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Figure 1. Apparition et évolution des organismes photosynthétiques terrestres.



Introduction générale

Introduction générale

C’est au Silurien moyen, il y a environ 420 millions d'années, que le retrait progressif
des océans a favoris¢ 1'adaptation de certains organismes aquatiques et photosynthétiques au
milieu terrestre (Fig. 1). Cette adaptation a nécessité des transformations de I'appareil
végétatif et reproducteur des plantes visant essentiellement a faire face a I'absence d'eau et a
croitre dans le milieu aérien, tout en luttant contre l'attraction terrestre. Au cours de
I’évolution, cette transition, dans sa complexité structurale et physiologique, est considérée

comme étant un des événements les plus significatifs de I’histoire des plantes terrestres.

Pendant plusieurs millions d’années, les plantes terrestres sont restées extrémement
petites et de structure simple. Puis, I’appareil végétatif s'est progressivement transformé en un
systéme d'axes rampants et dressés, possédant des tissus structurellement et fonctionnellement
spécialisés et bien différenciés. Ces écosystemes treés diversifiés ont permis de transformer le

dioxyde de carbone présent dans 1’atmosphére en énergie chimique.

Les échanges gazeux ont été facilités par la formation d’ouvertures naturelles a la
surface des plantes, les stomates. L apparition de ces pores, raccordant les organes internes de
la plante a I’environnement extérieur, a également eu pour conséquence d’augmenter les
pertes en eau par évapotranspiration. Puis, 1'édification d'un port végétal de grande taille a
exigé un apport d'eau suffisant et constant dans toute la plante. Cette obligation d’hydratation
a conduit a la création de tissus spécialisés, le systéme vasculaire, qui assure le transport de
I’eau a partir de I’interface plante-sol (le systéme racinaire) vers les parties aériennes de la
plante. Au sein du systéme vasculaire, deux types de tissus conducteurs ont permis d'irriguer
toutes les parties de la plante : les vaisseaux du xyléme transportant I’eau et les éléments
minéraux (la séve brute) et les vaisseaux du phloéme responsables de la distribution des

produits organiques issus de la photosynthese (la séve élaborée).

De nombreuses études sur 1’évolution des plantes vasculaires ont montré une corrélation
entre la complexité de la stature des plantes terrestres et 1’évolution des cellules spécialisées
dans le transport de 1’eau, les trachéides (Friedman et Cook, 2000). Ces cellules spécialisées
dans le transport de I’eau sont issues d’une différenciation complexe conduisant a la mort
programmée des cellules (Roberts et McCann, 2000; Jones, 2001). Le taux de conductance
des trachéides a été estimé comme étant 107 fois supérieur a celui de cellules vivantes
équivalentes avec leur contenu cytoplasmique. Cette propriété physiologique est directement
reliée a la synthése et au dépot d’un polymere structural complexe, rigide et hydrophobe : la

lignine.
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La différenciation du xyléme a également permis de renforcer la résistance mécanique
des axes de la plante et donc d’assurer un déploiement de I’appareil végétatif dans l'espace
aérien. Les axes se sont ensuite différenciés pour former les différents organes que sont la
tige, les feuilles, les racines et les fleurs. La surface de la terre a rapidement ét¢ dominée par

des foréts de Ptéridophytes (fougeres), de Gymnospermes (coniféres) et d’Angiospermes.

Au cours de leur évolution les plantes terrestres ont dii s’adapter pour faire face a de
nombreuses autres contraintes. Les plantes sont des organismes sédentaires, et dans leur
environnement, elles sont sujettes a une multitude de stress de nature abiotique et biotique
(Fig. 2). Parmi les facteurs abiotiques, on trouve notamment les températures extrémes, les
rayonnements U.V., les carences ou les exces en éléments minéraux essentiels ou toxiques.
Les végétaux sont également au contact de nombreux micro-organismes tels que les
champignons, les bactéries et les virus, dont certains sont pathogeénes. Cependant, au cours de
'évolution, les plantes ont su élaborer des systémes d’adaptation et de défense efficaces leur
permettant le plus souvent de tolérer et de résister a toutes ces agressions extérieures. Sous
I’effet de la pression de sélection, les plantes se sont perpétuellement adaptées au milieu
environnant, notamment en modelant leur métabolisme et en synthétisant de nouvelles
molécules. Les voies biochimiques essentielles a la vie de la plante telles que la
photosynthése, la glycolyse ou encore la syntheése des acides aminés ont conduit au cours de
I’évolution a la mise en place de nouvelles étapes enzymatiques donnant naissance a leur tour
a des molécules aux fonctions nouvelles. Ces voies alternatives, souvent spécifiques du régne
végétal, ont été regroupées sous le terme de métabolisme secondaire, en opposition au
métabolisme primaire. Nous pouvons citer les voies métaboliques secondaires conduisant aux

alcaloides, aux terpénoides ou encore aux phénylpropanoides.

Prenons I’exemple de l'interaction entre une plante et un agent pathogéne. L’issue de
I’interaction est dépendante du pouvoir pathogeéne de I'agresseur mais aussi de la capacité de
la plante a résister a l'infection. Lorsque les plantes sont soumises a I’agression d’un agent
pathogene, elles disposent d’un certain nombre de moyens de résistance préexistants tels que
la cuticule (polymeére présent a la surface des feuilles) ou la paroi cellulaire. Passé cette
premiére barriere physique, 1’agent pathogéne peut infecter la plante, s’y développer et
conduire a la maladie. Mais la progression de I’agent pathogéne peut étre également stoppée
par une défense active de la plante. Cette résistance active est caractérisée par 1’induction de
I’expression de genes responsables de la mise en place d’un certain nombre de processus qui
vont permettre a la plante de lutter contre la propagation de 1’agent pathogene. La plante va se
défendre notamment en augmentant la résistance mécanique de ses parois cellulaires grace au
dépdt de polymeres tels que la lignine et la callose. L’accumulation de protéines de défense
notamment des protéines PR (Pathogenesis-Related) et la synthése de molécules signal (acide

salicylique, acide jasmonique) font partie de la panoplie d’armes dont dispose la plante. La
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stimulation des voies métaboliques secondaires constitue une part importante de cette
stratégie de lutte. L’induction de [Dexpression de génes du métabolisme des
phénylpropanoides va conduire a la synthése de nombreux composés phénoliques aux
fonctions aussi variées qu’essentielles.

Mon travail de thése a consist¢ a étudier deux enzymes du métabolisme des
phénylpropanoides. Je présenterai dans un premier temps la caractérisation d’une nouvelle
acyltransférase  de  tabac, [I’HydroxyCinnamoyl-CoenzymeA : shikimate/quinate
hydroxycinnamoyl Transférase (HCT). Cette enzyme synthétise des intermédiaires
métaboliques, des esters phénoliques d’acide quinique ou shikimique. J’ai montré que ces
composés phénoliques sont notamment des précurseurs essentiels a la biosynthese de la lignine,
un des polymeres majeur dérivant de ce métabolisme. Puis, dans un second temps, j’aborderai
I’analyse de [Dinteraction entre une O-méthyltransférase, la Caféoyl-CoenzymeA O-
MéthylTransférase (CCoAOMT), avec son substrat, le caféoyl-CoA. Ces études nous ont
permis de mieux comprendre au niveau structural la spécificité stricte de I’enzyme pour les
esters de CoA.

L'introduction de ce mémoire va tout d'abord étre consacrée a la présentation du
métabolisme des phénylpropanoides a travers une description des principales enzymes de la
voie, des modes de régulation et des nombreux composés dérivant de ce métabolisme. Dans
une seconde partie, j’exposerai les principales caractéristiques des tissus conducteurs, leur
lignification, les étapes enzymatiques conduisant a la lignine et les avancées essentielles qui
ont été obtenues grace a la modulation de la voie de biosynthése par des approches de génie
génétique. Enfin, le troisiéme et dernier volet de 1’introduction décrira la voie du shikimate.
Cette voie appartient au métabolisme primaire et fournit les acides aminés aromatiques, parmi
lesquels le précurseur du métabolisme des phénylpropanoides, la phénylalanine. Des études
récentes ont également mis en lumicre I’importance d’intermédiaires métaboliques de la voie

du shikimate dans la voie de biosynthése des phénylpropanoides.
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Figure 4. Squelettes carbonés des dérivés du métabolisme des phénylpropanoides.

A : Squelette phénylpropane : C6 — C3, dérivant du squelette carboné de la Phe, a lorigine des
phénylpropanoides simples.

B : Squelette phénylpropane - acétate : C6C3— C6, issu de la liaison entre un dérivé phénylpropane, le p-
coumaroyl-CoA (bleu, B), et de la condensation de trois molécules de malonyl-CoA (noyau aromatique en
rouge, A). Ces deux noyaux aromatiques sont a I'origine des phénylpropanoides « complexes ».
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Le premier composé phénylpropane est I'acide t-cinnamique. Il va conduire a cinq autres acides hydroxycinnamiques
(en bleu) qui different par leur degré d’hydroxylation (rouge) et de meéthoxylation (vert). Les esters de CoA
correspondants (en orange) représentent les intermédiaires activés du métabolisme des phénylpropanoides. Les
fonctions carboxyles estérifiées peuvent subir deux étapes de réduction conduisant successivement aux fonctions
aldéhydes ([]) puis alcools ([]). Trois de ces composés alcools constituent des précurseurs de la lignine, les unités p-
hydroxyphényle (H), gaiacyle (G) et syringyle (S).
PAL, phénylalanine ammoniac lyase; CHS, chalcone synthase; SS, stilbéne synthase.
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1. Le métabolisme des phénylpropanoides

1.1 Réle du métabolisme des phénylpropanoides chez les plantes

Le métabolisme des phénylpropanoides est un métabolisme secondaire, spécifique du
régne végétal. Il conduit, a partir de la phénylalanine (Phe), a la synthése d’une multitude de
composés dont la nature peut varier suivant les espéces végétales. L’ensemble des composés
phénylpropanoides dérive de I’acide f-cinnamique, le premier phénylpropane formé a partir de
la Phe grace a l’action de la Phénylalanine Ammoniac Lyase (PAL) (Fig. 3). La PAL est
I’enzyme constituant le point de branchement entre le métabolisme primaire du shikimate, qui
conduit aux acides aminés aromatiques, et le métabolisme secondaire des phénylpropanoides
(Fig. 3). Ces composés secondaires sont impliqués dans des fonctions diverses telles que la
fertilité, la pigmentation, la lignification, la protection contre des agents biotiques ou
abiotiques, ou encore la signalisation (Hahlbrock et Scheel, 1989; Shirley, 1996; Weisshaar et
Jenkins, 1998). Les dérivés phénylpropanes possédent tous le méme squelette carboné issu de

la Phe : un noyau aromatique et une chaine latérale de trois carbones (Cq-Cs) (Fig. 4A).

Les phénylpropanoides simples sont produits a partir de 1’acide #-cinnamique par une
succession d’étapes d’hydroxylation, de méthylation et de réduction (Fig. 5). Ces composés
incluent les acides p-coumarique, caféique, férulique et sinapique (en bleu, Fig. 5), leurs
dérivés et les coumarines simples telles que I’ombélliférone ou la scopolétine. Ces acides libres
s’accumulent rarement a de fortes concentrations dans les cellules, mais sont généralement sous
forme de conjugués. On trouve des esters de glucoses (glucosylation des précurseurs de la
lignine), des esters d’acides organiques (des acides hydroxycinnamiques estérifiés aux acides
quinique, shikimique ou malique), des composés estérifiés aux polysaccharides pariétaux
(esters d’acide férulique) ou encore des polyméres structuraux, formés a partir de la
polymérisation de phénylpropanoides simples et déposés au niveau de la paroi cellulaire
(lignine, subérine). La synthese de la majorité de ces composés nécessite un apport énergétique.
Au sein du métabolisme des phénylpropanoides les esters de coenzyme A (CoA) jouent ce rdle
grace a la liaison thiolester riche en énergie. Ainsi, les thiolesters d’acides p-coumarique,
caféique, férulique et sinapique (en orange, Fig. 5) constituent des plaques tournantes vers des
composés plus complexes (Fig. 3).

Un grand nombre de phénylpropanoides sont des dérivés d’un squelette carboné a 15
carbones (Fig. 4B) dont la synthése débute par la condensation du p-coumaroyl-CoA et de trois
molécules de malonyl-CoA. Cette réaction est catalysée par la chalcone synthase (CHS). Le
produit de cette réaction va conduire a toute une panoplie de molécules aux propriétés anti-
oxydantes (les flavonoides), anti-microbiennes (les isoflavonoides comme la médicarpine; Fig.
3) et toxiques pour les herbivores (les tannins condensés; Fig. 3). Ces produits interviennent

dans de nombreux processus physiologiques tels que la pigmentation des fleurs ou des fruits



Figure 6. Structure de la scopolétine, une coumarine.
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(anthocyanines; Fig. 3), les relations symbiotiques (flavonoides) ou la protection des tissus aux
rayonnements U.V. (kaempférol; Fig. 3). Certaines especes végétales codent également pour la
stilbéene synthase (SS) qui utilise les mémes substrats que la CHS et conduit a la synthese des
stilbénes, des composés aux propriétés anti-oxydantes ou anti-microbiennes tels que le
resvératrol (Fig. 3).

Une grande diversité caractérise ces phénylpropanoides spécifiques du régne végétal. Le
squelette carboné subit, de manic¢re régio-spécifique, des réactions d’hydroxylation, de
méthylation, de glycosylation, d’acylation, de prénylation ou encore de sulfatation. Ces
réactions biochimiques sont catalysées par des enzymes spécialisées appartenant a des familles
multigéniques telles que les mono-oxygénases a cytochrome P450, les méthyltransférases, les
glucosyltransférases ou encore les acyltransférases. Cette variabilité structurale refléte la
multitude des activités et des fonctions biologiques de ces composés. Ceci implique une
régulation fine des étapes enzymatiques intervenant dans cette voie métabolique, que ce soit au
cours du développement de la plante ou en réponse a divers stimuli environnementaux. La
régulation du métabolisme des phénylpropanoides et de la voie du shikimate est coordonnée,
afin de mieux contrdler le flux de carbone injecté¢ dans la voie des phénylpropanoides, par
l'intermédiaire de la PAL (Douglas, 1996).

Les principaux dérivés phénylpropanes vont étre présentés ainsi que les étapes
enzymatiques de la voie générale puis celles qui vont conduire plus particulierement a la
synthése de la lignine. Enfin, la stimulation du métabolisme des phénylpropanoides lors de

divers stress et les mécanismes qui régulent cette voie seront détaillés.

1.2 Les produits dérivés du métabolisme des phénylpropanoides

1.2.1 Les coumarines

Ce sont des composés phénoliques cyclisés (Fig. 6) qui dérivent des acides t-cinnamique
et p-coumarique pour la majorit¢é d’entre eux (Brown, 1981). Cependant, leur voie de
biosynthése peut varier d’une espece a 1’autre. En effet, la scopolétine de tabac dérive de
I’acide férulique (Fritig et al., 1972), tandis que des expériences d’apport de précurseurs
marqués semblent montrer que ce n’est pas le cas chez le tournesol (Hurtado-Cabello et al.,
1997). Les coumarines ont des effets différents sur le développement des plantes suivant leur
concentration mais aussi suivant 1’espéce (Brown, 1981). Dans la cellule, les coumarines sont
principalement présentes sous forme glycosylée. Cette glycosylation serait une forme de
stockage permettant d’éviter les effets toxiques des coumarines sur la cellule et la croissance
des plantes. Certaines d’entre elles sont induites par des stress abiotiques et biotiques et

posseédent une activité antimicrobienne telles les furanocoumarines de persil (Hahlbrock et



Figure 7. Structure de la génistéine, une isoflavone appartenant a la classe des isoflavonoides.

A : noyau aromatique issu de la condensation malonique.
B : noyau aromatique issu du dérivé phénylpropane.
C : hétérocycle.

Figure 8. Role des anthocyanes dans la coloration des fleurs et des fruits.

A : Pigmentation de la fleur (1) et du fruit (2 a 6) de la myrtille au cours du développement.
B et C : coloration du fruit mature de deux mutants naturels affectés dans la voie
de biosynthése des anthocyanes. (Jaakola et al., 2002).
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Scheel, 1989). Elles sont considérées comme des phytoalexines. Celles-ci sont des molécules
de faible masse moléculaire provenant de voies métaboliques variées comme celle des
phénylpropanoides ou des sesquiterpeénes. Les phytoalexines sont synthétisées au niveau des

sites d’infection et ont une activité antimicrobienne démontrée in vitro.

1.2.2  Les stilbénes, les flavonoides et dérivés

Cette section regroupe les flavonoides, isoflavonoides, flavanones, anthocyanes, tannins
et stilbénes, tous formés a partir du p-coumaroyl-CoA. Les flavonoides et leurs dérivés
possédent deux structures cycliques phénoliques (A et B) reliées par un hétérocycle (C) (Fig.
4B et 7). A I’exception des stilbénes, la premiére étape menant a ces composés est catalysée par
la chalcone synthase (CHS) (Fig. 3) et conduit a la chalcone. Les stilbénes, quant a eux, sont
synthétisés par la stilbéne synthase (SS) (Fig. 3), une enzyme présentant des similarités avec la
CHS (Shirley, 1996; Schrdoder et Schroder, 1990). Les flavonoides et dérivés sont stockés sous
forme libre ou conjuguée mais leur localisation cellulaire est encore incertaine, bien que
certains résultats favorisent le stockage dans la vacuole et/ou dans le réticulum endoplasmique
(Dakora et Phillips, 1996). Ils protégent les tissus végétaux contre les rayonnements U.V.
comme l'indique la sensibilit¢ aux U.V. de mutants d'Arabidopsis et de mais déficients en
flavonoides (Shirley, 1996).

Les anthocyanes, une classe de flavonoides, sont des pigments non photosynthétiques
responsables par exemple de la coloration des fleurs, des fruits (Fig. 8) et des graines (Dong et
al., 2001; Winkel-Shirley, 2002; Jaakola et al., 2002). Leur synthése est également activée lors
de stress liés a la lumicre ou aux températures extrémes (Christie et al., 1994).

Les flavonoides et les isoflavonoides interviennent également comme signaux dans les
interactions plante-microorganisme. Lors des réactions de défense, la synthése de novo de
flavonoides aux propriétés antifongiques est stimulée. Les stilbénes, comme le resvératrol (Fig.
3), sont également des phytoalexines de vigne et d’arachide. Au cours de la symbiose avec
Rhizobium, les flavonoides interviennent notamment dans le chimiotactisme et la nodulation
des légumineuses.

Enfin, des analyses de pollen mettent en cause des flavonoides dans la perte de fertilité de

mutants de mais et de pétunias transgéniques inhibés pour la CHS (Shirley, 1996).

1.2.3  Les dérivés d’acides hydroxycinnamiques, dont I’acide chlorogénique

Les dérivés d’acides hydroxycinnamiques constituent des composés importants dans la
physiologie de la plante de par leur large distribution et de par leur réle biologique. Ils sont

impliqués dans les processus de lignification, la division cellulaire, la signalisation ou encore



Antioxidants Sources Antioxidant activity
(mM)

Vitamins

Vitamin C Fruits and vegetables. 1.0

Vitamin E Grains, nuts and oils 1.0
Flavonoids

Anthocyanidins

Oenin Black grapes/Red wine 18

Cyanidin Grapes, raspberries and strawberries 4.4

Delphinidin Aubergine skin 4.4
Flavonols

Quercetin Onion, apple skin, berries, black grapes, tea and broccoli 4.7
Kaempferol Endive, leek, broccoli, grapefruit and tea 1.3
Flavones
Rutin Onion, apple skin, berries, black grapes, tea and broccoli 2.4
Luteolin Lemon, olive, celery and red pepper 2.1
Chrysin Fruit skin 14
Apigenin Celery and parsley 1.5
Hydroxycinnamates
Caffeic acid White grapes, olive, cabbage and asparagus 1.3
Chlorogenic acid Apple, pear, cherry, tomato and peach 1.3
Ferulic acid Grains, tomato, cabbage and asparagus 1.9

2.2

p-Coumaric acid

White grapes, tomato, cabbage and asparagus

Figure 9. Activités antioxydantes relatives de phénylpropanoides présents dans les aliments comparées
a celles des vitamines C et E (Rice-Evans et al., 1997). L’activité antioxydante est exprimée en concentration
d’'une solution de Trolox possédant la méme activité antioxydante qu'une solution a 1 mM de la substance
étudiée.
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(Ishii et al., 1997; Buchanan et al., 2001).

MeO OMe
OH

Glucose-Q

OCH,

Figure 13. Déhydrodiconiféryl alcool glucoside Figure 14. Acétosyringone.
(DCG). (Buchanan et al., 2001).



Introduction générale

les propriétés physico-chimiques des parois cellulaires végétales. Il a également été montré, in
vitro, que les acides hydroxycinnamiques et leurs conjugués ont des pouvoirs antioxydants
importants (Fig. 9). En effet, ’ingestion de ces molécules, a travers la consommation de café
par exemple ou de fruits, semble constituer un moyen de lutte important contre les méfaits des
radicaux libres sur notre santé¢ (Kroon et Williamson, 1999). L’acide férulique estérifié aux
parois cellulaires et 1’acide caféique estérifi¢ a 1’acide quinique, appelé acide chlorogénique
(CGA) (Fig. 10), constituent la majorité des acides hydroxycinnamiques présents dans notre
alimentation. Les grands buveurs de café peuvent ingérer jusqu’a 2g de CGA par jour (Clifford,
1999).

Les esters de CoA semblent étre la source principale des acides hydroxycinnamiques
estérifiés aux parois (Meyer ef al., 1991). Dans les parois, les dérivés d’acides férulique et p-
coumarique sont majoritairement recensés, parmi lesquels des dimeres d’acide férulique. Ces
phénols sont fixés covalemment aux polysaccharides des parois par des liaisons esters, par
exemple a des arabinoxylanes ou des xyloglucanes (Fig. 11) (Iiyama ef al., 1994; Ishii, 1997).
La féruloylation des polysaccharides peut se faire au niveau de la paroi par la voie oxydative
mais pourrait également se dérouler dans les membranes Golgiennes grace a une enzyme de
type transférase. Dans la paroi, les polysaccharides peuvent ainsi étre liés a la lignine via
I’acide férulique et reliés entre eux grace aux dimeres d’acide férulique via des liaisons esters
(Fig. 12). Ces liaisons spécifiques des parois secondaires permettraient de les rigidifier et
d’assurer leur hydrophobicité. Il existe une corrélation entre I’accumulation d’acide férulique et
de son dimere (acide déhydrodiférulique) et la diminution de 1’expansion cellulaire chez les
graminées (liyama et al., 1994). D’autre part, les polysaccharides féruloylés pourraient servir
de point d’ancrage a la lignification (Ishii, 1997). Par ailleurs, des dérivés d’acide férulique et
p-coumarique s’accumulent fortement dans les tissus ¢licités ou infectés (Nicholson et
Hammerschmidt, 1992). Leur role sera développé plus loin (paragraphe 1.5.2). Les acides
hydroxycinnamiques et notamment 1’acide férulique pourraient également étre estérifiés aux

protéines pariétales par I’intermédiaire des résidus tyrosine ou cystéine (liyama et al., 1994).

Quant aux dérivés d’acides hydroxycinnamiques solubles, leur nature varie en fonction
des especes végétales et ils sont impliqués dans de nombreux processus physiologiques. Par
exemple, le glucoside d’alcool déhydrodiconiférylique (DCG), produit de la dimérisation de
deux molécules d’alcool coniférylique suivie d'une glycosylation (Fig. 13) (Orr et Lynn, 1992),
présente une activité semblable a celle des cytokinines sur la division cellulaire (Binns et al.,
1987; Teutonico et al., 1991) et semble jouer un role important dans le développement de la
plante (Tamagnone et al., 1998b). L’implication de certains de ces dérivés dans les interactions
plantes / microorganismes a également été démontrée. Des composés tels que 1’acétosyringone
(Fig. 14) induisent les genes de virulence d’Agrobacterium tumefaciens (Stachel et al., 1985;
Lee et al., 1995).
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L’acide chlorogénique, ou acide 5-O-caféoyl quinique, ou CGA, est la forme combinée
la plus répandue de I’acide caféique dans la nature. Trois autres isoméres existent selon la
fonction alcool estérifiée par I’acide caféique (Fig. 10). Le CGA a été découvert chez le café en
1897 par Gortner et représente 1’un des composés phénoliques solubles les plus abondants dans
les végétaux (Harborne, 1964). L’acide quinique est relié a la biosyntheése des dérivés d’acide
shikimique (voir paragraphe 3.4), par conséquent il n’est pas surprenant de trouver des esters de
I’acide shikimique chez certaines especes (Harborne, 1964). L’acide caféique peut étre associé
avec d’autres acides organiques simples tels que I’acide tartrique, malique ou rosmarinique.

La synthése du CGA représente un processus endo-énergétique qui requiert I’activation
du groupement carboxyle du dérivé phénylpropane. En 1974, Stockigt et Zenk pensaient que,
parmi les intermédiaires riches en énergie du métabolisme des phénylpropanoides, les dérivés
hydroxycinnamoyl-CoA étaient de bons candidats. En effet, il avait déja été montré que ces
esters de CoA intervenaient dans la biosynthése des flavonoides. Ainsi, a partir d’extrait brut de
suspensions cellulaires de Nicotiana alata et  1’aide de substrats marqués au C'* (exemple,
I’acide caféique), Stockigt et Zenk (1974) mettaient en évidence dans un premier temps la
synthese de caféoyl-CoA a partir de CoASH et d’ATP et dans un second temps le transfert de
la partie caféoyl de ce thiol ester sur I’acide quinique pour former le CGA (Fig. 15). Ils
montraient que le caféoyl-CoA était un intermédiaire indispensable a la réaction de synthése du
CGA (Stockigt et Zenk, 1974). Ainsi, le CGA provient de 'estérification du caféoyl-CoA avec
l'acide quinique mais pourrait également dériver du p-coumaroyl quinate qui serait ensuite
hydroxylé (Hanson, 1966; Gross, 1981; Hahlbrock et Scheel, 1989).

Le role du CGA dans la plante n’est pas encore bien déterminé. Chez le tabac, c’est le
composé phénolique soluble le plus abondant constituant un réservoir important de phénols. Le
CGA pourrait étre rapidement mobilisé pour conduire, a partir de l'acide caféique libéré, aux
dérivés hydroxycinnamiques notamment lors de la blessure (Maher ef al., 1994). Lors de la
réaction d’hypersensibilit¢ (RH) de Nicotiana tabacum, induite par le VMT, de nombreux
composés phénoliques s’accumulent & proximité du site d’infection. Parmi ces molécules, on
retrouve les différentes isoformes de CGA et des esters quiniques d’acide férulique et d’acide
p-coumarique (Legrand ef al., 1971; Tanguy et Martin, 1972). La synthése de ces esters semble
étre spécifique des mécanismes de résistance puisqu’un transfert thermique des plantes,
inhibant la RH, conduit a une disparition de ces phénomenes d’induction. Le rdle exact de ces
composés dans la résistance des plantes n’a pas encore été déterminé. Ils pourraient intervenir
dans la protection contre les rayons U.V. (Shirley, 1996; Grace et Logan, 2000) et dans la
gestion du stress oxydatif provoqué par 1'¢élicitation (Rice-Evans et al., 1997). L’origine de
I’acide quinique sera détaillée dans la partie de I’introduction consacrée a la voie du shikimate
(paragraphe 3.4).

L’acide salicylique (SA), dont I’implication dans les réponses de défense en tant que
molécule signal a été démontrée, semble également dériver de ce métabolisme. Sa biosynthése

ferait intervenir des intermédiaires tels les acides cinnamique et benzoique dans de nombreuses
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phénylpropanoides (Chapple ef al.,1992).

A : Plantules sauvages d’Arabidopsis : accumulation de sinapoylmalate dans les feuilles, conférant une
coloration verte sous U.V.

B : Mutant d’Arabidopsis, affecté dans la biosynthése des phénylpropanoides et n’accumulant plus de
sinapoylmalate; apparition de la fluorescence rouge conférée par la chlorophylle.

C : Analyse par CCM des composés phénoliques présents dans les feuilles de plantes sauvages (WT) ou
mutées. SM, sinapoylmalate.
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especes (Fig. 3 et 16) (Meulwy et al., 1995; Coquoz et al., 1998; Pierrel, 1999; Chong et al.,
2001; Lim et al., 2002). Mais les étapes enzymatiques intervenant dans la voie de biosynthese
de I’acide salicylique a partir des intermédiaires phénoliques ne sont pas bien caractérisées. Il
existe chez les bactéries telles que Pseudomonas aeruginosa une autre voie biosynthétique de
’acide salicylique bien caractérisée faisant intervenir I’isochorismate synthase (Serino et al.,
1995). Récemment, il a ét¢ montré chez Arabidopsis que cette voie biosynthétique est
¢galement fonctionnelle chez les plantes a partir d’un intermédiaire du métabolisme primaire
du shikimate, le chorismate (Wildermuth et al., 2001).

Les esters d’acide sinapique jouent également un role physiologique important chez
certaines especes végétales. En effet, certains écotypes d’Arabidopsis (exemple : Columbia)
accumulent plus que d’autres des quantités importantes de sinapoylmalate (Fig. 17) dans
I’épiderme de leur feuille. Cette accumulation confére a ces tissus une coloration verte sous
lumiere U.V. (Fig. 18A) (Chapple ef al, 1992). Des mutants d’Arabidopsis affectés dans la voie
de biosynthése des phénylpropanoides (exemple, le mutant f54) ne synthétisent plus de
sinapoylmalate (Fig 18C), la fluorescence verte disparaissant au profit de la fluorescence rouge
de la chlorophylle (Fig. 18B). Les plantules présentent une sensibilité accrue aux rayons U.V.
mettant en évidence le role de ces composés dans la protection des tissus aux rayonnements
U.V. (Chapple et al., 1992; Dixon et Paiva, 1995). Le phénotype « absence de fluorescence
verte » sous lumiere U.V. constituera, pour le groupe dirigé par C. Chapple, une technique de
criblage d’une banque de mutants d’Arabidopsis en vue d’isoler des plantes affectées dans le

métabolisme des phénylpropanoides (voir paragraphes 2.5.3 et 2.5.6).

1.2.4 La subérine

La subérine est constituée de deux matrices de nature chimique différente mais en
quantités similaires. L’une est formée d’acides gras constituant le domaine poly-aliphatique et
la deuxiéme de dérivés phénylpropanes correspondant au domaine poly-phénolique (Boudet et
al., 1995; Bernards et al., 1995). L’apport de phénylalanine marquée couplée a une analyse
RMN montre que les composés phénoliques sont des dérivés d’acides hydroxycinnamiques
(Bernards et al., 1995). La subérine apparait principalement dans 1’écorce a la surface de la tige
de beaucoup de plantes et a la surface de tissus souterrains tels que ceux des tubercules de
pomme de terre. Elle joue un réle important dans I’imperméabilité de ces tissus et dans le
transport apoplastique de 1’eau. Elle constitue également une barriére pré-formée contre les
agents pathogénes et sa synthése est fortement induite dans le tubercule de pomme de terre

apres blessure (Bernards et Razem, 2001).
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1.2.5  Lalignine

La lignine est un polymére trés complexe que 1’on retrouve dans toutes les plantes
vasculaires (Ptéridophytes, Angiospermes et Gymnospermes). Elle assure rigidité aux parois
cellulaires végétales et imperméabilité aux tissus conducteurs. Ce polymeére tridimensionnel est
synthétisé au niveau de la paroi. Il résulte de la polymérisation oxydative, par des liaisons
diverses, de trois unités monomériques ou monolignols : les alcools coumarylique,
coniférylique et sinapylique (Fig. 5). Le paragraphe 2. de I’introduction est consacré

entierement a la lignine et a la voie de biosynthése conduisant a ce biopolymere.

1.3 Les enzymes de la voie générale du métabolisme des phénylpropanoides

Les enzymes de la voie générale du métabolisme des phénylpropanoides conduisent,
aprés désamination de la phénylalanine (Phe) par la PAL, a I’ensemble des acides
hydroxycinnamiques et leurs dérivés, notamment aux esters de CoA, grace a la coumarate CoA
ligase (4CL). Ces différents composés different par leur degré d’hydroxylation et de
méthoxylation. Les groupements hydroxyles sont introduits par trois mono-oxygénases a
cytochrome P450 : la cinnamate 4-hydroxylase (C4H), la p-coumarate 3-hydroxylase (C3H) et
la férulate 5-hydroxylase (F5H). La méthylation des groupements phénoliques est catalysée soit
par la caféoyl-CoA O-méthyltransférase (CCoAOMT) soit par la caféate O-méthyltransférase
de classe I (COMTI). Ces réactions enzymatiques sont présentées Fig. 19, ou la position

théorique de chacune de ces enzymes est matérialisée par un code couleur.

1.3.1  Laphénylalanine ammoniac lyase (PAL)

Elle catalyse la premicre étape de ce métabolisme, a savoir la désamination non
oxydative de la Phe en acide #-cinnamique (Fig. 20, au verso), un précurseur de la voie de
I’acide salicylique (Yalpani et al., 1993). La PAL est décrite comme un tétramere dont les sous-
unités sont codées par des familles multigéniques (de 2 a 40 geénes). Les génes PAL ont été
clonés chez un grand nombre d’especes végétales incluant les Gymnospermes, les
Monocotylédones et les Dicotylédones (Baucher et al., 1998; Kumar et Ellis , 2001). L’activité
PAL a également été caractérisée chez les champignons (Nambudiri et al., 1970; Kim et al.,
2001). Cependant, une activit¢ TAL ou tyrosine ammoniac lyase a été découverte chez les
graminées. Chez le mais, il a ét¢ montré in vitro que la PAL possédait une activité TAL (Rosler
et al., 1997; Whetten et al., 1998). Cette réaction de désamination de la tyrosine permettrait
d’aboutir directement a I’acide p-coumarique sans passer par 1’acide z-cinnamique (Fig. 20, au

verso). Mais il n’est pas clair si les voies de la PAL et de la TAL coexistent in vivo.
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Les génes de PAL d’un méme organisme sont régulés différemment et peuvent étre
induits suite a des stimuli variés tels que la lumiére, 1’éthylene, le froid, les rayonnements U.V.,
la blessure, I’infection par un agent pathogeéne (Boudet et al., 1995; Baucher et al., 1998;
Rizhsky et al., 2002). Ainsi, Liang et Coll. (1989a) ont montré que les isoformes de la PAL
codées par des genes différents chez le haricot sont exprimées de fagon différentielle au cours
du développement de la plante et en réponse a différents stimuli environnementaux. Plus
récemment, deux geénes codant pour des PAL ont été clonés chez le peuplier. L expression
d’une des isoformes est corrélée avec 1’accumulation des tannins condensés, alors que la
seconde isoforme est essentiellement détectée au niveau des tissus lignifiés (Kao ef al., 2002).
Chez la framboise, la couleur du fruit et les senteurs sont fortement reliées a 1’accumulation de
produits dérivants du métabolisme des phénylpropanoides. Une famille de deux génes, codant
pour la PAL et présentant des profils d’expression distincts au cours du développement
végétatif et floral, a été¢ caractérisée (Kumar et Ellis, 2001). Des études d’expression du
promoteur du géne PAL2 de haricot ont montré qu’il s’exprime spécifiquement dans le xyleme,
la fleur, les racines et les cellules blessées synthétisant des phénylpropanoides (Liang et al.,
1989b; Bevan et al., 1989). La présence de Dl’activit¢é PAL et I’'immunolocalisation de la
protéine ont été corrélées avec les processus de lignification et de différentiation du xyléme
(Osakabe et al., 1996). Le role de la PAL dans les processus de lignification sera abordé dans le
paragraphe 2.5.1.

Son implication au cours des réponses de défense a ét¢ démontrée en réduisant son
expression par I’emploi d’inhibiteurs ou par manipulation génétique. Apres infection par le
Virus de la Mosaique du Tabac (VMT) de tabacs traités avec un inhibiteur de la PAL, la taille
des 1ésions nécrotiques est supérieure a celle des témoins non traités, ce qui démontre une
diminution importante de la résistance de la plante (Massala et al., 1987). Des études
d’hydridation in situ ARN-ARN ont également montré que les transcripts de la PAL
s’accumulaient dans des tissus foliaires bordant les Iésions (Pellegrini et al., 1994).

La localisation subcellulaire de la PAL a également fait 1’objet d’études. Les approches
immunologiques ont notamment permis d’associer la PAL a des structures membranaires, dont
la membrane plasmique et celle des vésicules Golgiennes, et a la paroi secondaire (Davin et
Lewis, 1991; Nakashima et al., 1997).

Comme nous venons de le voir, ’expression de la PAL est stimulée par de nombreux
facteurs biotiques et abiotiques. Il a ét¢é montré que la régulation de I’expression de cette
protéine met en jeu de nombreux mécanismes de contrdle que ce soit au niveau transcriptionnel

ou post-transcriptionnel (voir paragraphe 1.6).
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1.3.2  Lacinnamate 4-hydroxylase (C4H)

Cette enzyme hydroxyle en position 4 1’acide 7-cinnamique en acide p-coumarique (Fig.
21). C’est une mono-oxygénase a cytochrome P450 appartenant a la sous famille CYP73
(Teutsch et al., 1993). Comme beaucoup de mono-oxygénases a P450 de plantes, c’est une
enzyme microsomale (Pierrel et al., 1994; Ro et al., 2001). La co-expression, dans la levure, de
la C4H et d’une réductase de cytochrome P450-NADPH dépendante permet d’augmenter
jusqu’a dix fois I’activité du cytochrome P450 (Ro et al., 2002). L’expression de I’enzyme de
topinambour dans la levure démontre la spécificité de substrat de la C4H pour I’acide ¢-
cinnamique (Pierrel et al., 1994). L’ADNc correspondant a été cloné dans de nombreuses
especes (Schuler, 1996) et les études d’expression révelent que la C4H s’exprime dans des
tissus variés, tels la racine, la tige, la fleur et lors de stress comme la blessure, 1’exposition aux
U.V. ou encore I’¢élicitation. Ces profils d’expression, souvent comparables a ceux de la PAL
ou de la 4CL, suggerent que la C4H est impliquée dans la lignification mais aussi dans les
défenses de la plante (Bell-Lelong et al., 1997; Mizutani et al., 1997; Baucher et al., 1998;
Koopmann et al., 1999; Ro et al., 2001).

Une approche pharmacologique a permis d’inhiber spécifiquement 1’activité C4H dans
des cultures cellulaires de tabac provoquant une accumulation du substrat, I’acide -cinnamique
(Schoch et al., 2002). Or, chez le tabac, 1’acide #-cinnamique semble étre le précurseur de
I’acide salicylique (SA), une molécule signal essentielle a la mise en place des mécanismes de
résistance. Lorsque ces cultures cellulaires de tabac sont co-traitées avec une molécule
inhibitrice de la C4H et un éliciteur fongique, ce traitement a pour effet de conduire a une
augmentation importante de ’acide salicylique (Fig. 22) (Chong et al., 2001). Cette approche

pourrait faciliter 1’étude de la voie de biosynthése de 1’acide salicylique.

1.3.3  La p-coumarate 3-hydroxylase (C3H)

La C3H réalise 1’étape d’hydroxylation en position 3 du noyau aromatique (Fig. 23). Il y
a encore peu de temps, elle était I’enzyme la moins bien caractérisée du métabolisme des
phénylpropanoides puisqu’elle n’avait encore jamais été clonée. Son activité avait été
caractérisée dans des extraits bruts de suspensions cellulaires de persil. Elle avait été détectée
avec 1’acide p-coumarique et son ester de CoA (Kneusel ef al., 1989). De méme, Ye et Coll.
(1994) avaient mis en évidence une activit¢ C3H dans les racines et les trachéides de
mésophylle de Zinnia, suggérant ’implication de cette enzyme dans la lignification. Mais les
activités spécifiques mesurées étaient faibles vis-a-vis de ces substrats.

Récemment, le geéne codant pour la C3H a été cloné chez Arabidopsis, de fagon
indépendante, par deux groupes de recherche différents. Par une approche de génomique

fonctionnelle, Schoch et Coll. (2001) ont identifié¢ et cloné une mono-oxygénase a cytochrome
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Figure 24. Immunolocalisation de la protéine C3H sur des
coupes transversales de tige (le long de I’hampe florale) et de
racine d’Arabidopsis. (Schoch et al., 2001).

A, C, E et G : traitement des coupes avec du phloroglucinol colorant
la lignine en rouge.

B, D, F et H : expérience d'immuno-empreinte avec des Ac anti-
C3H; la coloration bleue indique I'expression de la protéine.

A, B : section de tige a proximité des bourgeons floraux.

C, D : section de tige a une hauteur intermédiaire.

E, F : section de tige a proximité de la rosette.

G, H: section de racine.

Ep, épiderme ; c, cortex ; px, protoxyléeme ; mx, métaxyléme ; ph,
phloéme ; if, région interfasciculaire ; sx, xyleme secondaire ; vc,
cambium vasculaire ; sph, phloéme secondaire ; pd, périderme.
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Figure 25. Localisation de I'expression du géne rapporteur GUS sous le contrdle des promoteurs de
C3H ou de C4H dans différents tissus de plantes d’Arabidopsis transgéniques. On observe une
régulation comparable de I'expression des deux génes. L’activité GUS est révélée au niveau des tissus
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P450 appartenant a la sous famille CYP98, la CYP98A3. Cette enzyme possede une activité
d’hydroxylation en position 3. Mais les études de spécificité de substrat (in vitro) ont montré
que cette enzyme se montrait peu efficace aussi bien vis-a-vis de ’acide p-coumarique que du
p-coumaroyl-CoA. Par contre, les esters quiniques ou shikimiques d’acide p-coumarique, des
métabolites identifiés chez de nombreuses espéces végétales, se sont avérés étre d’excellents
substrats. Les ARNm de la C3H s’accumulent fortement au niveau de la hampe florale mais
¢galement dans les racines et les tissus de feuilles blessées. La technique d’immuno-empreinte,
qui consiste a réaliser une empreinte d’une coupe transversale de tissu (de tige par exemple) sur
une membrane de nitrocellulose puis d’effectuer une révélation a 1’aide d’Ac-anti CYP98A3, a
permis de détecter une forte expression de la protéine au niveau des tissus lignifiés de la hampe
florale et des racines (Fig. 24). Parall¢lement a ces études, Franke et Coll. (2002a) ont isolé le
mutant reduced epidermal fluorescence 8 (ref8) qui présente une réduction de la fluorescence
bleue-verte de I’épiderme foliaire sous lumiére U.V. (Fig. 17 et 18). Par clonage positionnel, le
gene REFS a ¢été identifié comme étant le cytochrome P450 CYP98A3, préalablement
caractérisé par Schoch et Coll. (2001). Le mutant ref8 est male stérile et présente une réduction
importante de taille. Les effets sur la biosynthése de la lignine seront présentés dans le
paragraphe 2.5.3.

