1 et VvROMT2 sont fortement induits 48 et 96 h post-infection. VvROMT8 est également induit, mais dans une moindre mesure : l’induction est 4 fois moins forte que l’induction des gènes VvROMT1 et VvROMT2. Ces résultats sont en accord avec les résultats d’expression précédemment obtenus par Schmidlin et al., (2008), qui montraient l’induction de l’expression du gène ROMT CS11 24 h et 48 h après immersion des disques foliaires dans une suspension de sporanges de P. viticola, avec un maximum d’expression 24 h post-infection. Suite à un stress aux rayons UV, l’ensemble de la famille des ROMT ne semble pas induit 24 et 48 h après traitement, alors qu’une induction 24 h post-traitement avait été observée précédemment (Schmidlin et al., 2008). Une autre étude plus récente a pu montrer l’expression d’une ROMT au niveau des baies de V. vinifera cv. Marselan 48 h après infection par B. cinerea, mais aussi au niveau des feuilles 3 jours post-infection par P. viticola, avec un maximum d’expression 7 jours post-infection (Gamm et al., 2011). Ensembles, ces résultats semblent démontrer que les « vraies » ROMT, telles que les ROMT CS11, VvROMT1 et VvROMT2, impliquées dans la synthèse de ptérostilbène, seraient induites préférentiellement en réponse à un stress biotique de type pathogène fongique. Compte tenu de la toxicité du ptérostilbène sur les spores de B. cinerea et P. viticola (Pezet and Pont, 1988b, 1990, 1995; Pezet, Gindro, Viret, and Richter, 2004), les ROMT pourraient donc jouer un rôle important dans les mécanismes de défense de la vigne contre les champignons phytopathogènes. Le rôle du ptérostilbène comme composé antifongique in planta reste néanmoins à démontrer.
	Les autres ROMT putatives ne semblent pas répondre aux stress biotiques ou abiotiques, et leur implication dans les mécanismes de défense de la vigne semble peu probable. Une analyse non-exhaustive sur différents organes de vigne a permis de constater l’expression constitutive des ROMT 12 et 13 au niveau des racines, ce qui avait déjà été observé au niveau des racines de vigne soumises à différents stress abiotiques (stress hydrique, salin ou exposition au froid) (Tillett et al., 2011). L’expression des gènes VvROMT4, VvROMT5, VvROM6, VvROM10, VvROM11 et VvROM14 n’a pas pu être détectée par cette méthode. Néanmoins, une étude récente et exhaustive menée par Fasoli et al., (2012), a permis d’analyser l’expression d’environ 91 % des gènes de vigne par microarray, sur 54 échantillons représentant les différents tissus et organes de vigne à différents stades de développement : les feuilles, les sarments, les bourgeons, les vrilles, les fruits (rachis, graines, pulpe et peau), les inflorescences (entières et fleurs) et le pollen (Figure 67). D’après les résultats de cette étude (Fasoli et al., 2012) :
	- le gène VvROMT11 tronqué que j’ai cloné, et qui coderait pour une protéine plus courte, n’est pas exprimé dans les conditions testées. Ce gène est donc probablement un pseudogène. 
	- Les gènes VvROMT12 et VvROM13 sont exprimés dans les racines et les graines, et j’ai pu vérifier l’expression constitutive de ces gènes au niveau des racines. 
	- Le gène VvROMT4 est exprimé spécifiquement dans les étamines
	- Les gènes ROMT d’une même sous-famille semblent montrer des profils d’expression relativement similaires. 
	/
	Figure 67 : Profils d’expression de la famille des ROMT (d’après Fasoli et al., 2012).
	3.2 Etude fonctionnelle de la famille des ROMT

	Les études visant à déterminer la fonction des ROMT ont été conduites à la fois in vitro et in vivo. L’analyse in vivo par expression transitoire chez N. benthamiana via agro-infiltration a permis de démontrer l’implication de la ROMT 2 du Pinot noir dans la synthèse du ptérostilbène. Aucune production de ptérostilbène n’a pu être détectée par cette méthode avec les autres ROMT putatives, ce qui a été confirmé par les tests réalisés in vitro avec les protéines recombinantes correspondantes. Ces ROMT ne sont donc pas capable de méthyler le resvératrol, et sont donc considérées comme des ROMT-like. 