Des ¢études d’expression du gene rapporteur GUS, sous le contréle du promoteur de la
C3H ou de la C4H, ont permis de comparer I’expression spatio-temporelle des deux
cytochromes P450. Les deux promoteurs présentent une inductibilité a la blessure et une
régulation comparables au cours du développement de la plante et notamment une forte
expression au niveau des tissus lignifiés (Fig. 25) (Nair et al., 2002).

Deux ADNc codant pour des cytochromes P450 et présentant une forte similarité de
séquence (90%) avec le géne d’Arabidopsis CYP98A3 ont été isolés chez le basilique (Gang et
al., 2002a). Comme pour I’enzyme d’Arabidopsis, les deux protéines identifiées présentent une
forte affinité pour le p-coumaroyl shikimate. Ces réactions d’hydroxylation en position meta
interviendraient dans la production, au niveau des trichomes, de composés dérivant du

métabolisme des phénylpropanoides (exemple : I’eugénol, Fig. 26).

1.3.4  Les O-méthyltransférases (OMTs)

La réaction d’O-méthylation est un processus commun aux bactéries, champignons,
plantes et mammiferes. Les O-méthyltransférases jouent par ailleurs des roles trés variés. Chez
les animaux, elles occupent une place importante dans le systéme nerveux central puisqu’elles
participent notamment a la biosynthése de la dopamine, un neurotransmetteur de type
catécholamine et interviennent également dans la biosynthése d’une hormone, la mélatonine
(voir chapitre II, Fig. II 6) (Vidgren et al., 1994; Ibrahim, 1997).
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Figure 27. Réaction catalysée par la CCoAOMT, caféoyl-CoA O-méthyltransférase : méthylation de la fonction
hydroxyle en position 3 du noyau aromatique.
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Figure 28. Réaction catalysée par la COMT |, caféate O-méthyltransférase : méthylation de la fonction hydroxyle
en position 5 du noyau aromatique. Les meilleurs substrats et les produits correspondants sont soulignés.



Introduction générale

Chez les plantes, les OMTs sont impliquées dans de nombreux métabolismes secondaires
et également dans des processus variés tels la lignification, la croissance des plantes, la
pigmentation de certains tissus ou encore la résistance aux agents pathogenes. Elles utilisent
toutes la S-adénosyl L-méthionine (SAM) comme donneur de méthyle. La classification et la
nomenclature des OMTs végétales different selon que les auteurs considerent les homologies
de séquence entre les enzymes ou le type de substrat qu’elles utilisent. Cette partie sera
détaillée dans le deuxieme chapitre de ma thése. Dans les deux paragraphes qui vont suivre, je
vais présenter deux O-méthyltransférases impliquées dans le métabolisme des
phénylpropanoides et plus précisément dans la méthylation des dérivés d’acides
hydroxycinnamiques (HCAs). La caféoyl-CoA O-méthyltransférase (CCoAOMT) et I’acide
caféique O-méthyltransférase (COMT) sont responsables de I’introduction des deux
groupements méthyles, respectivement en position 3 et 5 du noyau aromatique (Fig. 27 et 28).
Ces composés monométhoxylés et diméthoxylés vont constituer, chez les Angiospermes, les

unités monomeériques (ou monolignols) de la lignine (Fig. 5 et 19).

1.3.4.1 Les caféoyl-CoA OMTs (CCoAOMTs)

Elles catalysent la méthylation du caféoyl-CoA en féruloyl-CoA (Fig. 27). L’activité
CCoAOMT a tout d’abord été caractérisée dans des suspensions cellulaires élicitées ou non de
carotte (Kiihnl ef al., 1989) et de persil (Pakusch et al., 1989; Grimmig et al. 1999). Dans les
deux cas, I’activité est stimulée aprés traitement des cellules avec un éliciteur provenant de
Phytophthora megasperma, cette stimulation résultant de la synthése de novo de la protéine
(Schmitt et al., 1991). Ces premiers résultats ont conduit a penser que cette enzyme était
associée aux réponses de défense, notamment dans le renforcement pariétal. La CCoAOMT a
depuis été caractérisée dans de nombreuses especes végétales (Busam et al., 1997b; Baucher et
al., 1998; Inoue et al., 1998; Martz et al., 1998; Li et al., 1999b). Si I’expression de la
CCoAOMT a tout d’abord été reliée a la défense des plantes, les techniques d’hybridation in
situ ou de RT-PCR ont permis de montrer que la CCoAOMT est exprimée dans le phloéme et
le xyléme de tiges agées et de pétioles de Zinnia elegans (Ye et al., 1994, 2001), mais aussi
dans les tiges de tabac (Ye, 1997; Martz et al., 1998), de luzerne (Inoue et al., 1998) et de persil
(Grimmig et al., 1999). D’autre part, I’'immunolocalisation de 1I’enzyme ainsi que 1’utilisation
d’un géne rapporteur (GUS) ont démontré que I’expression de 1’enzyme est associée a la
lignification dans plusieurs especes végétales (Ye, 1997; Li et al., 1999b; Grimmig et al., 1999;
Chen et al., 2000; Zhong et al., 2000; Guo et al., 2001; Ye et al., 2001). Ces résultats sont
renforcés par la mise en évidence d’une augmentation de 1’activit¢ CCoAOMT concomitante
avec la formation des trachéides (Ye ef al., 1994) et la synthése de lignine (Inoue et al., 1998;
Grimmig et al., 1999). Toutes les CCoAOMTs isolées semblent méthyler spécifiquement les

esters de CoA plutdt que les formes libres, avec une meilleure affinité pour le caféoyl-CoA

14



Introduction générale

(Meng et al., 1998; Inoue et al., 1998; Martz et al., 1998; Li et al., 1999b; Maury et al., 1999;
Parvathi et al., 2001). Ces résultats démontrent I’importance de la CCoAOMT dans la
lignification.

La spécificité de substrat stricte de la CCoAOMT vis a vis des esters de CoA constitue
une caractéristique intéressante surtout quand on la compare au large spectre d’activité des
COMTs. Une étude de type « structure-fonction » a été entreprise au laboratoire afin de
comprendre pourquoi la CCoAOMT méthylait spécifiquement le caféoyl-CoA. Les résultats

seront présentés dans le chapitre 2 de ma these.

1.3.4.2 Les acide caféique OMTs (COMTs)

Ces enzymes ont été purifiées et clonées dans un grand nombre d’organismes végétaux
(Baucher et al., 1998). En particulier, trois isoformes ont été purifiées chez le tabac (Legrand et
al., 1976b; Collendaveloo et al., 1981). Elles sont regroupées en deux classes selon leur profil
d’expression et leur spécificité de substrat.

La COMT de classe I (COMT 1), caractérisée dans de nombreuses plantes, est exprimée
de maniécre constitutive dans la tige et intervient dans la synthése des unités syringyles de la
lignine comme 1’ont montré des expériences de transgénése (Atanassova et al., 1995; Van
Doorsselaere et al., 1995) (voir paragraphe 2.5.4). Les études d’expression de la COMT par
northern-blot et «tissu printing » ont montré que les COMTs des différentes espéces
s’expriment préférentiellement dans les tissus vasculaires conducteurs mais aussi dans des
tissus variés comme la racine, la fleur et les feuilles (Suelves et Puigdomeénech, 1998). Leur
expression est également stimulée a la suite de ’application d’¢éliciteurs ou apres infection par
le VMT (Legrand et al., 1978; Boudet et al., 1995; Baucher et al., 1998; Walter, 1992). Des
¢tudes d’hybridation in sifu ont permis de montrer que la COMT ¢était associée aux vaisseaux
de xyléme dans les tissus jeunes de tabac et de luzerne (Jaeck et al., 1996; Inoue et al., 1998),
ou dans le phloéme (tissus jeunes et agés) et le xyléme des tissus agés chez Zinnia (Ye et
Varner, 1995). Ces résultats contrastés peuvent s’expliquer par le fait que la COMT 1, tout
comme la CCoAOMT, est impliquée dans la formation de différents types de lignine dans
différents types cellulaires. En effet, les unités syringyles se déposent surtout dans les parois
secondaires formées tardivement. De plus, la COMT de Gymnosperme catalyse principalement
la méthylation de I’acide caféique en accord avec 1’absence d’unités syringyles chez ces plantes
(Higuchi et al., 1977). Ces différences de spécificité de substrats entre Angiospermes et
Gymnospermes pourraient étre a 1’origine des différences de composition monomérique de la
lignine. Cependant, cette hypothése est peut-Etre a revoir depuis la caractérisation de ’AEOMT
de pin présentant des homologies avec la COMT et capable de méthyler in vitro les formes

libres et estérifiées des acides caféique et 5-hydroxyférulique (Li et al., 1997).
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Figure 29. Réle physiologique de la COMT II. (Toquin et al., 2003).

A : mesure de l'activité GUS dans différents tissus lignifiés de tabac transgénique exprimant le géne
rapporteur GUS sous le contréle du promoteur de la COMT II.

B : observation de nécroses lors de la réaction hypersensible de Nicotiana tabacum vis-a-vis du VMT. (a) :
sous lumiere visible; (b) : sous U.V.; (c) : mise en évidence de I'expression du géne GUS sous le contréle du

promoteur de la COMT II.

CR
N
+ O2
+ NADPH + H*
OMe
OH

Acide férulique

R = OOH ; acide férulique

R = OH ; coniferaldéhyde
R = H,0H ; coniferyl alcool

CR
A
+ H20
F5H
— + NADP*
HO OMe
OH

Acide 5-hydroxyférulique

R = OOH ; acide 5-hydroxyférulique
R = OH ; 5-hydroxyconiferaldéhyde
R = H,0H ; 5-hydroxyconiferyl alcool

Figure 30. Réaction catalysée par la F5H, férulate 5-hydroxylase : hydroxylation en position 5
du noyau aromatique. Le meilleur substrat et le produit correspondant sont soulignés.
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Les études de spécificité de substrat de la COMT I ont permis de préciser sa fonction
(Fig. 28). En effet, des études sur la COMT I recombinante de tabac ont montré qu’elle accepte
in vitro les acides caféique et 5-OH férulique mais aussi les esters de CoA correspondants ainsi
que I’alcool 5-hydroxy coniférylique (5-OH coniférylique) (Maury et al., 1999) et le 5-OH
coniféraldéhyde (Osakabe et al., 1999; Li et al., 1999a). Ces résultats sont intéressants au vu
d’autres travaux. Le premier d’entre eux concerne 1’étape d’hydroxylation de 1’acide férulique
(F5H) qui peut se faire au niveau du coniféraldéhyde et de I’alcool coniférylique, avec une
préférence pour I’aldéhyde (Fig. 5) (Osakabe ef al., 1999; Humphreys ef al., 1999). D’autre
part, des études de marquage ont permis de montrer que [’alcool coniférylique marqué
s’incorpore dans les unités syringyles de la lignine, ce qui suggere que la synthése des unités S
peut se faire via les alcools et pas seulement par les acides libres comme le suggéraient les
études in vitro (Chen et al., 1999; Matsui et al., 2000). Ces résultats mettent en évidence
I’existence, in vivo, d’une voie de méthylation en position 5 plus probable au niveau des
intermédiaires aldéhydes ou alcools (Fig. 5) (Li ef al., 2000a; Chen et al., 2001). Ces données
ont conduit & renommer les enzymes CAId5SH (pour Coniferaldéhyde 5-hydroxylase) et
AldOMT (pour 5-hydroxyconiferaldéhyde O-méthyltrasnférase) (voir paragraphe 1.4.2., Fig.
37).

Enfin, la COMT de classe II a été caractérisée chez deux plantes seulement, le tabac
(Pellegrini et al., 1993) et 'orge (Lee et al., 1997a). Elle semble s’exprimer spécifiquement
dans les tissus racinaires et est induite lors des réactions de défense (Fig. 29) (Toquin et al.,

2003). La COMT II semble plus étroitement liée aux réponses de défense.

1.3.5  La férulate 5-hydroxylase (F5H)

La F5H catalyse I’étape d’hydroxylation en position 5 du noyau aromatique (Fig. 30).
Cette enzyme est une mono-oxygénase a cytochrome P450 distincte de la C4H et appartenant a
une nouvelle sous-famille de P450, appelée CYP84 (Grand, 1984; Meyer et al., 1996; Schuler,
1996). Elle a été caractérisée a partir de fractions microsomales de tige de peuplier et son
activité¢ la plus forte a été observée au niveau des tissus du xyléme (Grand, 1984). On a
longtemps considéré que cette réaction d’hydroxylation se déroulait au niveau de 1’acide bien
que I’enzyme se montre peu efficace vis-a-vis de ’acide férulique. Mais, Osakabe et Coll.
(1999) et Humpreys et Coll. (1999) ont montré in vitro, par des tests d’activité, que
I’hydroxylation en position C5 des dérivés monométhoxylés se produisait préférentiellement au
niveau du coniferaldéhyde. Ces nouvelles données ont donc conduit & renommer 1’enzyme en
ConiferaldehydeS-hydroxylase ou CaldSH. Un certain nombre d’expériences basées sur
I’administration de précurseurs radiomarqués ont indiqué que I’étape d’hydroxylation en
position 5 pouvait également se dérouler au niveau de I’alcool coniférylique (Chen et al., 1999;
Matsui et al., 2000; Parvathi et al., 2001; Yamauchi et al, 2003). Le geéne s’exprime
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Figure 31. Réaction catalysée par la 4CL, p-coumarate CoA ligase : synthése des esters de CoA. Les meilleurs
substrats et les produits correspondants sont soulignés.
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Figure 32. Conversion du féruloyl-CoA en vaniline par la enoyl-CoA hydratase/lyase. Cette enzyme
bactérienne catalyse, in vitro, '’hydratation et le clivage du féruloyl-CoA pour produire la vaniline et une
molécule d’acétyl-CoA (Mayer et al., 2001).
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principalement dans les tiges, les racines, les jeunes feuilles et les feuilles sénescentes (Ruegger
et al., 1999; Nair et al., 2000).

Un mutant d’Arabidopsis déficient en Cald5SH (F5H), appelé f5h, a été caractérisé il y a
prés de 11 ans (Chapple ef al., 1992). Le criblage, réalisé par CCM, est basé sur 1’absence d’un
composé majeur dérivant du métabolisme des phénylpropanoides, le sinapoylmalate (Fig. 17 et
18) (Chapple et al., 1992). Ces mutants ne présentaient aucune modification dans leur

développement. L’impact sur la biosynthése de la lignine sera présenté dans la partie 2.5.6.

1.3.6  La coumarate CoA ligase (4CL)

Cette enzyme ATP-dépendante permet la formation d’esters de CoA a partir de plusieurs
acides hydroxycinnamiques (Fig. 31). Ces esters de CoA, en particulier le p-coumaroyl-CoA et
le féruloyl-CoA, sont les précurseurs de métabolites variés. Ces composés thiolesters
constituent un point de branchement important entre le métabolisme général des
phénylpropanoides et les voies conduisant a la synthése de nombreux composés dont la lignine
(Fig. 3). La 4CL a été décrite chez de nombreux végétaux (Baucher et al., 1998), et selon les
especes, comprend une ou plusieurs isoformes. Les études d’expression de la 4CL dans les
différentes espéces ont montré qu’elle s’exprime dans les tiges, les racines et les fleurs de la
plupart des plantes mais aussi dans les feuilles de Solanum tuberosum. La 4CL se trouve aussi
stimulée par la blessure, 1’¢licitation ou I’infection fongique (Baucher et al., 1998). Les profils
d’expression se révelent souvent similaires a ceux de la PAL.

Les esters de CoA représentent les formes activées des acides hydroxycinnamiques
correspondants. Ce point sera discuté dans le Chapitre 1. L’importance de ces molécules en tant
qu’intermédiaires métaboliques de la voie des phénylpropanoides a ét¢ démontrée récemment
par une approche de génie génétique. Des tabacs ont été transformés avec un geéne bactérien
codant pour une enzyme a activité Enoyl-CoA Hydratase/Lyase, convertissant les esters de
CoA d’acide coumarique, caféique et férulique en leur hydrobenzaldehyde correspondant (Fig.
32). Ces plantes présentent une croissance réduite, une sénescence de feuilles, une stérilité
male, une distorsion des vaisseaux conducteurs et une modification de la biosynthése de la
lignine. L’équilibre des principaux composés phénoliques est également perturbé puisqu’une
diminution de 85% de la quantité d’acide chlorogénique a été observée avec en paralléle une
accumulation massive de nouveaux métabolites, incluant 1’acide vanilique et des dérivés
glucosylés (Mayer et al., 2001).

L’existence de plusieurs isoformes de 4CL dans les plantes pourrait suggérer un role
distinct de chacune des isoformes. C’est ce que suggere 1’étude récente de Lindermayr et Coll.
(2002) qui ont isolé quatre ADNc de soja codant pour des 4CL. Ils ont montré, qu’en plus des
fortes divergences de spécificité de substrat, les protéines codées par cette petite famille de

geénes présentaient des profils d’expression trés variés. En effet, les isoformes 3 et 4, dont
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Figure 33. Analyses histochimiques de coupes transversales de
tiges de deux lignées de tabacs transgéniques. Etudes de
I’expression du géne rapporteur GUS sous le controle de deux
promoteurs de deux isoformes différentes de 4CL (Peuplier).
(Hu et al., 1998).

A : expression localisée pour une des isoformes au niveau des
vaisseaux du xyleme,
B : et pour I'autre au niveau de I'épiderme.
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I’expression constitutive dans les plantules est faible, présentent une forte stimulation de leur
expression en réponse aux B-glucanes de Phytophthora infestans. Par contre, les transcripts des
isoformes 1 et 2 s’accumulent fortement a différentes hauteurs de tige et leur expression n’est
pas affectée ou est réprimée lors de I’élicitation (Lindermayr et al., 2002). Ces données
suggerent un role dans le développement et la croissance de la plante pour les isoformes 1 et 2,
et un rdle en réponse aux stress pour les isoformes 3 et 4. D’autres études ont été réalisées sur
le peuplier avec pour objectif d’attribuer & chacune des deux isoformes de 4CL présentes chez
cette plante un role physiologique. Des études biochimiques, basées sur des tests de
compétition de substrats, ont permis de montrer que I’isoforme 1 utilisait de fagon
préférentielle 1’acide caféique et I’isoforme 2 1’acide p-coumarique. Parallelement, des
expériences d’hybridation in situ et de gene rapporteur (GUS) ont permis aux auteurs d’avancer
que l’isoforme 1 utilisait 1’acide caféique comme substrat pour conduire a la biosynthése de la
lignine au niveau du xyléme mature et des fibres du phloeme. L’utilisation préférentielle de
I’acide p-coumarique par 1’isoforme 2 et sa localisation au niveau de 1’épiderme étaient en
faveur d’un rdle de cette enzyme dans la biosynthése des flavonoides (Fig. 33) (Harding et al.,
2002; Hu et al., 1998).

Ehlting et Coll. (1999) ont étudié I’expression de trois genes de 4CL d’Arabidopsis :
At4CLI, At4CL2 et At4CL3. Les auteurs ont montré que At4CLI et At4CL2 ont des profils
d’expression similaires, a savoir une induction par l'infection fongique, la blessure et les U.V.,
At4CL]1 étant également fortement exprimé dans la tige saine et la racine. Le gene 4t4CL3 n’est
induit que par les U.V., son expression étant plus spécifique de la fleur et des feuilles. Ces
résultats suggerent I’implication du gene At4CL3 dans le cheminement du p-coumarate vers les
flavonoides tandis que les deux autres génes semblent plus spécifiquement impliqués dans la
lignification.

A partir de xyleme, de cellules é¢licitées et de feuilles de peuplier (Populus trichorpa X
Populus deltoides), Allina et Coll. (1998) ont mis en évidence I’existence de plusieurs
isoformes de 4CL qui ont des spécificités de substrat similaires. Apres élicitation, 1’activité
4CL augmente dans les extraits bruts avec les acides p-coumarique et férulique pour substrats.
Cette induction est corrélée avec I’accumulation de phénols estérifiés aux parois, suggérant un
guidage des métabolites (Moniz de Sa ef al., 1992; Campbell et Sederoff, 1996).

La 4CL utilise de préférence les acides p-coumarique et férulique comme substrat
(Baucher et al, 1998; Hu et al., 1998). Chez les Angiospermes, l’utilisation de 1’acide
sinapique par la 4CL n’a été observée que dans de rares cas ou des extraits bruts de
légumineuses telles Erythrina crista-galli, ou Robinia pseudoacacia ont été testés (Kutsuki et
al., 1982). L’incapacité de la 4CL dans la plupart des cas a utiliser I’acide sinapique en tant que
substrat est en accord, chez les Gymnospermes, avec I’absence d’unités S et indique que, chez
les Angiospermes, la synthése des unités syringyles passe par les dérivés aldéhydes ou alcools
(Osakabe et al., 1999; Humphreys et al., 1999; Maury et al., 1999). La 4CL de peuplier utilise
l'acide 5-OH férulique (Grand et al., 1983; Allina et al., 1998), ce qui suggere que la formation
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d’alcool sinapylique peut se faire (apres réduction) via la méthylation du 5-OH coniféraldéhyde
ou de I’alcool 5-OH coniférylique. Cette hypotheése est renforcée par les expériences de
marquage a l'aide de précurseurs radioactifs, montrant que 1’alcool sinapylique peut étre
synthétisé a partir de I’alcool 5-OH coniférylique (Chen ef al., 1999; Matsui et al., 2000).

Pour mieux comprendre la base moléculaire des spécificités de substrats des diverses
isoformes de 4 CL, de nombreux travaux de mutagenese ont été entrepris (Stuible et al., 2000;
Ehlting et al., 2001; Lindermayr et al., 2003). Ces études ont permis d’identifier un certain
nombre d’acides aminés et de domaines jouant un rdle dans la reconnaissance et la sélectivité
des substrats. Il a notamment été possible, en délétant un seul acide aminé, de conférer a deux
4CL de soja la capacité¢ de convertir efficacement 1’acide sinapique en ester de CoA
(Lindermayr et al., 2003). Cette approche pourrait étre utilisée comme outil pour obtenir des

plantes transgéniques synthétisant une lignine « sur mesure ».

1.4 Les enzymes spécifiques de la voie de biosynthese de la lignine

La voie qui conduit a la biosynthése de la lignine peut étre divisée en trois parties
principales (Fig. 3) : la voie du shikimate qui va former les acides aminés aromatiques (Phe,
Tyr et Trp), puis, le métabolisme des phénylpropanoides qui débute par la Phe et conduit a
la biosynthése des HCAs et de leur esters de CoA (Fig. 19). Ces derniers jouent un role
central dans le métabolisme des phénylpropanoides. Ils sont les précurseurs de plusieurs
classes majeures de composés dont la lignine. Et enfin, la voie spécifique de la lignine qui
implique deux étapes successives de réduction des esters de CoA en alcools, catalysées par la
cinnamoyl-CoA réductase (CCR) puis la cinnamyl alcool déshydrogénase (CAD) (Fig. 34).
Ces unités monomériques sont ensuite polymérisées dans la matrice extra-cellulaire via un
processus oxydatif. Voici les principales caractéristiques des enzymes conduisant a la

biosynthese de la lignine a partir des esters de CoA.

1.4.1  Lacinnamoyl-CoA réductase (CCR)

Cette enzyme permet, a partir de la voie générale des phénylpropanoides, de catalyser la
premicre étape conduisant aux monomeres de lignine et constitue une étape clé dans le controle
du flux métabolique dirigé vers la synthése de la lignine. La CCR permet la conversion des
esters de CoA en aldéhydes correspondants en utilisant le NADPH comme donneur d’électrons
(Fig. 35, au verso). Cette enzyme a ¢été¢ purifiée a partir de cultures cellulaires de soja
(Wengenmayer et al., 1976; Liideritz et Grisebach, 1981), ainsi que chez des especes variées
telles I’épicéa (Liideritz et Grisebach, 1981), le peuplier (Sarni et al., 1984) et I’eucalyptus
(Goftner et al., 1994). La protéine purifiée est monomérique (Liideritz et Grisebach, 1981;
Goffner et al., 1994) et accepte tous les esters de CoA comme substrats. La CCR d'épicéa fait
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exception puisque son efficacité de conversion du sinapoyl-CoA est tres faible, en accord avec
I’absence d’unités syringyles chez les Gymnospermes. De plus, I’enzyme présente une
meilleure efficacité de conversion avec le féruloyl-CoA, de I’ordre de trois fois plus élevée par
rapport aux autres esters de CoA (Boudet et al., 1995; Lauvergeat ef al., 2001). L’ADNc a été
isolé chez le tabac (O’Connell ef al., 2002), I’eucalyptus (Lacombe et al., 1997), le peuplier, la
luzerne (Baucher ef al., 1998) et Arabidopsis (Jones et al., 2001; Lauvergeat ef al., 2001). Deux
ADNCc de CCR ont été caractérisés dans le mais (Pichon et al., 1998). Les ARNm de CCR
d’eucalyptus s’accumulent dans les feuilles, les racines, les tiges (particulierement le xyleme).
Chez le mais, deux types de messagers s’accumulent avec des profils d’expression différents :
le gene ZmCCR2 s’exprime spécifiquement dans la racine tandis que les transcrits du geéne
ZmCCRI s’accumulent dans tous les tissus. Ce dernier géne serait plus spécifiquement
impliqué dans la lignification (Pichon et al., 1998). Chez Arabidopsis, Lauvergeat et Coll.
(2001) ont étudi¢ deux ADNc codant pour une CCR (AtCCR1 et AtCCR2). In vitro, les deux
protéines réduisent préférentiellement I’ester de féruloyl-CoA, avec une efficacité cinq fois plus
¢levée pour AtCCRI. Les deux genes sont exprimés de facon différentielle au cours du
développement et en réponse a une infection. A#CCRI est essentiellement exprimé dans les
tissus lignifiés. A I"opposé, AtCCR2, qui s’exprime faiblement au cours du développement, est
fortement et transitoirement induit lors de D’interaction incompatible avec Xanthomonas

campestris pv. campestris.

1.4.2  Lacinnamyl alcool déshydrogénase (CAD)

La CAD utilise le NADPH comme cofacteur et permet la conversion des aldéhydes en
alcools correspondants (Fig. 36). Cette enzyme a été purifiée chez de nombreuses espéces tels
le peuplier (Sarni et al., 1984), le soja, I’épicéa (Liideritz et Grisebach, 1981), I’eucalyptus, le
tabac, le haricot (Baucher et al., 1998). Il peut exister un ou deux geénes de CAD chez les
plantes. Elles différent par leur séquence, leur poids moléculaire et leur spécificité de substrat
(Boudet et al., 1995). L’isoforme CAD-2 a été identifiée chez toutes les plantes tandis qu’une
autre isoforme, CAD-1, est également trouvée chez 1’eucalyptus et le haricot (Baucher et al.,
1998). L’ ADNCc correspondant a I’enzyme CAD-1 d’Eucalyptus gunnii a été cloné par Goffner
Coll. (1998). L’expression du géne CAD-I est associée aux tiges et feuilles, mais pas aux
racines chez Z. elegans. De plus, cette enzyme n’accepte pas le sinapaldéhyde comme substrat
(Goftner et al., 1992, Goftner et al., 1998). L expression du géne CAD-1 est induite lors de la
différentiation des vaisseaux du xyléme (Sato et al., 1997). L’enzyme CAD-2 comprend deux
isoformes selon les especes : une isoforme correspondant a 1’homodimere et une autre a
I’hétérodimere ont ét¢ identifiées. L’enzyme d’ Angiosperme accepte les trois aldéhydes en tant
que substrat tandis que 1’enzyme de Gymnosperme n’utilise pas le sinapaldéhyde (O'Malley et

al., 1992; Galliano et al., 1993). L’eucalyptus a la particularité d’exprimer 1’homodimere et
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I’hétérodimere (Hawkins et Boudet, 1994). L’homodimére présente une meilleure affinité pour
le sinapaldéhyde tandis que I’hétérodimere catalyse la réduction du coniféraldéhyde et du
sinapaldéhyde (Hawkins et Boudet, 1994). L’étude de 1’expression d'un géne rapporteur sous le
controle du promoteur du géne CAD-2 d’eucalyptus montre que ce geéne est associé a la
lignification, mais aussi a la formation des racines latérales (Samaj et al., 1998). Des études
d’expression, par « northern-blot », des deux isoformes de la luzerne ont également montré une
inductibilité¢ des deux geénes a la blessure (Brill ef al., 1999). L’activit¢ CAD est également
induite par des éliciteurs chez les dicotylédones (Baucher et., 1998). Ruelland et Coll.
(2003) ont détecté, par immunolocalisation, la protéine CAD au niveau du xyléme, chez le mais
et la canne a sucre, deux monocotylédones.

Récemment, Li et Coll. (2001) ont isolé chez le peuplier un nouveau gene (PtSAD)
codant pour une sinapyl alcool déshydrogénase (SAD) qui est phylogénétiquement distincte du
gene PtCAD (53% d’identité entre les deux séquences protéiques). Les études biochimiques ont
montré que I’enzyme SAD est spécifique du sinapaldéhyde alors que I’enzyme CAD est elle,
spécifique du coniferaldéhyde. En effet, I’efficacité enzymatique de la SAD pour le
sinapaldéhyde se montre 60 fois supérieure a celle de la CAD. Dans la tige de peuplier, la SAD
est essentiellement immunolocalisée au niveau des tissus et des structures lignifiés riches en
unités S (fibres du phloéme), alors que la CAD est détectée au niveau des cellules riches en
unités G (vaisseaux du xyleéme). Ces résultats suggerent que la SAD et la CAD ont des
fonctions distinctes et que leur expression est régulée dans le temps et dans 1’espace selon le
type de lignine a synthétiser. Il a également ét¢ montré par immunodétection que les protéines
SAD et CAD sont présentes chez six especes d’Angiospermes, alors que la SAD n’est pas
détectée chez le pin, un Gymnosperme. Ces données suggerent que 1’enzyme SAD est
essentielle a la biosynthése des unités syringyles chez les Angiospermes. La découverte de ce
nouveau gene (PtSAD) codant pour une SAD (spécifique des unités S) appuie I’idée selon
laquelle la voie de biosynthése des unités S aurait son point de branchement au niveau du
coniferaldéhyde (Matsui et al., 2000; Li ef al., 2000). Ce dernier servirait a la synthése des
unités G via le coniferyl alcool apres action de la CAD, mais serait également pris en charge
par la CAId5H (ou F5H), la AIdOMT (ou COMT) puis la SAD pour conduire a ’unité S (Fig.
37) (Lietal., 2001 ; Lietal., 2003).

1.4.3 Stockage et transport des unités monolignols

1.4.3.1 L’alcool coniféryliqgue UDP-glucose glucosyltransférase

Réaction : UDP-glucose + cinnamyl alcool = cinnamyl 4-O-f glucoside + UDP
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1.4.4 Polymérisation des unités monolignols

1.4.4.1 Les peroxydases

Réaction : 2AH + H,0, = 2A" + 2H,0

Avec AH un donneur d’hydrogéne (notamment aromatique) et A’ le produit déshydrogéné.

Les plantes supérieures possédent une large gamme de peroxydases dites « classiques »
(classe III). Ces enzymes vacuolaires ou pariétales participent a de nombreux processus
physiologiques tels que la détoxification du H,O,, le catabolisme de I’auxine, la lignification,
la synthése de la subérine, I’élaboration de liens intermoléculaires entre polysaccharides
pariétaux, 1’insolubilisation de protéines structurales, I’oxydation de phénols ou encore la
résistance aux agents pathogenes.

Lors de la lignification, les peroxydases catalysent, en présence de peroxyde
d’hydrogeéne (H,0,), la formation de radicaux phenoxy a partir des alcools qui seraient
ensuite polymérisés (Baucher et al., 1998). 1l existe de nombreuses isoformes classées selon
leur point isoélectrique, les peroxydases anioniques, neutres ou cationiques. Plusieurs
peroxydases spécifiques de la lignification ont été caractérisées (Baucher ef al., 1998; Quiroga
et al., 2000). Cinq peroxydases anioniques de xyléme de peuplier ont été¢ purifiées
(Christensen et al., 1998). Parmi elles, deux enzymes PXP3-4 et PXP-5 ont été clonées et
utilisent la syringaldazine, suggérant que ces enzymes pourraient &tre impliquées dans la
polymérisation des précurseurs de la lignine (Christensen et al., 2001). Osakabe et Coll.
(1995) ont isolé deux geénes de peroxydases anioniques de peuplier organisés en tandem, le
geéne prxA3a s’exprimant dans les parties jeunes de la tige. L’expression du géne rapporteur
GUS sous le contréle d’un promoteur de peroxydase de riz a permis de localiser son
expression au niveau des vaisseaux conducteurs et d’identifier une région cis du promoteur
responsable d’une réponse aux U.V. et a la blessure (Ito et al., 2000). Chez Zinnia, la
localisation de H,O, est corrélée avec les zones de lignification (Olson et Varner, 1993). De
plus, I’addition de piégeur de H,O, dans des cultures cellulaires d’épicea inhibe Ia
lignification (Nose et al., 1995). Cependant aucune preuve définitive n’est venue confirmer
ces résultats in vivo. En effet, I’inhibition de la peroxydase anionique dans des tabacs
transgéniques ne provoque pas de diminution de la quantité totale de lignine (Chabbert et al.,
1992; Lagrimini et al., 1997). Néanmoins, le grand nombre d’isoformes de peroxydase ne
permet pas de conclure puisqu’on ne peut pas exclure une complémentation fonctionnelle.
Tognolli et Coll. (2002) ont recensé 73 peroxydases putatives dans le génome d’Arabidopsis.
Le profil d’expression de 23 d’entre-elles a été étudi€é par cDNA array. Toutes les
peroxydases étudiées sont exprimées a des niveaux variables dans les racines, les tiges, les
feuilles ou les fleurs. Ces données constituent un point de départ intéressant pour déterminer

la fonction de I’'une ou I’autre de ces enzymes dans les processus de lignification.
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Récemment, un nouveau concept de polymérisation des monolignols a été proposé
(Onnerud et al., 2002). Les auteurs ont réussi a synthétiser, in vitro, des polymeres de haut
poids moléculaire qui sont au niveau structural trés proche de la lignine naturelle. Ce
processus a €té obtenu sans qu’a aucun moment la peroxydase soit en contact direct avec les
monomeéres de lignine. Dans ce systéme, 1’oxalate de manganése joue le role d’une navette
diffusible au pouvoir redox. Dans un premier temps, le manganése est oxydé (Mn*" en Mn’")
par la peroxydase, puis, in planta, diffuserait dans la paroi pour oxyder les monomeres de
lignine (Onnerud et al., 2002).

1.4.4.2 Les laccases

Réaction : 4AH + O, 2 4A" + 2H,0

L’implication des laccases dans la polymérisation oxydative a été proposée par
Sterjiades et Coll. (1993) lorsqu’ils ont montré que les laccases de Acer pseudoplantanus
¢taient capables de polymériser les monolignols en absence de peroxydases. Ainsi les
laccases, comme les peroxydases, catalyseraient la formation de radicaux phenoxy mais en
présence d’oxygene moléculaire (O;). Les laccases ont été identifiées dans plusieurs espéces
végétales (Baucher ef al., 1998; Sato et al., 2001). La liste des espéces chez lesquelles les
laccases ont été localisées dans les parois cellulaires de tissus en lignification a été complétée
par Richardson et al., (2000) et inclut Arabidopsis. Cependant, contrairement aux laccases
d’origine fongique, trés peu d’études ont été réalisées sur les laccases d’origine végétale
(Mayer et Staples, 2002). Chez le pin, une enzyme de xyléme est spécifiquement associée a la
lignification (Bao et al., 1993). Ranocha et Coll. (1999) ont isol¢ 5 ADNc de laccases de
peuplier qui s’expriment spécifiquement dans la tige. L’une des enzymes de 90 kDa accepte,
in vitro, I’alcool coniférylique avec la meilleure efficacité mais également le sinapaldéhyde et
le coniféraldéhyde pour substrats. Chez le tabac, 1’absence de H,0O, n’empéche pas
I’oxydation de 1’alcool coniférylique, avec en parall¢le une augmentation de la consommation
de O, dans le xyléme (Mc Dougall et al., 1994) suggérant 1’intervention probable d’une
laccase dans la polymérisation des monomeres de lignine. La démonstration de 1’implication
des laccases dans le processus de lignification a été tentée par Wallace et Fry (1999) en
mesurant la capacité d’oxydation de composés phénoliques d’un certain nombre de
peroxydases et de laccases. Les résultats montrent que les peroxydases possédent une activité
spécifique supérieure a celles des laccases. Ainsi, le role des laccases dans la lignification
reste obscur comme en fait état Boudet dans sa récente revue (2000). Le probléme sera peut

étre résolu par I'utilisation de mutants ou des expériences d’extinction de geénes.
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Figure 39. Expression tissulaire et sub-
cellulaire des génes codant pour les
protéines directrices dans des tiges de
Forsythia intermedia. (Burlat et al., 2001).

Hybridation in situ d’ARNm de protéines
directrices a I'aide de sondes marquées a la
digoxigenine.

A : sonde anti-sens, révélant une localisation
des ARNm au niveau du cambium.

B : contréle réalisé avec une sonde sens.
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cambium; Barre = 50um)

C : Immunolocalisation des protéines
directrices au niveau sub-cellulaire par
microscopie électronique. Le marquage est
localisé au niveau de la couche externe de la
paroi secondaire (S1).

(Fleche, coin des cellules; S1, S2 et S3 :
couches successives de la paroi secondaire;
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Les monolignols sont des composés instables et toxiques pour la cellule (Whetten et
Sederoff, 1995). Leur stockage sous forme de glucoside dans un compartiment cellulaire tel
que la vacuole serait un moyen de les détoxifier. L’enzyme impliquée est 1’alcool
coniférylique UDP-glucose glucosyltransférase. Elle a été purifiée chez le pin (Leinhos et al.,
1994) et Forsythia (Ibrahim, 1977) ou elle s’avere tres spécifique des alcools coniférylique et
sinapylique. Récemment, une analyse phylogénétique des séquences du génome
d’Arabidopsis a révélé [Dexistence d’une famille multigénique codant pour des
glycosyltransférases putatives (Lim et al., 2001; Jackson et al., 2001; Lim et al., 2002). La
caractérisation biochimique de 90 protéines recombinantes a permis d’identifier deux geénes
codant pour des enzymes glucosylant I’alcool sinapylique et 1’alcool coniférylique (Lim ef al.,
2001). Les glucosides de monolignols ainsi formés sont transportés puis incorporés dans la

paroi.

1.4.3.2 La coniférine p-glucosidase

Réaction : cinnamyl 4-O-f glucoside = cinnamyl alcool + glucose

Comme nous venons de le voir, les monolignols sont stockés sous forme de glucosides.
Des expériences a 1’aide de coniférine (glucoside de 1’alcool coniférylique) marquée ont
montré que la radioactivité était incorporée dans la paroi (Terashima et al., 1988), ce qui
suggere I’existence d’une glucosidase associée a la lignification (Baucher ef al., 1998). Une
coniférine B-glucosidase utilisant la coniférine et dans une moindre mesure la syringine a
effectivement ét¢ purifiée et récemment clonée chez le pin (Dharmawardhana et al., 1999).

Les monolignols ainsi libérés dans la paroi sont polymérisés par des enzymes
extracellulaires de types polyphénol-oxidases. Deux classes distinctes d’enzymes, les
peroxydases et les laccases qui utilisent respectivement le peroxyde d’hydrogene (H,O,) et
I’oxygéne moléculaire (O;), sont responsables de cette polymérisation oxydative grace a la
génération de radicaux réactifs (Fig. 38A). La polymérisation de la lignine débute donc par
une déshydrogénation des alcools cinnamiques suivi par un couplage des radicaux phenoxy
(Fig. 38B).
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Ainsi, la polymérisation des monolignols constitue certainement I'un des processus
enzymatiques conduisant a la lignine les moins bien caractérisés. L’assemblage
macromoléculaire de la lignine fait actuellement I’objet de controverses et deux modéles sont
proposés (Lewis, 1999; Sederoff ef al., 1999; Hatfield et Vermerris, 2001).

Le premier modele favorise le contrdle biochimique de la polymérisation. Celle-ci ne se
ferait pas au hasard, mais serait dirigée par des protéines conduisant a la synthése d’une
lignine « ordonnée » (Lewis, 1999; Davin et Lewis, 2000). Ce modele s’appuie sur le fait que
certaines glycoprotéines sont transportées en des endroits précis de la paroi, 1a ou la
lignification débuterait (Fig. 39 A, B et C) (Miisel ef al., 1997; Ryser et al., 1997; Burlat et
al., 2001). De plus, une protéine découverte chez Forsythia, est capable de controler in vitro
la réaction de couplage de dérivés phenoxy de 1’alcool coniférylique et ceci de maniére régio-
et stéréospécifique, ce qui aboutit & la formation d’un stéréoisomere de lignane (dimere
phénolique non structural) (Davin ef al., 1997). De plus, des protéines tres similaires ont été
caractérisées chez d’autres especes végétales (Gang et al., 1999).

Cependant, ces résultats sont controversés. D’autres travaux (Sederoff et al., 1999) ont
montré, qu’apres dégradation partielle de la lignine, les oligomeéres produits ne possedent pas
d’activité optique, suggérant une incorporation des stéréoisomeres en quantités égales. Ces
auteurs plaident en faveur d’une polymérisation non déterminée et « souple » qui serait
essentiellement affectée par la disponibilité des unités monomériques. Ce modeéle s’appuie
également sur les nombreuses données obtenues grace aux plantes transgéniques affectées
dans la biosynthese de la lignine. Ces études ont montré que si les teneurs en unités G et/ou S
¢étaient souvent modifiées, la plante était capable d’incorporer de nouvelles unités telles que
I’'unité¢ H, 5-OHG, I’alcool dihydroconiférylique ou d’augmenter les proportions d’HCAs
estérifiés aux parois cellulaires tels que la féruloyl-tyramine (Sederoff et al., 1999). La
capacit¢ d’adaptation refléte une certaine souplesse, cette plasticité du systéme selon les

auteurs, se montrant incompatible avec une notion de polymérisation « ordonnée ».

1.5 Le métabolisme des phénylpropanoides et les réponses aux stress

Lors de divers stress de nature biotique (agents pathogenes, blessure, symbiose) ou
abiotique (lumicre, rayonnements U.V., faible température, carences) les plantes mettent en
place un certain nombre de réponses conduisant notamment a I’induction de métabolismes
secondaires dont celui des phénylpropanoides (Fig. 40). La nature et la fonction des composés
phénoliques s'accumulant dans les plantes sont variables. Certaines molécules sont synthétisées
de novo et présentent des propriétés anti-microbiennes; ce sont des phytoalexines. Ces
composés de défense regroupent différentes classes de phénylpropanoides telles que les
ptérocarpans (glyceollin), les isoflavonoides prénylés (kievitone), les stilbénes (resvératrol), les

coumarines (scopolétine), les flavonols (quercetine, kaempférol) ou encore les aurones.
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D’autres composés ont des fonctions dans la signalisation comme I’acide salicylique (SA),
molécule signal dans les mécanismes de résistance.

La blessure et I’attaque par des herbivores induisent la synthése de 1’acide chlorogénique
(CGA) ou d’esters phénoliques liés aux parois cellulaires, ces composés pouvant agir
directement en tant que molécules de défense ou servir de précurseurs a la synthése de la
lignine, de la subérine et autres barriéres polyphénoliques (Dixon et Paiva, 1995). Par ailleurs,
la quantit¢ d’anthocyanines augmente fortement aprés un stress au froid ou un stress
nutritionnel (Christie et al., 1994).

1.5.1 Inductibilité des geénes du métabolisme des phénylpropanoides

Il est bien connu que les enzymes de la voie générale des phénylpropanoides telles la
PAL, la C4H, la 4CL sont induites au cours des réactions de défense, mais aussi suite a d'autres
stress biotiques et abiotiques. Les enzymes impliquées dans des voies plus spécifiques, telles
les voies de biosynthése de la lignine et des flavonoides sont également inductibles (Legrand,
1983; Walter, 1992; Dixon et Paiva, 1995). Ainsi, les activités PAL, C4H, CCoAOMT, COMT,
et peroxydase de tabac augmentent dans les tissus entourant les 1ésions aprés infection par le
VMT (Legrand et al., 1976a; Martz et al., 1998). Dans le cas de la PAL et de la COMT, une
synthése de novo de I’enzyme a pu étre démontrée (Collendaveloo et al., 1982). Deux types de
peroxydase de feuilles de tabac sont induits différemment selon le type de stimulus : les
peroxydases cationiques sont préférentiecllement induites aprés blessure tandis que les
peroxydases anioniques sont induites apres infection par le VMT (Lagrimini et Rothstein,
1987).

Une induction des enzymes de la voie des flavonoides est également observée lors d’une
infection par un agent pathogéne ou lors d’une surexposition a une source lumineuse (Dixon et
Paiva, 1995). Des études réalisées sur Arabidopsis ont montré une augmentation de
I’accumulation de conjugués kaempférol (flavonoides) et d’esters sinapiques en réponse aux
rayonnements U.V. (Li et al., 1993; Lois, 1994; Lois et Buchanan, 1994). Des plantes mutées et
affectées dans 1’expression de la chalcone synthase (CHS) et de la chalcone isomérase (CHI)
sont plus sensibles aux rayonnements U.V. confirmant le réle de ces deux enzymes dans la
synthése de composés intervenant dans la protection des tissus foliaires. Il est connu que les
voies métaboliques secondaires sont soumises a une régulation dépendante de I’intensité
lumineuse tout au long de la journée et il a été montré que I’expression de la majorité des geénes
du métabolisme des phénylpropanoides est orchestrée par le cycle circadien. Une étude récente
sur I’horloge biologique d’Arabidopsis, a permis de montrer que la transcription de 6% des
genes étudiés (8000 au total) répond au cycle circadien (Harmer et al., 2000). 23 de ces geénes
codent pour des enzymes du métabolisme des phénylpropanoides et d’autres pour des facteurs

de transcription de type MYB (voir paragraphe 1.6.2).
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D'autre part, une augmentation des activités cinnamyl alcool déshydrogénase (CAD) et
cinnamoyl-CoA réductase (CCR) a été décrite dans des suspensions cellulaires d’épicéa traitées
par un ¢liciteur fongique (Messner et Boll, 1993) en corrélation avec la présence de composés
de type lignine.

D’autres geénes impliqués dans la métabolisation des phénylpropanoides ont été identifiés,
en particulier celui de la TOGT, une glucosyltransférase de tabac, induite suite a I’infection ou
a une application exogene d’un éliciteur ou d’acide salicylique. Cette glucosyltransférase est
impliquée dans la glucosylation de dérivés phénylpropanes, tels que la scopolétine, dont la
synthese est stimulée lors des réactions de défense (Fraissinet-Tachet ef al., 1998; Chong et al.,
2002).

En régle générale, I’augmentation de 1’activité des enzymes décrites est corrélée a une
accumulation des transcrits correspondants (Dixon et Paiva, 1995). Cette régulation de type

transcriptionnel sera discutée paragraphe 1.6.

1.5.2  Identification et fonctions des dérivés phénylpropanes produits dans les

situations de stress

L’induction concomitante de diverses enzymes du métabolisme des phénylpropanoides
s’accompagne de la synthése de nombreux composés impliqués dans la défense contre des
agents pathogenes (Dakora et Phillips, 1996). Ce rdle antimicrobien a clairement été démontré
par D’expression hétérologue d’un géne de stilbéne synthase (SS) de vigne dans le tabac
puisque les tabacs transgéniques présentent une résistance accrue a Botrytis cinerea (Hain et
al., 1993). D’autres phénols issus du métabolisme des phénylpropanoides s’accumulent au
niveau des parois végétales lors des réponses de défense comme les polymeéres phénoliques qui
peuvent participer au confinement de 1’agent pathogeéne a son site d’infection (Nicholson et
Hammerschmidt, 1992). Un certain nombre d’observations et de corrélations sont en faveur de
ce role mais la démonstration d'une telle fonction n'a jamais été apportée.

L’estérification d’acides férulique et p-coumarique aux parois permet d’établir des
liaisons a D'intérieur de la matrice polysaccharidique mais aussi des liens entre les
polysaccharides et la lignine (Fig. 11 et 12) (Iiyama ef al., 1994). Ces liaisons rendraient les
composés de la paroi moins accessibles aux enzymes de dégradation des agents pathogenes.
L’analyse cytologique de I’interaction de la tomate avec Fusarium oxysporum révele des
modifications physiques de la paroi lorsque les tissus sont prétraités avec un éliciteur. Ces
modifications se traduisent par des dépots importants de callose et de composés phénoliques et
s’accompagnent de ’arrét de la croissance de I’hyphe (Benhamou et Lafontaine, 1995). Il a
également été montré que des suspensions cellulaires de persil traitées avec un éliciteur de
Phytophthora sojae incorporent dans leur paroi les acides p-coumarique et férulique (Franke et
al., 1998). De méme, 1’acide diférulique s’accumule dans des feuilles d’avoine inoculées avec

un agent fongique. Ce dimeére interviendrait dans le renforcement de la paroi végétale (Ikegawa
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et al., 1996). Une enzyme a activité¢ tyramine N-hydroxycinnamoyltransférase (THT), a été
clonée chez le tabac et la pomme de terre (Farmer ef al., 1999; Schmidt et al., 1999). L’activité
THT est induite en réponse a la blessure et lors d’une infection par le VMT ou Phythophthora.
Cette enzyme accepte différents esters de CoA pour substrat et permettrait de renforcer la paroi
cellulaire en estérifiant les acides férulique et p-coumarique sur les fonctions amines des
tyrosines pariétales (Fleurence et Negrel, 1989). Tous ces résultats montrent I’importance des
phénols - notamment 1’acide férulique - dans I’¢laboration d’une barriére mécanique résistante
aux enzymes de dégradation des pathogenes. Le role des composés phénoliques est moins clair
dans les interactions avec les virus. La quantit¢ de lignine augmente dés 24 heures apres
infection de feuilles de haricot avec le Virus de la Nécrose du Tabac (VNT) (Kimmins et
Wuddah, 1977). L’induction de la PAL, de I'OMT et de la C4H dans les feuilles de tabac
infectées par le VMT (Legrand et al., 1976a) conforte 1’hypothése d’un rdle des composés
phénoliques dans la résistance antivirale. L’estérification de [’acide férulique ou d’autres
phénols aux polysaccharides de la paroi au niveau des plasmodesmes pourrait étre un des
mécanismes permettant de ralentir la diffusion du virus de cellule a cellule.

Dans certaines interactions hote/pathogene, la lignine s’accumule au site d’infection et
peut participer a la mise en place de la barriecre mécanique. Des études sur le concombre
montrent qu’apres élicitation avec des oligogalacturonides, la lignine formée est principalement
composée d’unités H (Robertsen et Svalheim, 1990). De méme, apres infection de feuilles de
blé, une synthése accrue de lignine est observée au site de pénétration des champignons
Botrytis cinerea et Mycosphaerella pinodes. La paroi est ainsi rendue plus résistante a la
macération et permet 1’arrét de la croissance du champignon (Ride, 1975). De méme,
I’¢licitation de suspensions cellulaires d’épicéa s’accompagne de 1’accumulation de composés
réagissant positivement avec le phloroglucinol-HCI et ayant un spectre infrarouge identique a
celui de la lignine (Messner et Boll, 1993). L’analyse chimique de la lignine par thioacidolyse a
permis d’identifier un polymere ramifié, riche en unités H, et présentant des similarités avec la
lignine formée au stade précoce du développement et au sein du bois de compression (Lange et
al., 1995). Ces résultats sont en accord avec ceux de Burlat et Coll. (1997) qui montrent que
chez le peuplier ou le blé, la lignine non condensée (riche en unités G-S) est beaucoup plus
sensible a la dégradation par Phlebia radiata que la lignine hautement condensée riche en
unités H. Apres infection, le dépdt de lignine néosynthétisée enrichie en unités H pourrait
rendre la paroi végétale plus résistante a la dégradation.

L’importance du métabolisme des phénylpropanoides dans les mécanismes de résistance
aux agents pathogenes ou encore dans la tolérance des tissus aux rayonnements U.V. a été
démontrée a travers les nombreuses plantes transgéniques ou mutants affectés dans la synthese

des phénylpropanoides. Un certain nombre de ces points sont présentés dans le paragraphe 2.5.
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1.6 Les mécanismes de régulation du métabolisme des phénylpropanoides

De nombreux composés phénylpropanes et dérivés, comme les anthocyanes, les
isoflavonoides, les esters d’acide sinapique et caféique ou encore la lignine jouent des rdles
physiologiques variés et s’averent essentiels tout au long du développement de la plante.

De plus, comme cela a déja été mentionné, le métabolisme des phénylpropanoides est
activé par divers stress environnementaux tels que les rayonnements U.V., la blessure ou
I’attaque par des agents pathogénes (Dixon et Paiva, 1995) et les composés synthétisés
s’accumulent souvent dans des tissus spécialisés. La majorité des génes impliqués dans le
métabolisme des phénylpropanoides a été caractérisée. Leur régulation a été démontrée comme
étant essentiellement transcriptionnelle (Dixon et Paiva, 1995). Les enzymes sujettes a
régulation interviennent a la fois dans la voie centrale des phénylpropanoides (PAL, CHS),
mais également dans des branches plus spécifiques de la voie conduisant par exemple a la
synthése d’isoflavonoides (CHI) ou a la lignine (CAD, CCR). De plus, I’induction de la
transcription de certains genes (PAL et CHS) se fait de fagon trés précoce tandis que d’autres
présentent une stimulation plus tardive (OMT) indiquant 1’implication de signaux multiples
(Dixon et Paiva, 1995). L’existence d’une telle organisation est certainement nécessaire pour
faciliter la régulation des diverses voies du métabolisme des phénylpropanoides en réponse a
différents signaux environnementaux ou développementaux. Le contrdle transcriptionnel de
I’expression de plusieurs genes du métabolisme des phénylpropanoides a ét¢ démontré par de
multiples approches dont voici quelques exemples. Ceux-ci seront illustrés dans un premier
temps par la caractérisation d’éléments cis régulateurs, puis dans un second temps par les
facteurs de transcriptions pouvant reconnaitre ces régions promotrices. L’activité de certaines
protéines, comme la PAL, sont également régulées par des modifications post-

transcriptionnelles.

1.6.1  Les ¢éléments cis régulateurs

Il semble que le controle de la transcription des génes biosynthétiques constitue un
mécanisme de régulation majeur de la production des métabolites secondaires. Les éléments
régulateurs agissant en cis ont été identifiés au sein des promoteurs de plusieurs génes du
métabolisme des phénylpropanoides, comme par exemple le géne de la PAL (Lois ef al., 1989;
Ohl et al., 1990; Logemann et al., 1995), de la 4CL (Douglas et al., 1991; Hauffe et al., 1993),
de la CAD (Feuillet et al., 1995), de la CCoAOMT (Grimmig et Matern, 1997), de la C4H
(Bell-Lelong et al., 1997; Mizutani et al., 1997), de la CCR (Lacombe et al., 2000) ou encore le
gene de la COMT II (Toquin et al., 2003). Parmi ces éléments cis-régulateurs, encore appelés
« boites », un certain nombre d’entre eux sont conservés au sein des génes du métabolisme des

phénylpropanoides. On trouve notamment les boites P, A, L et H (Lois et al., 1989; Logemann
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Figure 41. Motifs protéiques de facteurs de transcription reconnaissant ’ADN. (Buchanan et al., 2001).

Motif Hélice-boucle-Hélice présent dans les facteurs de transcription de type MYB.
Motif en doigt de zinc présent dans les facteurs de transcription de type LIM.
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et al., 1995). Ces éléments ont été initialement identifiés dans le promoteur PAL de persil; les
séquences nucléotidiques correspondantes constituent des sites d’interaction avec des protéines
en réponse a des ¢liciteurs fongiques (Lois et al., 1989), mais également a la lumiére blanche et
aux rayonnements U.V. (Bell-Lelong et al., 1997; Whitbred et Schuler, 2000). Un autre
¢lément appelé la boite E est nécessaire pour la réponse du géne codant pour la CCoAOMT a
un traitement par un éliciteur (Grimmig et Matern, 1997). Les boites G controlent I’activation
de plusieurs génes dont 1’expression est induite par de nombreux stress (Giuliano et al., 1988;
Menkens et al., 1995). Plus récemment, Lacombe et Coll. (2000) ont identifié¢ sur le promoteur
CCR d’Eucalyptus gunni des éléments cis régulateurs nécessaires et suffisants pour une

expression spécifique du géne dans les tissus vasculaires de la tige.

1.6.2  Les facteurs de transcription

Parmi les facteurs de transcription jouant un role clef dans la régulation du métabolisme
des phénylpropanoides, on trouve essentiellement des protéines appartenant a la famille des
geénes MYB (Jin et Martin, 1999) et celles appartenant a la famille des génes LIM (Kawaoka et
Ebinuma, 2001). Par exemple, des motifs présents sur le promoteur de la PAL sont reconnus a
la fois par des protéines MYB et LIM et régulent 1’expression de la PAL de facon tissu
spécifique (Kawaoka et al., 2000).

Les facteurs MYB, identifiés chez les vertébrés, les insectes, les plantes, les champignons
et les virus, représentent une famille de protéines possédant un domaine de fixation a I’ADN
caractéristique, le domaine MYB, un motif hélice-boucle-hélice (Fig. 41). Contrairement aux
animaux, les plantes possédent une sous-famille de protéines MYB caractérisée par la présence
de deux motifs MYB, les répétitions R2 et R3 (Stracke et al., 2001). Chez Arabidopsis, la
famille MYB compte 125 geénes. Pour la majorit¢ de ces 125 genes, aucune donnée
fonctionnelle n’est disponible. Mais grace a différentes approches systématiques, il a été
possible ces derni¢res années d’attribuer des fonctions physiologiques a un nombre croissant de
protéines R2R3-MYB, notamment dans la régulation du métabolisme des phénylpropanoides
(Kranz et al., 1998; Meissner et al., 1999). La surexpression d’un de ces facteurs, PAPI
(Production of Anthcyanin Pigmentl), conduit a 1’accumulation d’anthocyanines et d’autres
composés phénoliques tels que la lignine (Borevitz et al., 2000). Par contre, la mutation du
geéne codant pour le facteur AtMYB4 augmente la synthése d’esters d’acide sinapique rendant
ces plantes plus tolérantes aux rayonnements U.V. (Jin et al., 2000; Hemm et al., 2001). Ces
premicres expériences montrent que la flexibilit¢ de la régulation spatio-temporelle de
I’expression des geénes du métabolisme des phénylpropanoides peut se faire grace a des facteurs
de transcription de type R2R3-MYB, aux propriétés d’activation (exemple : PAP1) ou de
répression (exemple : AtMYB4) de la transcription. Des études réalisées sur d’autres espéces

végétales telles que le tabac, le pétunia, le mais, la gueule-de-loup ont également permis de

30



AmMYB305 PHE
m PAL
AmMYB340
C4H
PcMYBA B i
» |CHS _UV protective
PhMYB3 sinapate esters
Flavonoids Lignin

Figure 42. Exemples de quelques facteurs de transcription de type MYB régulant I’expression de
génes du métabolisme des phénylpropanoides. (Hemm et al., 2001).

AmMYB305 et AmMMYB340 (Antirrhinum majus), régulateurs positifs de la PAL.
PcMYB1 (Petroselinum crispum) et PAMYB3 (Petunia hybrida), régulateurs positifs de la CHS.
AtMYB4 (Arabidopsis), régulateurs négatif de la C4H, module la production de sinapoyl-malate.
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montrer le role de ces facteurs de transcription dans la régulation du métabolisme des
phénylpropanoides (Fig. 42) (Paz-Ares, 1987; Grotewold et al., 1994; Sablowski et al., 1994;
Moyano et al., 1996; Tamagnone et al., 1998a, b) et de la voie de biosynthése du tryptophane
(Bender et Fink, 1998). Des études biochimiques ont permis de montrer que certains de ces
facteurs de transcription agissaient bien au niveau transcriptionnel, notamment pour le géne
PAL (Moyano et al., 1996), CHS (Solano et al., 1995) et C4H (Jin et al., 2000). Les séquences
nucléotidiques cibles avec lesquelles les protéines R2R3-MYB interagissent sont
caractéristiques comme la boite P (Sablowski ef al., 1994; Uimari et Strommer, 1997).

Les facteurs de transcription R2ZR3-MYB sont également impliqués dans le controle de la
morphogenése et la croissance cellulaire, la médiation d’actions hormonales ou encore dans la
réponse des plantes a des stress abiotiques ou a des attaques par des agents pathogénes (Martin
et Paz-Ares, 1997; Jin et Martin , 1999; Stracke et al., 2001).

Il a également été démontré que la régulation fine de métabolismes secondaires faisait
intervenir des interactions physiques entre certains facteurs de transcription. Prenons I’exemple
de la voie de biosynthése des anthocyanines qui est tissu-spécifique et contrélée par la
combinaison et I’interaction de deux types de facteurs de transcription appartenant a deux
familles de génes différentes (Grotewold et al., 2000) : la famille « bHLH » code pour des
facteurs de transcription présentant des homologies avec la protéine de type Basic-Helix-Loop-
Helix (bHLH) codée par le geéne de vertébré proto-oncogene c-MYC et la famille « MYB »
présentée plus haut (Gantet et Memelink, 2002). L’importance de ces interactions entre
différents partenaires controlant la transcription a récemment été mise en évidence chez le
pétunia. Une nouvelle protéine bHLH, ANI1 (anthocyanin 1), a été caractérisée et il a été
montré qu’elle pouvait directement activer la transcription de genes intervenant dans la
biosyntheése des anthocyanines (Spelt et al., 2000). Mais, il a également ét¢ démontré que AN1
n’était pas suffisant pour la biosynthése des anthocyanines dans les organes floraux et que
d’autres activateurs transcriptionnels a domaines MYB s’avéraient nécessaires (Spelt et al.,
2000).

D’autres facteurs transcriptionnels impliqués dans la voie de biosynthése des
phénylpropanoides et plus précisément de la lignine ont été caractérisés. Il s’agit par exemple
d’une protéine de tabac possédant deux domaines LIM (Kawaoka et al., 2000; Kawaoka et
Ebinuma, 2001). Les membres de la famille des protéines LIM contiennent un motif en doigt
de zinc (Fig. 41) (Taira et al., 1995). La protéine de tabac est capable de reconnaitre une
séquence nucléotidique comparable a celle reconnue par les protéines MYB (la boite P).
L’expression du gene codant pour ce facteur LIM est forte au niveau de la tige et est induite
transitoirement par la blessure (Kawaoka et al., 2000). La répression de ce gene conduit a une
diminution de I’expression de plusieurs génes du métabolisme des phénylpropanoides tels que
la PAL, la 4CL et la CAD et a une réduction de 20% du contenu en lignine.
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1.6.3  Autres mécanismes de régulation

En plus d’un contrdle de type transcriptionnel, il existe d’autres niveaux de régulation du
métabolisme des phénylpropanoides. Par exemple, il a été mis en évidence I’importance d’une
régulation post-transcriptionnelle, notamment avec la notion d’inactivation apres induction de
la PAL. Cette régulation post-transcriptionnelle de I’activité PAL se fait par des phénomenes de
phosphorylation de la protéine (Bolwell, 1992). Ces réactions font intervenir des protéines
kinases de type « Calcium Dependent Protein Kinase » (CDPK) (Allwood et al., 1999; Cheng
etal.,2001; Allwood et al., 2002).

Des mécanismes de type rétrocontrdle métabolique ont également été démontrés lors de
I’accumulation ou la disparition de certains produits phénoliques a la suite de I’inhibition d’une
étape enzymatique. Par exemple, des travaux réalisés au laboratoire ont permis de montrer que
I’inhibition de la COMT I dans des tabacs transgéniques se répercutait sur 1I’expression de la
CCoAOMT ou que I’inhibition de la COMT I modifiait I’expression de la CCR (Pingon, 1999).
Chez la luzerne, la surexpression d’une isoflavone O-méthyltransférase conduit a une élévation
de la synthése des phytoalexines de type isoflavonoide et de la résistance aux agents
pathogenes mais également a une augmentation de la stimulation des génes PAL et C4H (He et
Dixon, 2000).

Récemment, la découverte du role des micros ARNs en tant qu’éléments régulateurs de la
transcription des ARNm, notamment de geénes intervenant dans le développement de la plante,
laisse entrevoir d’autres voies de régulation (Kidner et Martienssen, 2003; Kasschau et al.,
2003). Une étude récente des micros ARNs d’Arabidopsis a montré que certains d’entre eux
présentaient une forte homologie de séquence avec des facteurs de transcription et auraient

notamment la capacité de réguler des protéines régulatrices de type MYB (Jones, 2002).

2. Lalignine

2.1 Réle de la lignine

La lignine est un polymére complexe constitué uniquement de composés
phénylpropanes. Elle est présente exclusivement chez les plantes vascularisées a savoir les
Ptéridophytes, les Gymnospermes et les Angiospermes. Des polymeres phénoliques autres
que la lignine ont été identifiés chez les Bryophytes (mousses), possédant probablement les
mémes propriétés et les mémes fonctions que la lignine (Erickson et Miksche, 1974; Wilson
etal., 1989).

La lignine est localisée dans les tissus conducteurs comme le xyléme, le phloéme mais
aussi dans des tissus de soutien comme le sclérenchyme. La lignine a ainsi un role de support
mécanique en assurant la rigidité des cellules. Du fait de sa structure riche en noyaux

phényles et en chaines carbonées, elle rend également les cellules imperméables a 1’eau et
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Figure 43. Représentation schématique des tissus conducteurs.
(Nlustrations : http://intra-ibmp.u-strasbg.fr/sg/microscopie/cvme/mat_cyto/catalogue3.html)

A: coupe longitudinale d’'un systéme vasculaire comprenant de gauche a droite le parenchyme, les vaisseaux et
les trachéides du xyléme (bleu), le cambium (vert) puis les cellules criblées et compagnes du phloéme (rouge).

B: coupe longitudinale et zoom sur les tissus phloémiens; présentation des échanges et des voies de
communication entre les cellules parenchymateuses, compagnes et les tubes criblés via les plasmodesmes et les
pores.

Figure 44. Coupe transversale d’une tige de tournesol.
(Nlustration : http://intra-ibmp.u-strasbg.fr/sg/microscopie/cvme/mat_cyto/catalogue5.html)
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permet donc le transport de solutés dans toute la plante par les tissus conducteurs. La lignine
joue également un role dans les mécanismes de défense des plantes. Elle forme de facon
constitutive une barriere mécanique et peut étre aussi synthétisée de novo (Vance et al., 1980).

La quantité et la composition de la lignine varient en fonction de 1’appartenance
taxonomique, de 1’espece végétale, des tissus considérés, des types cellulaires (et méme de la
partie de la paroi cellulaire considérée), du stade de développement, des conditions
environnementales et des facteurs de stress. La composition et la quantité de lignine
synthétisée varient également en fonction de la période de I’année et des contraintes
physiques auxquelles peut étre soumise la plante telles que le vent ou la rencontre d’un

obstacle. Ces dépots constituent ce qu’on appelle les bois de réaction (Coté, 1977).

2.2 Les tissus conducteurs et le processus de lignification

2.2.1  Le systéeme vasculaire

Les plantes vasculaires sont caractérisées par la présence de deux types de tissus
spécialisés. Le xyléme conduit la séve brute, contenant 1’eau et les sels minéraux, des racines
vers les feuilles. Le phloéme conduit la séve élaborée, solution de substances organiques issues
de la photosynthése, des organes sources vers les organes puits.

Le xyléme est constitué de différents types de tissus :

- les éléments conducteurs, regroupés sous le terme de « tracheary elements » ou TE, et
caractérisés par le fait qu’ils sont constitués de cellules mortes. Ces ¢léments conducteurs sont
formés par les trachéides, cellules allongées présentant de nombreuses ponctuations et les
vaisseaux, longs tubes constitués par 1’assemblage de cellules courtes a parois lignifiées et
perforées.

- les cellules parenchymateuses, éléments vivants, pouvant servir de réserve ou de voie de
sécrétion vers les vaisseaux. Ces cellules parenchymateuses bordant les vaisseaux sont plus
connues sous le nom de « ray cells » (Fig. 43A).

Le phloéme est un systéme de transport formé uniquement de cellules vivantes. Les
¢léments conducteurs sont des cellules allongées, énuclées, sans vacuole, communiquant entre
elles par des pores. On parle de cellules ou tubes criblés. Les tubes criblés sont bordés par des
cellules compagnes, elles-mémes en contact avec des cellules parenchymateuses ou des tissus
de réserves (Fig. 43A et B).

Chez les Dicotylédones, le systéeme conducteur primaire est habituellement disposé en
cercle autour de la moelle (Fig. 44). Chez la majeure partie des ces plantes, les cellules du
xyléme et du phloéme sont issues d’un tissu indifférencié appelé cambium fasciculaire qui
sépare le xyléme et le phloéme primaire. Si un épaississement secondaire apparait, les

faisceaux de cambium se raccordent et forment I’anneau continu de cambium libéro-ligneux.
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Figure 46. Epaississement secondaire d’une paroi cellulaire végétale : dépét de différentes couches S,,
S, et S;. (Buchanan et al., 2001).

A : la lamelle moyenne et la paroi primaire sont synthétisées en premier et constituent les couches les plus
externes. Puis les couches S, S, et S; vont constituer la paroi secondaire.

B : ce dép6t secondaire est observé chez des cellules spécialisées nécessitant une forte résistance mécanique,
comme par exemple les fibres présentes dans la tige. Cet épaississement prend fin lorsque la cellule meurt ; la
désintégration du protoplasme laisse place & un espace appelé lumen (CW,: paroi primaire; ML : lamelle
moyenne).
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Cette zone méristématique va produire le xyléme secondaire vers I’intérieur (vers la moelle) et
le phloéme secondaire vers 1’extérieur (vers le cortex) (Bowes, 1998). Les cellules spécialisées

du xyléme et du phloéme présentent des parois cellulaires épaisses et riches en lignine.

2.2.2  Le processus de lignification de la paroi cellulaire végétale

Le dépot et la modification des composés présents dans la paroi cellulaire végétale
jouent des roles essentiels au cours de la croissance et du développement de la plante (Carpita
et Gibeaut, 1993). En effet, on peut distinguer deux types de parois cellulaires chez les
végétaux supérieurs : les parois primaires et secondaires qui sont formées a différents stades
de croissance de la cellule.

Les parois primaires sont mises en place pendant la croissance cellulaire. Elles sont
nécessaires a la fois pour la stabilit¢ mécanique des cellules et confeérent une extensibilité
suffisante pour permettre 1’expansion cellulaire sans risque de rupture de la membrane
plasmique, sous D’action de la pression de turgescence. Ces parois primaires sont
principalement constituées de polysaccharidiques, a savoir la cellulose, les hémicelluloses et
les pectines, interagissant les unes avec les autres pour former ce qu’on appelle la matrice
extra-cellulaire. Les polymeres d’hémicellulose et de pectine sont synthétisés dans I’appareil
de Golgi, alors que la cellulose est générée au niveau de la membrane plasmique sous forme
de microfibrilles (Fig. 45). Les parois cellulaires contiennent également des centaines de
protéines différentes (HRGP, PRP, GRP). Ces protéines ont des fonctions structurales et
interviennent dans des phénoménes dynamiques de renouvellement de la paroi cellulaire. A ce
stade de croissance cellulaire le dépdt de lignine est trés discret.

Le dépot de lignine est associé a la formation de la paroi secondaire, c'est-a-dire au stade
ou la cellule a atteint sa taille définitive. Lorsque la croissance cellulaire est stoppée, les
propriétés mécaniques de la paroi changent grace au dépdt d’une nouvelle matrice
essentiellement composée de cellulose et d’hémicellulose, et imprégnée de lignine. La paroi
secondaire est plus épaisse, plus résistante aux contraintes mécaniques et plus hydrophobe
grace a I’enrichissement en composés phénoliques (Bolwell, 1988; liyama et al. 1994). Ces
propriétés physico-chimiques sont notamment nécessaires aux cellules spécialisées des tissus
conducteurs, le xyléme et le phloéme.

La paroi secondaire est répartie en trois couches S1, S2, et S3, cette derniére n’étant pas
toujours présente (Fig. 46) (Fengel et Wegener, 1984). Le dépot de lignine est un processus
ordonné. Il se fait en trois étapes distinctes toujours précédées par le dépdt de polysaccharides
(Terashima et al., 1988) qui peuvent jouer un réle dans I’organisation de la lignine notamment
en imposant une orientation préférentielle du noyau aromatique dans la matrice (Atalla et
Agarwal, 1985). Le dépdt débute tout d’abord dans la paroi S1 au niveau de la lamelle
moyenne et dans les coins des cellules. Puis la lignification se poursuit dans la paroi S2 apres
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dépot de la cellulose et de I’hémicellulose. Enfin, le dépot de lignine le plus important,
quantitativement, se produit pendant la formation de la couche S3, apres le dépot des
microfibrilles de cellulose.

Ce dépdt de lignine se fait de fagon séquentielle et non homogéne au cours du temps. En
effet, la lignine est un polymere hétérogene composé de trois unités structurales différentes (H,
G et S) et nous allons voir comment, en faisant varier la proportion et la quantité¢ de ces
composés, la plante peut synthétiser plusieurs types de lignine.

Mais tout d’abord, je vais présenter de fagon plus précise la nature chimique de la lignine.

2.3 Nature chimique et hétérogénéité des polymeres de lignine

2.3.1  Les monolignols

La synthése de la lignine se fait par la polymérisation déshydrogénative de trois alcools
hydroxycinnamyliques différents, encore appelés monolignols (Fig. 38). Ces monolignols ont
tous le méme squelette carboné C6-C3 (Fig. 4), dérivant de la Phe, mais différent par leur degré
de méthoxylation. L’alcool p-coumarylique, précurseur des unités p-hydroxyphényles (H), est
non méthoxylé, I’alcool coniférilique, précurseur des unités gaiacyles (G), est monométhoxylé
et I’alcool sinapylique, précurseur des unités syringyles (S), est diméthoxylé (Fig. 5). Ces
monolignols sont issus respectivement de la réduction des CoA thiolesters d’acide p-

coumarique, férulique et sinapique (Fig. 5 et 34).

2.3.2  Les liaisons chimiques

Au sein de ce polymere complexe dont la structure se présente comme un réseau en trois
dimensions, les unités monomériques sont reliées entre elles par des liaisons de type éther (C-
0O-C) et carbone — carbone.

Les liaisons intermonomériques les plus fréquentes sont les liaisons de types éthers [3-
O-4. Ce sont des liaisons labiles, non condensées (Fig. 47). Elles sont caractéristiques des
bois d’Angiospermes et peuvent représenter 60% des liaisons entre unités C6-C3 (Monties,
1989). En effet, la lignine d’ Angiosperme est riche en unité S, dont les carbones C3 et C5 sont
indisponibles pour établir des liaisons car méthoxylés; seule la fonction phénolique en
position C4 reste libre.

Les autres liaisons assurant également la cohésion de la macromolécule sont de types
carbone - carbone (B-5; B-1; B-B; 5-5) (Fig. 47). On parle dans ce cas de liaisons condensées

car plus résistantes a la dégradation. Elles sont retrouvées surtout chez les Gymnospermes qui
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A : Lignine de Gymnosperme.

B : Lignine d’Angiosperme.
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présentent une forte proportion d’unités G, ou le carbone C5 peut étre engagé dans une liaison
C-C.

La lignine est constituée d’unités phénoliques liées entres elles mais elle peut également
établir des liaisons avec d’autres macromolécules telles que les polysaccharides, d’autres
HCAs (voir paragraphe 1.2.3) par des liaisons esters ou éthers (Fig. 12) ou encore étre liée
aux glycoprotéines et aux tannins (Monties, 1989).

Comme cela a ét¢ mentionné plus haut, la lignine est caractérisée par une grande
variabilité de sa quantité et de sa composition suivant les especes végétales. Au sein d’une
méme plante, ’hétérogénéité de la lignine est régulée pendant la synthése de la paroi
secondaire. Au cours de la lignification, le dépdt des sous-unités est séquentiel, et chez les

Angiospermes, les unités H et G sont déposées avant les unités S.

2.3.3  Hétérogénéité des polymeres de lignine

Ainsi, derriére le terme “lignine” se cache un ensemble de polymeéres dont la structure
est déterminée par différents paramétres qui vont conditionner sa nature (Baucher et al.,
1998).

En effet, la lignine des Ptéridophytes et des Gymnospermes (Fig. 48A) est
essentiellement composée d’unités G tandis que la lignine d’Angiospermes (Fig. 48B) contient
des unités G et des unités S, la lignine de Graminées contenant des unités H en quantité plus
importante (Monties, 1989; Baucher et al., 1998). D’autre part, le dépot séquentiel des unités
est responsable d'une différence de composition au niveau cellulaire, la lamelle moyenne étant
plus riche en unités H, et la paroi secondaire étant plus riche en unités G chez les
Gymnospermes par exemple (Baucher et al., 1998). La composition monomérique peut
¢galement varier au sein de la paroi d’une méme cellule. En effet, Joseleau et Ruel (1997) ont
montré, par une technique d’immuno-marquage, que dans les entrenceuds de mais, la synthése
des unités H précede celle des unités G et S. Une hétérogénéité dans la nature des liaisons liant
les monomeéres de lignine de métaxyléme de blé a été observée (Burlat ez al., 1997) : la paroi de
ces plantes présente des couches de lignine condensée alternées avec des couches de lignine
moins condensée.

La différence de composition entre Angiospermes et Gymnospermes pourrait résulter de
la différence de spécificité de substrat des enzymes. En effet, les Gymnospermes sont
caractérisés par une lignine riche en unités G et généralement, la COMT de Gymnosperme
n’accepte pas 1’acide 5-OH-férulique (Higuchi et al., 1977). Seule ’AEOMT de pin a été
identifiée comme acceptant ’acide 5-OH-férulique (Li et al., 1997). De méme, 1’acide ou
I’aldéhyde sinapique ne sont pas acceptés par la 4CL (voir paragraphe 1.3.6) et la CAD (voir
paragraphe 1.4.2) de Gymnosperme. Quant a la F5H, les données actuelles ne permettent pas de

savoir si I’enzyme est présente ou non chez les Gymnospermes mais chez les Angiospermes,
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cette enzyme semble constituer une étape de régulation (Meyer ef al., 1998). D'autre part, chez
les Angiospermes, le r6le de la COMT dans la synthése des unités S a clairement été mis en
¢vidence dans le mutant naturel de mais bm3 touché dans la COMT (Vignols et al., 1995), et
dans des plantes transgéniques inhibées pour la COMT (Atanassova et al., 1995; Van
Doorsselaere et al., 1995). Ces plantes se caractérisent par une forte diminution des unités S.
D’autre part, I’hétérogénéité de la lignine au sein d’une méme paroi peut s’expliquer par
I’existence de familles de protéines catalysant les mémes réactions. En effet, il existe de
nombreuses isoformes de la PAL, de la 4CL et de la CAD qui ont des spécificités de substrats
différentes et dont la régulation spatio-temporelle pourrait varier suivant les tissus (Campbell et
Sederoff, 1996). L’hétérogénéité de la lignine pourrait également résulter de la régulation
différentielle des enzymes responsables du transport et de la polymérisation, telles les
glucosyltransférases, les B-glucosidases, les peroxydases et les laccases (voir paragraphes 1.4.3
et 1.4.4) (Campbell et Sederoff, 1996). Cette régulation pourrait jouer sur le stockage et la
disponibilité des unités monomériques et donc sur la quantité¢ et la qualit¢ de la lignine

synthétisée.

2.3.4  Analyse chimique de la lignine

Il existe différentes méthodes chimiques pour analyser la lignine. On peut les classer en
deux catégories, celles qui permettent de quantifier la lignine et celles qui permettent de
déterminer la structure. Deux méthodes sont couramment utilisées. La méthode de
quantification dite « Klason » consiste a hydrolyser les polysaccharides parié¢taux a I’aide
d’acide sulfurique, tout en rendant le polymeére de lignine insoluble. Ce matériel recondensé est
ensuite séché puis quantifié par son poids.

Quant a la structure de la lignine, elle est souvent évaluée par thioacidolyse. Cette
approche permet d’identifier par CPG-SM les monomeres libérés par la coupure sélective des
liaisons intermonomériques non-condensées, de type B-O-4 (Lapierre, 1993). Cette méthode est
spécifique des unités de lignine et se montre trés sensible. Elle permet de déterminer la
proportion des unités G et S (souvent exprimée par le rapport S/G) et la fréquence des liaisons
non-condensées. Une analyse supplémentaire des structures dimériques libérées, par exemple
par CPG-SM, permet de déterminer les autres types de liaisons intermonomériques (Lapierre et
al., 1999).

2.4 Importance économique de la lignine
La majorité du carbone fixé lors de la photosynthése se retrouve dans la paroi cellulaire

a travers I’incorporation des polymeéres que sont la cellulose, les hémicelluloses, les pectines et

la lignine. Ces composés font de la paroi cellulaire végétale la source la plus abondante de

37



Introduction générale

biomasse terrestre et d’énergie renouvelable. La paroi cellulaire végétale et ses composés
jouent un rdle important dans la nutrition humaine et animale. Elle constitue également une
source de fibres naturelles pour les textiles et la fabrication des pates a papier. Pour ces raisons,
I’étude de la synthése de la paroi cellulaire végétale a un intérét considérable tant du point de
vue fondamental qu’appliqué.

Si la lignine est un polymeére nécessaire au port vertical des plantes supérieures ainsi
qu’au transport des nutriments, eau et hormones via le systtme vasculaire, elle représente
¢galement un atout dans la défense des plantes contre les agents pathogénes. D’autre part, de
toutes les composantes du bois, la lignine est celle qui produit le plus d’énergie (Baucher et al.,
1998). Ainsi, une teneur accrue en lignine pourrait augmenter le pouvoir calorifique du bois.

Cependant, la présence de lignine a des conséquences néfastes lors de 1’utilisation de la
biomasse. En effet, la lignine n’étant pas digérée par les ruminants, une alimentation fourragére
moins riche en lignine permettrait d’augmenter le rendement énergétique lors de la digestion.
Dans I’industrie papetiere, la production de pate a papier nécessite 1’élimination de la lignine
des fibres de cellulose. La lignine étant trés résistante aux processus de dégradation, des
traitements drastiques, polluants et coliteux sont alors employés. Une modification de la teneur
et/ou de la qualité de la lignine aurait donc des retombées économiques notables. Aussi, de
nombreuses équipes se sont intéressées a la biosynthése de la lignine et & sa modulation par
génie génétique. Dans les années 1990, deux projets européens ont vu le jour, les projets
OPLIGE (OPtimization of Lignin in crops and Industrial plants through Genetic Engineering)
et TIMBER (Tree IMprovement Based on genetic EngineeRing) dont le but était d’obtenir des
plantes d’intérét économique a lignine modifiée afin d’améliorer son extractabilité¢ et/ou sa
digestibilité. Dans ce cadre, le tabac a servi de plante modé¢le, les plantes cibles étant le
peuplier, I'eucalyptus, la luzerne, la fétuque et le sapin.

Les principaux travaux visant & moduler la voie de biosynthése de la lignine sont

présentés ci-dessous.

2.5 Modulation par génie génétique de la voie de biosynthése de la lignine

La premicre observation faisant référence a une modification génétique touchant la
biosyntheése de la lignine a été recensée, il y a plus de 70 ans, par Jorgensen. Il décrivait, en
1931, la mutation brown midrib (bml) chez le mais affectant 1’expression de la CAD
(Anterola et Lewis, 2002).

Depuis une quinzaine d’années, de nombreux travaux basés sur la transgénése et visant a
moduler la biosynthése de la lignine ont ét¢ menés. Ceci a été rendu possible grice a
I’émergence de la biologie moléculaire et aux progres considérables réalisés dans le domaine
du génie génétique.

Nous avons vu que les monolignols, unités structurales de la lignine, ont pour origine le

métabolisme des phénylpropanoides. Par conséquent, de nombreuses étapes enzymatiques
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peuvent constituer des cibles en vue de modifier la biosynthése de la lignine. Des résultats ont
¢été obtenus avec pour cibles la PAL, la C4H et la C3H, trés en amont de la voie de biosynthese,
ou encore, avec les OMTs, la 4CL et la FSH. Les enzymes plus spécifiquement impliquées dans
la biosynthése de la lignine, a savoir la CCR, la CAD, les peroxydases et laccases ont
¢galement fait I’objet d’investigations. Par ailleurs, une perturbation de la voie de biosynthese
de la lignine a également été observée lors d’études réalisées sur les facteurs de transcription ou
des génes impliqués dans la voie de biosynthese du shikimate.
Pour chacune des enzymes/protéines cible seront considérés :

- les effets sur le développement et la croissance de la plante,

- les conséquences sur la structure des tissus conducteurs et des parois,

- les répercutions sur la teneur et la composition de la lignine synthétisée,

- les impacts éventuels sur d’autres processus physiologiques, tels que la résistance des

plantes aux agents pathogenes.