	Afin d’identifier les substrats potentiels des ROMT-like, celles-ci ont été incubés en présence de différents substrats « classiques » des O-méthyltransférases végétales. Comme attendu, les ROMT 2 et CS11 catalysent la synthèse du ptérostilbène in vitro. L’analyse multi-substrats a permis de montrer que la ROMT 13 est capable de méthyler différents substrats, dont l’esculétine (hydroxycoumarine), une coumarine retrouvée chez plusieurs familles végétales incluant les Apiacées, les Rutacées, les Solanacées, les Lamiacées, les Astéracées ou encore les Rosacées (Keating and O’Kennedy, 1997). La scopolétine, forme méthylée de l’esculétine, et la scopoline (7-ß-glycoside de la scopolétine) sont décrites chez plusieurs espèces dont le tabac (Maier et al., 2000). Chez A. thaliana, la synthèse de la scopolétine au niveau des racines implique une CCoAOMT (OMT de type II) (Kai et al., 2006). Cependant, la vigne n’est pas une plante réputée pour sa richesse en coumarines (esculétine, scopolétine et leurs formes glycosylées) et des analyses d’extraits de racines de vigne n’ont pas permis d’en détecter. En ce sens, l’esculétine n’est probablement pas le substrat naturel de la ROMT 13, mais sa structure peut donner une indication sur le type de substrat utilisé par la ROMT 13. La ROMT 13 est aussi la seule ROMT capable de méthyler l’olivetol. 
	La ROMT 12, qui est la ROMT-like possédant la plus grande identité de séquence protéique avec la ROMT 13, est capable de méthyler le 3,5-dihydroxyanisole (DHA) pour former le 3,5-dimétoxypolyphénol (DMP) et le triméthoxybenzène (TMB). Des OMT capables de méthyler le DHA et le DMP ont a déjà été caractérisée chez Rosa chinesis (OOMT1 et OOMT2) (Scalliet et al., 2002). Ces OMT sont spécifiqument exprimées dans les pétales de rose, et sont impliquées dans la production de composés phénoliques volatils comme le diméthoxytoluène (DMT) et le triméthoxytoluène (TMB). Ces composés sont une particularité des roses chinoises et participent au bouquet floral typique de ces roses. Les roses possèdent également des OMT spécifiquement exprimées dans les racines et l’une d’entre elles a été analysée au laboratoire comme étant capable de méthyler le 3,5-dihydroxyanisole pour former du DMP et surtout du TMP à partir du DHA. La ROMT 13 et les OMT de rose exprimées dans les racines sont également capables de produire du DMP in vitro, ce qui traduit probablement une grande similitude dans le fonctionnement de ces enzymes. Néanmoins, nous ne pouvons pas affirmer avec certitude que le DHA est bien le substrat naturel de ces OMT, et de plus amples analyses devront être faites pour le prouver, comme par exemple l’obtention de plantes transgéniques surexprimant la ROMT 13.
	En complément des analyses réalisées in vitro, une seconde stratégie a été adoptée pour tenter d’identifier le(s) substrat(s) des protéines ROMT-like. Cette stratégie repose sur leur expression hétérologue chez N. benthamiana et A. thaliana, de manière à étudier leur impact éventuel sur le métabolisme de ces deux plantes. 
	Des analyses préliminaires des métabolites présents après l’expression transitoire des ROMT-like dans les feuilles de N. benthamiana n’a pas permis de détecter de différences majeures, en comparaison avec un témoin exprimant la GFP de façon transitoire. Il est également possible que le substrat de ces enzymes ne soit pas présent dans les feuilles de N. benthamiana, ou que les produits ne soient pas extraits par les protocoles d’extraction utilisés. Par exemple, il est envisageable que les produits de réaction soient (très) apolaires, et qu’ils ne soient pas extraits par le méthanol. Ces analyses pourront donc être complétées par des analyses des fractions apolaires. 