Comme cela a déja été mentionné dans le paragraphe 2.3.4, les protocoles d’analyse
chimique de la lignine sont variés. De maniére générale, ils ne permettent pas de déterminer
avec précision le contenu ou la nature de la lignine synthétisée, mais plutdt d’établir un ordre
de grandeur, une valeur relative de ces deux parametres. Dans la plupart des travaux cités, la
teneur en lignine a été exprimée en terme de « lignine Klason » et la composition a été
déterminée par thioacidolyse. La technique de thioacidolyse permet de caractériser le type de
lignine des Angiospermes en mesurant le pourcentage de liaisons intermoléculaires de type f-
O-4 et le rapport S/G.

2.5.1  Modulation de I’expression de la PAL

Plusieurs séries de plantes transgéniques modulant I’expression de la PAL ont été
obtenues. On pouvait s’attendre a ce que la modification de D’activité PAL catalysant la
premiére étape du métabolisme des phénylpropanoides conduise a des perturbations assez
profondes au cours du développement de la plante.

Des tabacs transgéniques inhibés pour 1’activit¢é PAL présentent une croissance ralentie,
une altération de la forme et de la texture des feuilles, une altération de la morphologie des
fleurs, des parois cellulaires plus fines et moins lignifiées au niveau du xyléme secondaire ainsi
que des Iésions fluorescentes localisées (Elkind et al., 1990; Korth et al., 2001). Ces résultats
mettent en évidence le réle physiologique de la PAL et des produits dérivés dans le
développement de la plante.

De plus, les tabacs transgéniques inhibés pour I’activité PAL présentent une susceptibilité
accrue vis a vis de Cercospora nicotianae (champignon virulent) et ne développent plus de

résistance systémique acquise (SAR) en réponse a une infection par le VMT. Ces effets sur les
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mécanismes de résistance ont été corrélés a une diminution importante de 1’accumulation de
certains composés phénoliques dont l'acide chlorogénique et le SA (Maher et al., 1994; Pallas
et al., 1996).

D’autres études ont montré que 1’inhibition de la PAL permet non seulement de réduire la
quantité de lignine, mais également de diminuer préférentiellement la synthése d’unités G. La
lignine de ces tabacs transgéniques est caractérisée par une modification de la composition
chimique de la lignine puisque le rapport S/G augmente (Sewalt et al., 1997a; Korth et al.,
2001). De plus, les parois sont moins résistantes a la dégradation enzymatique; ces plantes
constituent donc un modele d’étude intéressant en vue d’applications a des plantes fourrageres
(Sewalt et al., 1997b).

Une légere augmentation de la quantité de lignine est observée dans la tige de plants de
tabac surexprimant la PAL (Korth et al., 2001). Par contre, un effet important est observé sur la
synthése de I’acide chlorogénique, puisque sa concentration est doublée dans les feuilles
surexprimant la PAL par un facteur deux a trois, comparé aux plantes témoins (Howles et al.,
1996).

On constate que la modulation de I’expression de la PAL se répercute sur I’accumulation
de nombreux composés dérivés de la voie des phénylpropanoides, dont I’acide chlorogénique le
composé phénolique le plus abondant chez le tabac (Elkind et al., 1990; Bate et al., 1994;
Maher et al., 1994; Howles et al., 1996; Korth et al., 2001). L’interprétation des diverses
modifications phénotypiques et physiologiques des plantes affectées dans 1’expression de la

PAL en est d’autant plus délicate et périlleuse.

2.5.2  Modulation de I’expression de la C4H

Trois séries indépendantes de tabacs transgéniques inhibés pour I’activité C4H ont été
obtenues (Sewalt et al., 1997a; Blount et al., 2000; Blee et al., 2001). Les plantes transgéniques
ne présentent aucun phénotype anormal au cours du développement. La réduction de 1’activité
C4H conduit a une diminution de 30 a 60% de la quantité de lignine en fonction du niveau de
répression de I’enzyme. La composition monomérique de la lignine est également modifiée. La
quantité d’unité syringyles est fortement réduite et le rapport S/G est jusqu’a dix fois plus faible
par rapport aux plantes témoins (Sewalt et al. 1997a; Blee et al., 2001). Ces dernicres
observations sont en contradiction avec I’augmentation de S/G mesurée lorsque 1’expression de
la PAL est réprimée. En effet, ces deux enzymes, PAL et C4H, sont supposées intervenir de
facon séquentielle dans la voie de biosynthése de la lignine. Actuellement plusieurs
explications sont avancées dont la notion de « channeling » qui sera discutée dans la derniére
partie de ce manuscrit.

La surexpression de la C4H n’a aucun effet sur la quantité de lignine synthétisée, ni sur sa

qualité (Sewalt et al. 1997a). Par contre, I’augmentation de 1’activit¢é C4H conduit & une
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Figure 49. Phénotype du mutant ref8 d’Arabidopsis (L. Heynh., écotype Columbia). (Franke et al., 2002a, b).

A : observation d’une plantule sauvage (wild type) et ref8 sous lumiére U.V. La couleur bleu-vert des rosettes
sauvages est due a la fluorescence du sinapoylmalate. La fluorescence rouge des plantes ref8 est due a la
fluorescence de la chlorophylle qui est révélée en I'absence de la fluorescence des esters sinapiques.

B : anatomie des tissus vasculaires de plantes sauvages et ref8. Les vaisseaux du xyléme présentent une forme
bien ronde chez les tissus sauvages, alors que ceux de la plante ref8 sont beaucoup plus petits et malformés
(fleches).

C : restauration du phénotype sauvage par complémentation du mutant ref8 avec le géne codant pour la C3H.
(Wild type : sauvage; ref8 : mutant; pCC556-ref8 : mutant ref8 exprimant la C3H aprés transformation stable avec
le géne C3H).
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Figure 50. Analyse de la lignine de tabacs transgéniques réprimés pour I’expression de la COMT I.
L’inhibition de la COMT | conduit a une diminution de l'incorporation d’unités S. Cette modification de la
composition se traduit par une coloration orangée des tissus du xyléme avec le réactif de Maule. (Atanassova et
al., 1995; Pincon et al., 2001a).

A : chromatogrammes montrant les principaux produits de dégradation libérés aprés thioacidolyse de la lignine
de plantes contréle ou antisens COMT | (AS COMT I). G, unité gaiacyle; S, unité syringyle; 5-OH G, unité 5-
hydroxy gaiacyle.

B : coloration de coupes transversales de tige de plantes contble ou antisens COMT | avec le réactif de Maule
révélant spécifiquement les unités S.
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¢lévation de la concentration en acide chlorogénique, ainsi qu’a une incorporation plus

importante dans les parois cellulaires de dérivés d’acide p-cinnamique (Blount ef al., 2000).

2.5.3  Modulation de I’expression de la C3H : analyse du mutant ref8 affecté dans

I’expression du géne C3H

Le mutant ref8 d’Arabidopsis, en plus de sa taille réduite, présente une modification de
I’anatomie de ces tissus vasculaires avec notamment un effondrement des vaisseaux du xyléme
et une diminution de la résistance des parois cellulaires a la digestion par des hydrolases
polysaccharidiques (Fig. 49A et B) (Franke et al., 2002b). Une série d’analyses montre une
réduction importante de la quantité de lignine (de 1’ordre de 60 a 80%) et une modification
spectaculaire de la composition de la lignine, puisque les unités monomériques incorporées
correspondent presque uniquement a de nouvelles unités hydroxyphényl (H) (Franke et al.,
2002b). Les auteurs ont également observé une modification de la composition des métabolites
secondaires solubles et estérifiés aux parois cellulaires. Le mutant accumule par exemple moins
de sinapoylmalate, composé a I’origine de la fluorescence bleue sous U.V. des feuilles
sauvages. Des expériences de complémentation avec le géne codant pour CYP98A3 ont permis
de restaurer le phénotype sauvage (Fig. 49C) (Franke ef al., 2002a; Franke et al., 2002b).

Ce travail confirme que le géne CYP98A3 code bien pour la C3H, enzyme responsable
de I’étape d’hydroxylation en position 3 du noyau aromatique. De plus, cette découverte nous
conduit & mieux prendre en considération le role des esters quinique et shikimique des acides
p-coumarique et caféique, respectivement substrat et produit de la C3H, en tant

qu’intermédiaires clefs dans la voie de biosynthese de la lignine.

2.5.4  Modulation de I’expression de la COMT

La diminution de ’activit¢t COMT a été obtenue, en produisant des plantes transgéniques
exprimant le géne codant pour la COMT en orientation antisens ou sens, chez le tabac
(Dwivedi et al.,, 1994; Ni et al., 1994; Atanassova et al., 1995), chez le peuplier (Van
Doorsselaere et al., 1995; Tsai et al., 1998; Jouanin et al., 2000), chez la luzerne (Guo et al.,
2001) et chez le mais (Piquemal et al., 2002). Chez les quatre espéces, la composition de la
lignine est fortement modifiée avec une réduction trés importante du rapport S/G et
I’incorporation d’un nouveau composé phénolique, le 5-hydroxygaiacyl ou 5-OH G (Fig. S0A
et B) (Atanassova et al., 1995; Van Doorsselaere ef al., 1995; Tsai et al., 1998; Lapierre et al.,
1999; Jouanin et al, 2000; Guo et al, 2001). La présence de 5-OH G avait déja été
précédemment décrite au sein de la lignine synthétisée par le mutant de mais bm3, une plante
naturellement déficiente pour I’activit¢ COMT (Chabbert ef al., 1994).
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L’analyse de la nature chimique des liaisons intermonomériques (par thioacidolyse et
RMN) démontre que le 5-OH G est incorporé dans la lignine en tant que monolignol (Jouanin
et al., 2000; Ralph et al., 2001a, 2001b). Dans les plantes réprimées pour 1’activit¢ COMT, le
rendement de la thioacidolyse est plus faible que dans les plantes sauvages, indiquant une
diminution significative des cibles de la dégradation, a savoir les liaisons -O-4. En effet, un
enrichissement en liaisons de type carbone-carbone a été détecté en accord avec la diminution
de P’incorporation d’unités diméthoxylées (Lapierre et al., 1999; Jouanin et al., 2000; Guo et
al., 2001). L’augmentation de la fréquence de ces structures dimériques correspond a une
¢lévation du degré de condensation de la lignine; la lignine de ces Angiospermes (tabac,
peuplier, luzerne, mais) se rapproche de la lignine de Gymnospermes.

Passons a I’impact de la répression de I’activit¢ COMT sur la quantité de la lignine. Le
mutant bm3 de mais, affecté¢ dans 1’activitt COMT (Kuc et al., 1968; Vignols et al., 1995),
possede moins de lignine. Ces résultats ont été confirmés par une approche de transgénése
(Piquemal et al., 2002). Mais cette tendance n’a pas été confirmée par I’ensemble des plantes
transgéniques obtenues. En effet, en fonction des espéces végétales ciblées par la transgénése,
du niveau de répression de ’activit¢ COMT et peut-étre des techniques d’analyses employées,
la quantité de lignine synthétisée est dans certains cas inchangée (Guo et al., 2001; Tsai et al.,
1998; Van Doorsselaere et al., 1995; Dwivedi et al., 1994; Atanassova et al., 1995) et dans les
autres diminuée (Guo et al., 2001; Jouanin et al., 2000; Ni et al., 1994). Ces données mettent
peut-&tre également en lumiére la nécessité d’harmoniser les conditions de culture des plantes,
I’age des plantes analysées et de mieux maitriser les conditions environnementales en général.

Ces résultats démontrent néanmoins que la COMT est essentielle a la synthése des unités
S de la lignine et ceci pour les différentes especes végétales étudiées. Ces données vont dans le
méme sens que celles obtenues par Li et Coll. (2000), qui montrent in vitro, pour plusieurs
especes végétales, que le 5S-hydroxyconiferaldehyde est le substrat préféré de la COMT.

Chez la luzerne, une réduction de I’activité¢ COMT affecte a la fois la quantité d’unités G
et S (Guo et al., 2001), en accord avec les résultats obtenus in vitro par Parvathi et Coll. (2001).
A cette exception prét, les résultats suggerent que la COMT est responsable de la seconde étape
de méthylation, et qu'une seconde O-méthyltransférase, la CCoAOMT, serait impliquée de

manicre spécifique dans la premiére étape de méthylation conduisant a I’unité G.

2.5.5  Modulation de I’expression de la CCOAOMT

La diminution de I’expression de la CCoAOMT affecte le contenu en lignine (lignine
Klason) en faisant chuter sa quantité¢ de 12 a 50% dans des tabacs transgéniques (Zhong et al.,
1998, 2000; Pingon et al., 2001a), la luzerne (Guo et al., 2001; Marita et al., 2003) et le
peuplier (Meyermans et al., 2000; Zhong et al., 2000). Chez le tabac et le peuplier, la

diminution de la quantité de lignine est due a la réduction de I’incorporation des unités G et S
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Figure 51. Phénotype du mutant fah 1-2 affecté dans I’expression de la F5H.

Le mutant fah 1-2 présente une modification de la composition de la lignine au niveau des tissus
conducteurs. De plus, une disparition de la fluorescence verte des feuilles est observée sous lumiére U.V.
en raison de I'absence de I'accumulation des esters sinapiques. Le phénotype sauvage est restauré en
exprimant le géne F5H sous le contréle du promoteur 35S ou celui de la C4H.

A : Observation de feuilles de lignées sauvages, fah 1-2, ou transgéniques sous lumiére U.V. Les lignées
transgéniques expriment le géne F5H soit sous le contréle du promoteur 35S soit sous le contréle du
promoteur de la C4H. Le mutant fah 71-2 accumule beaucoup moins de sinapoylmalate dans ses feuilles,
rendant celles-ci rouges sous lumiére U.V. (Ruegger et al., 1999).

B : Etude histochimique de coupes transversales d’hampe floral d’Arabidopsis; coloration de Maule
réagissant spécifiquement avec les unités S. Le mutant fah 1-2 présente une coloration orangée en raison
de la faible teneur en unités S de la lignine synthétisée. L'expression du géne sauvage dans la plante
complémente la mutation (voir texte) (Meyer et al., 1998).
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(Zhong et al., 1998, 2000; Meyermans et al., 2000). En raison d’un effet plus prononcé sur les
unités G, le rapport S/G augmente (Zhong et al., 1998; Meyermans et al., 2000). Par contre, la
quantité d’unités S n’est pas affectée dans des luzernes transgéniques (Guo et al., 2001) ni dans
d’autres tabacs transgéniques (Pingon et al., 2001a).

Contrairement aux peupliers transgéniques, qui ne sont pas affectés dans leur
développement (Zhong et al., 2000), la répression de 1’expression de la CCoAOMT chez le
tabac a pour effet de ralentir la croissance des plantes et d’altérer le développement des feuilles
et des fleurs (Pingon ef al., 2001a). Chez le peuplier, I’inhibition de I’expression de la
CCoAOMT a également pour conséquence d’augmenter la fluorescence des parois cellulaires
des vaisseaux du xyleme. Ce phénotype pourrait s’expliquer par I’accumulation d’acide p-
hydroxybenzoique estérifi¢ a la paroi (Meyermans et al., 2000). De plus, un certain nombre de
dérivés glucosylés d’acides caféique, sinapique ou vanilique s’accumulent dans la tige
(Meyermans et al., 2000; Guo et al., 2001). L’accumulation de ces glucosides pourrait
correspondre a une forme de détoxification des substrats de la CCoAOMT et de leurs dérivés
(Meyermans et al., 2000).

La répression simultanée de la COMT et de la CCoAOMT chez le tabac (Zhong et al.,
1998; Pingon et al., 2001a) et la luzerne (Guo et al, 2001) conduit & I’obtention d’effets
combinatoires et/ou additifs. En comparaison avec les transformants simples correspondants,
une réduction plus importante de la quantité de lignine a été mesurée chez le tabac (Pingon et
al., 2001a) mais pas chez la luzerne (Guo et al., 2001). Chez les deux espéces végétales, le

rapport S/G est réduit.

2.5.6  Modulation de I’expression de la FSH par transgénése et analyse du mutant fah

1-2 affecté dans I’expression du gene F5H

Le mutant fah 1-2 synthétise une lignine déficiente en unités syringyles (Chapple et al.,
1992; Meyer et al., 1998), avec parallelement une augmentation de la fréquence des liaisons
inter-monomériques de type carbone-carbone (Marita et al. 1999). De plus, ce mutant est
affecté dans la synthése du sinapoylmalate (Fig. 51A). Lorsque le géne F5H d’Arabidopsis est
exprimé sous le controle du promoteur 35S chez le mutant fah -2, on observe un phénomeéne
de complémentation qui permet de retrouver une qualit¢ de lignine comparable a celle du
sauvage (Fig. 51B) (Meyer et al., 1998; Marita et al., 1999). Par contre, lorsque le méme type
d’expérience est réalisé en utilisant un promoteur dont 1’expression est associée a la
lignification, celui du géne C4H, la lignine déposée est presque entierement composée d unités
syringyles reliées par des liaisons de type B-O-4 (Meyer et al., 1998; Marita et al., 1999). De
facon similaire, les tabacs et les peupliers transgéniques transformés avec la méme construction
chimérique ont également une lignine enrichie en unités syringyles (Franke et al., 2000). Ces

résultats suggerent que la FSH est une étape limitante dans la formation de I’unité¢ S de la
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lignine d’Arabidopsis et peut donc jouer un rdle crucial dans la composition et la qualité de la

lignine synthétisée.

2.5.7  Modulation de I’expression de la 4CL

Des plantes transgéniques présentant une réduction de 1’activité 4CL ont été produites
chez le tabac (Kajita et al., 1996, 1997), Arabidopsis (Lee et al., 1997b) et le peuplier (Hu et
al., 1999). Chez le tabac, I’inhibition de I’expression de la 4CL a atteint 90% pour conduire a
une réduction de 25% de la quantité de lignine. Chez le peuplier et Arabidopsis, le contenu de
la lignine a chuté de 45-50%, correspondant a une diminution de 1’activité 4CL supérieure a
90%.

L’impact de I’inhibition de I’expression de la 4CL sur la composition de la lignine n’est
pas clair. Dans certains cas, elle n’a aucun effet sur le rapport S/G (Hu et al., 1999), dans
d’autres, on observe une diminution de 1’incorporation des dérivés diméthoxylés (S) (Kajita et
al., 1997) et enfin chez Arabidopsis seuls les dérivés monométhoxylés (G) semblent affectés
avec une diminution de 40% (Lee ef al., 1997). Chez les tabacs et les peupliers transgéniques,
on a noté une augmentation de la quantité de composés phénoliques estérifiés aux parois et plus
particuliérement des acides p-coumarique, café¢ique et sinapique, substrats de la 4CL.

De facon surprenante, la réduction de 1’activité 4CL a également des effets trés variés sur
le développement des plantes. Par exemple, les tabacs transgéniques présentent des parois
cellulaires collapsées au niveau du xyléme et une croissance réduite, alors que les peupliers
présentent une morphologie cellulaire normale (Kajita et al., 1997; Hu et al, 1999). Ces
derniers présentent méme une croissance accélérée par rapport aux plantes témoins.

L’interprétation de ces données hétérogenes reste délicate et on peut avancer les mémes
explications que celles présentées pour la COMT. De plus, I’existence de plusieurs isoenzymes
au sein d’une méme espece, présentant des spécificités de substrats différentes ainsi que des
régulations spatio-temporelles spécifiques, pourrait expliquer 1’hétérogénéité des résultats
obtenus en fonction des espéces végétales, ainsi que I’apparition d’effets secondaires

inattendus.

2.5.8  Modulation de I’expression de la CCR par transgénese et analyse du mutant

irx4 affecté dans 1’expression du géne CCR

En analysant des tabacs transgéniques réprimés pour 1’expression de la CCR (Piquemal ef
al., 1998; Ralph et al., 1998; O’Connel et al., 2002), les auteurs ont observé une réduction
d’environ 50% du contenu en lignine, une augmentation du rapport S/G (principalement due a
une diminution de la proportion des unités G) et une augmentation de composés phénoliques

estérifiés aux parois (acides férulique et sinapique). Une augmentation de la concentration de
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Témoin CCR -

Figure 52. Phénotype de plants de tabacs réprimés pour I'expression de la CCR (plantes CCR -).
(Piquemal et al., 1998).

A : les plantes CCR - présentent un retard de croissance par rapport aux plantes témoins.
B : la coloration de coupes transversales de tige avec le réactif de Maule révele également une diminution
de lincorporation des unités S dans la lignine des plantes CCR -. La coloration rouge des tissus du

xyléme est trés faible chez ces plantes.

C : sous lumiére U.V., 'autofluorescence de la lignine des tissus du xyleme des plantes CCR - est plus
faible et la morphologie des vaisseaux est fortement perturbée.
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Figure 53. Phénotype du mutant irx4 d’Arabidopsis affecté dans I'’expression de la CCR. (Jones et al.,
2001).

A : le soutien mécanique des plantes irx4 semble étre affecté et leur croissance ralentie par rapport aux plantes
sauvages.

B : la coloration de coupes transversales de tige avec le phloroglucinol met en évidence une diminution
importante de la teneur en lignine au niveau des vaisseaux du xyléme des plantes irx4. La coloration rouge des
tissus du xyleme est trés réduite chez ces plantes par rapport aux tissus sauvages. XY, xyléme ; PH, phloéme.

C : morphologie des parois cellulaires sauvages et irx4. Photos prises au microscope électronique démontrant
I'altération de l'ultrastructure des parois. ML, lamelle moyenne; CW, paroi cellulaire; MT, mitochondrie; CH,
chloroplastes.
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certains composés phénoliques solubles est également observée au niveau des feuilles,
notamment pour 1’acide chlorogénique (Chabannes et al., 2001a). Les individus possédant
I’activit¢ CCR la plus faible présentent des phénotypes particuliers tels que des vaisseaux
conducteurs collapsés, une croissance ralentie et un développement foliaire anormal (Fig. 52A,
B et C). Une altération importante des parois cellulaires est observée, avec notamment une
perte de D’arrangement des microfibrilles de cellulose, conduisant a une réduction de la
cohésion pariétale (Pincon et al., 2001b). Chabannes et Coll. (2001a) ont montré que la
réduction du dépot de lignine touchait principalement les couches pariétales S2 et S3. Une
diminution des rendements de thioacidolyse a ét¢ démontrée chez les plantes transgéniques,
indiquant que la lignine synthétisée était plus condensée (Piquemal et al., 1998; O’Connel et
al., 2002).

Un mutant appelé irx4 pour « irregular xylem », affecté dans I’expression de la CCR, a
été identifié chez Arabidopsis (Jones et al., 2001). Ces plantes sont également caractérisées par
une réduction du contenu en lignine (50%), des vaisseaux collapsés, une altération de la
structure des parois, ainsi qu’une croissance et une morphologie altérées (Fig. 53).

L’ensemble de ces données indique que la CCR controle étroitement la quantité de
lignine synthétisée, mais la répression de son expression conduit & des effets indésirables qui
peuvent limiter les applications par génie génétique.

Le croisement de tabacs réprimés pour la COMT avec des tabacs réprimés pour la CCR a
permis de réduire simultanément I’expression des deux enzymes (Pingon ef al., 2001b). Les
lignées présentant les taux d’inhibition les plus forts pour les deux génes, possedent une lignine
dont les caractéristiques sont similaires a celles des parents réprimés pour la CCR seule. Ces
observations peuvent provenir de la position de la CCR en amont de la COMT; la répression de
la CCR ne permettrait pas la production chez les doubles transformants, des dérivés 5-hydroxy

gaiacyles, caractéristiques des parents réprimés pour la COMT.

2.5.9  Modulation de I’expression de la CAD par transgénese et analyse de mutants

naturels

Des plantes transgéniques présentant une réduction de I’activité CAD ont été¢ produites
chez le tabac (Halpin et al., 1994; Hibino et al., 1995; Stewart et al., 1997; Yahiaoui et al.,
1998), le peuplier (Baucher et al., 1996) et la luzerne (Baucher et al., 1999). Deux mutants
naturels cad ont été caractérisés : un chez le pin (MacKay et al., 1997) et ’autre chez le mais
(Halpin et al., 1998). Le mutant de pin incorpore dans la lignine dix fois plus d’alcool
dihydroconiférylique que la plante sauvage (Ralph et al., 1997, 1999b, 2001a). A I’inverse, ce
nouveau monolignol n’a pas été trouvé dans la lignine des Angiospermes réprimés dans
I’expression de la CAD (Ralph et al., 1998). Par ailleurs, une quantité accrue de dérivés

cinnamaldéhydes a été¢ détectée dans la lignine des tabacs transgéniques (Halpin et al., 1994;
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Ralph et al., 1999a, 2001a) et du mutant de pin (Ralph et al., 1997). Une analyse par RMN de
la lignine des tabacs réprimés pour la CAD a permis de montrer que les composés
sinapaldéhydes peuvent réaliser des liaisons B-O-4 avec les unités G et S, alors que le
coniferaldéhyde se lie uniquement avec les unités S de la lignine (Kim et al., 2000). Lorsque
des moutons sont nourris avec ces tabacs ou cette luzerne transgéniques, il a été démontré in
situ une meilleure dégradabilité des parois cellulaires, indiquant que la CAD peut étre une cible
intéressante en vue d’augmenter la digestibilité des fourrages (Bernard-Vailhé et al., 1995;
Baucher et al., 1999).

Une légeére diminution du contenu en lignine a été mesurée dans le bois des peupliers
transgéniques (Lapierre et al., 1999; Pilate et al., 2002) et dans le mutant cad de pin (MacKay
et al., 1997). Ces mémes peupliers ne présentent aucune modification dans la composition en
unités S et G, ni dans le pourcentage des liaisons $-O-4, mais une augmentation de la teneur en
groupes phénoliques libres dans la lignine (Lapierre et al., 1999). A ’opposé, le rapport S/G de
la lignine des tabacs (Ralph et al., 1998) et des peupliers transgéniques (Baucher et al., 1999)
est réduit, suggérant que les structures moins condensées (S) sont les plus touchées. Ces
données vont a I’encontre du modéle proposé par Li et Coll. (2001), selon lequel la SAD (et pas
la CAD) est impliquée spécifiquement dans la biosynthése des unités S chez les angiospermes.

Une répression simultanée de 1’activité CAD et CCR a été obtenue par croisement entre
des plantes transgéniques homozygotes réprimées pour la CAD (Halpin et al., 1994) et la CCR
(Piquemal et al., 1998; Chabannes et al., 2001b). La quantité et la composition de la lignine
sont touchées de maniére comparable a ce qui avait été observé pour les parents réprimés pour
la CCR. Le phénotype des doubles transformants est normal avec une légere altération de la
forme des vaisseaux, montrant que les plantes peuvent tolérer des réductions importantes de
leur contenu en lignine (Hu ef al., 1999; Zhong et al., 1998).

Une répression simultanée de la COMT , de la CCR et de la CAD a été obtenue chez le
tabac grace a une seule construction chimérique. Les plantes présentent une croissance ralentie
et la lignine synthétisée possede les caractéristiques de la lignine déposée par les plantes
réprimées pour chacune de ces trois enzymes; par exemple, la lignine présente une coloration
rouge (caractéristique de la répression de la CAD), contient des vaisseaux collapsés
(caractéristique de la répression de la CCR) et la quantité d’unités S est réduite (caractéristique
de la répression de la COMT) (Abott et al., 2002). Cette approche pour réprimer simultanément
I’expression de plusieurs genes s’est avérée plus efficace que la technique de croisement entre

plusieurs plantes transgéniques affectées dans différents genes.

2.5.10 Modulation de I’expression des peroxydases

Bien que les peroxydases soient considérées comme étant les enzymes responsables,

avec les laccases, de la condensation finale des alcools cinnamyliques, aucune preuve
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définitive n’a encore été apportée. Le nombre important de geénes codant pour des
peroxydases (Tognolli et al., 2002) et la faible spécificité de ces enzymes constituent des
obstacles majeurs dans la détermination des isoenzymes impliquées spécifiquement dans la
lignification.

Ainsi, méme si ’implication de peroxydases dans la polymérisation oxydative des
monolignols est probable sur la base de données biochimiques, aucun changement évident de
la quantit¢é de lignine n’a été observé dans des tabacs transgéniques réprimés dans
I’expression d’une peroxydase anionique majeure (Lagrimini et al., 1997).

La surexpression de génes codant pour des peroxydases dans des peupliers (Christensen
et al., 2001) et des tabacs (Elfstrand ef al., 2002) transgéniques a conduit, respectivement, a
une augmentation de 800 et 5 fois de ’activité peroxydase totale. La modification génétique
n’a eu aucun effet sur le contenu en lignine ou la composition en unités G et S. Néanmoins, il
a été noté une diminution de la flexibilité des tiges de tabacs transgéniques, suggérant une
modification des propriétés de la paroi. De plus, ces tabacs surexprimant la peroxydase
présentent une susceptibilité accrue a Phytophthora parasitica, mais résistent mieux a la
multiplication d’Erwinia carotovora. A D'opposé, une lignée de tabac transgénique
indépendante surexprimant fortement la peroxydase présente une augmentation du contenu en
lignine dans les feuilles, la tige et les racines (Lagrimini, 1991; Chabbert et al., 1992). Mais
aucun changement dans la composition de la lignine n’a été observé (Chabbert ef al ., 1992).
La surproduction d’une peroxydase anionique chez la tomate conduit également a une
augmentation du contenu en lignine dans les feuilles et les fruits (Lagrimini ef al., 1993; El
Mansouri et al., 1999).

2.5.11 Modulation de I’expression des laccases

Des peupliers transgéniques réprimés dans I’expression d’une laccase ne présentent pas
de modification de leur croissance ni de leur quantité¢ en lignine (Ranocha et al., 2002). Par
contre, ces plantes présentent des parois cellulaires irréguliéres au niveau du xyléme et
accumulent deux a trois fois plus de composés phénoliques solubles. Ces composés
s’accumulent préférentiellement dans le parenchyme des vaisseaux du xyléme. Cette
observation pourrait suggérer une absence ou une mauvaise polymérisation au niveau de la
paroi (Ranocha et al., 2002).

2.5.12  Modulation de I’expression d’autres geénes affectant la biosynthése de la lignine

Un certain nombre d’études affectant 1’expression de génes codant pour des facteurs de

transcription ou I’expression de génes impliqués dans des voies métaboliques en amont de
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Figure 54. Phénotype des tabacs surexprimant le facteur de transcription AmMYB308, de type MYB
R2R3.
(Tamagnone et al., 1998a).

A : les plantes surexprimant ce facteur de transcription d’Antirrhinum présentent un retard de croissance par
rapport aux plantes témoins.

B : coloration histochimique de coupes transversales de tige de plantes témoins et transgéniques. La
surexpression du facteur de transcripton MYB AmMYB308 affecte la quantité (Phloroglucinol) et la
composition (Maule) de la lignine synthétisée.
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Figure 55. Phénotype de plants de pomme de terre réprimés dans I'’expression de la 3-déoxy-D-
arabino-heptulosonate-7-phosphate synthase (DAHPS) : DAHPS-. (Jones et al., 1995).

A : les plantes DAHPS - présentent une croissance fortement ralentie par rapport aux plants de pomme
de terre témoins.

B : coloration histochimique de coupes transversales de tige avec le phloroglucinol. Les plantes
DAHPS - sont moins lignifiées (coloration rouge moins intense au niveau des tissus conducteurs). S,
sclérenchyme; V, vaisseaux vasculaires.
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celle des phénylpropanoides (voie du shikimate) ont également conduit a une perturbation de
la synthese de la lignine.

Par exemple, des tabacs transgéniques surexprimant des facteurs de transcription MYB
ont ¢ét¢ obtenus (Tamagnone et al., 1998a, b). La surexpression de ces facteurs de
transcription MYB d’Antirrhinum réprime 1’expression de plusieurs genes du métabolisme
des phénylpropanoides dont la C4H, la 4CL et la CAD, affectant la croissance des plantes et
modifiant la biosynthése de la lignine (Fig. 54A et B) (Tamagnone et al., 1998b).

Plus récemment, Borevitz et Coll. (2000) ont identifi¢ un nouveau facteur de
transcription de type R2ZR3-MYB régulant le métabolisme des phénylpropanoides, grace a une
approche d’ « activation tagging ». L’insertion au hasard d’un promoteur fort dans le génome
d’ Arabidopsis a permis la surexpression d’un facteur, résultant en une activation de la voie de
biosynthése des phénylpropanoides. Cette activation se traduit par une induction de
I’expression des génes codant pour les protéines PAL, CHS et DFR, par une augmentation de
I’accumulation d’esters d’HCAs et de flavonoides dont des anthocyanines et une élévation de
la teneur en lignine. Ces plantes présentent également un ralentissement de leur croissance.

Le contrdle transcriptionnel de la biosynthése de la lignine par des protéines appartenant
a une autre classe de facteurs de transcription, les facteurs LIM, a ét¢ démontré (voir
paragraphe 1.6.2). En effet, des tabacs transgéniques réprimés dans 1’expression d’un gene
codant pour un facteur LIM ont été obtenus. Ces plantes présentent une répression des geénes
du métabolisme des phénylpropanoides tels que la PAL, la 4CL et la CAD ainsi qu’une
réduction de 20% du contenu en lignine (Kawaoka et al., 2000; Kawaoka et Ebinuma, 2001).

Des pommes de terre transgéniques réprimées dans 1’expression de la DAHP synthase,
une enzyme de la voie du shikimate (voir paragraphe 3.2.1.1) sont également affectées dans la
biosynthése de la lignine. Les plantes présentent une taille réduite avec notamment une
diminution importante de la croissance de la tige (Fig. 55A). Des analyses histochimiques sur
des coupes transversales de tige révelent une réduction importante de la lignification des
tissus conducteurs (Fig. 55B) (Jones ef al., 1995).

2.5.13 Conclusions

Pour une méme enzyme, les différentes expériences de modulation d’expression ont
conduit a des résultats souvent hétérogenes, voire contradictoires. Les sources de variabilité
sont nombreuses :

- la diversité des espéces végétales étudiées (Gymnospermes, Angiospermes,
Monocotylédones, Dicotylédones),

- T’existence pour certaines enzymes de plusieurs isoformes,

- les effets aléatoires de I’expression du transgeéne liés a son insertion au hasard dans le

génome,
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- Dexistence des phénomenes de PTGS (Post Transcriptionnal Gene Silencing),

- les niveaux variables de I’inhibition des activités enzymatiques d’une lignée a une autre,
- les moyens utilisés pour mesurer ces niveaux d’expression,

- les conditions de culture et les techniques chimiques employées pour déterminer la

teneur et la composition de la lignine.

Toutes ces données obtenues par génie génétique sont synthétisées dans deux revues
(Baucher, 1998; Anterola et Lewis, 2002). L’ensemble des résultats démontrent tout d’abord
qu’il est possible de modifier la lignine de facon qualitative et/ou quantitative en touchant une
seule étape du métabolisme des phénylpropanoides. L’obtention de transformants multiples,
affectés simultanément dans 1’expression de plusieurs enzymes de la voie, peut également avoir
un certain intérét pour cumuler les effets.

Dans la voie des phénylpropanoides, les effets de la réduction des activités PAL, C4H,
4CL, et CCoAOMT démontrent que ces enzymes semblent contrdler la quantité de lignine
formée. Cependant, I’inhibition d’enzymes trop en amont de la voie de biosynthése de la
lignine, comme la PAL, la C4H ou la C3H, peut affecter d’autres métabolites puisque ces
enzymes conduisent également a la biosynthése du CGA, du SA, des flavonoides, des
isoflavonoides et des stilbeénes (Fig. 3 et 5). Il semble donc plus judicieux de cibler des étapes
plus en aval pour atteindre spécifiquement la lignine.

D’autres données montrent que la plante s’adapte trés bien a une modification de la
composition de la lignine, comme [’attestent les plantes transgéniques ayant incorporé des
unités non conventionnelles. Cette plasticité de la lignine démontre la capacité des enzymes de
polymérisation a incorporer des unités inhabituelles.

Les tentatives de modification de la lignine montrent que certaines cibles ont un intérét
particulier pour I’industrie papetiére. Ainsi, les plantes transgéniques inhibées pour la CAD ou
la CCR, ou surexprimant la F5SH synthétisent des lignines plus aptes a la délignification
papeticre. On peut méme imaginer que l'expression d’enzymes d'Angiosperme chez des
Gymnospermes permettrait la synthése d'unités S et donc d'aboutir a une lignine moins
condensée et moins résistante a la dégradation lors de la préparation de la pate a papier.

L’impact prévisible sur 1’industrie fourragere n’est pas négligeable lui non plus, puisque
les plantes inhibées pour la PAL, la C3H, la COMT ou encore la CAD semblent moins
résistantes a la dégradation enzymatique, par des cellulases par exemple.

On peut remarquer que les taux d'inhibition des activités enzymatiques doivent souvent
étre ¢levés pour que des effets nets soient observés. De plus, la surexpression d’enzymes du
métabolisme telles que la PAL, la 4CL, la COMT, la CAD n’a pas eu d’effet sur la lignine. Ces
résultats mettent en lumicre que la majorité des enzymes de la voie de biosynthése des
phénylpropanoides ne constituent pas des étapes limitantes. Par contre, les études de
surexpression de la FSH (Meyer et al, 1998), qui ont conduit au dépdt d’une lignine

pratiquement exclusivement constituée d’unités S, ont démontré que cette étape était limitante.
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L’étape catalysée par la FSH pourrait donc jouer un role régulateur important, notamment dans
la détermination du rapport S/G de la lignine synthétisée au cours du développement de la

plante.

2.6 Notre connaissance de la voie de biosynthése de la lignine : synthese des

derniéres avancées

Bien que la voie conduisant a la lignine ait fait I’objet de nombreuses études ces vingt
derni¢res années, de nouvelles données nécessitent une réévaluation de ce qu’on croyait
acquis. Il est important de souligner que 1'é¢tude des transformants, présentés précédemment, a
apporté des renseignements trés précieux et parfois inattendus concernant la voie de
biosynthese elle-méme. Il est apparu que le métabolisme des phénylpropanoides n’est pas
aussi linéaire qu’on le pensait. L’¢étude, in vitro, des activités enzymatiques ne permet pas
toujours de connaitre la fonction des enzymes in vivo. Ainsi, la possibilité d'inhiber
spécifiquement une étape de la biosynthése et d'observer les effets sur les flux métaboliques a
remis en question certains schémas biosynthétiques qu’on croyait bien établis (Humphreys et
Chapple, 2002).

1- Les premiers modeles de la voie de biosyntheése des phénylpropanoides décrivaient
I’ensemble des étapes d’hydroxylation et de méthylation au niveau des acides
hydroxycinnamiques. Puis, via les esters de CoA correspondants, c’est-a-dire les
intermédiaires activés, les acides férulique et sinapique étaient réduits respectivement en
unités G et S.

2- Vers les années 1990-95, la découverte d’une nouvelle OMT, la CCoAOMT,
spécifique des esters de CoA a amené a prendre en considération une voie alternative
conduisant aux unités G. De plus, la répression de la COMT dans des plantes transgéniques a
conduit a I’inhibition de la synthése des unités S et I’incorporation de 5-OH G dans la lignine,
ce qui suggererait que la COMT catalyse, in vivo, uniquement la deuxi¢me étape de
méthylation (Atanassova et al., 1995; Van Doorselaere et al., 1995). L’inhibition de la
CCoAOMT dans des tabacs transgéniques conduit a une réduction de la quantité totale de
lignine, et a une diminution de 1’incorporation soit des unités G seules, soit des unités G et S
(Zhong et al., 1998; Pingon et al., 2001a). La CCoAOMT catalyse donc la premicre étape de
méthylation, et ceci non pas au niveau des acides, mais des esters de CoA. La structure
chimique du CoA ainsi que le role des esters de CoA dans le métabolisme des

phénylpropanoides sont présentés en détail paragraphe 2.7.
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Figure 56. Métabolisme des phénylpropanoides et voie de biosynthése de la lignine actualisés chez les
Angiospermes. La zone bleue indique la voie métabolique la plus probable permettant de conduire aux unités
monomeériques de la lignine a partir de la Phe. Les abréviations de chaque enzyme sont indiquées Fig. 19 et 34. Le
point d’'interrogation (?) représente I'acyltransférase que nous avons caractérisée chez le tabac et qui fera I'objet du

premier chapitre de ce manuscrit.
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3- La F5H est nécessaire a la synthése des unités S. Des expériences de radiomarquage
chez le magnolia ont montré que [’alcool coniférylique pouvait conduire a 1’alcool
sinapylique, a l’origine de D'unit¢ S (Chen et al, 1999). Parallelement, des études
biochimiques sur ’activit¢ FSH ont montré, qu’in vitro, cette enzyme présentait une affinité
mille fois supérieure pour le coniferaldéhyde et I’alcool sinapylique que pour ’acide férulique
(Humphreys et al., 1999). Toutes ces données suggerent que la FSH agit au niveau du
coniferaldéhyde et de I’alcool sinapylique, bien plus bas dans le métabolisme des
phénylpropanoides que ce qui était supposé. Cette hypothése a été appuyée par le fait que la
COMT recombinante de nombreuses especes végétales est plus efficace, dans la majorité des
cas, avec pour substrat le 5-hydroxyconiféraldéhyde, le produit de la F5H (Maury et al., 1999;
Humphreys et al., 1999; Osakabe et al., 1999; Li et al., 2000; Parvathi et al., 2001). Ces
résultats suggerent que la COMT agit bien juste aprés la FSH dans la conversion du
coniferaldéhyde en sinapaldéhyde. Les travaux effectués sur la 4CL vont également dans le
méme sens, puisque a 1’exception de trés rares cas, I’enzyme n’accepte pas 1’acide sinapique
pour substrat (Baucher et al., 1998).

4- Une autre grande avancée a été le clonage par Schoch et Coll. (2001), puis Franke et
Coll. (2002a, b) de la C3H, responsable de I’hydroxylation en position meta de ’acide p-
coumarique. Puis, par des approches biochimique, histologique et génétique, les deux groupes
ont mis en évidence I’'implication de cette enzyme dans la lignification, et de maniére plus
générale son role dans le métabolisme des phénylpropanoides. Cette découverte est d’autant
plus intéressante que la C3H présente une activité tres forte vis-a-vis des esters quinique et
shikimique de I’acide p-coumarique, alors que I’acide p-coumarique libre et le p-coumaroyl
CoA sont de trés mauvais substrats. L’analyse de la lignine des mutants d’Arabidopsis
affectés dans I’expression de la C3H donne la preuve que les esters quinique et shikimique de
I’acide p-coumarique constituent des intermédiaires indispensables a la synthese de la lignine
(Franke ef al., 2002a, b). Parallelement, Li et Coll. (2001) ont suggéré, depuis la découverte
d’une nouvelle enzyme, une sinapyl alcool déshydrogénase (SAD), que I’étape finale de la
synthése des unités S ne fasse plus intervenir la CAD, mais la SAD qui serait une enzyme
spécifique des Angiospermes.

Le schéma présenté¢ Fig. 56 constitue une représentation actualisée de la voie de
biosynthese de la lignine chez les Angiospermes. Il est difficile, voire impossible, de concilier
I’ensemble des données biochimiques et celles issues de la transgénese. J’ai volontairement
sélectionné certains résultats qui me paraissaient constituer des arguments particulicrement
forts. L’ensemble de ces ¢tudes montre que la voie est plus complexe que prévue et surtout
que les esters et les thiolesters d’HCAs jouent un rdle prédominant dans le métabolisme des
phénylpropanoides. Des données récentes (Schoch et al., 2001; Franke et al., 2002a, b) ont
notamment montré I’importance des esters shikimique et quinique de 1’acide p-coumarique

dans la biosynthese de la lignine. Il s’agit de la premic¢re démonstration d’une implication de
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composés dérivant de la voie du shikimate en tant qu’intermédiaires métaboliques dans le
métabolisme des phénylpropanoides. Cette découverte implique tout d’abord I’existence d’au
moins une enzyme, représentée par le point d’interrogation Fig. 56, capable de synthétiser les
substrats de la C3H. Cette enzyme, a activité acyltransférase, a été caractérisée au laboratoire
et fera I’objet du premier chapitre de ce manuscrit. De plus, le réle essentiel de ces esters
nécessite une relation étroite entre le métabolisme primaire de la voie du shikimate et le
métabolisme secondaire des phénylpropanoides. Afin d’essayer de comprendre comment ces
deux voies métaboliques peuvent étre interconnectées, je présenterai dans la dernicre partie de

I’introduction (paragraphe 3.) la voie du shikimate.

2.7 Le coenzyme A ou « coenzyme d’Acylation »

Le CoA ou « Coenzyme d’Acylation » intervient dans le transfert de groupements
acylés lors de diverses réactions enzymatiques. Il dérive d’une vitamine du groupe B, 1’acide
pantothénique, qui est combiné, d’une part a un phosphate lié¢ par une liaison pyrophosphate a
une molécule d’adénosine 3°-5° diphosphate, et d’autre part a une molécule de thioéthylamine
dérivée de la cystéine (Fig. 57). C’est le groupement thiol (-SH) de cette derni¢re qui est la
partie active de la molécule. En effet, I’hydrogéne est mobile et peut étre substitué par
différents radicaux acyles formant ainsi des composés thiolesters (Fig. 58). La réactivité de la
liaison thiolester est grande. En effet, I’énergie libérée par I’hydrolyse de cette liaison est
comparable a celle libérée par ’hydrolyse d’une molécule d’ATP en ADP. Ces thiolesters
sont importants en biochimie et interviennent en particulier dans le cycle de Krebs (acétyl-
CoA), le métabolisme des acides gras (acyl-CoA), des glucides, des stérols et des acides
aminés.

En particulier chez les plantes, le métabolisme des phénylpropanoides fait intervenir des
esters de CoA comme intermédiaires de la biosynthése de divers composés phénoliques tels
que la lignine, les flavonoides, les anthocyanes et les isoflavonoides. Ce role d’intermédiaire
des esters de CoA est connu depuis plusieurs années pour les réactions d’estérification
(Stokigt et Zenk, 1974; Rhodes et Wooltorton, 1976), mais aussi pour les étapes de réduction
menant aux monomeres de la lignine (Gross et al., 1973; Ebel et Grisebach, 1973) ainsi que
pour la synthése du squelette des flavonoides (Kreuzaler et Hahlbrock, 1975). L’importance
de la voie alternative des esters de CoA dans la biosynthése de la lignine a été démontrée par
les travaux de Ye et Coll. (1994) sur des cellules de mésophylle de Zinnia en culture au cours
de leur différenciation en cellules de trachées lignifiées. En particulier, ces auteurs ont montré
que la CCoAOMT, qui produit du féruloyl-CoA, était impliquée dans la biosynthese de la
lignine. D’autre part, certains de ces esters de CoA comme le féruloyl-CoA et le sinapoyl-
CoA sont directement incorporés dans la paroi cellulaire lors des réactions de défense aux
agents pathogenes (Grisebach, 1981; Legrand, 1983; Schmitt et al., 1991; Ishii, 1997).
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La 4-coumarate CoA ligase (4CL), strictement dépendante de 1I’ATP, catalyse la
formation des esters de CoA de plusieurs acides cinnamiques (Boudet et al., 1995) puis de
nombreuses enzymes utilisent ces thiolesters pour former divers composés phénoliques (Fig.
3). En particulier, le p-coumaroyl-CoA constitue un point de branchement important entre la
voie générale des phénylpropanoides et les voies spécifiques (Legrand, 1983),
notamment vers la synthése des flavonoides, des anthocyanes, des isoflavonoides ou vers
celle des monomeéres de lignine. La caractérisation d’une nouvelle enzyme, a activité
acyltransférase dépendante des esters de CoA (Chapitre I), ainsi que 1’étude
« structure/fonction » de I’interaction d’une OMT de tabac avec son substrat, le caféoyl-CoA
(Chapitre II), mettent en lumiere I’importance des esters HCA de CoA en tant

qu’intermédiaires dans le métabolisme des phénylpropanoides.

3. La voie du shikimate

3.1 Importance de la voie métabolique du shikimate

La voie du shikimate est présente uniquement chez les bactéries, les champignons et les
plantes. Les animaux ne posseédent pas cette voie métabolique, ceci ayant pour conséquence
que les acides aminés aromatiques doivent faire partie intégrante de leur alimentation. La
spécificité de ce métabolisme aux microorganismes et aux plantes supérieures a conduit a la
recherche et a l’obtention de nouveaux antibiotiques et herbicides ayant pour cibles
moléculaires des enzymes intervenant dans cette voie (Herrmann et Weaver, 1999).

Dans les conditions normales de croissance, 20% du carbone fixé par les plantes passe par
la voie du shikimate. Cette dernieére lie le métabolisme des carbohydrates a la voie de
biosyntheése des composés aromatiques en conduisant a la synthese de la structure de base, le
noyau aromatique (Fig. 3 et 59). Dans une succession de sept étapes métaboliques, le
phosphoenolpyruvate (PEP; un intermédiaire de la glycolyse) et I’érythrose 4-phosphate (E4P;
un intermédiaire de la voie des pentoses phosphates) sont convertis en chorismate, le précurseur
des acides aminés aromatiques (Phe, Tyr et Trp) et d’un certain nombre de métabolites
secondaires indoliques et aromatiques. Ces composés sont nécessaires a des fonctions aussi
variées que la protection aux U.V., le transport des ¢électrons, la signalisation, la
communication, la défense des plantes et la réponse a la blessure (Macheroux et al., 1999).
Ainsi, a coté de son réle majeur dans le métabolisme primaire, la voie du shikimate constitue
un lien essentiel avec le métabolisme secondaire. En plus de la Phe, tous les intermédiaires de
la voie peuvent étre considérés comme des points de branchements vers d’autres voies
métaboliques. Nous verrons que 1’acide quinique, précurseur de 1’acide chlorogénique, en est
un exemple.

La voie du shikimate est une voie multi-branches qui peut étre divisée en trois parties. La

voie qui part de PEP et E4P pour arriver au chorismate est appelée voie préchorismate. Puis
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apres le chorismate, la voie du shikimate se sépare en deux branches : I’une conduit a la Phe et
la Tyr et ’autre au Trp (Fig. 59) (Schmid et Amrhein, 1995).

Toutes les enzymes de la voie préchorismate ont été caractérisées et clonées chez
plusieurs especes procaryotiques et eucaryotiques. Les ADNc des plantes supérieures codent
pour des protéines avec des séquences d’adressage vers les plastes, suggérant que ceux-ci
constituent le lieu unique de la biosynthése du chorismate.

Chez les procaryotes, la voie du shikimate est régulée par les produits finaux de la voie
qui ont des effets inhibiteurs sur 1’activité des enzymes situées en amont. La premiére enzyme
de la voie, la DAHP synthase, constitue une cible privilégiée. Chez les microorganismes
eucaryotiques, la biosynthése des acides aminés aromatiques est sujette a un contrdle plus
général de I’expression des différentes enzymes (et isoformes) par I’action de facteurs de
transcription. Une telle régulation semble également avoir lieu chez les plantes supérieures
(Guyer et al., 1995). Plusieurs enzymes de la voie existent sous forme d’isoenzymes dont

I’expression varie en fonction des conditions environnementales et d’un organe a 1’autre.

3.2 Les enzymes de la voie de biosynthése des acides aminés aromatiques

3.2.1  Les enzymes du tronc principal, la voie préchorismate

La voie du shikimate débute par la condensation de deux métabolites phosphorylés, le
PEP et I’E4P appartenant a la machinerie générale de la cellule. Chez les plantes, les 7
réactions enzymatiques conduisant a la synthése du chorismate sont catalysées par 6 enzymes
(Fig. 60). Celles-ci ont toutes été purifiées a partir de différentes espéces végétales et leurs
ADNC isolés (Weaver et Herrmann, 1997).

3.2.1.1  La 3-deoxy-D-arabino-heptulosonate 7-phosphate (DAHP) synthase

Cette enzyme réalise la condensation du PEP et de I’E4P pour produire le DAHP et
libérer une molécule de phosphate inorganique.

Chez les plantes, plusieurs isoformes ont été caractérisées. Des tests de complémentation
de mutants de levure avec des génes d’Arabidopsis codant pour des DAHP synthases ont été
réalisés et ont permis de démontrer la fonction biologique des DAHP synthases. Des stimuli
tels que la lumicre, la blessure ou I’¢licitation induisent ’expression de certaines de ces
isoformes (Herrmann et Weaver, 1999). De facon concomitante, une augmentation de la voie
de biosyntheése des phénylpropanoides est observée. L’acide gibbérellique et [’acide
jasmonique régulent également [’expression des isoformes de la DAHP synthase et le

mécanisme de régulation majoritaire semble se faire au niveau transcriptionnel.
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3.2.1.2  La 3-déhydroquinate (DHQ) synthase

Cette enzyme catalyse 1’¢limination d’un atome de phosphate de la DAHP et 1’échange
intramoléculaire d’un atome d’oxygene avec le carbone 7 pour donner le DHQ. Il s’agit d’une
réaction complexe. Les plantes supérieures semblent coder pour une seule DHQ synthase dont
le profil d’expression est identique a celui d’une isoenzyme de la DAHP synthase (Herrmann et
Weaver, 1999). L’induction du géne DHQ synthase par un éliciteur fongique (P. megasperma)
a également été démontrée.

Les cinq prochaines étapes vont servir a introduire une chaine latérale et deux des trois

doubles liaisons du noyau aromatique (Herrmann, 1995).

3.2.1.3  La 3-déhydroquinate (DHQ) déhydratase et shikimate déhydrogenase

Chez les plantes supérieures les réactions 3 et 4 (Fig. 60) sont catalysées par une enzyme
bi-fonctionnelle : la 3-déhydroquinate déhydratase - shikimate déhydrogenase. Elle catalyse la
déhydratation du DHQ en DHS, puis la réduction du DHS en shikimate. Plusieurs isoformes
ont été purifiées et ’expression de certaines est induite par la blessure (Bischoff et al., 2001).

Les trois étapes restantes de la voie du shikimate sont catalysées par des enzymes distinctes.

3.2.1.4  La shikimate kinase

La shikimate kinase catalyse la phosphorylation du shikimate pour donner le shikimate 3-

phosphate (S3P). Une seule isoforme a été caractérisée chez les plantes supérieures .

3.2.1.5  La 5-énolpyruvylshikimate 3-phosphate (EPSP) synthase

Cette étape constitue le second point d’entrée dans la voie du shikimate d’une molécule
de PEP; elle est condensée avec le S3P pour donner I’EPSP et libérer une molécule de
phosphate inorganique. La EPSP synthase a été clonée chez plusieurs espéces végétales. Les
protéines possédent toutes a leur extrémité Nt un peptide de transit permettant une localisation
plastidiale. Des expériences réalisées in vitro sur des chloroplastes purifiés ont permis de
confirmer I’importation des protéines dans le plaste. L’expression d’une des deux isoformes de
EPSP synthase de tomate est induite par 1’¢licitation (Herrmann et Weaver, 1999).

L’EPSP synthase est I'unique cible cellulaire de 1’herbicide glyphosate. La molécule
active est le N-[phosphonomethyl] glycine et se fixe uniquement sur I’enzyme complexée avec

le S3P et entre en compétition avec le PEP (Fig. 61). Son action est a spectre large chez les
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plantes supérieures, mais la sensibilité des plantes est variable. En général, les isoformes de
plantes sont plus sensibles au glyphosate que celles de bactéries. Des plantes transgéniques
tolérantes au glyphosate ont été obtenues grace a 1’expression d’isoformes bactériennes ou a la

surexpression de I’enzyme de plante (soja, coton, betterave a sucre).

3.2.1.6  La chorismate synthase

La septieme et dernicre étape de la voie shikimate consiste en une trans-1,4 élimination
du phosphate du EPSP pour conduire au chorismate. A cette étape, la seconde des trois doubles
liaisons du noyau benzéne est introduite. Ainsi, le chorismate est le précurseur de la majorité
des composés contenant un noyau aromatique. L’expression de la chorismate synthase est
importante dans les fleurs et les racines et est induite par 1’¢élicitation fongique (Herrmann et
Weaver, 1999).

3.2.2  Les enzymes conduisant a la synthése de la phénylalanine et de la
tyrosine (Fig. 62A)

La chorismate mutase (CM), qui catalyse le réarrangement intramoléculaire de la chaine
latérale du chorismate pour synthétiser le préphénate, est une enzyme commune a la
biosyntheése de la tyrosine et la phénylalanine. Chez de nombreuses plantes supérieures cette
enzyme est présente sous deux isoformes différentes, CM1 et CM2, qui sont régulées de
manicres assez différentes. La CM1 est inhibée par la phénylalanine et la tyrosine. Cet effet
inhibiteur est reversé par le tryptophane, le produit final de I’autre branche de la voie, qui active
la CM1. Cette co-régulation permet de controler le flux des deux voies en compétition. Par
contre, la CM2 ne semble pas soumise a une régulation de type allostérique et contrairement a
la CM1, qui est localisée dans le chloroplaste, la CM2 est cytosolique (Buchanan ef al., 2001).
Le role de la CM2 dans les plantes reste a déterminer. Par sa localisation dans le cytoplasme,
cette isoforme pourrait jouer un rdle régulateur du flux de la voie du shikimate vers le
métabolisme des phénylpropanoides.

La derni¢re étape commune de la biosynthése de la phénylalanine et de la tyrosine est
catalysée par la préphénate aminotransférase. Cette enzyme utilise 1’acide glutamique et I’acide
aspartique comme donneur d’amine et synthétise I’arogénate.

Puis D’arogénate est convertit en tyrosine par I’arogénate déshydrogénase ou en

phénylalanine par I’arogénate déhydratase.
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3.2.3  Les enzymes conduisant a la synthese du tryptophane (Fig. 62B)

La conversion du chorismate en tryptophane joue un role important au-dela de la
biosynthése des acides aminés. En effet, les plantes utilisent cette voie pour produire les
précurseurs de nombreux métabolites secondaires, tels que I’auxine, les alcaloides indoliques
(vinblastine, morphine), des phytoalexines (camalexine) et les glucosinolates indoliques (Fig.
59). Ces métabolites servent de facteurs de croissance, de molécules de défense ou encore de
molécules signal vis-a-vis des insectes pollinisateurs et des herbivores. Certains alcaloides ont
une valeur pharmacologique ¢élevée puisqu’ils possédent notamment des propriétés
anticancéreuses, telle la vinblastine.

La voie de biosynthése du tryptophane fait intervenir six enzymes et 5 intermédiaires
métaboliques. Les deux premiers intermédiaires sont 1’anthranilate et le 5-phosphoribosyl-
anthranilate. Ces deux composés ont la particularité de présenter une fluorescence bleue sous
lumiére U.V. lorsqu’ils s’accumulent en grande quantité. Cette caractéristique a été utilisée
comme technique de criblage pour élucider, par une approche génétique, la voie de
biosynthése du tryptophane. Les génes des six enzymes ont été caractérisés et des mutants
d’Arabidopsis pour cinq de ces génes ont été identifiés. La premiére enzyme de cette voie,
I’anthranilate synthase, est soumise a un contrdle allostérique et régule les pools de

tryptophane.

3.3 Localisation subcellulaire de la voie du shikimate

Il est aujourd’hui établi et reconnu que la voie de biosynthése des acides aminés
aromatiques est localisée dans les plastes (Herrmann, 1995). En effet, un certain nombre
d’arguments biochimiques et moléculaires conforte cette idée. Tout d’abord, des études
biochimiques ont révélé que la biosynthése compléte des acides aminés aromatiques pouvait se
faire in vitro a I’aide de chloroplastes isolés d’épinard ou d’orge (Fig. 63) (Leuschner et
Schultz, 1991). De plus, chez les plantes, les ADNc de toutes les enzymes de la voie du
shikimate codent pour des protéines avec a leur extrémité Nt une extension caractéristique de
séquence de transit vers les chloroplastes. Il a méme été démontré in vitro que certaines de ces
enzymes étaient exportées dans les chloroplastes isolés, et que d’autres ne présentaient une
activité enzymatique qu’une fois maturées.

Mais I’activité DAHP synthase a également été détectée dans le cytoplasme. A partir de
cette découverte, deux compartiments pour la localisation subcellulaire de la voie du shikimate
ont été proposés : le cytoplasme et le plaste. Pour expliquer cette double localisation, il a été
proposé¢ que le chloroplaste pourrait étre responsable de la production des acides aminés
aromatiques, alors que la voie cytosolique serait responsable de la production du chorismate

nécessaire a la synthése des métabolites secondaires puisque les enzymes de la voie de
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biosynthese des phénylpropanoides sont localisées dans le cytoplasme ou dans la membrane du
RE (Weaver et Herrmann, 1997).
Bien que la voie cytosolique reste une piste intéressante a étudier, seule la voie du

shikimate localisée dans les plastes a clairement été démontrée jusque la.

3.4 Les produits dérivés et fonctions de la voie du shikimate

La voie du shikimate présente de nombreux points de branchements constitués des
métabolites intermédiaires de la voie principale pouvant conduire a la production d’autres
composés. Par exemple, la voie du préchorismate est a 1’origine de la synthese de ’acide
quinique et de I’acide gallique. Via I’isochorismate, ce métabolisme conduit également a
’acide salicylique (Fig. 59; voir paragraphe 1.2.3) (Wildermuth ef al., 2001).

Je vais traiter plus précisément du métabolisme de I’acide quinique, méme si peu de
choses sont connues sur sa régulation. Il utilise des intermédiaires de la voie du shikimate
comme substrat, formant une branche a partir du tronc commun (Hermann et Weaver, 1999).
L’acide quinique est un composé qui s’accumule chez certaines espéces végétales et servirait
de forme de stockage et de transport de carbone alicyclique pour la biosynthése des composés
aromatiques (Leuschner et Schultz, 1991). Mais chez les plantes supérieures, I’acide quinique
est surtout le précurseur de 1’acide chlorogénique (CGA) (voir paragraphe 1.2.3). Le CGA est
le produit de la condensation de I’acide quinique et de I’acide caf€ique, c'est-a-dire une
combinaison entre un intermédiaire précoce de la voie du shikimate et un intermédiaire plus
lointain du métabolisme des phénylpropanoides.

Les plantes auraient au moins deux moyens différents de synthétiser 1’acide quinique en
utilisant deux intermédiaires métaboliques de la voie principale du shikimate; soit a partir du 3-
déhydroquinate (DHQ), soit a partir de 1’acide shikimique (Hermann et Weaver, 1999).

La conversion compléte et réversible de DHQ en acide quinique est catalysée par la
quinate déshydrogénase, une enzyme NAD dépendante. Cette enzyme est sujette a une
régulation post-transcriptionnelle, par phosphorylation réversible d’un résidu sérine par une Ca-
calmodulin-Dependante Protéine Kinase.

L’acide quinique peut également étre synthétisé a partir de 1’acide shikimique sous
I’action d’une quinate hydrolyase, qui catalyse, de facon réversible, 1’addition ou 1’élimination
d’une molécule d’eau (Leuschner et al., 1995).

La quinate déshydrogénase et la quinate hydrolyase sont localisées dans le chloroplaste.
Les deux réactions sont réversibles, ainsi I’acide quinique pourrait également réintégrer la voie
principale du shikimate en étant converti soit en DHQ, soit en acide shikimique. Les 3 enzymes
présentées Fig. 64 forment ce qu’on appelle le cycle de 1’acide quinique. Aucune donnée n’est
disponible sur la régulation de ces enzymes ou sur leurs activités relatives dans les voies de
syntheése ou de dégradation de 1’acide quinique. De plus, les deux précurseurs du CGA, 1’acide

quinique et I’acide caféique, sont synthétisés dans deux compartiments cellulaires différents.
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L’¢lucidation du mode de régulation de la biosynthése de 1’acide chlorogénique reste donc un
défi a relever.

Le 5-O-(4-coumaroyl) shikimate constitue un autre exemple de composé synthétisé a la
fois a partir d’un intermédiaire de la voie du shikimate et d’un métabolite dérivé du
métabolisme des phénylpropanoides. L’hydroxycinnamoyl-CoA : shikimate hydroxycinnamoyl
transférase qui catalyse la trans-estérification de 1’acide shikimique et du 4-coumaroyl-CoA en
5-0-(4-coumaroyl) shikimate avait été partiellement caractérisée (Ulbrich et Zenk, 1980; Koch
et al., 1990). La localisation subcellulaire de cette enzyme n’a pas été déterminée. Une grande
partie de mon travail de thése a été consacrée a cette enzyme et sa fonction dans le métabolisme

des phénylpropanoides (Chapitre I).

3.5 Régulation de la voie du shikimate en réponse a des stimuli développementaux

et environnementaux

Les bactéries utilisent prés de 90% de leur énergie métabolique pour la biosynthése des
protéines. Pour la majorité des procaryotes, les trois acides aminés aromatiques représentent
pratiquement la totalit¢ du devenir de la biosynthése aromatique et leur concentration
intracellulaire régule la voie du shikimate.

Chez les plantes supérieures, les acides aminés aromatiques sont les précurseurs d’un
large éventail de métabolites secondaires et de nombreux changements dynamiques se
produisent dans la séquence métabolique au cours de la vie de la plante (Hermann, 1995). La
modulation du flux de carbone est nécessaire pour répondre aux variations de la demande en
métabolites primaires et secondaires (Weaver et Herrmann, 1997). Les profils d’expression des
genes de la voie du shikimate varient, d’un tissu a 1’autre, au cours du développement et en
réponse a des stimuli environnementaux. La production de composés phénoliques via
I’induction simultanée des enzymes de la voie du shikimate et celles du métabolisme des
phénylpropanoides constitue une réponse générale aux stress (Gorlach et al., 1995).

En tant que premiere enzyme de la voie shikimate, la DAHP synthase de plante constitue
un candidat pour étre un élément régulateur de la voie. Des expériences réalisées in vitro n’ont
pas permis de considérer que la DAHP synthase pouvait faire I’objet d’un contrdle de type
allostérique par les acides aminés aromatiques. Mais il a été montré au travers de nombreuses
¢tudes que la régulation de la DAHP synthase se faisait au niveau transcriptionnel (Pinto et al.,
1988) : par exemple, au cours de la floraison ou de la croissance des racines, pour assurer la
synthése protéique, mais aussi la synthése de polymeéres tels que la lignine. Ainsi, une
corrélation de I’activit¢ DAHP synthase avec celles des enzymes du métabolisme des
phénylpropanoides a souvent été observée (Dyer ef al., 1989; Weaver et Herrmann, 1997). La
coordination des métabolismes Shikimate / Phénylpropanoides / Flavonoides en réponse a la
lumiére est illustrée par une induction simultanée de la DAHP synthase, la PAL et de la

chalcone synthase (Weaver et Herrmann, 1997; Logemann ef al., 2000).
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Les enzymes de la voie du shikimate présentent également une réponse marquée aux
attaques d’herbivores et aux agents pathogénes, qui peut étre mimée par la blessure (Dyer et al.,
1989) et les éliciteurs fongiques (McCue et Conn, 1989; Keith et al., 1991; Gorlach et al.,
1995). De nombreuses études ont été réalisées sur la DAHP synthase de pomme de terre,
d’Arabidopsis, de persil et de tomate (Weaver et Hermann, 1997). Le role majeur de la DAHP
synthase dans la régulation du flux des métabolites phénylpropanes a ét¢ démontré par génie
génétique, puisque des pommes de terre transgéniques réprimées pour I’expression de cette
enzyme sont perturbées dans la biosynthése de la lignine (paragraphe 2.5.12) (Jones et al.,
1995).

La shikimate kinase peut représenter un second controle dans la voie du shikimate. En
effet, il a été¢ observé chez les plantes que cette enzyme, qui a pour substrat le shikimate, est
soumise a un mécanisme de régulation dépendant du niveau énergétique de la cellule (Schmidt
et al., 1990). Un tel controle indique que la plante, sous des conditions énergétiques favorables,
peut détourner le carbone du shikimate de la voie préchorismate vers ’acide quinique, par
exemple grace a la quinate hydrolyase (voir paragraphe 3.4) (Herrmann, 1995). Ce role
régulateur a également été proposé pour la shikimate kinase par Gorlach et Coll. (1995). Des
cultures cellulaires de tomate ont été traitées avec un éliciteur fongique. L’accumulation des
ARNm de la shikimate kinase et de la PAL atteint un maximum dés deux heures apres
¢licitation, alors que ceux de la DAHP synthase, de ’EPSP synthase et de la chorismate
synthase atteignent leur maximum seulement vers 4-5 heures. L’augmentation de la demande
en phénylalanine, pour la synthése des métabolites secondaires (lignine, subérine, SA ou
phytoalexines), semble étre satisfaite par une induction précoce et simultanée de 1’expression
de la shikimate kinase et de la PAL.

Toutes ces données suggerent une régulation fine et couplée des enzymes clefs dans la
synthése des métabolites primaires et secondaires grace a des mécanismes de contrdle pouvant
réguler I’expression de plusieurs enzymes. Au-dela de la régulation de type transcriptionnel, la
notion de régulation de type rétrocontrdle a été abordée par Yao et Coll. (1995). Ces derniers
ont montré, en surexprimant chez la pomme de terre une Trytophane Décarboxylase (TDC),
que le tryptophane régulait le flux de carbone a travers le métabolisme des phénylpropanoides
en exergant un contrdle positif sur le pool de Phe.

De plus, cette régulation étroite ameéne une autre question: comment
I’approvisionnement en E4P et PEP est-il géré? L’E4P est le produit de la transketolase (TK),
une enzyme qui catalyse des réactions dans le cycle de Calvin et la voie oxydative des pentoses
phosphates. Des expériences récentes ont montré que 1’inhibition de 1’expression de la TK dans
des tabacs transgéniques avait des effets multiples que ce soit sur la photosynthése, la synthese
des acides aminés aromatiques ou sur I’accumulation des intermédiaires métaboliques (HCAs)
et des produits (CGA, lignine) du métabolisme des phénylpropanoides (Henkes et al., 2001).

Le coefficient de controle de la TK sur le flux du métabolisme des phénylpropanoides a été
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estimé a (.7, valeur similaire a celle mesurée lors de la répression de la PAL (Bate ef al., 1994;
Sewalt ef al., 1997a). Ces données suggerent I’absence de route alternative et indiquent, bien au
contraire, une voie de régulation bien définie partant du métabolisme des carbohydrates, en
passant par la voie shikimate jusqu’au métabolisme des phénylpropanoides et ses dérivés.
Comme cela a été récemment démontré, certains composés de la voie shikimate, tels que
les acides quinique et shikimique, s’averent également essentiels a la synthése des
phénylpropanes, non pas seulement en tant que précurseurs de la Phe, mais également en tant
qu’intermédiaires métaboliques sous la forme d’esters d’acides hydroxycinnamiques (p-
coumaroyl-shikimate substrat de la C3H; voir paragraphes 1.3.3 et 2.5.3) (Schoch et al., 2000;
Franke et al., 2001a, b). L’existence de telles interconnexions et la compartimentation distincte
que ce soit des enzymes ou des diverses molécules soulévent de nombreuses interrogations sur

les mécanismes de régulation.

Objectifs des travaux de thése

La découverte récente de nouveaux intermédiaires métaboliques, les esters shikimique/
quinique d’acides p-coumarique et caféique respectivement substrat et produit de la C3H,
souléve une question en particulier : existe-t-il une enzyme spécifique impliquée dans la
synthése de ces esters? Un de nos objectifs a été de caractériser cette nouvelle enzyme du
métabolisme des phénylpropanoides chez une plante modéle, le tabac. Le premier chapitre
sera consacré a ces travaux. Ceux-ci ont été possibles grace a la découverte au laboratoire
d’une activité d’hydrolyse de la liaison thiolester de dérivés hydroxycinnamoyl-CoA dans des
extraits bruts de tige de tabac (Maury, 2000). Sur la base de cette activité « thiolestérase »,
une partie de mon travail de thése a consisté a cloner le géne correspondant et a caractériser
biochimiquement le produit du gene. Les tests d’activité enzymatique réalisé€s in vitro sur la
protéine recombinante nous ont permis de conclure que nous venions d’isoler
I’acyltransférase =~ « HydroxyCinnamoyl-CoA :  shikimate/quinate ~ hydroxycinnamoyl
Transférase (HCT) » capable de synthétiser les substrats de la C3H. Afin de démontrer
I’implication de cette enzyme dans le métabolisme des phénylpropanoides, nous avons étudié
son profil d’expression dans différents tissus et sa localisation au niveau des tissus
conducteurs. Puis, la fonction biologique de la protéine HCT dans la lignification a été
démontrée par une approche de « Virus Induced Gene Silencing » (VIGS).

Dans le cadre de I’étude de la caféoyl-CoA O-méthyltransférase (CCoAOMT), nous
avons voulu déterminer les bases structurales conférant a cette OMT la particularité de
méthyler spécifiquement des esters de CoA du métabolisme des phénylpropanoides. Pour
réaliser cette étude « structure/fonction », nous avons modélisé la structure tertiaire de la
CCoAOMT. Des études biochimiques, ainsi qu’une approche de mutagenése dirigée, nous ont
permis de caractériser des acides aminés et des fragments peptidiques essentiels a 1’activité

enzymatique. Ces résultats seront présentés dans le second chapitre de ce manuscrit.
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Figure | 1. Utilisation du modéle Zinnia pour étudier les processus physiologiques et biochimiques
liés a la différentiation des cellules du mésophylle en cellules spécialisées du xyléme. (Ye et al,,
2001).

A : cellule différenciée en « Tracheary element » (TE); notez la formation des spirales, caractéristiques
des cellules du xyleme (fleche).

B : mise en évidence de linduction de I'activit¢ CCoAOMT au cours de la formation des « Tracheary
element » et de la lignification.
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Figure | 2. Spectre d’absorption du caféoyl-CoA en présence d’un extrait protéique de tige de tabac.

A : spectre mesuré apres incubation du caféoyl-CoA en présence d’un extrait protéique brut bouilli.
B : spectre mesuré aprés incubation du caféoyl-CoA en présence d’un extrait protéique brut natif.
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Chapitre I. Caractérisation d'une acyltransférase de tabac : HCT
Partie I. Clonage et caractérisation biochimique

PARTIE I : Purification, clonage et caractérisation biochimique d’une acyltransférase
de tabac controlant le pool des esters shikimiques et quiniques, intermédiaires

meétaboliques de la voie des phénylpropanoides.

1. Introduction

La découverte d’une nouvelle activité enzymatique de type « acyltransférase » a été
initiée par 1’é¢tude de la CCoAOMT, a la suite des résultats obtenus avec les tabacs
transgéniques inhibés pour la COMT I (Atanassova et al., 1995). En effet, la lignine de ces
plantes se caractérise par une diminution des unités S, alors que la teneur en unités G n’est pas
modifiée (Fig. 50). Ces résultats indiquaient qu’une autre enzyme, non affectée par la
transformation, catalysait la premicre étape de méthylation menant a I’acide férulique et a
I’'unit¢ G de la lignine. Une bonne candidate était la CCoAOMT déja caractérisée dans
d’autres espéces végétales telles que le persil (Pakusch et al., 1991) ou Zinnia (Ye et al.,
1994). Cette enzyme catalyse la méthylation du caféoyl-CoA en féruloyl-CoA en utilisant la
SAM comme donneur de méthyle (Fig. 27). Son implication dans la biosynthése de la lignine
a été démontrée dans des cellules de mésophylle de Zinnia en culture au cours de leur
différentiation en cellules spécialisées du xyléme. Dans ces cellules, Ye et Coll. (1994, 2001)
ont montré une forte stimulation de I’activit¢t CCoAOMT lors de la différentiation et de la
lignification des trachées (Fig. I 1.). L’un des objectifs du groupe a donc été de caractériser
cette nouvelle enzyme chez le tabac et de déterminer son role dans la plante. Le clonage
(Martz et al., 1998) puis I’expression hétérologue des différentes isoformes de CCoAOMT de
tabac (Maury et al., 1999) ont ainsi été réalisés.

Au début de ces études biochimiques de I’activit¢ CCoAOMT, Frangoise Martz et
Stéphane Maury ont ét¢ amenés a mettre au point un test d’activité enzymatique utilisant le
caféoyl-CoA pour substrat et des extraits protéiques bruts de tabac (Martz, 1997). Mais il
fallait répondre a la question préalable : quelle est la stabilité des esters de CoA en présence
d’un extrait brut de tabac? Pour cela, des esters de CoA ont ét¢ mis en présence d’extraits
bruts, et leur stabilité suivie par spectrophotométrie. Les spectres d’absorption dans I’U.V. des
esters de CoA d’acides hydroxycinnamiques sont caractérisés par deux pics d’absorption (Fig.
I 2A.) : ’'un a 260 nm correspondant a I’absorption de I’adénine du CoA et I’autre entre 311
et 352 nm correspondant a I’absorption de la liaison thiolester. En présence d’un extrait brut
de tige et de caféoyl-CoA, on a montré une diminution significative du pic a environ 345 nm
indiquant I’hydrolyse de la liaison thiolester (Fig. I 2B).

Stéphane Maury puis Pierrette Geoffroy se sont lancés dans la purification de cette

protéine a activité « thiolestérase » a partir d’extrait brut de tige en utilisant le test d’activité
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Figure | 3. Réaction enzymatique catalysée par [Panthranilate N-hydroxycinnamoyl/
benzoyltransférase (HCBT) d’ceillet (numéro d’accession, Z84383). Cette enzyme fait partie des
premiéres acyltransférases caractérisées, appartenant a la superfamille « BAHD ». (Yang et al., 1997,
1998; St-Pierre et De Luca, 2000).
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Figure | 4. Alignement des séquences protéiques entre I’acyltransférase d’ceillet (HCBT; numéro
d’accession, Z84383) et I’enzyme caractérisée chez le tabac (HCT; numéro d’accession,
AJ507825). Les deux enzymes présentent 46% d ’identité et 62% de similarité. (*) représente les acides
aminés identiques entre les deux séquences et (:) et (.) le degré de similarité entre les acides aminés
Les motifs « HxxxD » et « DFGWG » sont caractéristiques des acyltransférases membres de la
superfamille « BAHD ». (Yang et al., 1997, 1998; St-Pierre et De Luca, 2000).
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Figure | 5. Etape enzymatique catalysée par la C3H; réaction d’hydroxylation en position 3 du noyau
aromatique. In vitro, la C3H est active vis-a-vis des esters sikimique et quinique d’acide p-coumarique (Schoch et
al., 2001).
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spectrophotométrique. Le séquencage de I’extrémité Nt d’une protéine présente dans la
fraction active a permis d’obtenir une séquence d’une vingtaine d’acides aminés. Lorsque
cette séquence a été confrontée aux banques protéiques, elle présentait 88% de similarité
avec une acyltransférase d’ceillet conduisant a la biosynthése de phytoalexines, les
dianthramides (Yang et al., 1997, 1998). Ces molécules s’accumulent chez 1’oeillet en
réponse a l’infection par divers agents pathogénes. En 1989, Ulrich Matern mettait en
¢vidence I’induction d’une activit¢é N- hydroxycinnamoyl/benzoyltransférase (HCBT) a
I’origine de la biosyntheése des dianthramides. La réaction enzymatique consiste a transférer
un groupement hydroxycinnamoyl sur ’anthranilate, un précurseur de la biosynthése du
tryptophane (Fig. 62), pour libérer le CoA et donner une dianthramide (Fig. I 3). En 1997, le
géne correspondant était cloné et les études biochimiques confirmaient 1’activité «
acyltransférase ». Cette enzyme fait partie d’une nouvelle famille
d’acyltransférases dépendantes des esters de CoA découvertes chez les plantes et les
champignons (St-Pierre et al., 1998). Je reviendrai sur cette superfamille un peu plus loin
(compléments d’information page 75). Ses membres sont notamment caractérisés par la
présence, dans la séquence codante, de régions conservées. Sur la base de ces motifs
consensus, 1’utilisation de primers dégénérés et une approche de RT-PCR, m’a permis de
cloner ’ADNc complet du géne de tabac. L’ADNc code pour une protéine de 435 acides
aminés. L’alignement de cette protéine de tabac avec celle d’ceillet révele 46% d’identité
entre les deux protéines, et parmi les acides aminés strictement conservés, on retrouve les
motifs consensus caractéristiques de la superfamille des acyltransférases (Fig. I 4) : le motif
« HxxxD », caractéristique des acyltransférases qu’elles soient d’origine animales ou
végétales, et le motif « DFGWG » de fonction inconnue.

Le produit du gene, que nous avons cloné, présente les caractéristiques structurales
d’une acyltransférase et non celles d’une thiolestérase. En fait, cette enzyme hydrolyse bien la
liaison thiolester d’un ester de CoA mais pour transférer le groupement acyle correspondant
sur un accepteur. Les composés synthétisés par 'HCBT d’ceillet, les dianthramides, n’étant
pas connus chez le tabac, il paraissait peu probable que 1’enzyme de tabac synthétise ce type
de métabolites.

Comme nous I’avons wvu dans [Dintroduction, les esters de CoA d’acides
hydroxycinnamiques jouent un role clef dans le métabolisme des phénylpropanoides,
notamment dans la voie conduisant aux flavonoides et aux précurseurs de la lignine. Depuis
peu, le role d’une acyltransférase chez le tabac est fortement soupconné. En effet, il a
récemment été identifié et cloné chez Arabidopsis le cytochrome P450 catalysant 1’étape
d’hydroxylation en position 3 du noyau phénolique (voir paragraphes 1.3.3. et 2.5.3.) (Schoch
et al., 2001; Franke et al., 2002a). Les études de spécificité de substrat ont montré que cette
enzyme était peu efficace aussi bien vis-a-vis de I’acide p-coumarique que du p-coumaroyl-

CoA. Par contre, les esters quinique et shikimique d’acide p-coumarique se sont avérés étre

63



CO,H HO_ CO,H

HO OH HO OH
OH OH

Acide shikimique Acide quinique

Figure | 6. Les acides shikimique et quinique, dérivant du métabolisme primaire du préchorismate
(paragraphe 3.4). Ces composés sont des substrats potentiels de 'enzyme clonée chez le tabac, en tant
gu’accepteur du groupement p-coumaroyl, pour fournir les substrats de la C3H.
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Figure |1 7. L’enzyme de tabac, présente des similarités de séquence avec des membres de la superfamille
des acyltransférases « BAHD », et est capable de catalyser la réaction de trans-estérification entre I'acide
shikimique et le p-coumaroyl-CoA. Cette étape enzymatique permet de synthétiser les substrats de la C3H et
constituerait le chainon manquant dans la voie de biosynthése conduisant aux précurseurs de la lignine.
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Figure | 8. La réaction catalysée par l'acyltransférase de tabac (HCT), est réversible. Aprés I'étape
d’hydroxylation catalysée par la C3H, HCT hydrolyse le produit de la C3H pour libérer, en présence de
CoASH, le caféoyl-CoA.
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Figure | 9. Réle catalyseur des acides quinique et shikimique et du CoA lors des réactions catalysées par
I'acyltransférase de tabac (HCT). L'enzyme HCT synthétise les substrats de la cinnamate 3-hydroxylase
(C3H) puis prend en charge les produits de la C3H, les esters d’acide caféique, pour synthétiser le caféoyl-
CoA. Ce dernier subit les réactions de méthylation, d’hydroxylation et de réduction pour conduire aux unités
monomeériques de la lignine.
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d’excellents substrats pour la C3H (Fig. I 5). Il restait donc a caractériser I’enzyme catalysant
le transfert du p-coumaroyl-CoA sur ces accepteurs, le quinate et le shikimate, pour donner
les esters (Fig. I 6). L’enzyme qu’on venait de cloner, présentant des homologies avec les
acyltransférases dépendantes des esters de CoA, était un bon candidat pour remplir ce role.

L’enzyme de tabac a été exprimée dans un systéme hétérologue, E. coli, puis purifiée a
homogénéité pour réaliser des études biochimiques. Nous avons tout d’abord test¢é comme
substrat le p-coumaroyl-CoA susceptible d’étre transféré sur le shikimate ou le quinate. Les
produits de réaction ont ét¢ identifiés par CLHP. In vitro, ’enzyme est capable de synthétiser
le p-coumaroyl-shikimate et le p-coumaroyl-quinate (Fig. I 7). Cette enzyme posséde donc
bien I’activité acyltransférase permettant de synthétiser les substrats de la C3H. Nous avons
testé d’autres donneurs et accepteurs d’acyle. Les meilleurs donneurs d’acyles sont le p-
coumaroyl-CoA et le caféoyl-CoA alors que le meilleur accepteur semble étre de fagon assez
nette le shikimate par rapport au quinate. L’anthranilate, 1’accepteur de 1’enzyme d’ceillet
(HCBT), n’est pas substrat de I’enzyme de tabac. Ces résultats nous permettent de dire que
I’enzyme que nous avons cloné est une acyltransférase possédant une activité
HydroxyCinnamoyl-CoA : shikimate/quinate hydroxycinnamoyl Transférase ou HCT.