	Parmi toutes les ROMT-like, les ROMT 12 et 13 se sont révélées les plus intéressantes, car nous avons pu mettre en évidence leur activité OMT sur différents substrats, ainsi que l’expression des gènes ROMT12 et ROMT13 au niveau des racines de vigne. J’ai donc entrepris la création de lignées transgéniques de N. benthamiana et d’Arabidopsis thaliana, transformées avec les ROMT 12 et 13 de vigne sous contrôle du promoteur 35S du CaMV, permettant une expression constitutive forte de ces gènes. L’obtention de lignées transgéniques de N. benthamiana est un processus assez long, c’est pourquoi l’analyse des plantes n’a pas encore été achevée. Une analyse préliminaire des feuilles des générations transgéniques parentales a pu montrer des différences notables dans les profils métaboliques, et l’identification des pics correspondants est actuellement en cours. Les descendants des générations parentales sont en cours de sélection, et l’analyse des racines pourra être amorcée rapidement. En parallèle, j’ai obtenu des transformants stables d’Arabidopsis thaliana qui surexpriment les différents gènes de la famille des ROMT. Pour certains de ces gènes, les lignées pures sont en cours d’obtention, mais pour les ROMT 12 et 13, la transformation n’a pas fonctionné. En effet, je ne suis pas parvenue à sélectionner les plantules transformées pour leur résistance à l’antibiotique sélectif : les plantes transformées avec les ROMT 12 et 13 montraient le même phénotype que les plantules non transformées, à savoir des plantules de petite taille ne développant pas de racines dans le milieu de sélection. Deux hypothèses peuvent expliquer ces résultats. Premièrement, il est possible que la transformation d’A. thaliana ait échoué dans le cas de ces constructions, ou que le rendement de transformation soit très faible. Cependant, pour les ROMT 12 et 13, deux transformations indépendantes ont été réalisées, et pour chacune d’elles j’ai réalisé plusieurs sélections in vitro, à différentes concentrations d’hygromycine. Cette hypothèse semble donc peu probable. Deuxièmement, il est probable que les ROMT 12 et 13 synthétisent un produit toxique pour les plantules, freinant ainsi leur développement aux stades précoces. En effet, l’étude de Fasoli et al., (2012) a montré que les gènes VvROMT12 et VvROMT13 étaient exprimés dans les graines, et leur surexpression pourrait donc inhiber le développement des plantules dans les stades précoces de leur développement. On peut aussi imaginer que ces deux enzymes entrent en compétition avec une voie de biosynthèse importante pour le développement des plantules, comme c’est par exemple le cas des doubles transformants STS-ROMT produisant du ptérostilbène chez le tabac (Nicotiana tabacum) (Rimando et al., 2011). Pour sélectionner les plantules exprimant les ROMT 12 et 13, une alternative serait de semer les graines transgéniques directement en terre, et de sélectionner par la suite les plantes sur la base de la présence des gènes ROMT 12 ou 13, en réalisant des PCR à partir d’extraits d’ADN génomique de feuilles. Le travail serait certes plus long, mais il n’est pas exclu que les plantes transgéniques présentent un phénotype particulier en comparaison avec les plantes sauvages.
	En parallèle de ces plantes transgéniques, j’ai pu mettre au point un protocole pour obtenir des racines transgéniques (ou « hairy roots ») chez N. benthamiana, surexprimant de façon constitutive les gènes VvROMT12 et VvROM13 grâce au promoteur 35S. L’expression de ces ROMT dans les racines est plus pertinente pour l’étude de leur fonction, étant donné qu’elles sont constitutivement exprimées dans les racines de vigne. Les chances de trouver un substrat potentiel pour ces deux enzymes sont donc potentiellement plus élevées dans les racines, que lorsque ces ROMT sont exprimées de façon transitoire dans les feuilles, par agro-infiltration. L’analyse des racines transgéniques est actuellement en cours. 
	4 Perspectives
	L’analyse que j’ai réalisée sur la famille des ROMT peut être considérée comme une analyse préliminaire à une étude plus poussée des différents gènes appartenant à cette famille.
	Dans un premier temps, il serait très intéressant de poursuivre la caractérisation fonctionnelle des ROMT-like, et plus particulièrement des ROMT 12 et 13. D’autres substrats pourraient être testés, comme par exemple d’autres acides hydroxycinnamiques, des précurseurs de composés volatils tel que l’orcinol ou l’(iso)eugénol, ou encore des alcools résorcinoliques. En effet, la sorgoléone est un alkyle résorcinolique méthylé sécrété par les racines de sorgho (Sorhum bicolor), et faisant intervenir l’O-méthyltransférases SbOMT3 (Baerson et al., 2008). Cette enzyme permet également de méthyler l’olivetol, tout comme la ROMT 13. Il serait donc pertinent de réaliser des tests avec des alkyle résorcinoliques possédants des longueurs différentes de chaîne hydrocarbonée (alkyle).