Mais est ce que la méme enzyme est capable d’hydrolyser ces esters, autrement dit est
ce que la réaction est réversible? Pour répondre a cette question nous avons testé comme
substrat le caféoyl-quinate c'est-a-dire 1’acide chlorogénique (CGA) (Fig. 10), un ester qui est
disponible commercialement. Et en présence de CoASH, I’HCT est capable d’hydrolyser le
CGA pour libérer le 5-caféoyl-CoA (Fig. I 8). Or, il faut aussi savoir que le CGA est la forme
phénolique la plus abondante chez certaines plantes, dont le tabac. Ce résultat est tres
important puisqu’il montre que le CGA, la forme de stockage, peut étre mobilisé: sous
I’action d’HCT, I’hydrolyse du CGA permet de libérer le caféoyl-CoA une forme
métaboliquement active, puisqu’il est le substrat de la CCoAOMT (Fig. 27 et I 8).

En résumé, I’enzyme que nous avons caractérisée serait capable a la fois de synthétiser
les substrats de la C3H, et une fois I’hydroxylation réalisée, de synthétiser en présence de
CoASH, le caféoyl-CoA. Ainsi, les acides shikimique, quinique et le CoA auraient un role
catalyseur puisqu’ils sont constamment recyclés. Il faut savoir par ailleurs que les acides
quinique et shikimique sont en équilibre grace a une seule enzyme : la quinate hydrolyase
(Fig. 19 et Fig. 64).

En conclusion, nous avons caractérisé une nouvelle acyltransférase de tabac impliquée
dans le métabolisme secondaire. Elle posséde une activité HCT qui semble jouer un role clef
dans la voie de biosynthése des phénylpropanoides. L’ensemble de ces résultats est présenté

dans article 1.

64



Chapitre I. Caractérisation d'une acyltransférase de tabac : HCT
Partie I. Clonage et caractérisation biochimique

2. Article 1. Purification, cloning, and properties of an acyltransferase controlling shikimate

and quinate ester intermediates in phenylpropanoid metabolism.

The Journal of Biological Chemistry
Vol. 278, No. 1, pp. 95-103, 2003
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Figure | 10. Exemple de réaction de trans-estérification entre une molécule « donneur
d’acyle » (thiolester) et une molécule « accepteur d’acyle » (alcool) pour conduire a un ester.
Dans cet exemple, le groupement acyle est transféré sur un atome d’oxygéne.
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3. Compléments d’information sur la superfamille « BAHD » des acyltransférases
dépendantes des esters de CoA.

3.1 Introduction

L’acylation enzymatique est une réaction de substitution répandue dans le régne animal
(dans la biosynthése des acides gras par exemple), mais encore plus chez les plantes
puisqu’elle conduit & une diversification importante des substances naturelles synthétisées par
le métabolisme secondaire des végétaux. Il s’agit d’une réaction de transfert d’un groupement
acyle (C, = acyle; C, = acétyle) apporté par une molécule appelée « donneur d’acyle », sur
une molécule dite « accepteur d’acyle ». Chimiquement, I’acylation correspond a une attaque
nucléophile d’un atome riche en électrons porté par ’accepteur sur une liaison riche en
énergie apportée par le donneur d’acyle; on dit que le donneur d’acyle est « activé ». Cette
attaque peut conduire, par exemple, a une réaction de trans-estérification et a I’obtention d’un
dérivé de la molécule acceptrice encore appelé « ester d’acyle » (Fig. I 10).

Le transfert du groupement acyle sur 1’accepteur se fait essentiellement soit sur un
atome d’oxygéne (anthocyanes, taxol) soit sur un atome d’azote (dianthramide, alcaloides).
La nature de cet atome constitue un premier critére de classification. Mais le nombre de
classes des acyltransférases augmente lorsqu’on considére le type de molécules « donneur
d’acyle activé ». Chez les plantes, les acyltransférases utilisent 4 groupes principaux de
« donneur d’acyle activé » :

- les 1-O-acylglucosides impliqués par exemple dans la synthése du sinapoylmalate (Lehfeldt
et al., 2000) et des tannins hydrolysables (Niemetz et Gross, 2001).

- les protéines de type « acetylated-acyl carrier protein » intervenant dans la biosynthése des
acides gras (Cassagne et al., 1994).

- les esters d’acide quinique et shikimique tels que le caféoyl-quinate (CGA) (Villegas et al.,
1987 ; Strack et Gross, 1990; article 1)

- et enfin les acyles CoA (Fig. I 10; Fig. 58), les donneurs d’acyles majoritaires des
acyltransférases (St-Pierre et De Luca, 2000).

3.2 Les acyltransférases dépendantes des « esters de CoA activés »

Les réactions catalysées par cette classe d’acyltransférases sont impliquées dans la
biosynthése de nombreux composés dérivant aussi bien du métabolisme primaire tels que
I’acétyl-CoA (cycle de Krebs), les acides aminés (cystéine) ou encore des acides gras et des
lipides, que du métabolisme secondaire, tels que la subérine, les anthocyanes ou encore les
alcaloides. Chez les animaux, les réactions d’acylation dépendant des esters de CoA jouent un

role important dans la biosynthése des neurotransmetteurs de type acétylcholine (Wu et
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Hersh, 1994), dans la régulation de la transcription des geénes par acétylation des protéines
histones (Kuo et Allis, 1998) ou encore dans la détoxification d’agents cancérigenes (Hein et
al., 1992). Chez les procaryotes, ce type d’acyltransférase joue un role clef dans Ia
détoxification des antibiotiques tels que le chloramphénicol (Murray et Shaw, 1997). Chez les
plantes, ces acyltransférases ont un role important dans I’acylation de nombreuses molécules
de petit poids moléculaire. Ces réactions d’acylation contribuent a la diversité des métabolites
secondaires découverts dans le régne végétal.

Les acyltransférases, végétales ou animales, dépendantes des esters de CoA, sont elles-
mémes trés diverses par leur poids moléculaire, leur structure oligomérique ou encore leur
séquence primaire. De plus, les études cristallographiques réalisées sur les protéines animales
ont indiqué une diversité importante des domaines de fixation et de reconnaissance de la
chaine latérale de CoA (Engel et Wierenga, 1996).

Je vais a présent décrire une superfamille d’acyltransférases particuliére, dépendante des
esters de CoA, caractérisée récemment (St-Pierre et De Luca, 2000) et dont les membres

appartiennent uniquement au régne végétal supérieur et a la classe des champignons.

3.3 La superfamille « BAHD » des acyltransférases dépendantes des esters de CoA

Chez les plantes, la majorité des acyltransférases dépendantes des esters de CoA sont
monomériques et possédent une masse molaire avoisinant les 50 kDa. Ces critéres structuraux
constituent la premiére caractéristique commune des enzymes appartenant a la superfamille
« BAHD ». Ces enzymes catalysent le transfert de groupements acyles sur des molécules
majoritairement associées avec les voies métaboliques secondaires. Le groupement transféré
sur 1’accepteur est de nature variable. Il peut s’agir par exemple d’un groupement acétyle,
malonyl, benzoyl ou encore hydroxycinnamoy].

En dehors de leur similarité de structure, ces enzymes possédent des similarités de
séquence, avec la conservation de certains acides aminés caractéristiques dont des résidus
histidines, qui semblent jouer une fonction primordiale dans 1’activité catalytique (St-Pierre et
al., 1998).

Ces six derniéres années, plusieurs geénes codant pour des acyltransférases
monomériques (de 45 a 61 kDa) ont été isolés chez plusieurs espéces végétales et chez des
champignons eucaryotiques (St-Pierre et De Luca, 2000). Les premiers génes a avoir été
caractérisés codent pour deux acétyltransférases et deux hydroxycinnamoyltransférases, les
quatre enzymes étant associées au métabolisme secondaire des plantes. La premiére
acétyltransférase, la DAT pour Deacetylvindoline 4-O-acétyltransférase (St-Pierre et al.,
1998), est impliquée dans la derni¢re étape de la biosynthése de la vindoline chez la
pervenche de Madagascar (Fig. I 11, au verso). Le second géne code également pour une

acétyltransférase impliquée dans la synthése du benzyl-acétate, un composant majeur des
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Figure | 11. Réaction d’acylation catalysée par la déacétylvindoline-4-O-acétyltransférase (DAT) impliquée
dans la biosynthése de la vindoline chez Catharanthus roseus. (St-Pierre et al., 1998).
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Figure | 12. Réaction d’acylation catalysée par I’acétyl-CoA: benzylalcohol acétyltransférase (BEAT) de
Clarkia breweri. Le produit de la réaction, le benzyl-acétate est a I'origine des senteurs libérées par les fleurs

(Dudareva et al., 1998).
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Figure | 13. Réaction d’acylation catalysée par I’anthranilate N-hydroxycinnamoyl/benzoyltransférase
(HCBT) de Dianthus carophyllus. Le produit de la réaction, la Dianthramide, est une phytoalexine spécifique de

I'ceillet (Yang et al., 1997).

L’ensemble de ces enzymes définit une classe de protéines responsables du transfert de
groupement acyle et ceci de maniére CoA dépendante; il s’agit de la superfamille « BAHD ».
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essences florales des especes végétales Clarkia breweri, la BEAT pour Benzylalcohol O-
acétyltransférase (Dudareva et al., 1998) (Fig. I 12). Le troisiéme géne code pour I’HCBT,
pour Anthranilate N- hydroxycinnamoyl/benzoyltransférase (Yang et al., 1997), impliquée
dans la formation de dianthramide, une phytoalexine caractéristique de 1’espéce végétale
Dianthus caryophyllus (Fig. 1 13). Cette enzyme, comme I’HCT de tabac (article 1) et la
plupart des acyltransférases caractérisées transférant un groupement aromatique, présente une
spécificité de substrat large pour le donneur d’acyle. L’AHCT, pour Anthocyanin O-
hydroxycinnamoyltransférase (Fujiwara et al., 1998), codée par le quatriéme géne, catalyse la
réaction d’acylation sur I’atome d’oxygeéne d’une des deux molécules de glucose estérifiées
sur la delphinidine 3,5-diglucoside (Fig. I 14). Ce géne a été isolé chez cinq espéces végétales
différentes (Petunia hybrida, Senecio cruentus, Gentiana triflora, Perilla ocimoides et
Lavandula angustifolia). Tous ces geénes possedent une similarité de séquence faible mais
significative (25-26%) avec le géne DAT. Un alignement multiple de toutes ces protéines a
permis d’identifier plusieurs régions conservées, suggérant une co-évolution de ce groupe
d’enzymes (St-Pierre et De Luca, 2000; article 1). Ainsi, St-Pierre et De Luca ont proposé de
définir une nouvelle superfamille d’acyltransférases nommée « BAHD », basée sur le nom de
ces 4 premiers membres isolés d’espéces végétales que je viens de présenter (BEAT, AHCT,
HCBT et DAT). Deux domaines trés conservés sont caractéristiques de cette famille, a savoir
le motif His-X-X-X-Asp présent dans le site catalytique et le motif Asp-Phe-Gly-Trp-Gly
dont la fonction reste inconnue (St-Pierre et De Luca, 2000). Depuis, de nombreuses autres
acyltransférases présentant les caractéristiques structurales et biochimiques de la superfamille
« BAHD » ont été étudiées et isolées chez les plantes, dont ’'HCT de tabac (Suzuki et al.,
2001; Grothe et al., 2001; Walker et al., 2002b; D’Auria et al., 2002; Shalit et al., 2003;
Suzuki et al., 2003; article 1). Il a notamment été caractérisé, en 1’espace de trois ans, les 5
acyltransférases impliquées dans la biosynthése du taxol (Fig. I 15) (Walker et al., 2000;
Walker et Croteau, 2000a; Walker et Croteau, 2000b; Walker et al., 2002a; Walker et al.,
2002b).

Hormis 1’isolement de génes chez les plantes supérieures, seules 3 acyltransférases
isolées chez des champignons eucaryotiques présentent une similarité de séquence
significative avec des membres de cette famille (Kimura et al., 1998). Ces enzymes posseédent
une masse molaire comprise entre 50 a 61 kDa, valeur entrant dans la fourchette des
acyltransférases de plantes. Elles présentent une faible similarité de séquence avec la DAT (de

17 a 20%) mais elles ont conservé le motif caractéristique His-X-X-X-Asp.
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PARTIE II : La répression du géne HCT, grice a I’infection par un virus recombinant
(approche « Virus Induced Gene Silencing », VIGS), affecte le métabolisme des

phénylpropanoides et modifie les processus de lignification des tissus conducteurs.

1. Introduction

La capacit¢ d’HCT de synthétiser, in vitro, les substrats de la C3H et également de
fournir la forme métaboliquement active, le caféoyl-CoA, a partir des esters shikimique et
quinique correspondants, laisse supposer un rdle clef de cette enzyme dans la voie de
biosynthése des phénylpropanoides (article 1).

La caractérisation génétique et biologique de la C3H est récente. Les travaux de deux
groupes de recherche ont abouti pratiquement de fagcon simultanée a la mise en évidence de sa
fonction biologique (Schoch et al., 2001; Franke et al., 2002 a, b). D’un c6té, une approche
bioinformatique, a permis de postuler pour un géne candidat responsable de cette activité
(Schoch et al., 2001). L’immuno-détection de la protéine sur des coupes transversales
d’hampe florale et de racine d’Arabidopsis a permis de localiser I’enzyme au niveau des tissus
conducteurs, a savoir les vaisseaux du phloéme et du xyléme (Fig. 24). Cette observation
appuyait I’idée d’une implication de I’enzyme dans la voie de biosynthése de la lignine. D’un
autre coté, les travaux de Franke et Coll. (2002a, b) ont permis de confirmer le réle de cette
enzyme dans le métabolisme des phénylpropanoides. En effet, un mutant d’Arabidopsis
affecté dans I’expression du méme geéne que celui étudié par Schoch et Coll. (2001) a pu étre
isolé. Ces plantes présentaient un net retard de croissance et une modification importante de la
composition en composés phénoliques avec notamment 1’incorporation de nouvelles unités
monomeériques non méthoxylées (H) dans la lignine (Fig. 49).

Ainsi, la capacité d’HCT a synthétiser les substrats de la C3H suggere que cette
nouvelle acyltransférase, que nous venions de caractériser, pouvait constituer le chainon
manquant entre le p-coumaroyl- CoA et le caféoyl-CoA. On démontre ci-dessous (article 2)
la fonction biologique de I’enzyme HCT, en tant que point de passage obligé dans le
métabolisme des phénylpropanoides pour conduire a la biosynthése de la lignine.

Tout d’abord, on a ¢étudié le niveau d’expression du géne HCT chez N. tabacum par
immunodétection de la protéine dans différents tissus. L’accumulation de la protéine est
¢levée au niveau de la tige, ainsi qu’au niveau des racines et des pétioles, ou la quantité
mesurée est néanmoins plus faible que dans la tige. A l'inverse, dans les organes floraux le
niveau d’expression est trés faible, et dans les feuilles la quantité de protéine est trop faible
pour étre détectée par cette technique. La mise au point d’un test d’activité enzymatique in

vitro sur des extraits bruts nous a permis de confirmer ces données, suggérant que le niveau
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Figure | 16 : Chronologie des différents événements liés au processus « VIGS », de I'apparition des
symptomes liés a la virose jusqu’a la perturbation du développement de la plante due a la répression de

I'expression du géne HCT.
dpi : jours aprés infection. Le systéme utilisé TRV / N. benthamiana et les constructions virales sont

présentés dans I'article 2. (Ratcliff et al., 2001).
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d’expression de la protéine HCT est corrélée au niveau de lignification des tissus. De plus, des
analyses d’immunolocalisation de la protéine HCT ont été menées sur des coupes
transversales de tige de N. tabacum. Elles ont permis de détecter une expression forte et
spécifique de 1I’enzyme au niveau du phloéme et dans une moindre mesure dans la zone
cambiale. L’¢étude de la fonction, in planta, de I’enzyme HCT a été poursuivie par une
approche de « Virus Induced Gene Silencing » (VIGS). Nous avons opté pour un systéme
décrit récemment par le groupe de D. Baulcombe, utilisant comme vecteur viral le Tobacco
Rattle Virus (TRV) et comme plante hote Nicotiana benthamiana (Ratcliff et al., 2001).
D’aprés les auteurs, cette combinaison TRV / N. benthamiana, présente de nombreux
avantages par rapport a d’autres systémes. Elle permet de diminuer la symptomatologie li¢e a
I’infection virale, la multiplication du virus dans les zones méristématiques et assure la
maintenance de 1’état de « Silencing » au-dela de 30 jours aprés l’infection (Fig. I 16)
(Ratcliff et al., 2001). Un fragment partiel d’ADNc codant pour I’enzyme HCT a été cloné
chez N. benthamiana, par RT-PCR a I’aide d’oligonucléotides dégénérés. Ce fragment a été
utilisé pour mener 1’expérience « VIGS ». La répression de 1’expression du géne codant pour
HCT provoque un ralentissement de la croissance des plantes, une modification de la
morphologie des feuilles et une réduction de la croissance racinaire. L’analyse histochimique
et chimique de la lignine synthétisée chez ces plantes a révélé une modification importante de
la lignification des tissus conducteurs. La quantité totale de lignine Klason est diminuée
d’environ 15% par rapport aux plantes témoins. De plus, la lignine synthétisée est moins riche
en unités diméthoxylées (S). Cette diminution est partiellement compensée par I’ incorporation
d’une nouvelle unité, ’'unité non méthoxylée (H), dérivant du p-coumaroyl-CoA, le substrat
de ’HCT (article 1). Pour terminer, il a été possible grace a la combinaison des techniques
d’immuno-marquage et d’histochimie, de corréler précisément la baisse de la production de
I’enzyme HCT et la modification de la composition de la lignine au niveau des vaisseaux
conducteurs. L’ensemble de ces données démontre I’implication de la protéine HCT dans le
métabolisme des phénylpropanoides et son role essentiel dans la voie de biosynthése de la

lignine.
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2. Article 2. Silencing of hydroxycinnamoyl-CoA shikimate/quinate

hydroxycinnamoyltransferase (HCT) affects lignin biosynthesis.

Soumis le 12 mai 2003 a The Plant Cell.
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Silencing of hydroxycinnamoyl-CoA shikimate/quinate hydroxycinnamoyltransferase
(HCT) affects lignin biosynthesis
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ABSTRACT

The hydroxyl group in the 3-position of the phenylpropanoid compounds is introduced at the
level of coumarate shikimate/quinate esters whose synthesis implicates an acyltransferase
activity. Specific antibodies raised against the recombinant tobacco acyltransferase revealed
the accumulation of the enzyme in stem vascular tissues of tobacco, in accordance with a
putative role in lignification. An acyltransferase cDNA fragment was inserted into a tobacco
rattle virus vector for functional analysis in Nicotiana benthamiana by using virus-induced
gene silencing. Plants infected with the vector harbouring the acyltransferase sequence were
severely affected in growth and development. Analysis of infected plants by immunological,
histochemical and chemical methods showed that silencing of the acyltransferase gene had a
major impact on lignin content and composition. In particular, a decrease in syringyl units and
an increase in p-hydroxyphenyl wunits were recorded. Comparison of enzyme
immunolocalization in control and silenced tissues by confocal microscopy showed a
correlation between enzyme accumulation and changes of lignin composition in vascular

cells. These results demonstrate the function of the acyltransferase in lignin biosynthesis.
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Figure 1. Current view of phenylpropanoid metabolism.

Route to lignin subunits and major products is shown in bold. The double-headed arrows illustrate CoASH,
quinate and shikimate recycling after the 3-hydroxylation step. 4CL, 4-hydroxycinnamoyl-CoA ligase; C3H,
p-coumarate 3-hydroxylase; C4H, cinnamate 4-hydroxylase; CAD, cinnamyl-alcohol dehydrogenase;
CCoAOMT, caffeoyl-CoA O-methyltransferase; CCR, cinnamoyl-CoA reductase; COMT |, caffeic/5-
hydroxyferulic acid O-methyltransferase; F5H, ferulate 5-hydroxylase; HCT, hydroxycinnamoyltransferase;
PAL, phenylalanine ammonia-lyase; SAD, sinapyl-alcohol dehydrogenase.
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INTRODUCTION

Plants represent an important part of the human diet, mainly as a source of energy,
vitamins, minerals, fibres and antioxidants. Among the myriad of plant natural products,
compounds issuing from the phenylpropanoid pathway (Figure 1) have been reported to have
antioxidant effects, oestrogen-like and vasodilatation activities and anti-inflammatory and
anti-cancer chemopreventive action (Bandoniene and Murkovic, 2002; Boveris et al., 2002;
Burns et al., 2000; Dixon and Ferreira, 2002; Jang et al., 1997; Kahkonen et al., 1999; Lekse
et al., 2001; Stacewicz-Sapuntzakis et al., 2001). Phenols are ingested in large quantity, for
example from fruits (Bandoniene and Murkovic, 2002; Stacewicz-Sapuntzakis et al., 2001),
wine (Boveris et al., 2002; Jang et al., 1997) and coffee (Olthof et al., 2001), and are thought
to provide many of the health benefits associated with the consumption of plant foods.

In plants themselves, phenylpropanoids fulfil a vast array of important functions, being
involved in development and interactions with the environment (Croteau et al., 2000). For
example, stilbenes, coumarins and isoflavonoids are phytoalexins produced by diseased
plants, flavonoids serve as UV irradiation protectants and signals in interactions with
symbionts, while acetosyringone and salicylic acid are involved in plant-pathogen
interactions. The phenylpropanoid metabolic pathway starts with phenylalanine (Figure 1) and
provides, in addition to the products mentioned above, the precursors of lignin, which is
quantitatively the second biopolymer on earth after cellulose. Lignin is a major component of
plant cell wall and provides mechanical strength to tree trunks and impermeability to vascular
tissues (Baucher et al., 1998; Humphreys and Chapple, 2002; Lewis, 1999).

Major progress has been made recently in the understanding of the phenylpropanoid
biosynthesis pathway (Franke et al., 2002b; Hoffmann et al., 2003; Humphreys and Chapple,
2002; Schoch et al., 2001). Although free hydroxycinnamic acids have long been thought to
be key intermediates, it is now clearly established that many enzymatic conversions in fact
occur instead at the level of hydroxycinnamic esters, aldehydes and alcohols. Most recent
breakthroughs concern the hydroxylation at the 3-position of the aromatic ring, which has
been shown to be catalysed by a cytochrome P450 enzyme (Franke et al., 2002a, 2002b;
Schoch et al., 2001). The Arabidopsis 3-hydroxylase (C3H) accepts the shikimate and quinate
esters of p-coumarate as substrates but not the free acid form or p-coumaroyl CoA (Schoch et
al., 2001). Arabidopsis mutants targeted in the C3H gene have a reduced epidermal
fluorescence phenotype, accumulate p-coumarate esters and deposit an unusual lignin (Franke
et al., 2002a, 2002b), thus indicating that p-coumarate esters are probably committed
intermediates in the phenylpropanoid pathway. The acyltransferase that catalyses formation of
C3H substrates has been recently characterised (Hoffmann et al., 2003). It uses p-coumaroyl
CoA as acyl donor and shikimic acid or quinic acid as acceptor, yielding the shikimate or

quinate ester, respectively. The acyltransferase has also been shown to catalyse the reverse
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reaction, that is transfer of the caffeoyl moiety of chlorogenic acid (5-O-caffeoylquinate) onto
CoASH leading to caffeoyl CoA, the precursor of guaiacyl and syringyl units of lignin (Figure
1). Thus this enzyme, named  hydroxycinnamoyl  CoA:shikimate/quinate
hydroxycinnamoyltransferase (HCT) appears to be potentially implicated in the pathway both
upstream and downstream of the 3-hydroxylation step. Plant acyltransferases such as HCT are
known to be involved in diverse substitution reactions implicated in the biosynthesis of a
large number of secondary metabolites (Croteau et al., 2000; St-Pierre and De Luca, 2000).
Tobacco HCT belongs to the BAHD family, a superfamily of CoA-dependent acyltransferases
which is organised into distinct evolutionarily conserved groups (Hoffmann et al., 2003; St-
Pierre and De Luca, 2000; St-Pierre et al., 1998).

Here we report on the immunolocalization of tobacco HCT and show that it is actively
expressed in lignified tissues, in agreement with a putative role in lignin biosynthesis. To
ascertain the precise function of HCT in planta, we used a tobacco rattle virus (TRV)-based
virus-induced gene silencing (VIGS) technique as a gene knockout system (Ratcliff et al.,
2001). Nicotiana benthamiana plants deficient for HCT function were affected in
development and lignin biosynthesis. Compared to controls, Klason lignin was decreased by
15%, and the lignin polymer was enriched in hydroxyphenyl (H) units while the proportion of
dimethoxylated syringyl (S) units was decreased. HCT immunolocalisation and lignin
fluorescence were compared in stem sections of control and HCT-silenced plants by confocal
laser scanning microscopy. Combined with histochemical staining of lignin, the observations
revealed a strict correlation between the level of HCT accumulation and the composition of
lignin. Taken together, these results demonstrate that HCT plays a critical role in lignin

biosynthesis.
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Figure 2. Specificity of polyclonal antibodies raised against the purified recombinant HCT protein.

(A) The tobacco HCT clone was expressed in E. coli cells and the fusion protein (arrow, lane 1) affinity-purified
and cleaved to yield the purified recombinant protein (arrow, lane 2) for injection to rabbits.

(B) A crude protein extract (3 ng) of tobacco stems was immunoblotted with the anti-HCT polyclonal antiserum
(lane 1) or with a serum aliquot that had been incubated in the presence of the purified recombinant HCT protein
(lane 2, see methods). The arrow indicates the position of HCT protein.
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Figure 3. HCT expression in different tissues of N. tabacum plants.

(A) Protein extracts prepared from different plant tissues were analysed by electrophoresis on SDS-
polyacrylamide gels and immunodetected with polyclonal antibodies raised against the purified recombinant
protein. Expression levels in stems (lane 1), petioles (lane 2), roots (lane 3), stamens (lane 4), pistils (lane 5),
petals (lane 6), young and old leaves (lanes 7 and 8, respectively) were compared. The arrow on the left
indicates the migration of the HCT protein and on the right is indicated the position of markers of known
molecular mass (given in kDa).

(B), (D) HPLC analysis of a plant extract in the absence (B) or in the presence (D) of p-coumaroyl-CoA and
shikimate as substrates.

(C) The amount of p-coumaroylshikimate formed upon incubation was used to calculate HCT activity in the
different extracts analysed in A. Mean values and standard errors were calculated from 3 independent

experiments.



Figure 4. Comparative immunolocalization of HCT and CCoAOMT in tobacco stem sections.

(A), (B), (E): Immunofluorescence labelling obtained with anti-HCT (A), anti-CCoAOMT (B) and HCT pre-immune
serum (C).

(D), (E), (F): Autofluorescence corresponding to sections (A),(B), (C), respectively.

(G), (H), (I): Anatomy of the tissues as observed under bright field.

Ca, cambium; co, cortex; ip, internal phloem; ep, external phloem; pi, pith; te, tracheary element; xy, xylem.

Bars = 200 um.




Chapitre I. Caractérisation d'une acyltransférase de tabac : HCT
Partie IT. Etude de la fonction biologique d'HCT

RESULTS

Obtention of an antiserum specific for tobacco HCT

The tobacco HCT protein (Hoffmann et al., 2003) was expressed in E. coli cells as a
fusion protein with glutathione S-transferase (GST) (Figure 2A, lane 1). After affinity
purification on glutathione beads, the GST tag was cleaved to yield the purified HCT protein
(Figure 2A, lane 2). The protein preparation was then injected into rabbits to raise polyclonal
antibodies. The antiserum was used in immunoblotting experiments to probe protein extracts
from tobacco stems and revealed one major protein with a molecular mass similar to that of
the recombinant protein, i.e. 51 kDa (Figure 2B, lane 1). When the antibodies were pre-
incubated in the presence of purified recombinant protein, subsequent recognition of the 51-
kDa band was strongly inhibited (Figure 2B, lane 2), demonstrating that the polyclonal

antibodies specifically recognise the HCT protein in the plant extract.

Study of HCT expression in tobacco

HCT expression in different tobacco tissues was investigated in immunoblotting
experiments (Figure 3A). The strongest signals were observed with extracts from internodes
of tobacco stems (Figure 3A, lane 1). Lower levels of expression were detected in roots and
petioles (Figure 3A, lanes 2 and 3) whereas only faint bands were detected in extracts from
different flower tissues (Figure 3A, lanes 4 to 6). Finally, the level of expression in leaves was
below the detection limits of the immunological method (Figure 3A, lanes 7 and 8). The same
protein extracts were assayed for acyltransferase activity by incubating plant extracts with
(Figure 3D) or without (Figure 3B) substrates and quantifying reaction products by HPLC.
After incubation of the enzyme preparation in the presence of the two substrates, a new peak
appeared that was identified as p-coumaroylshikimate (Figure 3D). The method proved highly
sensitive since even the low activity present in leaves could be accurately measured (Figure
3C). Moreover, these results indicate that HCT expression level is correlated with the degree
of lignification of the tissue.

To further address the putative role of HCT in lignin biosynthesis, we investigated the
localisation of HCT in lignifying tissues in comparison with that of a typical lignification
enzyme, CCoAOMT (Figure 4). The tissues were observed either by epifluorescence
microscopy (Figure 4A-F) at different excitation/emission wavelengths (see Methods) to
reveal Alexa 568 immunolabelling (Figure 4A-C) and lignin autofluorescence (Figure 4D-F),
or under bright field conditions to reveal the anatomy of the tissues (Figure 4G-I). All images
were acquired using the same exposure time to allow comparison between the different

panels. The top panels of Figure 4 present serial thin sections of tobacco stems that have been
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Figure 5. One copy of the HCT gene is present in N. benthamiana genome.

(A): Gel blot analysis of EcoRI- and Kpnl-digested genomic DNA (40 ng per lane) probed with the HCT cDNA.
The position of length markers is given on the left.

(B): Schematic drawing of the relative position of the HCT coding sequence and EcoRI and Kpnl restriction sites
as inferred from (A).
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Figure 6. Phenotypes of N. benthamiana plants subjected to VIGS of HCT gene.

Impacts on the whole plant size (A), leaves size and shape (B and C) and root growth (D) are
shown. On the left of each photograph is a control plant infected with the TRV vector carrying a
GFP sequence and on the right is a plant infected with the TRV vector containing the HCT
fragment (HCT-).
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incubated with antisera directed against the HCT protein (Figure 4A) or the CCoAOMT
protein (Figure 4B) or with a preimmune serum (Figure 4C). Only a very low signal was
observed in the sample treated with the pre-immune serum (Figure 4C). This low background
colocalized with lignified xylem cells (compare panel C to the intense autofluorescence
generated by the accumulation of phenolic polymers within the walls of the xylem tracheid
elements in panel F) and was also detected when the secondary antibody was omitted (data
not shown). The background signal is therefore likely due to the weak autofluorescence of
lignin at AEx 515 - 565 nm/ AEm 582.5 - 627.5 nm. In contrast to the preimmune control,
strong labelling was observed whith specific sera raised against HCT (Figure 4A) or
CCoAOMT (Figure 4B). In the case of HCT, the signal was mainly localised within the
external and inner phloem cells (white arrowheads) and to a lesser extent in the cambium
zone. When compared to the background detected in xylem with the preimmune serum
(Figure 4C), the signal detected in xylem with the anti-HCT serum (Figure 4A) was low but
significant. This is in contrast to the CCoOAOMT labelling that was mainly localised in the
young xylem cells that are actively lignifying (Figure 4B, yellow arrowheads) and to a lesser
extent in association with the older xylem cells situated beneath. This localisation of
CCoAOMT is in agreement with the activity of the enzyme, which catalyses the synthesis of
feruloyl CoA, the precursor of both guaiacyl and syringyl subunits of lignin that are deposited
in xylem tracheids. As for HCT, CCoAOMT labelling was also detected in internal and
external phloem cells (Figure 4B) but almost no signal was present within the cambium zone
from which the xylem cells differentiate. No signal was found in cortex and pith tissues with
either serum. Thus, it appears that the distribution of HCT and CCoAOMT in vascular tissues

is not identical, despite their proximity in the lignin biosynthetic scheme (see Figure 1).

Impact of HCT silencing on N. benthamiana plant development

We have shown previously that tobacco HCT belongs to the BADH family of
acyltransferases (Hoffmann et al., 2003; St-Pierre and De Luca, 2000). An partial HCT cDNA
from N. benthamiana was cloned by RT-PCR using primers designed from conserved
sequences in BADH gene family (see Methods). A 957 bp fragment was isolated that shared
96 % homology with the tobacco HCT cDNA (data not shown) and was used as probe to
analyse genomic DNA of N. benthamiana by DNA gel blotting (Figure SA). Restriction of the
plant DNA with EcoRI (one site in the gene coding sequence) or Kpnl (no sites) indicated that
only one copy of HCT is present in N. benthamiana genome (Figure 5B).

The HCT cDNA fragment was introduced in the TRV vector and VIGS was used to
silenced the N. benthamiana HCT gene in infected plants. Figure 6 presents the effects of
HCT silencing on plant development. As controls (plants on the left in Figure 6) we used

plants infected with TRV vector containing an unrelated sequence, the sequence of the green

86



>

T 16 - Stem
£
()]
£ 124
©
€
S 8
>
= [
© 4 4 l
(0]
5
(]
= Control HCT -
0,25 - Leaf
<
£ 021
()]
£
S 0,15 -
E ‘
£
2 01 - ‘
=
©
[v]
— 0,05 -
(3
I
0
Control HCT -

Figure 7. HCT activity in silenced plants.

Enzyme activity was measured in stem and leaf tissues of control (TRV-GFP infected) and silenced (TRV-HCT
infected, HCT-) plants as shown in Figure 3D. Nine plants were individually analysed in each case and used to
calculate mean values and standard deviations.
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Figure 8. HCT silencing in stem (A) and root (B) tissues of N. benthamiana.

Protein extracts (3.5 pg) from stems (internode 5) or roots were immunodetected with specific antibodies raised
against tobacco HCT (top panels) or CCoOAOMT (bottom panels) proteins. HCT and CCoAOMT contents of 2
representative controls (C1 and C2) and 7 TRV-infected plants (HCT-, I-VIl) are presented .
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Figure 9. Histochemical analysis of the effects of HCT suppression on lignin biosynthesis.

Sections of stems (A, B, E, F, I, J, M, N) and roots (C, D, G, H, K, L, O, P) were stained using Wiesner (left
panels) or Madle (right panels) methods. Panels A-D show sections of a representative control, panels E-H
show sections from a plant with a strong phenotype, panels I-L show sections from a plant with an
intermediate phenotype and panels M-P show sections of a plant with no visible phenotype. Arrows indicate
tissue zones with attenuated lignin staining. All the pictures in one column are at the same scale (indicated at
the top, bars = 1 mm). Epd, epidermis; end, endodermis; other abbreviations are as in Figure 4.
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fluorescent protein (GFP). When the TRV vector harboured the HCT sequence, plant
development was affected to different extents, phenotypes ranging from no visual phenotype
to a severe growth phenotype. In the example shown in Figure 6 (plants on the right), whole
plant size was severely reduced (Figure 6A), leaf morphology was affected (Figures 6B and
6C) and root development was inhibited (Figure 6D).

The impact of HCT silencing at the molecular level was first evaluated by comparing
acyltransferase activity extractable from stem and leaf tissues of silenced and control plants
(Figure 7). Activity level in stems (Figure 7A) was reduced by 3-fold in silenced tissues
compared to controls. A much lower level of activity was measured in leaves of control plants
and this level of activity was further decreased by about 2-fold by silencing (Figure 7B). The
level of HCT inhibition was also evaluated by immunoblotting in a set of plants differently
affected in their development. Figure 8 presents HCT expression compared to CCoOAOMT
expression in two control plants (C1 and C2) infected with the GFP-vector and in seven plants
infected with the HCT-vector (HCT- plants). Expression levels were evaluated by
immunoblotting protein extracts from stems (Figure 8A) or roots (Figure 8B). In the controls
(C1 and C2), HCT protein (upper panels) and the two CCoAOMT isoforms (bottom panels)
(Maury et al., 1999) were readily detected in stem and root tissues. In tissues of infected
plants I to VI (Figures 8A and 8B), the HCT protein was barely detectable, whereas
CCoAOMT expression was not affected, in accordance with the specificity of the VIGS
phenomenon (Ratcliff et al., 2001). In plant VII, HCT expression was much less reduced, thus
indicating that VIGS was less efficient in this particular plant, which showed attenuated
developmental defects (data not shown). These data confirm very reduced HCT levels in most
of the TRV-HCT infected plants and suggest that the amplitude of the impact on plant

development is correlated with the extent of HCT silencing.

Impact of HCT silencing on lignin biosynthesis

Since HCT mainly localises in lignified tissues (Figures 3 and 4), lignification in stem
and root tissues of TRV-infected N. benthamiana plants was first evaluated by histochemical
methods. Figure 9 presents hand sections of stems and roots of plants that have been infected
with TRV-GFP or TRV-HCT vectors. We used Wiesner’s staining that reflects lignin quantity
and Maiile’s staining which specifically detects lignin syringyl units (dimethoxylated units,
see Figure 1). In control samples, staining was strong in xylem vascular tissues, appearing as
coloured rings in stem sections (Figures 9A and 9B) and as coloured disks in root tissues
(Figures 9C and 9D). In contrast, histochemical staining detected changes in the lignification
of both stem and root vascular tissues of the TRV-HCT infected plants. Wiesner staining was
significantly affected only in a few cases, as in the sections shown in Figures 9E and 9G,

whereas Maiile staining proved much more sensitive and revealed the appearance of unstained
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Table 1: Effects of HCT silencing on lignin content and structure in 3 month-old N.

benthamiana stems.

Non-infected

TRV-GFP infected

TRV-HCT infected

Klason lignin® (KL) 109+ 04 11.2+0.3 9.32+0.19

(100 = 4) (103 £3) (85+2)
Thioacidolysis yield in H, G and S monomers (umol per g KL)"

H 2.7+0.1 3.7+0.1 85.1%3

G 426 + 1 514+ 4 323+£2

S 1033 +£43 1165 £ 28 683+ 1

Total (H+G+S) 1462 1683 1091

Molar ratio (H/G/S) 0.2/29.1/70.7 0.2/30.6/69.2 7.8/29.6/62.6

% units only involved 37 42 27

in B-O-4 bonds*

®Klason lignin is expressed as weight percent of extract-free sample (mean value and standard

deviation of 4 replicate analyses). Values in parentheses are relative to uninfected control taken as

100 %.

® Mean value and standard deviation of duplicate analyses.

¢ The percentage of lignin units only involved in B-O-4 bonds is calculated with the assumption that the

average Mr of lignin units is 200 and that the recovery yield of thioacidolysis monomers from parent f3-

O-4 structures is 80%.
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white zones in the xylem tissues of all plants examined (marked by arrows in Figure 9). The
youngest outmost tissues were the most affected in stem as well as in root tissues. In the
Maiile-stained sections, the extent of the white zones depleted in syringyl units varied
between individual plants, as exemplified by plants II, IV and VII in Figure 9. It is of note that
only minor effects on lignin composition were detectable in roots of plant VII (Figure 9P)
which was only moderately silenced for HCT (see Figure 8) and had no growth phenotype.
These histochemical data indicate that HCT repression has a direct effect on lignin synthesis.
The impact of HCT silencing on lignin structure was further studied by chemical
methods. The amount of lignin in 3 month-old plants, was estimated by the gravimetric
Klason method on stem material following solvent extraction (refered from now as extract-
free samples). As shown in Table 1, the non-infected and TRV-GFP infected controls had
similar lignin levels. In contrast, lignin accumulation was decreased by fifteen percent in
silenced plants, consistent with the relative small effects observed with the Wiesner stain
(Figure 9). Lignin structure was studied by thioacidolysis degradation, which gives rise to H,
G and S thioethylated lignin-derived monomers from H, G and S lignin units involved in
labile B-O-4 ether bonds. Therefore, the total yield of thioacidolysis monomers gives a
measure of the proportion of lignin units involved in such bonds. Conversely, this yield is
reduced when the proportion of resistant interunit bonds in lignin is high. Table 1 presents the
results of thioacidolysis analysis of lignin from a typical experiment. The yields revealed that
lignin of non-infected and TRV-GFP infected control samples had about 40% units only
involved in 3-O-4 bonds. In contrast, this percentage was substantially lower (27%) in HCT-
silenced plants (Table 1), indicating a more condensed lignin compared to controls. Together
with the enrichment in resistant interunit lignin bonds, thioacidolysis revealed that the relative
proportions of the main lignin units were markedly altered. As shown in Table 1, when
subjected to thioacidolysis the two controls essentially released the G and S monomers (S/G
molar ratio of 2.4 for the non-infected and 2.3 for the TRV-GFP infected), while the H
monomer was recovered as a trace component. In contrast, the latter non-methoxylated
monomer was obtained in substantial relative amounts (8% of the lignin-derived monomers)
from the TRV-HCT infected plants. This relative increase in H monomer did not affect the
proportion of G monomer, which was 29-30% in all cases, although the S monomer was
reduced from 69-70% in the controls to 63% in the HCT-silenced plants (Table 1, molar ratio
values). This result is in agreement with the fact that large areas of some stem sections did not
stain with Maiile reagent (Figure 9). These changes in lignin composition are consistent with
the increase of resistance toward thioacidolysis degradation (i. e. a lower proportion of labile
[-O-4 linkages, Table 1) since the C-5 position of the aromatic ring is available for highly
resistant carbon-carbon bonds in the H unit but not in the S unit. Thus, it appears that changes
in the lignin structure of silenced plants mainly arise from a decrease in dimethoxylated S

units and a concomitant increase in non-methoxylated H units.
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Control

Figure 10. HCT immunolocalization in transverse stem sections from WT (TRV-GFP) and silenced (HCT-) N. benthamiana plants.

(A) to (D) HCT immunolocalization in WT N. benthamiana.

(E) to (H) HCT immunolocalization in HCT-silenced N. benthamiana.

(I) to (L) HCT control immunolabelling. Labelling was performed on WT N. benthamiana in the absence of primary antibodies.

(A), (E), (I) Typical distribution of the HCT immunolabelling in WT (A), silenced (E) and control (I) samples, respectively. HCT labelling is intense
and mainly detected within the cambium (Ca) of the WT. Strongly reduced labelling is observed in the cambium of the HCT- sample. Almost no
signal is detected in the negative control.

(B), (F), (J) Corresponding autofluorescence of the lignin as observed upon 488/505-545 nm excitation/emission wavelengths. Note that
autofluorescence of the lignin is higher and less uniformly distributed in the silenced tissues compared to the WT plants.

(C), (G), (K) Merged images of A+ B, E + F, | + J, respectively.

(D), (H), (L) Higher magnification views of the boxed regions shown in (C), (G), (K), respectively. Note the HCT labelling within the xylem ray cells
of WT plants (arrowheads).

(M), (N) Overall distribution of HCT (red) and lignin (green) in transverse stem sections from WT and silenced N. benthamiana, respectively.

(0), (P) Madle staining corresponding to the samples shown in (M), (N), respectively. Note that the unstained area of the xylem shows a higher
level of autofluorescence (arrows).

All images were acquired by CLSM and processed under exactly the same conditions to allow comparison between the different panels. Bars =
200 pym. Abbreviations as in Figures 4 and 9.
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To ascertain that the modifications of the lignin composition observed in the silenced
plants strictly correlated with the extent of changes in HCT accumulation, the same stem
sections from non-silenced (WT) and silenced (HCT-) N. benthamiana plants were
immunolabelled using anti-HCT antibodies, analysed by CLSM for Ilabeling and
autofluorescence and then further processed for Maiile staining as illustrated in Figure 10. In
control non-silenced plants, HCT labelling (Figure 10A, red signal) was intense and
uniformly distributed within the cambium zone surrounding the strongly autofluorescing
xylem cells (Figure 10B). Some HCT labelling was also detected in the xylem cells, as is
readily visualised on merged images (Figures 10C and 10M). When observed at higher
magnification, HCT labelling was also revealed to radiate within ray cells (arrowheads,
Figure 10D). Using the same CLSM settings to allow comparison of the data, overall HCT
labelling of silenced plants was faint (Figures 10E and 10G, red signal) and its distribution
within the cambium was much less uniform than in control plants (compare red signal in
Figures 10M and 10N). At high magnification, the faint signal within the cambium was better
visualised and almost no labelling was apparent in the xylem ray cells (Figure 10H).
Contrarily to the non-silenced plants in which the lignin autofluorescence was rather uniform,
silenced plants showed large patches of intensely autofluorescent xylem cells (compare the
green signal intensity in Figures 10B and 10F, 10D and 10H, 10M and 10N, respectively). In
the absence of primary antibody, no red signal was detected at the wavelengths used to reveal
Alexa 568 labelling (Figures 101, 10K, 10L); only the uniform distribution of the
autofluorescence of the xylem cells was visible at appropriate wavelength (Figures 10J to
10L), confirming the specificity of the HCT antibody.

To further address the extent and nature of lignification that occurred in the samples
used for HCT immunolabelling (panels A to H), the same stem sections were recovered after
CLSM observation and processed for Maiile staining. As shown in Figure 100 and in
agreement with previous observations (see Figure 9), xylem vascular tissues from non-
silenced plants appeared as uniformly coloured rings, whereas those from silenced plants were
variegated. Interestingly, the white patches of cells depleted in syringyl units (as indicated by
the arrow in Figure 10P) corresponded to the areas where the lignin autofluorescence intensity
was the highest (Figure 10N, arrow). Therefore, reduced HCT activity strictly correlated in
vivo with reduced lignin syringyl content and increased lignin autofluorescence. It is
concluded that lignin biosynthesis is strictly dependent on HCT activity in vivo and its
reduction by VIGS is probably at the origin of the altered spectral characteristics of lignin.
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Table 2: Impact of HCT silencing on cell wall degradability by cellulase.

Non-infected TRV-GFP TRV-HCT
infected infected
Weight loss (%) 339+0.7 36.7+2.3 574+ 1.4

The extent of degradation by cellulase was expressed as the percentage of loss in sample weight at
the end of incubation with the enzyme (see Methods). Data are mean values and standard errors from

duplicate experiments.
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Impact on cell wall degradability

We examined the consequences of the changes in lignin content and structure upon the
resistance of plant cell walls to hydrolase activity. The susceptibility of the tissues to cellulase
activity was studied and the results are presented in Table 2. The cell walls of TRV-HCT
infected tissues were degraded to a much higher extent than controls, since weight loss
reached 160% of the control value (Table 2). This was likely the result of facilitated cellulase

action in tissues in which lignification had been altered as a result of HCT silencing.
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DISCUSSION

The recent characterisation of an acyltransferase (HCT) (Hoffmann et al., 2003) capable
of synthesising p-coumaroyl shikimate and p-coumaroyl quinate esters, and of the cytochrome
P450 3-hydroxylase that uses the p-coumaroyl esters as substrates (Franke et al., 2002a,
2002b; Schoch et al.,, 2001) has profoundly changed our view of the phenylpropanoid
biosynthetic pathway (Humphreys and Chapple, 2002). Here, we have investigated the role of
HCT in lignin biosynthesis in planta by immunolocalizing the enzyme in wild-type and VIGS
HCT-silenced plants.

Using a specific antiserum raised against the purified recombinant protein for probing
various plant extracts, HCT was shown to accumulate in lignified tissues of stems and roots
(Figure 3). Immunocytochemical localisation of HCT in vascular tissues was compared to that
of CCoAOMT, which has previously been associated with lignification in various plants
(Inoue et al., 1998; Maury et al., 1999; Ye, 1997). Differences in the spatial and temporal
enzyme distribution were demonstrated for CCOAOMT and COMT in alfalfa tissues (Inoue et
al., 1998) and may be at the origin of subtle variations in lignin of distinct cell types. The
comparative localisation of CCoAOMT and HCT in tobacco showed that both enzymes
accumulate exclusively in vascular tissues and no signal was seen in the pith and cortex of
stems. HCT protein staining was much more evident in inner and external phloem than in
xylem cells (Figure 4). Faint labelling was also detectable in cambium cells where no signal
was recorded with anti-CCoAOMT antibodies. Inversely, HCT was not clearly detected in
differentiating young xylem cells, a major site of CCoAOMT accumulation. Thus, a distinct
spatial repartition of the two lignin biosynthetic enzymes was found and may be related to
their relative position in the pathway (Figure 1) and their implication at different stages of the
cell lignification process.

Studying the impact of VIGS of HCT on infected N. benthamiana plants provides
unequivocal proof of the involvement of HCT in lignin biosynthesis. HCT-silenced plants
exhibited profound changes in plant development, lignin content and structure and
susceptibility of the cell walls to enzymatic degradation. Comparison of enzyme
immunolocalization in control and silenced plants by confocal microscopy demonstrated a
correlation between the disappearance of enzyme labelling in vascular cells and the impact on
lignin structure. In silenced N. benthamiana plants, accumulation of the gene product in the
cambium zone and in xylem ray cells was clearly diminished compared to controls. Cell walls
of tissues that underwent silencing displayed surprisingly higher autofluorescence, suggesting
that the enrichment of lignin in H units demonstrated after thioacidolysis may result in
alterations of its spectral properties. This phenomenon could be linked to the fact that H lignin
units are essentially terminal lignin units with free phenolic groups (Lange et al., 1995). The

decrease in HCT protein accumulation in xylem tissues also strictly correlated with a decrease
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in lignin S unit content as revealed by histochemical staining and chemical analysis. These
changes in enzyme accumulation and lignin composition appeared unevenly distributed
within the stem tissues of infected plants, suggesting some heterogeneity in the effects of
silencing which may reflect the cell-to-cell spread of the virus or the replication rate of the
TRV vector at the cellular level. It is known that the efficiency of VIGS is indeed dependent
on virus replication, at least at the stage of VIGS initiation (Ruiz et al., 1998). In TRV-
infected plants, the virus multiplication rate is initially high, then declines and is maintained at
a low level at later stages of infection (Ratcliff et al., 2001). By evading the plant defense
mechanism, the virus persists in the infected plants and maintains the gene silencing
phenomenon. A signal may also propagate into uninfected cells of the plant and trigger
silencing (Voinnet and Baulcombe, 1997; Ratcliff et al., 2001).

We do not know whether the fluctuations in HCT accumulation and effects on lignin
arose from varying levels of virus multiplication or were a consequence of a compensation
process from the plant. In any event, the HCT-targeted VIGS phenomenon leads to a plant
vasculature with a lignin unusual in its enrichment in H units, its depletion in S units and its
heterogenous nature. It would be of interest to examine in depth the impact of such abnormal
lignin synthesis on cell differentiation. However, the currently available histochemical
methods only allow detection of gross changes in lignin structure while characterization of
more subtle alterations, possibly affecting different cell types, would demand novel
spectroscopic methods for in situ studies. It has been established that, during cell wall
differentiation, patterns of lignification are well defined, leading to the overall architecture of
the secondary cell wall: first, p-coumaryl alcohol is predominantely deposited into the middle
lamella and cell corners (H unit, Figure 1), followed by coniferyl alcohol which is mainly laid
down in the secondary wall (G unit); finally, sinapyl alcohol is deposited at the late stages of
lignification (S unit, Lewis, 1999). In VIGS-silenced plants the proportion of monolignols is
modified and resulting alterations in the cell wall ultrastructure could be revealed, for
instance, by in situ immunocytochemical analysis of lignin substructure epitopes using
transmission electron microscopy (Ruel et al., 2001). Such studies should improve our
knowledge of the precise spatio-temporal regulation of the secondary cell wall assembly.

In view of the upstream position of HCT in the pathway (Figure 1), its repression most
probably affects not only lignin but also other metabolites, particularly soluble compounds. A
complete appraisal of the impact of HCT silencing on global phenylpropanoid metabolism
would require investigation of the intermediate pools, for example by HPLC. For such
studies, the regulation of VIGS establishment and maintenance could introduce an additional
level of complexity compared to the analysis of a mutant plant. For instance, a rather
surprising point that merits confirmation is the differential effect of HCT repression on G and
S lignin units, which are both downstream of HCT (Figure 1). Aside from the unlikely

occurrence of an alternative pathway, the predominant effect on S synthesis suggests that,
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when the metabolic flux is lowered by HCT repression, the reduction of coniferaldehyde into
coniferylalcohol and polymerisation in guaiacyl lignin is favored versus hydroxylation and
methylation leading to syringyl lignin (see Figure 1). Such a channelling mechanism could be
demonstrated by feeding labelled precursors and following label fate in the intermediate
pools.

Recently, major advances have been made in the understanding of the phenylpropanoid
pathway by analysing the impact of lignin biosynthetic gene repression in antisense plants
(Abbott et al., 2002; Atanassova et al., 1995; Baucher et al., 1998; Pincon et al., 2001a,
2001b) and Arabidopsis mutants (Franke et al., 2002a; Humphreys and Chapple, 2002).
Depending on the enzyme targeted for repression, different changes in lignin content and/or
composition were observed, observations that shed new light on the role of the targeted
enzymatic step in the biosynthetic pathway. For example, the strong reduction of S units in
the lignin of tobacco transformed with a COMT I transgene demonstrated the function of
COMT I in S unit synthesis and implicated CCoOAOMT in G unit synthesis (Atanassova et al.,
1995, see Figure 1). The role of CCOAOMT has been confirmed by analysis of new antisense
plants (Pingon et al., 2001b). It should be noted that, in most of the aforesaid cases and in
others, changes in guaiacyl and/or syringyl unit synthesis were observed, resulting in
variations in the S/G ratio but not systematically in detectable changes of lignin content. Nor
was H unit content affected, angiosperm lignin being mainly constituted of G and S units. As
shown in Figure 1, the conversion of the metabolic precursor of the H unit, p-coumaroyl CoA,
into caffeoyl CoA (the precursor of both G and S lignin units) is catalysed sequentially by
HCT and C3H. Recently it was shown that an Arabidopsis mutant (ref 8) affected in the C3H
gene contained less lignin than wild type plants and its lignin was unusual in being composed
primarily of H units (Franke et al., 2002a). The same trends in lignin changes were observed
in the HCT-silenced plants, although to a lesser extent, probably because (i) HCT silencing
was induced at an advanced stage of development (i.e. after wild type lignin was formed) and
(i1) as discussed above, all infected cells were not affected to the same extent. Comparable
phenotypes of plants affected in the C3H or HCT genes are consistent with the fact that the
two enzymatic steps are consecutive in the synthesis of caffeoyl CoA from p-coumaroyl CoA.
Furthermore, the modifications of lignin structure and content decreased cell wall resistance
to hydrolytic enzymes of the Arabidopsis mutant ref8 as observed for the HCT-silenced plants
described here. These data point to the importance of lignification for cell wall resistance to
the action of hydrolytic enzymes such as those produced by pathogenic organisms. The study
of the resistance of silenced plants to bacterial and fungal pathogens will enable us to test this

hypothesis.
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METHODS

Chemicals, enzymes and general methods.

Commonly used chemicals and reagents were of the highest purity readily available. Bradford
protein dye reagent was purchased from Bio-Rad (Hercules, CA). Restriction enzymes and
buffers were purchased from Biolabs (Beverly, MA) or Gibco BRL (Life Technologies,
Cergy Pontoise, France). T4 DNA ligase, T4 polynucleotide kinase and ATP were purchased
from Gibco BRL. Purified oligonucleotides used for cloning and DNA sequencing were
provided by Gibco BRL Custom Primers. DNA amplification using 7Taq polymerase (Gibco
BRL) was performed in the iCycler™ thermocycler (Bio-Rad Laboratories). Plasmid and
PCR products were extracted and purified from agarose gels using kits purchased from

Qiagen (Hilden, Germany).

Plant material and culture conditions

Nicotiana tabacum and Nicotiana benthamiana plants were grown in a growth chamber under
3,000 lux lighting and a light/dark cycle of 16h/8h. The temperature was maintained at 21 +
2°C. Tissues were harvested from flowering tobacco plants and frozen in liquid nitrogen.
One-month old N. benthamiana seedlings were infected with TRV constructs using

Agrobacterium-mediated transient gene expression (Ratcliff et al., 2001)

DNA sequencing.

DNA sequencing was performed by the method of Sanger (Sanger et al., 1977) using the
rhodamine dye-terminator cycle ready kit with AmpliTaqg DNA polymerase FS (Perkin-
Elmer, Foster City, CA) and a Applied Biosystems DNA sequencer (model 373A, Foster
City, CA).

Production and use of polyclonal antibodies

Heterologous expression in E. coli cells and purification of the HCT protein were carried out
as described previously (Hoffmann et al., 2003). Polyclonal antibodies were raised in rabbit
by four successive injections of 100 pg of the purified enzyme. Before injection, the protein
solution was emulsified with Freund’s complete adjuvant for the first injection, and with
incomplete adjuvant for the others. The anti-CCoAOMT antibodies were produced as
described by Maury et al. (1999). Anti-HCT antibodies were used at 1/10,000 or 1/500
dilution and anti-CCoAOMT serum at 1/2,000 or 1/200 dilution in protein-gel blot and
immunohistochemical analyses, respectively. For specificity tests, anti-HCT antibodies were
pre-incubated for 2 h at 20°C in phosphate buffer saline solution (PBS) or in PBS containing
100 uM of purified HCT recombinant protein.

94



Chapitre I. Caractérisation d'une acyltransférase de tabac : HCT
Partie IT. Etude de la fonction biologique d'HCT

Protein gel blot analysis
The basic procedures for electrophoresis of proteins under denaturing conditions and
immunoblotting were as described previously (Geoffroy et al., 1990) except that phosphatase

activity was detected with a chemiluminescent substrate (BioRad CDP-Star).

DNA gel blotting

Genomic DNA analysis was performed as previously described in (Martz et al., 1998). DNA
samples (40 pg) were digested to completion with one or two restriction enzymes, ethanol-
precipitated and resolved on 0.8 % agarose gel. Following depurination, the gel was blotted
on Hybond N+ membrane (Amersham Bioscience). The [a->"P]dCTP-labelled probe was
synthesised from the 957 pb N. benthamiana HCT fragment by random priming. DNA gel

blot hybridisation and washing steps were carried out at 65°C.

HCT activity assays

Plant tissues were ground with a pestle and mortar in liquid nitrogen and the powder was
extracted with 0.1 M sodium phosphate buffer, pH 7.5, containing 10 mM dithiothreitol,
quartz and polyclar AT (Serva, Buchs, Schwitzerland). After centrifugation at 4°C for 20 min
at 13,000 rpm, the supernatant was used for HCT activity measurement in crude extracts. The
reaction mixture contained 100 mM phosphate buffer pH 6.6, 1 mM dithiothreitol, 0.4 to 12
ug of protein, 100 uM p-coumaroyl CoA and 4 mM shikimate in a total volume of 20 pl. The
reaction was initiated by addition of the enzyme extract, incubated at 30°C for 2 to 30 min
and terminated by addition of 20 ul of HPLC solvent. Reaction products were analysed and
quantified by HPLC. Protein content was measured by the method of Bradford (1976).

Immuno-histochemical analyses

Stems from 8 week old N. tabacum were collected, fixed with a solution containing 3.7%
formaldehyde, 50% ethanol and 5 % acetic acid in water, dehydrated in an ethanol series, and
embedded in paraplast before 10 pm thick sections were made. Stems of 8 week old N.
benthamiana infected for 4 weeks were hand-sectioned and immediately fixed for 1 h by
immersion in ethanol. Before immunolabelling, sections were rehydrated in PBS solution,
blocked for 1 h in PBS containing 5 % (w/v) bovine serum albumin (BSA), 5 % (v/v) normal
goat serum and 0.1 % cold water fish skin gelatine (Aurion, Wageningen, The Netherlands)
and further incubated overnight at 4°C in PBS containing 0.1 % (v/v) acetylated BSA
(Aurion). Sections were then washed four times in PBS and incubated again in the dark for 4
h at room temperature with Alexa-fluor 568 goat anti-rabbit immunoglobulin G (Alexa 568,
Molecular Probes, Leiden, The Netherlands) diluted 1:300 in PBS plus 0.1 % acylated BSA.

Samples were washed again four times before light microscopical observations. Control
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experiments in which primary antibodies were omitted were routinely performed to verify the

specificity of the labelling.

Epifluorescence microscopy

Epifluorescence microscopy observations were done with a Nikon Eclipse E800 microscope
with appropriate filters and a X10 0.3 numerical aperture objective. For Alexa 568, the
parameters were as follows: excitation wavelength (ex), 515 to 565 nm; dichroic mirror (dm),
565 nm; and emission band pass filter, 582.5 to 627.5 nm. For lignin autofluorescence, the
parameters were as follows: ex, 330 to 380 nm; dm, 400 nm; and emission long-pass filter,

420 nm. Image acquisition was performed as previously described (Gaire et al., 1999).

Confocal laser scanning microscopy

Confocal laser scanning microscopy (CLSM) was performed with a Zeiss (Jena, Germany)
LSM510 microscope equipped with a Zeiss Axiovert 100M inverted microscope and a X10,
0.3 numerical aperture objective. Laser scanning was performed using the multi-track mode to
avoid bleed-through. Excitation/emission wavelengths were 488/505-545 nm for lignin and
543/560-615 nm for Alexa 568. Image processing used LSM510 version 2.8 (Zeiss) and
PhotoShop 5.5 (Adobe Systems, San Jose, CA) for final assembly.

Cloning of a partial HCT ¢cDNA from N. benthamiana

Reverse transcription. Reverse transcription with total RNA from one month old N.
benthamiana stems was carried out using (poly)dT primer and Superscript ™ (Life
technologies) according to the manufacturer’s instructions.

Generation of partial cDNAs. Partial cDNAs were produced by PCR using as template the
cDNA generated by reverse transcription. The sense degenerate oligonucleotide primer (5°-
TTTTAYCCNATGGCKGGKMG-3’) was based on the consensus sequence FYPMAG
conserved between N. tabacum HCT and other acyltransferases (Hoffmann et al., 2003). The
antisense primer was based upon the conserved region DFGWG near the carboxyl terminus of
acyltransferase proteins and had the following sequence : 5’-CCCCAICCRAARTC-3". 1
indicates inosine and R, H,Y, K, M and N indicate the following degenerate sites: R, A/G; H,
A/C/T; Y, C/T; K, G/T; M, A/C and N, A/G/C/T. DNA amplification was performed under
the following conditions: 3 min at 94°C and then 35 cycles at 94°C for 1 min, 42°C for 1 min
and 72°C for 1 min. At the end of the 35 cycles, the reaction mixture was incubated for an
additional 10 min at 72°C. The amplified DNA was resolved by agarose gel electrophoresis,
and the band of the correct size (957 bp) was isolated and subcloned into pCRII-TOPO

(Invitrogen, Cergy Pontoise, France) prior to sequencing.
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VIGS technology

Virus Induced Gene Silencing (VIGS) technology was used to induce HCT gene silencing in
N. benthamiana with the tobacco rattle virus vector system (Ratcliff et al., 2001). The 957 bp
cDNA fragment of the N. benthamiana HCT gene was cloned into the Apal and BamHI sites
of pTVO00 vector to produce the pTV-HCT construct used for N. benthamiana infection.

Lignin analysis

Wiesner and Maiile staining were performed as previously described (Atanassova et al.,
1995). Lignin analysis was carried out on the stems of 3 month-old N. benthamiana plants
which had been infiltrated 8 weeks before collection. The air-dried stems were evenly ground
to pass through a 0.5 mm sieve before an exhaustive solvent extraction, first with
toluene:ethanol (2:1, v/v), then with ethanol, and finally with water. The lignin content was
determined from the freeze-dried extract-free samples by the standard Klason method (Dence,
1992). The Klason lignin content was calculated in weight percent of the dry extract-free stem
material and from 4 replicate analyses performed on 300 mg of sample. Thioacidolysis
reagent was prepared by introducing 2.5 ml BF; etherate (Sigma-Aldrich, Saint Quentin,
France) and 10 ml of ethanethiol EtSH (Sigma-Aldrich) into a 100-ml flask and adjusting the
final volume to 100 ml with dioxane. The colourless reagent was used immediately after
preparation. The extract-free stem samples (20 mg) were added to 10 ml of reagent and 1 ml
of solution of GC internal standard (docosane, 0.24 mg/ml in CH2CI?) in a glass tube closed
with a Teflon-lined screwcap. Thioacidolysis was performed at 100°C in an oil bath for 4 h.
The cooled reaction mixture was diluted with 30 ml water and the pH was adjusted to 3-4
with 0.4M NaHCO3. The reaction mixture was extracted with CH2ClI2 (3 x 30 ml). Combined
organic extracts were dried over NapSO4 and then evaporated under reduced pressure at
40°C. The final residue was redissolved in ca. 0.5 ml CH2CI before silylation and GC-MS
analyses according to (Lapierre, 1986). Quantitation of the main p-hydroxyphenyl (H),
guaiacyl (G) and syringyl (S) lignin-derived monomers, analysed as their trimethylsilylated
derivatives, was carried out from specific ion chromatograms reconstructed at m/z 239 for the
H monomers, 269 for G monomers and at m/z 299 for S monomers after an appropriate

calibration relative to the docosane internal standard.

Cell wall degradability

The susceptibility to cellulolysis was evaluated using a method adapted from (Rexen,
1977): 200 mg of the extract-free ground sample were placed in 30 ml of 0.05 M sodium
acetate buffer pH 4.5, containing 2 mg/ml commercial cellulase (cellulase Onozuka-R10,
Serva, Heidelberg, Germany). The cellulolysis was carried out for 48 h at 37°C with magnetic
stirring. After incubation, the reaction medium was filtrated over a tared filtering crucible, the

residue was washed with water, oven-dried and then gravimetrically determined.
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HPLC analysis of reaction products

Incubation products were resolved on a RP C18 column (Novapak, 4 um, 4.6 x 250 mm,
Waters, USA) using an increasing gradient of acetonitrile in water containing 0.1% formic
acid. Gradient conditions at 1 ml/min flow rate were as follows: 10 to 50 % acetonitrile for
50 min; 50 to 80 % acetonitrile for 5 min; 80 to 10 % for 5 min and then 10 min
reequilibration with 10 % acetonitrile. Compounds were characterised by their retention time
and their UV absorption spectrum recorded with a photodiode array detector (Waters, USA).
The amounts of hydroxycinnamoyl shikimate esters were determined using authentic
standards (Hoffmann et al., 2003).

Synthesis and purification of the p-coumaroyl-CoA substrate

p-coumaroyl-CoA ester was prepared according to the method of Stockigt and Zenk with
some modifications (Negrel and Smith, 1984; Stockigt and Zenk, 1975) and identified and
quantified by spectroscopy.

Accession numbers

The GenBank accession numbers for the sequences mentioned in this article are AJ507825 for
N. tabacum HCT cDNA and AJ555865 for N. benthamiana partial HCT cDNA. Upon
request, all novel materials described in this article will be made available in a timely manner

for non-commercial research purposes.
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Figure | 17. Alignement des
séquences nucléotidiques entre
I’ADNc du géne HCT de N. tabacum
(numéro d’accession, AJ507825) et
le fragment partiel d’ADNc cloné
chez N. benthamiana (numéro
d’accession, AJ555865). Les fleches
indiquent la position des
oligonucléotides dégénérés employés
pour le clonage (article 2). (*)
représente les nucléotides identiques
entre les deux séquences.

— : site de restriction EcoRI unique.
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Figure | 18. Alignement des séquences protéiques entre I'acyltransférase de N. tabacum (HCT;
numéro d’accession, CAD47830) et le peptide correspondant a 'ADNc partiel cloné chez N.
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entre les deux séquences.
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Figure | 19. Analyse histologique, au bleu de toluidine, de coupes transversales de tiges de N.
benthamiana controles ou réprimées pour le géne HCT (HCT-).

A, C, E : coupes transversales de tiges contrbles observées a différents grossissements; A, x1,4; C, x5,2; E, x50.
B, D, F : coupes transversales de tiges HCT-. Grossissement : B, x1,4; D, x5,4; F, x50.

Les clichés C et D représentent un zoom sur les encarts en pointillés des photos A et B.
Les clichés E et F représentent un zoom sur les encarts en pointillés des photos C et D.

rp : cellules du parenchyme bordant les fibres du xyléme.
f: fibres du xyléme.
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3. Résultats complémentaires

3.1 Clonage d’un fragment d’ADNc du géne codant pour HCT chez N. benthamiana

Dans le cadre des expériences de répression du géne HCT par 1’approche « VIGS »,
nous avons isolé et cloné un fragment d’ADNc (957 pb) du géne codant pour HCT chez N.
benthamiana (voir article 2). Ce fragment présente plus de 95% d’identité avec I’ADNc de N.
tabacum (Fig. 1 17) et au niveau protéique, les deux séquences présentent prés de 99%
d’identit¢ (Fig. I 18). L’expérience de Southern blot présentée dans 1’article 2 nous permet de

conclure qu’il n’y a qu’un seul représentant du géne HCT chez N. benthamiana.

3.2 Analyse histologique des tissus conducteurs de plants de N. benthamiana dont le
gene HCT est réprimé

L’inhibition de I’expression du géene HCT chez N. benthamiana (HCT-) conduit a une
modification chimique de la lignine synthétisée au niveau des tissus conducteurs. Cette
altération est mise en évidence par 1’apparition de zones blanches aprés coloration de coupes
transversales de tiges HCT- avec le réactif de Maule, qui révéele spécifiquement les unités
monomériques diméthoxylées (S) (figure 9, article 2). Cette observation a été confirmée par
I’analyse chimique de la lignine, puisque ces plantes incorporent moins d’unités S et ceci au
profit des unités non méthoxylées (H) (tableau 1, article 2). De plus, les observations
microscopiques réalisées sur des coupes transversales de tige HCT- ont révélé que certaines
parties des tissus conducteurs présentaient une fluorescence accrue, celles-ci correspondant
aux zones blanches aprés coloration par le réactif de Méule. La modification du spectre
d’émission des tissus lignifiés pourrait provenir de I’incorporation en quantité substantielle
d’unités H.

Afin de préciser ces données, nous avons procédé a une analyse histologique de ces
tissus a 1’aide du bleu de toluidine (Fig. I 19). Le bleu de toluidine est un colorant non
spécifique qui a la particularité de colorer toutes les structures basophiles avec une intensité
qui varie selon leur concentration. Il colore notamment les polyphénols (lignine, tanins) et est
donc indiqué pour caractériser les différents tissus vasculaires (voir Matériel et Méthodes).

L’étude de coupes transversales de tige contrdle (plante infectée par la construction
TRV-GFP) (Fig. I 19A et C) permet de révéler I’anneau vasculaire (xyléme) en vert-
turquoise caractéristique. Par contre, la coloration des tissus conducteurs de tige HCT- n’est
pas homogene (Fig. I 19B et D). On retrouve la coloration vert-turquoise des tissus témoins
mais avec des zones présentant une coloration bleue plus intense (fleche, Fig. I 19D). Ce
changement de coloration refléte une modification de la composition chimique de ces plages.

La corrélation entre ces zones plus intenses révélées au bleu de toluidine et celles apparaissant
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en blanc lors de la coloration de Maiule ou plus fluorescentes en microscopie reste a
démontrer. Lorsque 1’on « zoome » sur I’anneau vasculaire de plante contrdle (Fig. I 19E), ou
sur les zones plus intenses des tissus HCT- (Fig. I 19F), on visualise distinctement les fibres
du xyléme (f) et les cellules parenchymateuses (rp). Les parois cellulaires lignifiées des fibres
HCT- présentent une coloration plus intense que celle des fibres contrdle et paraissent plus
épaisses. De plus, on constate que le contenu cytoplasmique des cellules du parenchyme
HCT- apparait également nettement plus foncé que celui des cellules témoins. Ce type
d’observation avait déja été réalis¢é chez des peupliers transgéniques réprimés pour
I’expression d’un geéne codant pour une laccase (Ranocha er al., 2002). Ces plantes
accumulaient jusqu’a trois fois plus de composés phénoliques solubles. Les auteurs ont
conclu, en s’appuyant sur I’augmentation de 1’intensité de la coloration au bleu de toluidine,
que ces composés phénoliques s’accumulaient préférentiellement au niveau des cellules
parenchymateuses du xyléme. Dans notre cas, I’augmentation de I’intensité de la coloration
bleue pourrait également étre corrélée avec I’accumulation d’intermédiaires métaboliques et
notamment de I’acide chlorogénique (voir paragraphe suivant).

Les clichés présentés Fig. I 19E et F indiquent une modification de I’aspect et de
I’organisation des fibres du xyléme. Contrairement aux cellules contrdle, de forme plutot
rectangulaire et disposées en faisceau, les fibres de plantes HCT- sont plus rondes, plus petites
et sont disposées sans agencement particulier. Cet effet de I’inhibition de I’expression d’HCT
sur la structure et 1’organisation des tissus conducteurs a été observé lors de la répression

d’autres génes impliqués dans la biosynthése de la lignine (voir paragraphe 2.5.).

3.3 Analyse par CLHP de la teneur en composés phénoliques solubles de tige et de

feuilles de plants de N. benthamiana dont le géne HCT est réprimé

Comme nous venons de le voir (article 2), la répression de I’expression de 1’enzyme
HCT par une approche « VIGS » a des répercussions importantes sur le développement des
plantes et le processus de lignification des tissus conducteurs de la tige et des racines. Ces
résultats permettent de considérer la réaction enzymatique catalysée par cette protéine comme
une étape clef du métabolisme des phénylpropanoides. En plus de sa capacité a fournir les
substrats de la C3H (Fig. I 7), I’enzyme HCT se montre également capable d’utiliser les
produits de la C3H, les esters quinique ou shikimique d’acide caféique, pour synthétiser le
caféoyl-CoA (Fig. I 8) (article 1). Parmi ces esters d’acide caf€ique, 1’acide chlorogénique
(CGA) constitue le composé phénolique soluble le plus abondant chez certaines especes
végétales, dont les Nicotianées (paragraphe 1.2.3.). Il nous a donc semblé intéressant de
déterminer quelles étaient les répercussions de la répression d’HCT sur les pools de CGA.

Pour cela nous avons séparé par CLHP I’ensemble des composés phénoliques solubles

103



A Tige
0,34
So.z2. X
@ Contréle
2
(@]
3
< 0,1
10 20 30 40 50 60 70
Temps de rétention (min.)
C | Feuilles
3A
8 2]
g Contréle
o
3
< 1
10 20 30 40 50 60 70

Temps de rétention (min.)

B | Tige

5-0O-caféoylquinique

0,34 3-O-caféoylquinique
0,2] |
HCT -
0,14
UJ. M"—* e : : —
10 20 30 40 50 60 70
Temps de rétention (min.)
D | Feuilles
3A
2]
HCT -
1
10 20 30 40 50 60 70

Temps de rétention (min.)

Figure | 20. Analyses par CLHP des phénols solubles extraits de tige et de feuilles de N.
benthamiana témoin ou HCT- : exemples de chromatogrammes représentant I'absorbance des

produits a 320 nm en fonction de leur temps de rétention.

A : séparation des phénols solubles de tige de plantes témoin.
B : séparation des phénols solubles de tige de plantes HCT-.

C : séparation des phénols solubles de feuilles de plantes témoin.
D : séparation des phénols solubles de feuilles de plantes HCT-.
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Figure | 21. L’acide chlorogénique.
A : formule chimique et numérotation des carbones du cycle de I'acide quinique.

B : spectre d’absorption.
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Figure | 22. Analyses par CLHP de la concentration en acide chlorogénique (CGA) de plants de N.
benthamiana témoin ou HCT- : exploitation des profils CLHP bruts (exemples présentés Fig. | 20) obtenus
pour chacune des plantes analysées.

A : histogrammes présentant, dans les feuilles, la concentration d’acide chlorogénique en nmol par mg de poids
frais (PF), pour six plantes témoin et sept plantes HCT-.
B : histogrammes présentant, dans la tige, la concentration d’acide chlorogénique en nmol par mg de poids
frais (PF), pour cinqg plantes témoin et six plantes HCT- .
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présents dans les feuilles et les tiges de plantes témoins et réprimées (HCT-) (voir Matériel et
Meéthodes).

La chromatographie liquide haute performance permet de séparer des composés en
fonction de leur hydrophobicité. Aprés passage sur la colonne, les composés phénoliques sont
caractérisés par leur temps de rétention sur la colonne et leur spectre d’absorption dans 1’U.V.
Ces deux parametres sont présentés Fig. I 20 par quatre exemples de chromatogrammes
obtenus a partir d’extraits de tige et de feuilles de plantes témoin (Fig. I 20A et C) et HCT -
(Fig. 1 20B et D).

Les résultats obtenus pour la tige et les feuilles révelent, a 1’échelle de D.O. choisie, un
double pic caractéristique, majoritaire dans les deux tissus. Ce double pic a été identifi¢
comme ¢étant 1’acide chlorogénique et 1'un de ses isomeres, grace au temps de rétention
d’environ 10 min et a un spectre d’absorption identique a celui de composés standards (Fig. I
21). 11 existe plusieurs esters caféoylquiniques suivant la fonction alcool (1, 3, 4, ou 5) de
I’acide quinique engagé dans la liaison ester. Le double pic révéle les deux isomeres
majoritaires chez le tabac, les isomeéres 5 et 3.

Les profils bruts de CLHP (Fig. I 20) mettent en valeur 1’abondance du CGA dans ces
tissus par rapport aux autres composés phénoliques et expliquent le réle de « composé
phénolique de réserve » qui lui est attribué. Nous avons néanmoins examiné d’autres pics en
utilisant des échelles différentes, sans trouver de différences significatives entre les profils des
plantes témoins et des plantes réprimées HCT-. Par contre, les quatre exemples présentés Fig.
I 20 révelent que la quantité en CGA varie fortement entre les plantes témoin et HCT- et d’un
tissu a I’autre. En ce qui concerne la tige (Fig. I 20A et B), on constate que la surface des pics
correspondant a 1’acide chlorogénique est beaucoup plus importante chez la plante HCT - que
chez le témoin. Les chromatogrammes présentés Fig. I 20C et D montrent le phénomene
inverse dans les feuilles : il y a moins d’acide chlorogénique dans les feuilles de la plante
HCT- que dans celles du témoin. On verra un peu plus loin que les quantités de
caféoylquiniques sont trés fluctuantes et qu’on ne peut pas tirer de conclusion de cette
expérience particuliére. Si I’on compare les chromatogrammes Fig. I 20A et C, on constate
¢galement que naturellement les feuilles contiennent nettement plus d’acide chlorogénique
que la tige. Ces analyses ont été réalisées sur une population de plantes témoin et sur une
population de plantes réprimées pour le géne HCT afin de confirmer les résultats.

Pour les feuilles, 6 échantillons de plantes témoin infectées avec la construction virale
TRV-GFP (GFP10, GFP2, GFP5, GFP7, GFP4 et GFPS8) et 7 échantillons de plantes HCT-
(HCT11, HCT9, HCT4, HCT3, HCT8, HCT2 et HCT1) ont été analysés (Fig. I 22A). Pour la
tige, nous avons étudié¢ 5 échantillons de plantes témoin (GFP10, GFP5, GFPS, GFP4 et
GFP7) et 6 échantillons de plantes HCT- (HCT4, HCT1, HCT3, HCTS, HCT9 et HCT2) (Fig.

I 22B). Les quantités d’esters caféoylquiniques pour chaque échantillon sont présentées sous
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Figure | 23. Concentration moyenne en acide chlorogénique (CGA) dans des plants de N.
benthamiana témoins ou HCT - : exploitation des données présentées Fig | 22.

A : histogrammes présentant, dans les feuilles, la concentration moyenne d’acide chlorogénique exprimée
en %, pour les plantes témoin et HCT- présentés Fig. | 22A.

B : histogramme présentant, dans la tige, la concentration moyenne d’acide chlorogénique exprimée en %,
pour les plantes témoin et HCT- présentés Fig. | 22B.

Les encarts positionnés sur la droite représentent I'activité enzymatique HCT mesurée sur les mémes
échantillons (figure 7, article 2).
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forme d’histogramme et exprimées en nmol/mg de poids frais (Fig. I 22). Ces concentrations
tiennent compte des isomeres 5 et 3.

Les variations observées entre les feuilles témoin et HCT- ne semblent pas
significatives, la concentration en CGA présentant des fluctuations importantes. Par contre,
les résultats obtenus pour les tiges sont beaucoup plus nets avec une augmentation de la
concentration en CGA dans les tiges HCT-. Ces expériences confirment également que la
concentration en CGA est nettement plus forte dans les feuilles que dans les tiges, d’un
facteur 40 environ. La concentration moyenne de CGA a été calculée dans les feuilles et les
tiges de plantes t¢émoin et HCT-. Les calculs sont basés sur les valeurs présentées Fig. I 22.
Les histogrammes de la Fig. I 23 représentent la concentration moyenne en CGA exprimée en
pourcentage, les valeurs moyennes de CGA obtenues pour les tissus de plantes témoin étant
fixées arbitrairement a 100 %. Cette étude statistique confirme que les variations observées
dans les feuilles témoin et HCT- ne sont pas ou peu significatives puisque les barres d’erreur
sont chevauchantes. Une ¢tude statistique sur un plus grand nombre d’échantillons devrait
permettre d’étre plus affirmatif. Par contre, dans les tiges, la répression du géne codant pour
HCT conduit a une augmentation spectaculaire de 400% de la concentration en CGA. Pour
expliquer cette différence entre les feuilles et les tiges, nous pouvons constater que la
répression de I’activité HCT est également hétérogeéne entre ces deux tissus (figure 7, article
2). Les encarts de la Fig. I 23 rappellent que I’activit¢ HCT (mesurée sur les mémes
prélévements) est nettement moins affectée dans les feuilles que dans les tiges, suggérant une
corrélation directe entre le niveau de répression de I’activité et I’impact sur le métabolisme du
CGA (avec des effets opposés). L’absence de diminution significative de la concentration du
CGA dans les feuilles HCT- pourrait aussi s’expliquer par la présence du pool majoritaire de
CGA avant la répression du géne HCT. L’accumulation de CGA dans les tiges HCT- pourrait
constituer une explication a I’augmentation de 1’intensité de la coloration au bleu de toluidine
dans le cytoplasme des cellules parenchymateuses du xyléme (Fig. I 19F).

Ces données démontrent que 1’enzyme HCT, in planta, joue un rdle important dans le
métabolisme du CGA, confirmant les activités enzymatiques mesurées avec la protéine HCT
recombinante (article 1). En effet, in vitro, HCT est capable de conduire au CGA en présence
d’acide quinique et de caféoyl-CoA, mais également au caféoyl-CoA en présence de CoASH
et de CGA. L’augmentation de la concentration en CGA dans les tiges HCT- suggere que
dans ces tissus HCT joue un rdle primordial dans le catabolisme du CGA pour conduire au
caféoyl-CoA, la forme métaboliquement active conduisant aux monomeéres de la lignine.
Cette observation implique notamment que le CGA serait fourni par d’autres tissus, les
feuilles essentiellement, et que celui-ci, en 1’absence de D’activit¢ HCT, s’accumulerait.
L’ensemble de ces résultats constitue un point de départ intéressant pour essayer de mieux
comprendre le role du CGA dans le métabolisme de la plante et la fonction d’HCT dans la
gestion du pool de CGA.
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Figure | 24. Mesure de I'activité HCT au cours de la réaction d’hypersensibilité de N. tabacum au VMT.
A : feuilles infectées (prélévements des lésions nécrotiques).
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: feuilles non traitées.
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La composition des phénols estérifiés aux parois a également fait 1’objet d’analyses par
CLHP. En effet, les esters de CoA dont la synthése est sous le contréle directe d’HCT,
pourraient &tre les précurseurs des formes phénoliques liées aux parois. Les phénols pariétaux,
de tige et de feuilles, ont été extraits a partir des mémes échantillons témoin et HCT- utilisés
pour I’analyse des phénols solubles. Cependant, aucune modification significative de la teneur
ou de la nature de ces phénols n’a été décelée. Des analyses plus approfondies seront

nécessaires avant de pouvoir tirer des conclusions.

34 L’enzyme HCT peut-elle jouer un réle dans les mécanismes de résistance des
plantes aux agents pathogénes? Mesure de Dactivité HCT lors de la réaction
d’hypersensibilité (RH) du tabac vis-a-vis du VMT.

L’expression de nombreux génes du métabolisme des phénylpropanoides est induite en
réponse a 1’agression par des agents pathogénes (Dixon et Paiva, 1995). L’implication d’HCT
au sein du métabolisme des phénylpropanoides, ainsi que la capacité¢ de cette enzyme a
métaboliser le composé phénolique soluble le plus abondant chez le tabac, 1’acide
chlorogénique, nous a conduit a étudier 1I’expression de la protéine dans des feuilles de N.
tabacum Samsun NN infectées par le VMT (voir Matériel et Méthodes). L’interaction entre le
VMT et ce cultivar de tabac conduit a I’un des mécanismes de résistance les plus efficaces
chez les plantes, la réaction d’hypersensibilité (RH). Cette réponse de défense se caractérise
par une nécrose des cellules végétales entourant le site de pénétration du virus et, autour de la
nécrose, par le renforcement des barriéres mécaniques de la cellule, la synthése de protéines
anti-microbiennes (Pathogenesis-Related) et I’induction de métabolismes secondaires (voir
paragraphe 1.5.2.).

Les premieres expériences visant a suivre 1’expression de la protéine HCT au cours de
la virose ont été menées par immunodétection. Les résultats obtenus n’ont pas été concluants,
la technique utilisée n’étant pas assez sensible pour mettre en évidence 1’expression de la
protéine HCT (résultats non montrés).