	Dans un deuxième temps, il faudrait poursuivre la caractérisation des plantes transgéniques de N. benthamiana, notamment par l’analyse fine du métabolome au niveau des racines pour les ROMT 12 et 13. La sélection des plantes transgéniques d’A. thaliana pourrait également être poursuivie, en utilisant par exemple d’autres méthodes de sélection des plantes. On pourrait par exemple envisager de transformer les plantes avec d’autres vecteurs GatewayTM conférant une résistance à herbicide BASTA (pMDC123), ce qui permettra d’effectuer une sélection des plantes sans passer par une sélection in vitro. Enfin, il serait très intéressant de poursuivre les études des ROMT 12 et 13 dans les racines transgéniques. Dans le cadre de ma thèse, j’ai réalisé des « hairy roots » chez N. benthamiana en adaptant un protocole utilisé pour la vigne (Torregrosa and Bouquet, 1997), et il serait possible d’obtenir ces racines chez la vigne. Il serait donc très intéressant d’observer l’effet d’une surexpression des ROMT 12 et 13 dans des racines de vigne transgéniques, et il serait aussi envisageable d’éteindre l’expression de ces gènes. Une autre approche à envisager serait le silencing des ROMT en transformant les racines avec une construction permettant de générer une structure « hairpin » conduisant à la production de siRNA ciblant les ROMT 12 et 13 spécifiquement. Les séquences nucléotidiques des ROMT 12 et 13 sont suffisamment divergentes pour les dissocier entre elles, et des autres ROMT. Cependant, les ROMT 12 et 13 étant les seules ROMT-like exprimées dans les racines, une approche plus globale par siRNA ciblant indifférement toutes les ROMT pourraient également convenir. Le silencing des ROMT exprimées dans les feuilles (ROMT 1, 2, 5 et 7) pourrait également être envisageable, puisqu’un protocole de silencing par expression transitoire de siRNA dans les feuilles de vigne a récemment été mis au point avec succès (Bertazzon et al., 2012).
	Dans un troisième temps, à la lumière des résultats de Fasoli et al., (2012), il faudrait poursuivre les travaux sur l’expression des gènes de la famille des ROMT afin de quantifier les niveaux d’expression des différents gènes dans les différents organes de la plante et à différents stades de développement. Il serait particulièrement intéressant d’étudier les ROMT exprimées dans les pétales (potentiellement les ROMT 5, 6, 7, 9, 10, 14 et 15), afin de voir si elles sont capables de synthétiser des molécules aromatiques volatiles, mais aussi la ROMT 4, qui a la particularité d’être uniquement exprimée au niveau des étamines.
	Finalement, les travaux sur les doubles transformants d’A. thaliana STS-ROMT produisant du ptérostilbène seront poursuivis, afin d’évaluer la fongitoxicité du ptérostilbène in planta. Un projet commun avec l’équipe de virologie de la vigne de l’INRA de Colmar a pour but de créer des lignées transgéniques de vigne surexprimant la ROMT CS11 du Cabernet sauvignon. Le but est d’obtenir des vignes transgéniques accumulant des quantités importantes de ptérostilbène pour évaluer sa toxicité face aux champignons phytopathogènes et son rôle dans les défenses de la vigne.
	Conclusion générale
	Conclusion générale
	Les gènes STS sont dix fois plus nombreux chez la vigne que chez les autres espèces végétales productrices de stilbènes, ce qui pose la question de la signification biologique de la taille très inhabituelle de cette famille de gènes. Ceci a motivé la première partie de ma thèse, qui consiste en l’étude structurale, fonctionnelle et évolutive de la famille des gènes STS chez la vigne, var. PN40024. Les résultats majeurs de cette étude montrent que :
	- Le génome de PN40024 contient une cinquantaine de gènes STS, dont au moins 32 sont potentiellement fonctionnels. L’expression de 31 de ces 32 gènes est induite en réponse à un stress abiotique (UV), ce qui indique qu’ils sont très majoritairement exprimés.
	-  La caractérisation fonctionnelle d’une sélection de gènes représentatifs de la diversité de la famille suggère que l’ensemble des 32 gènes STS codent pour des protéines ayant réellement une activité stilbène synthase, ce qui représente une redondance fonctionnelle unique.
	- L’analyse évolutive des gènes STS montre que cette famille est extrêmement contrainte, ce qui indique que l’évolution tend à conserver un grand nombre de gènes STS fonctionnels chez la vigne.
	La famille des gènes STS de la vigne possède des caractéristiques uniques chez les végétaux. Il n’y a pas d’autre exemple, à notre connaissance, de famille de plus de 30 gènes fonctionnels et exprimés, codant pour des protéines ayant la même activité enzymatique. Si nous n’avons pas pu conclure sur la signification biologique de l’amplification cette famille chez la vigne, ce travail constitue une base pour de futures études sur la génomique de la biosynthèse des stilbènes. En effet, le projet GrapeReSeq (Plant-KBBE 2008) a permis le séquençage d’une trentaine de cépages de vigne et d’espèces sauvages du genre Vitis, incluant V. sylvestris, qui est l’ancêtre sauvage de la vigne cultivée V. vinifera. La disponibilité de ces données permet maintenant d’envisager l’étude des familles STS à l’échelle du genre Vitis, de comparer les caractéristiques des familles STS chez différents cépages de vigne cultivés et chez différentes espèces de Vitis sauvages, et de s’interroger, par exemple, sur l’impact éventuel de la domestication de la vigne sur ces familles de gènes.
	Dans une seconde partie de ma thèse, je me suis attachée à l’analyse de la famille des ROMT putatives du PN40024, définie à partir de la ROMT du Cabernet sauvignon (ROMT CS11) caractérisée par Schmidlin et al., (2008). Cette analyse a permis d’identifier une famille de gènes dont l’évolution est à priori plus complexe. Contrairement à la famille STS, la famille ROMT ne constitue pas un ensemble de gènes fonctionnellement homogènes. Parmi les 14 gènes complets identifiés à partir du séquençage 12X du génome du PN40024, seul un gène (VvROMT2) et potentiellement deux (VvROMT1, en cours de caractérisation fonctionnelle), sont capables de synthétiser du ptérostilbène à partir du resvératrol, et sont donc considérés comme des « vraies » resvératrol O-méthyltransférases. Les analyses entreprises n’ont pas permis de déterminer les fonctions des autres gènes de la famille ROMT. Néanmoins, j’ai mis en place différents outils qui permettront de poursuivre les analyses fonctionnelles des gènes « ROMT-like ». L’étude de deux gènes exprimés spécifiquement au niveau des racines (VvROM12 et VvROMT13), a constitué la majorité des travaux menés durant ma troisième année de thèse, avec des résultats prometteurs. En particulier, les lignées transgéniques de N. benthamiana et d’A. thaliana exprimant ces différents gènes pourront être utilisées dans des études de métabolomique non ciblées, afin d’étudier la présence éventuelle de métabolites issus de l’activité de ces enzymes. Ces analyses effectuées sur des plantes modèles permettront  de préciser les hypothèses concernant le rôle de ces gènes chez la vigne et, peut-être, de déterminer leur fonction.
	Au delà de l’intérêt fondamental de l’analyse des familles de gènes liés à la biosynthèse des stilbènes chez la vigne, une meilleure connaissance de ce métabolisme est nécessaire à sa prise en compte dans de futurs programmes de création variétale. La combinaison raisonnée de gènes de résistance et de défenses métaboliques permettra de développer de nouvelles variétés possédant des résistances plus durables aux principales maladies fongiques de la vigne.
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	Résumé
	 Les stilbènes sont les métabolites de défense majeurs de la vigne, qui sont également connus pour leurs nombreuses propriétés pharmacologiques. Tirant parti du récent séquençage du génome de la vigne, l’objectif de ce travail est de caractériser les familles de gènes impliqués dans la biosynthèse des stilbènes chez la vigne, et de préciser leur rôle dans les défenses contre le mildiou (Plasmopara viticola).
	La première étape de la biosynthèse des stilbènes est catalysée par la stilbène synthase (STS), pour former le resvératrol. L’analyse détaillée du génome de la vigne a permis d’identifier 48 gènes STS, dont 32 gènes potentiellement fonctionnels. La caractérisation fonctionnelle d’une sélection de gènes représentatifs de la diversité de la famille suggère que l’ensemble des 32 gènes STS code pour des protéines ayant réellement une activité stilbène synthase. L’analyse évolutive des gènes STS montre que la famille est très contrainte, sans trace de néo-fonctionnalisation. La famille des STS de la vigne représente donc un exemple unique d’une famille de plus de 30 gènes codant pour des protéines de fonction identique, et la signification biologique de cette expansion est discutée. 
	Une seconde enzyme importante du métabolisme des stilbènes est la resvératrol O-méthyltransférase (ROMT). La ROMT est impliquée dans la méthylation du resvératrol pour former le ptérostilbène, un composé hautement fongitoxique qui pourrait jouer un rôle important dans les mécanismes de défenses de la vigne. Notre analyse de la famille ROMT montre qu’elle est constituée de 17 gènes, dont deux seulement (VvROMT1 et VvROMT2) semblent impliqués dans la synthèse de ptérostilbène. L’expression de ces deux gènes est induite suite à une infection par P. viticola au niveau des feuilles de vigne. Deux autres gènes de la famille, VvROMT12 et VvROMT13, sont exprimés constitutivement au niveau des racines, et ne semblent pas répondre au stress. Des analyses métabolomiques sur des plants de Nicotiana benthamiana transgéniques exprimant ces deux ROMT ainsi que des tests enzymatiques in vitro ont été réalisés  afin de déterminer la fonction des gènes ROMT12 et 13. 
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