Nous avons alors mesuré 1’activit¢ HCT au cours de la virose. Pour mettre en évidence
une induction de I’activité HCT lors de la RH, des lésions nécrotiques ont été prélevées 2, 4, 5
et 7 jours aprés inoculation (Fig I 24). Il a été nécessaire de procéder a une série de
prélevements témoin. Le limbe de plantes non traitées a été prélevé au cours de la croissance
de la plante afin de tenir compte des variations liées au développement. Parallélement, des
plantes ont été soumises uniquement a traitement dit de « blessure »; les feuilles ont été
frottées a 1’eau mais en présence de la célite afin de vérifier si I’activit¢ HCT pouvait étre
induite par la blessure. Les activités HCT présentées Fig I 24 sont exprimées en nmol de
produit formé / mg de protéine / min et ces valeurs constituent une moyenne sur deux

expériences indépendantes. Dans les feuilles témoin, I’activit¢ HCT présente un niveau basal
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trés faible comparable a celui mesuré dans les expériences présentées Figure 3C, article 2.
Lors de I'infection on peut observer une stimulation : I’activité augmente au moment de
I’apparition des Iésions nécrotiques; puis [’activité diminue progressivement jusqu’au
septieme jour apres I’infection. Ce profil de stimulation de 1’activit¢ HCT est comparable a
celui observé pour d’autres enzymes de la voie des phénylpropanoides lors de la RH de
feuilles de tabac vis-a-vis du VMT (Legrand et al., 1976a; Maury et al., 1999). Ceci suggere
une régulation coordonnée des enzymes de ce métabolisme qui conduit a la synthése de
composés aux propriétés antimicrobiennes tels que les coumarines ou encore au renforcement
pariétal grace a I’incorporation de composés phénoliques. Une faible induction de 1’activité
HCT est ¢galement observée 3 jours apres la blessure, mais elle n’est pas significative. Il
s’agit de résultats préliminaires qui restent a confirmer sur un plus grand nombre
d’échantillons et en se focalisant sur des temps plus précoces apres infection.

Parallélement a la stimulation de I’activité HCT, nous avons observé une augmentation
de la concentration en CGA a proximité des lésions nécrotiques a partir du troisiéme jour
aprés infection (résultats non montrés) suggérant une corrélation entre I’induction de I’activité
HCT et I’accumulation du CGA. Ces résultats laissent également supposer un rdle de cette
enzyme dans la régulation du pool de CGA au niveau des feuilles. Ces données vont dans le
sens des résultats obtenus a partir des plantes de N. benthamiana réprimées pour le géne HCT.
Méme si I’inhibition de I’activit¢ HCT au niveau des feuilles semble conduire a une
diminution faible de la concentration en CGA (Fig. I 23A), les quantités de CGA étant
importantes et variables (Fig. I 22A), il est possible que les fluctuations de la biosynthése ne
se répercutent que lentement et soient difficiles a mettre en évidence. L’utilisation de
précurseurs marqués pourrait s’avérer utile et beaucoup plus sensible. De telles études de
radiomarquage ont déja été réalisées sur N. tabacum, variété Samsun NN en marquant des
feuilles saines ou infectées par le VMT par absorption pétiolaire de L-phénylalanine-'*C
(Legrand et al., 1971; Fritig et al., 1972). Ces expériences ont permis de montrer une
induction de la synthése de novo du CGA a proximité des lésions nécrotiques, atteignant un
maximum deux jours apres l’infection. La comparaison des radioactivités spécifiques des
isomeres 3, 4 et 5 du caféoylquinique a démontré que I’isomeére 5 était le précurseur
métabolique des deux autres (Legrand et al., 1971). Ceci a été corroboré par les résultats de
Stockig et Zenk (1974) qui ont montré qu’une acyltransférase partiellement purifiée a partir
de suspensions cellulaires de N. alata synthétisait I’isomere 5 du caféoylquinique.

La stimulation de ’activit¢ HCT, lors de la RH, indique une fonction de cette enzyme
dans les mécanismes de résistance des plantes aux agents pathogénes. Son implication dans
les processus de lignification au cours du développement normal de la plante (article 2)
permet de postuler pour un réle dans le renforcement des barrieres mécaniques au site

d’infection grace au dépdt de composés de type « lignin like ».
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Conclusions

Au début de I’étude de la voie de biosynthése de la lignine, I’ensemble des réactions
chimiques étaient considérées comme intervenant au niveau des acides hydroxycinnamiques
(HCAs). Puis, la purification des enzymes de la voie chez différentes especes végétales, le
clonage des génes correspondants, les études biochimiques sur les protéines recombinantes, le
génie génétique et la génomique ont permis d’avoir une vision plus juste mais également
considérablememt plus complexe de cette voie.

Derniérement, la caractérisation d’une enzyme longtemps restée inconnue, a mis en
lumiére I’intervention de nouveaux intermédiaires métaboliques, en plus des esters de CoA,
des aldéhydes et des alcools. En effet, la réaction d’hydroxylation en position 3 du noyau
aromatique est catalysée par la C3H, un cytochrome P450, ayant pour substrat les esters
shikimique et quinique d’acide p-coumarique (Schoch et al., 2001; Franke et al., 2002 a, b).
Cette découverte implique 1’existence d’une autre enzyme de type acyltransférase, capable de
synthétiser ces composés.

Les travaux que je viens de présenter dans ce premier chapitre ont permis de caractériser
cette enzyme a activit¢ Hydroxy Cinnamoyl Transférase (HCT). HCT est une enzyme
monomérique d’environ 50kDa capable de synthétiser in vitro les substrats de la C3H grace a
une réaction de trans-estérification. Ses meilleurs substrats sont le p-coumaroyl-CoA et le
caféoyl-CoA pour les donneurs d’acyles, et les acides shikimique et quinique pour les
accepteurs. La démonstration de I’implication du produit du géne HCT dans le métabolisme
des phénylpropanoides, et plus précisément dans la lignification des tissus conducteurs, a été
réalisée in planta, par une approche de « Virus Induced Gene Silencing ». Les plantes
réprimées pour le géne HCT présentent un ralentissement de leur croissance, une modification
de la morphologie des feuilles et une altération dans le développement des tiges et des racines.
L’analyse de la lignine de ces plantes a permis de montrer une diminution d’environ 15% de
la teneur en lignine, ainsi qu’une réduction de I’incorporation des unités diméthoxylées (S) au
profit des unités non méthoxylées (H). Des analyses complémentaires ont révélé un impact de
la répression du gene HCT sur la composition des phénols solubles (acide chlorogénique) et
sur I’organisation des tissus conducteurs. L’induction de 1’activit¢ HCT lors de la réaction
d’hypersensibilit¢é (RH) du tabac par le VMT indique également un rdle de cette enzyme,
comme beaucoup d’autres intervenant dans le métabolisme des phénylpropanoides (Dixon et

Paiva, 1995), dans les mécanismes de défense des plantes aux agents pathogénes.
En conclusion, ce travail a permis de caractériser une nouvelle enzyme du métabolisme

des phénylpropanoides a activité acyltransférase (HCT) et de démontrer I’importance de cette

enzyme dans la biosynthése de la lignine.
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Figure Il 1. Les O-méthyltransférases de plantes dépendantes de la SAM. Exemples d’O-méthyltransférases
impliquées dans le métabolisme des phénylpropanoides.
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Chapitre II: Détermination du site actif de la caféoyl-coenzyme A 3-0
méthyltransférase (CCoAOMT) de tabac impliquée dans le métabolisme des

phénylpropanoides; modélisation tridimensionnelle et mutagénése dirigée.

1. Introduction

Les réactions de méthylation, présentes aussi bien chez les bactéries et les champignons
que chez les plantes et les animaux sont catalysées par des méthyltransférases qui constituent
une classe d’enzymes particuliéres (n° 2.1.1., selon la nomenclature officielle internationale).
Elles assurent la synthése d’un grand nombre de molécules aux fonctions tres variées. Il existe
plusieurs types de méthyltransférases suivant qu’elles transférent le groupement méthyle sur
un atome de carbone (les C-méthyltransférases, impliquées dans la biosynthése des stérols par
exemple), un atome d’azote (les N-méthyltransférases, impliquées dans la maturation post-
traductionnelle de certaines protéines ou la biosynthése des alcaloides) ou sur un atome
d’oxygene (les O-méthyltransférases impliquées par exemple dans la biosynthése des
phénylpropanoides).

Les plantes produisent plus de 100.000 composés dérivant principalement des voies
biosynthétiques des phénylpropanoides, des isoprénoides et des alcaloides. Dans cette
diversité des métabolites secondaires, les méthyltransférases jouent un role important. Plus
particuliérement, de nombreuses O-méthyltransférases impliquées dans le métabolisme des
phénylpropanoides ont été caractérisées (Fig. II 1). La variété des molécules méthoxylées
dérivant de ce métabolisme nécessite un nombre important d’O-méthyltransférases capables
non seulement de reconnaitre un squelette carboné donné mais également de méthyler une
fonction unique sur des composés aux substitutions hydroxyle et carboxyle nombreuses (Fig.
IT 1). Ces composés phénoliques interviennent dans des processus aussi variés que la synthése
du support mécanique de la plante (lignine), la défense contre les agents pathogénes
(coumarines) ou la pigmentation des fleurs (anthocyanes) (Douglas, 1996). Notre étude va se
focaliser sur I’'une des deux O-méthyltransférases (OMT) de plantes impliquées dans la voie
générale du métabolisme des phénylpropanoides, la CCoAOMT. La CCoAOMT et la COMT,
la deuxieme OMT de la voie générale, ont fait I’objet de nombreuses études chez N. tabacum.

Elles différent par leur spécificité de substrat, leur structure et leur origine phylogénétique.
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1.1 Les O-méthyltransférases impliquées dans la voie générale du métabolisme des

phénylpropanoides

1.1.1 Les COMTs

Trois isoformes de tabac (Nicotiana tabacum cv. Samsun NN) ont été purifiées au
laboratoire (Legrand et al., 1976b; Collendaveloo et al., 1981). Leur purification a homogénéité
a montré que ces enzymes possédent une masse moléculaire apparente de 39 kDa (COMT I), et
41-42 kDa (COMT II et III). Les trois isoformes transférent le groupement méthyle de la SAM
sur le groupement hydroxyle en méta des acides caféique et 5-OH férulique et leurs esters de
CoA avec une grande spécificité de position, mais elles sont capables de méthyler en para
certains substrats (Legrand et al., 1978; Collendaveloo et al., 1981; Maury et al., 1999). Ces
trois isoformes sont induites dans I’anneau de cellules entourant les 1ésions nécrotiques apres
infection par le VMT, la stimulation des isoformes II et III étant 2 a 5 fois plus importante que
celle de I’isoforme I (Legrand et al., 1978). Cette stimulation a pour origine la synthése de novo
des trois isoformes (Dumas et al., 1988; Jaeck et al., 1992). Ces données biochimiques ont
permis de classer les COMTs en deux classes : la classe I s’exprime dans les tissus sains et la
classe II, comprenant les isoformes II et III, est plus spécifiquement impliquée dans les
réactions de défense. Les genes de COMT I s’expriment surtout dans les tissus vasculaires,
notamment le xyléme en cours de lignification (Jaeck et al., 1996). Ils sont également induits
dans les feuilles apres infection par le VMT (Jaeck et al., 1996; Martz et al., 1998).

1.1.2 Les CCoAOMTs

L’étude de la CCoAOMT de tabac a été initi¢e a la suite des résultats obtenus avec les
tabacs transgéniques inhibés pour la COMT I (Atanassova et al., 1995). En effet, la lignine de
ces plantes se caractérise par une diminution des unités S, alors que la teneur en unités G n'est
pas diminuée. Ces résultats indiquaient qu'une autre enzyme, non affectée par la
transformation, catalysait la premicre étape de méthylation menant a l'acide férulique et a
I'unité G de la lignine. La CCoAOMT ayant déja été décrite dans d’autres espéces végétales
comme pouvant intervenir dans la lignification, sa participation dans la premiére étape de
méthylation semblait fort probable. L’analyse par Southern-blot montre que la CCoAOMT est
codée par une famille multigénique (Martz et al., 1998). A partir d’'une sonde hétérologue
d’ADNc de persil, une banque d’ADNc de feuilles de tabac infectées par le VMT a été criblée
et ce criblage a permis d’isoler quatre clones (Martz et al., 1998). Ces 4 clones (CCoOAOMT-1 a
4), d’une taille de 890 pb a 1014 pb, possédent une forte identité de séquence nucléotidique
(entre 84 et 93%) ainsi qu’un pourcentage d’identit¢ de 97% au niveau de la séquence
protéique. Ces 4 clones ne partagent que 77 a 80% d’identité avec deux autres clones
(CCoAOMTS-5 et 6) isolés par RT-PCR a partir de séquences disponibles dans les bases de
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Figure Il 2. Classification des différents ADNc de CCoAOMT de tabac (Maury et al., 1999).
La famille 1 comprend 4 ADNc présentant environ 90% d’identité au niveau de la séquence nucléotidique.
Les familles 2 et 3 ne comportent qu’un seul ADNc. Les familles sont identiques entre elles a environ 78%.
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Figure Il 3. Spécificité de substrat de la CCoAOMT de tabac vis-a-vis du caféoyl-CoA et de I'acide
caféique : ces données biochimiques mettent en évidence I'importance de la chaine latérale de CoA dans la
capacité de I'enzyme a méthyler la fonction hydroxyle en position meta (cercle) du noyau aromatique.
L’activité enzymatique est mesurée en déterminant le pourcentage de conversion du groupement caféoyl en
féruloyl grace a I'utilisation de SAM tritiée (Maury et al., 1999; article 3).
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données (Busam et al., 1997b). Les comparaisons de séquence permettent de classer ces clones
en trois familles : la classe 1 qui comprend les CCoAOMT-1 a 4 et les classes 2 et 3
correspondant aux CCoAOMT-5 et 6 respectivement (Fig. Il 2). Les différents clones ont été
exprimés dans E. coli (Maury et al., 1999). Les protéines recombinantes des classes 1 et 2 ont
une masse moléculaire apparente de 27 kDa tandis que 1’enzyme de classe 3 a une masse
d’environ 32 kDa. Les 6 isoformes de CCoOAOMTs présentent une spécificité de substrat stricte
vis-a-vis des esters de CoA et plus particulierement vis-a-vis du caféoyl-CoA (Maury et al.,
1999) (Fig. II 3). Les profils d’expression des trois classes de CCoAOMTs différent au cours
de I’infection par le VMT et du développement de la tige. L’activit¢ CCoAOMT est induite
aprés infection par le VMT et les protéines des trois classes s’accumulent (Maury et al., 1999).
Au cours du développement, les génes des trois classes s’expriment tout le long de la tige
excepté aux extrémités. Ces profils d’expression de la CCoAOMT sont en accord avec

I’implication de cette enzyme dans la lignification (Maury et al., 1999).

1.2 Diversité et signatures des méthyltransférases S-adénosyl-L-méthionine-

dépendantes de plantes

Les deux classes d’O-méthyltransférases de la voie générale du métabolisme des
phénylpropanoides différent tout d’abord par leur séquence primaire. L’étude de la relation de
I’ensemble des séquences d’O-méthyltransférases caractérisées chez les plantes a 1’aide d’un
arbre phylogénétique (Joshi et Chiang, 1998) montre que ces enzymes présentent des
homologies. Les auteurs ont défini deux groupes d’enzymes: le premier, constitué de
protéines d’une longueur de 344 a 383 résidus, contient entre autres les acides caféique O-
méthyltransférases (COMT) ou encore la chalcone et I’isoflavone O-méthyltransférase (Fig.
IT 1). Le deuxiéme groupe est uniquement constitué¢ des caféoyl-CoA O-méthyltransférases
(CCoAOMT) possédant environ 231 a 248 résidus (Fig. II 1). Les membres de ces deux
familles d’O-méthyltransférases méthylent les fonctions hydroxyles de composés
phénylpropanes. Une troisiéme famille peut étre proposée incluant des enzymes de type
carboxyle O-méthyltransférases telles que I’acide salicylique et I’acide benzoique O-
méthyltransférases, respectivement SAMT (Fig. II 1) et BAMT. Ces OMTs convertissent les
acides carboxyliques en esters méthyliques.

Malgré la diversité des substrats méthylés, toutes les OMTs possédent des
caractéristiques communes. D’une manicre générale, il existe deux principaux cofacteurs,
donneurs de groupement méthyle: la S-adénosyl-L-méthionine (ou SAM) et 1’acide
tétrahydrofolique (ou FH4). Ce dernier intervient dans la biosynthése des ribonucléotides
puriques, la formation des désoxyribonucléotides thymidiques, les interconversions glycine-
sérine et la synthése de la méthionine a partir de I’homocystéine. Mais, comme pour la

majorité des méthyltransférases, les O-méthyltransférases utilisent la SAM comme donneur
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Synthése de la SAM et réaction de transméthylation.



Figure Il 5. Structure tridimensionnelle de la Catéchol OMT de rat (1VID) (Vidgren et al., 1994).

Les hélices-a, les feuillets-B et les boucles sont respectivement représentés par des hélices rouges, des
fleches bleues et des filaments gris. Le Mg?* est représenté par la sphére violette. La SAM est constituée du
squelette carboné jaune, alors que celui du 3,5-dinitrocatéchol, un inhibiteur de la CatOMT, est en vert. Les
atomes de carbone sont en noir, les atomes d’oxygéne en rouge, les atomes d’azote en bleu et 'atome de
souffre de la SAM en jaune. Représentation réalisée par Marc Bergdoll.
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Figure Il 7. Alignement des séquences protéiques et conservation des structures secondaires entre les

CatOMTs animales et les CCoAOMTs de plantes. Comparaison de 4 séquences de CatOMTs animales (rat,

souris, homme et cochon) avec 7 séquences de CCoAOMTs végétales (tabac, persil, peuplier, vigne, mais, pin et

Arabidopsis). Les résidus conservés dans au moins 8 protéines sur 11 sont encadrés en gris foncé et indiqués sur

.Les

résidus identifiés dans la structure tridimensionnelle de rat (1VID) comme interagissant avec le M92+@, le substrat

phénolique@et la SAM @ sont indiqués au-dessus de la séquence 1VID. Les structures secondaires conservées
sont présentées sous forme de cylindre pour les hélices-a et sous forme de fleche pour les feuillets-.

L »

«

la ligne du bas. Les résidus similaires sont encadrés en gris clair et représentés par les symboles
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du groupement méthyle. La SAM intervient dans la synthése de trés nombreuses molécules
du métabolisme des phénylpropanoides, mais aussi dans la méthylation des ARN-t et chez les
animaux dans la synthése de neurotransmetteurs comme l’adrénaline (voir plus loin). La
structure de la SAM, qui dérive de la méthionine, et le mécanisme général de
transméthylation faisant intervenir la SAM comme substrat sont présentés Fig. I1 4.

L’existence de cette caractéristique commune (SAM, donneur de méthyle) se répercute
sur la structure des OMTs. De nombreux travaux ont cherché a identifier des motifs
structuraux conservés ou « signatures » chez les OMTs de plantes (Bugos et al., 1991; Gowri
et al., 1991; Collazo et al., 1992; Kagan et Clarke, 1994; Ibrahim, 1997; Ibrahim et al., 1998;
Joshi et Chiang, 1998; Zubieta et al., 2001, 2002). C’est en 1991, suite aux premiers clonages
des COMTs que les premicres recherches de motifs conservés sont publiées (Bugos et al.,
1991; Gowri et al., 1991). Cinq motifs sont alors définis dont trois seraient spécifiquement
impliqués dans la fixation de la SAM. Ces 5 motifs ont été retrouvés chez les COMTs de
classe I (Jaeck et al., 1996) et de classe II (Pellegrini et al., 1993) de tabac. Une étude récente
(Joshi et Chiang, 1998), s’appuyant sur un plus grand nombre de séquences incluant celles des
CCoAOMTs, a permis de préciser ces motifs consensus.

Notre objectif étant d’identifier des résidus a la fois importants pour I’activité et
surtout responsables de la spécificité¢ de substrat de la CCoAOMT, nous avons entrepris de
modéliser la structure de la CCoAOMT en utilisant la structure 3D de la catéchol OMT
(CatOMT) de rat qui €tait déja connue.

1.3 Comparaison des CCoAOMTs de plantes avec les catéchol OMTs animales et
modéle tridimensionnel de la CCoAOMT de tabac

Plusieurs études de la structure primaire de la CCoOAOMT (Ye et al., 1994; Martz et al.,
1998; Joshi et Chiang, 1998) ont utilisé la comparaison de séquence avec la catéchol OMT
(CatOMT) de rat (Salminen et al., 1990), car il s’agissait de la seule structure d’OMT
cristallisée (Fig. IT 5) (Vidgren et al., 1994). Cette enzyme isolée chez d’autres mammiféres
comme le porc (Lundstrom et al., 1991) et I’homme (Bertocci ef al., 1991) est connue depuis
plusieurs années pour intervenir dans la biosynthése d’une hormone, la mélatonine (Axelrod
et Weissbach, 1960), et dans le métabolisme des neurotransmetteurs a catécholamine du
systéme nerveux central (Axelrod et Tomchick, 1958; Assicot et Bohuon, 1970; Flohe et
Schwabe, 1970; White et Wu, 1975) tels que 1’adrénaline, la nor-adrénaline, la L-DOPA et la
dopamine (Fig. II 6). La méthylation de ces neurotransmetteurs conduit a leur inactivation, et
un déréglement de 1’activité enzymatique CatOMT est a 1’origine, chez I’homme, de divers
désordres psychiatriques et de maladies neurologiques (Guldberg et Marsden, 1975) telles
que la maladie de Parkinson (Nutt, 1998). La Fig. Il 7 constitue un agrandissement de la

figure 2A de I’article 3 qui va suivre et représente I’alignement des séquences protéiques entre
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Caféoyl-CoA, substrat de I'enzyme végétale (CCoAOMT)

o i i
c—C N—C—C—C—N—C—C—S—
# H H, H H H, H

OH
I N™ SN
© Jﬁ
H H
? OH
o;ﬁ—o’
O
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Figure Il 8. Substrats de la CCoAOMT végétale et de la CatOMT animale. Ces deux enzymes sont des

orthodiphenol O-méthyltransférases car elles méthylent sur le cycle aromatique un groupement hydroxyle (en
position meta dans le cas de la CCoAOMT).



Figure Il 9. Modéle tridimensionnel de la CCoAOMT de tabac; I’enzyme posséde a sa surface deux
poches susceptibles d’accueillir la chaine latérale de CoA du caféoyl-CoA.

Les structures secondaires sont représentées en grisé; I'extension Nt et les deux boucles internes spécifiques a
la CCoAOMT sont en rouge. Les hélices-a et les feuillets- sont respectivement représentés par des hélices et
des fleches. Le Mg?2* est représenté par la sphére violette. La SAM est constituée du squelette carboné jaune.
Dans la premiére poche hypothétique de fixation, la chaine carbonée du caféoyl-CoA est en vert alors que dans
la deuxieme poche elle est en bleu. Les atomes de carbone sont en noir, les atomes d’oxygéne en rouge, les
atomes d’azote en bleu et les atomes de souffre de la SAM et de la liaison thiolester du caféoyl-CoA en jaune.
Représentation réalisée par Marc Bergdoll.
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Figure Il 10. Production par voie enzymatique, séparation puis purification des dérivés du caféoyl-CoA.

A : obtention du déphospho-caféoyl-CoA (bleu), par action d’'une phosphatase (1).

B : obtention du caféoyl-phosphopanthétéine (vert), par action d’une pyrophosphatase (2).

C : séparation des dérivés du caféoyl-CoA par CCM de cellulose.

D : importance du groupement adénosine 5’-monophosphate (en noir) du caféoyl-CoA dans la reconnaissance
du substrat par la CCoAOMT.
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4 CatOMTs animales et 7 CCoAOMTs végétales. Cette comparaison entre la CatOMT et la
CCoAOMT se justifie par plusieurs arguments :
1- La catéchol OMT de rat (221 résidus) a une taille semblable a celle de la
CCoAOMT (240 résidus pour celle de tabac).
2- La CCoAOMT, tout comme la CatOMT, est une enzyme monomérique (Geoffroy
et Maury, résultats non publi¢s).
3- Ces deux enzymes sont des orthodiphenol O-méthyltransférases car elles méthylent
un des groupements hydroxyles de substrats ortho-diphénoliques (Fig. I1 8).
4- Elles utilisent la SAM comme cofacteur.
5- Elles nécessitent également du magnésium (Mg>") comme cofacteur.
6- Elles interviennent dans le métabolisme de la phénylalanine (Fig. 19 et Fig. II 6.).
7- Elles posseédent environ 50 % de similarité au niveau protéique, soit plus qu’entre la
CCoAOMT et la COMT de tabac (46-48 %).
8- L’alignement de leurs séquences montre que les résidus importants pour la fixation
de la SAM et du Mg”*™ sont conservés (Fig. IT 7) (Ye et al., 1994; Maury et al.,
1999).

L’ensemble de ces données a permis de modéliser la structure générale de la
CCoAOMT de tabac grace aux coordonnées cristallographiques de la CatOMT de rat (Fig. 11
9) (Vidgren et al., 1994). La Fig. I 9 montre que la structure générale des deux enzymes est
identique et que seule une extension Nt et deux boucles (en rouge) différent entre les deux
modeles. Ces boucles correspondent en fait a des séquences de CCoOAOMT qui n’existent pas
dans la structure de rat. Mais ce modéle, au sein duquel on peut positionner la SAM, le Mg*"
et le noyau aromatique de I’accepteur portant les deux hydroxyles, ne permet pas de

comprendre avec précision comment la CCoAOMT reconnait spécifiquement le caféoyl-CoA.
1.4 Analyses biochimiques et identification du site actif de la CCoAOMT de tabac

Afin de savoir comment le caféoyl-CoA se fixe sur la CCoOAOMT, il nous fallait dans
un premier temps déterminer quels atomes de la chaine latérale du caféoyl-CoA (Fig. I 8)
¢taient importants dans la formation du complexe Enzyme/Substrat. Notre approche a consisté
a synthétiser par voie enzymatique deux dérivés du caféoyl-CoA : le déphosphocaféoyl-CoA
(Fig. IT 10A), obtenu en faisant agir une phosphatase, et le caféoyl-phosphopanthétéine, par
action d’une pyrophosphatase qui permet d’éliminer le groupement adénosine-diphosphate
(Fig. II 10B). Les différents dérivés du caféoyl-CoA ont ensuite ét¢ séparés par CCM, puis
purifiés pour étre testés comme substrat vis-a-vis de la CCoAOMT (Fig. II 10C). De fagon
surprenante, I’activité vis-a-vis du déphosphocaféoyl-CoA est supérieure a celle mesurée avec

le caféoyl-CoA lui-méme. Il est donc possible que le substrat utilisé par la CCoAOMT soit en
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Figure Il 11. Zoom sur les deux poches hypothétiques de fixation de la chaine latérale de CoA du caféoyl-
CoA au sein du modéle tridimensionnel de la CCoAOMT de tabac. Pour chaque poche les acides aminés
susceptibles d’interagir avec la charge négative du phosphate sont indiqués, suivis de leur numéro de
position dans la séquence protéique.

Les structures secondaires sont représentées en grisé; les hélices-a et les feuillets-3 sont respectivement
représentés par des hélices et des fléches. Le Mg?* est représenté par la sphére violette. La SAM est constituée du
squelette carboné jaune. Dans la premiére poche de fixation la chaine carbonée du caféoyl-CoA est en vert (A)
alors que dans la deuxiéme poche elle est en bleu (B). Les atomes de carbone sont en noir, les atomes d’oxygene
en rouge, les atomes d’azote en bleu et les atomes de souffre de la SAM et de la liaison thiolester du caféoyl-CoA
en jaune. Représentations réalisées par Marc Bergdoll.
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fait le déphosphocaféoyl-CoA, car on sait que les tissus de tabac posseédent une activité
phosphatase élévée (Negrel et Smith, 1984). Par contre, 1’absence du groupement adénosine
3-5, diphosphate fait chuter considérablement 1’efficacité de la réaction (figure 3B, article 3).
Ces données biochimiques mettaient en évidence 1’importance du groupement adénosine 5°-
monophosphate dans la reconnaissance et la formation du complexe Enzyme/Substrat (Fig. 11
10D). A partir du modéele tridimensionnel de la CCoAOMT présenté Fig. I1 9., Marc Bergdoll
a recherché a la surface de la protéine des acides aminés chargés positivement et susceptibles
de réaliser des liaisons électrostatiques avec la charge négative du groupement phosphate en
5’ de I’adénosine. Deux possibilités d’interaction de I’enzyme avec son substrat étaient
envisageables et sont présentées Fig. I1 9 et I1 11.

Afin de savoir laquelle de ces deux possibilités était la bonne, nous avons utilisé la
mutagenese dirigée par PCR afin de substituer des acides aminés basiques, spécifiques a
chaque poche, par des acides aminés neutres de méme taille. Puis, nous avons comparé
I’activité de ces protéines recombinantes mutées a celle de la protéine sauvage vis-a-vis du
caféoyl-CoA. La substitution de certains de ces acides aminés et la délétion de régions
spécifiques de la CCoAOMT a permis de réduire significativement voire d’abolir 1’activité

enzymatique de la protéine végétale

Ainsi, la combinaison des approches bioinformatiques, biochimiques et biophysiques
nous a notamment permis d’identifier trois acides aminés clefs intervenant dans la
reconnaissance spécifique de la chaine latérale de CoA du caféoyl-CoA par la CCoAOMT de

tabac. L’ensemble de ces travaux est présenté plus en détail dans 1’article qui suit (article 3).
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2. Article 3. Identification of the enzymatic active site of tobacco caffeoyl-coenzyme A O-

methyltransferase by site-directed mutagenesis.

The Journal of Biological Chemistry
Vol. 276, No. 39, pp. 36831-36838, 2001
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Discussion et perspectives

Discussion et perspectives

Le métabolisme des phénylpropanoides méne a la synthése de nombreux composés
phénoliques dont les fonctions, comme cela a été montré¢ dans ce mémoire, sont variées. La
lignine, notamment, est présente chez la majorité des espéces appartenant au régne végétal.
Elle constitue la deuxiéme source de carbone a la surface de la terre apres la cellulose. Chez
les Ptéridophytes, les Gymnospermes et les Angiospermes, la lignine par ses propriétés
physico-chimiques assure rigidité aux parois cellulaires végétales, imperméabilité aux tissus
conducteurs et joue un rdle dans les mécanismes passifs et actifs de résistance des plantes aux
agents pathogénes. Outre son intérét d’un point de vue fondamental, la compréhension de la
voie de biosynthése de la lignine s’aveére importante d’un point de vue appliqué : elle devrait
permettre d’élaborer de nouvelles stratégies permettant de modifier les propriétés physiques et
chimiques de ce polymeére dans le cadre d’applications industrielles et agroalimentaires. Ces
derniéres années, les connaissances sur le métabolisme des phénylpropanoides et plus
particulicrement sur la voie de biosynthése de la lignine ont progress¢ de maniére
remarquable grace notamment au génie génétique, aux approches biochimiques et a la
génomique. Parmi ces avancées, il a été montré que le flux métabolique, in planta, conduisant
aux monomeres de lignine n’était pas aussi simple qu’on pouvait le penser. Les esters de
CoA, puis plus récemment, les esters quinique et shikimique d’acides hydroxycinnamiques, se
sont avérés étre des intermédiaires métaboliques essentiels.

Dans ce contexte, mon travail de thése a contribué a mieux comprendre la voie de
biosynthése de la lignine chez les Nicotianées en caractérisant dans un premier temps une

\

nouvelle enzyme a activité acyltransférase, impliquée dans la voie de biosynthése de Ila
lignine. Nous avons démontré que cette enzyme a activité HydroxyCinnamoyl-CoA :
shikimate/quinate hydroxycinnamoyl Transférase (HCT) catalysait la synthése des esters
shikimique et quinique d’acide p-coumarique, considérés comme de nouveaux intermédiaires
métaboliques, depuis le clonage de la cinnamate 3-hydroxylase (C3H) (Schoch et al., 2001;
Franke et al., 2001a, b). En effet, ce cytochrome P450 catalyse la réaction d’hydroxylation en
position 3 du noyau aromatique en utilisant préférentiellement comme substrat le p-
coumaroyl-shikimique ou p-coumaroyl-quinique. De plus, le réle physiologique de 1’enzyme
HCT dans la lignification a été¢ démontré in planta par une approche de « Virus Induced Gene
Silencing » (VIGS). Un autre résultat majeur est que cette enzyme semble directement
impliquée dans le métabolisme de 1’acide chlorogénique (CGA). Enfin, I’expression du géne
HCT est également induite lors des réactions de défense.

Parallélement a cette découverte, nous avons réalis¢ des études de type

« structure/fonction » avec pour objectif de déterminer la base structurale conférant la
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spécificité de substrat de la caféoyl-CoA OMT (CCoAOMT) vis-a-vis des esters de CoA. Des
approches bioinformatique et de mutagenése dirigée, couplées a des études biochimiques,
nous ont permis de déterminer des acides aminés du site actif de la CCoAOMT responsables

de la reconnaissance spécifique de la chaine latérale de CoA de I’ester.

L’acyltransférase de tabac (HCT) et le métabolisme des phénylpropanoides

Spécificité de substrat de I’enzyme HCT

Les ¢études biochimiques réalisées sur la protéine HCT recombinante démontre in vitro
une spécificité de substrat relativement étroite vis-a-vis des accepteurs. En effet, I’enzyme se
montre active uniquement vis-a-vis de I’acide shikimique et de 1’acide quinique. L’activité n’a
pas été détectée sur d’autres intermédiaires de la voie du shikimate tels que 1’anthranilate, ni
sur d’autres accepteurs potentiels tels que le glucose, les polyamines ou encore 1’acide
malique. Concernant la spécificité de substrat d’HCT vis-a-vis des donneurs d’acyles au
squelette phénylpropane, elle semble un peu plus large. L’enzyme catalyse efficacement la
réaction de trans-estérification aussi bien a partir du p-coumaroyl-CoA que du caféoyl-CoA
ou encore du cinnamoyl-CoA. Les réactions catalysées a partir des deux premiers substrats
conduisent, respectivement, aux substrats de la C3H et a I’acide chlorogénique (CGA).
L’activité de transfert du groupement cinnamoyl sur les acides shikimique ou quinique
impliquerait tout d’abord I’existence d’une 4CL active vis-a-vis de I’acide cinnamique et que
la C4H (ou une autre enzyme) accepterait comme substrat les esters shikimique ou quinique
d’acide cinnamique pour former des esters d’acide p-coumarique. De telles activités n’ont
pour I’instant pas ét¢ démontrées. Ces données vont dans le sens d’une spécificité de substrat
trés étroite des enzymes du métabolisme catalysant les étapes précoces, ce qui permet la
synthése de composés spécifiques dans une condition donnée ou dans certaines cellules et/ou
tissus. A I'inverse, les enzymes plus en aval dans ces voies, comme les glucosyltransférases
ou les O-méthyltransférases, ont une spécificité de substrat plus large, qui pourrait permettre a
la plante de conjuguer plusieurs types de métabolites secondaires de structure proche
synthétisés en réponse a différentes conditions environnementales (Vogt et Jones, 2000).

Ainsi, nos données biochimiques démontrent qu’HCT semble spécifiquement impliquée
dans la synthése des substrats de la C3H (Fig. A). La fonction de I’acyltransférase dans la
biosynthése de la lignine a été démontrée in planta, alors que son role dans le métabolisme du
CGA reste a préciser et sera discuté ultérieurement.

L’analyse phylogénétique des génes d’Arabidopsis, présentée plus loin, montre que la

protéine la plus proche de celle de tabac présente 79 % d’identité et 87 % de similarité; cette

conservation de structure entre les deux protéines recombinantes d’Arabidopsis et de tabac se
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traduit par une activité enzymatique similaire (article 1). La seconde protéine d’Arabidopsis la
plus proche de celle de I’enzyme de tabac ne présente plus que 41 % de similarité. Cette étude
phylogénétique chez Arabidopsis ainsi que le Southern réalisé chez N. benthamania révelent
la faible redondance de ce géne HCT chez les plantes. Ainsi, I’implication d’HCT dans la
synthése spécifique des substrats de la C3H et la présence d’une seule copie du géne HCT
dans le génome d’Arabidopsis et de N. benthamiana indiquent que cette enzyme joue un role
majeur dans le métabolisme des phénylpropanoides, dont la fonction semble peu redondante.
Ceci pourrait expliquer le faible nombre de mutations répertoriées a I’heure actuelle et
présentes dans le géne HCT d’Arabidopsis (adresses é€lectroniques de banques de données;
http://www.tmri.org/pages/collaborations/garlic_files/GarlicDescription.html; http://signal.sal
k.edu/cgi-bin/tdnaexpress; http://genoplante.evry.inra.fr/projects/fst/DocsIntro/collection-
francais.html;http://seeds.nottingham.ac.uk/Nasc/action.lasso?-response=browse/browse.lasso
&-token.user=15112682413). Une autre explication possible serait la létalit¢ d’une telle
mutation. Dans ce cas, d’autres approches seront a envisager pour étudier la fonction d’HCT
au cours du développement de la plante, telles que le RNAi et I'utilisation de promoteur
inductibles et / ou tissus spécifiques afin de mieux contrdler et cibler la répression du géne
HCT.

Role physiologique de ’enzyme HCT

HCT appartient a la superfamille des acyltransférases dépendantes des esters de CoA
« BAHD » qui catalysent la trans-estérification de groupements acyles sur des molécules de
faible poids moléculaire. Chez les plantes, malgré 1’extraordinaire diversité des métabolites
secondaires estérifiés, les acyltransférases sont relativement peu connues et n’ont été¢ bien
caractérisées que dans quelques cas. Une partie de ce travail a permis d’identifier et de
caractériser pour la premiére fois une acyltransférase « BAHD » impliquée dans le

métabolisme des phénylpropanoides.

Le gene HCT et la lignification

La détermination du rdle physiologique d’HCT a été abordée par une approche de type
« knock-out ». L’expression du géne HCT a été réprimée par la technique « VIGS ». Ce
systéme s’est avéré tres intéressant pour démontrer le role de I’enzyme dans la lignification.
En effet, I’expression du géne HCT est affectée de maniere hétérogene que ce soit au niveau
d’un lot de plantes, au sein d’une méme plante, de différents tissus et surtout au niveau
cellulaire. Cette dernicre caractéristique nous a permis d’analyser des coupes transversales de
tiges de N. benthamiana possédant a la fois des zones exprimant I’enzyme HCT et d’autres,

sous I’effet du « VIGS », réprimées pour celle-ci. Ainsi, nous avons pu, grace a des approches
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histochimiques et immunologiques, étudier in planta, sur une méme plante, au sein d’un
méme tissu, les conséquences de la répression du géne HCT sur la lignification des tissus
conducteurs par rapport aux zones « sauvages ». Ces plantes affectées dans 1’expression
d’HCT synthétisent moins de lignine (réduction d’environ 15%); ce résultat est en accord
avec d’autres études qui ont montré que 1’inhibition de 1’expression de génes du métabolisme
des phénylpropanoides, tels que ceux codant pour la PAL et la C3H, conduit également a une
teneur en lignine plus faible (Korth et al., 2001; Franke et al., 2001a). L’effet sur la
composition de la lignine synthétisée s’aveére plus surprenant puisque, sur les deux
monolignols situés en aval de la réaction catalysée par HCT, seule la proportion en unités S
est diminuée, alors que celle des unités G n’est pas ou peu affectée. Ce type d’observation,
déja réalisé pour des plantes transgéniques affectées par exemple dans 1I’expression de la C4H
(Blee et al., 2001), n’a pas trouvé pour I’instant d’explications précises. Une explication
possible serait 1’existence de complexes enzymatiques au niveau des membranes du réticulum
endoplasmique (RE). En effet, la voie générale du métabolisme des phénylpropanoides fait
intervenir trois cytochromes P450 membranaires localisés au niveau du RE. Grace a des
approches d’immunolocalisation, d’autres enzymes du métabolisme, dont la PAL, ont été
localisées au niveau de ces membranes, bien que ces enzymes soient hydrosolubles. Ainsi,
certaines de ces enzymes seraient capables d’interagir entre elles pour former des complexes
enzymatiques situés au niveau du RE, les cytochromes P450 servant peut-étre de point
d’ancrage. Ce type de regroupement, notamment d’enzymes intervenant de fagcon séquentielle
(exemple : PAL / C4H / HCT / C3H / HCT / CCoAOMT), permettrait d’isoler un flux
métabolique. Par exemple, la phénylalanine serait métabolisée par la PAL, puis le produit
correspondant, I’acide #-cinnamique, serait pris directement en charge par la C4H et ainsi de
suite. Ce type d’organisation cellulaire présente 1’avantage de ne pas relarguer les
intermédiaires métaboliques dans le pool général et surtout d’orienter le flux métabolique vers
telle ou telle voie (flavonoides, unités G, unités S) en fonction de la composition du complexe
enzymatique. De tels modeles ont notamment été proposés par Jaakola et Coll. (2002) pour
les enzymes de la voie des flavonoides dans le but d’expliquer la diversité de la composition
des anthocyanes et des flavonols chez les fruits rouges (myrtilles, raisins, groseilles, fraises).
De plus, il a été montré in vitro que des fractions microsomales préparées a partir de tige de
luzerne étaient capables de synthétiser a partir de caféylaldéhyde du sinapaldéhyde, ce qui
implique des étapes de méthylation et d’hydroxylation au sein d’un complexe enzymatique
(Guo et al., 2002). C’est ce que 1’on appelle encore le « chanelling » et pourrait également
expliquer, en autre, I’hétérogénéité de la lignine en fonction des especes végétales, des tissus,
des cellules, des parois, puisque la nature des complexes pourrait varier au cours du
développement et donc influer sur la synthése des produits finaux.

Des expériences de localisation cellulaire et subcellulaire d’HCT dans différents tissus

en comparaison a d’autres enzymes du métabolisme des phénylpropanoides, ainsi que des
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¢tudes d’interaction protéine/protéine, permettraient d’apporter plus d’informations sur ces
hypothéses. La co-expression de certaines de ces enzymes, comme par exemple la PAL, la
C4H, I’HCT et la C3H chez la levure permettrait de faire de la biochimie sur des fractions
totales, cytosoliques ou microsomales.

Les effets de la répression du géne HCT sur ’inhibition de la croissance des plantes sont
essentiellement attribués a la perturbation de la synthése de la lignine aussi bien au niveau
quantitatif que qualitatif. Cependant, des études plus approfondies sur la composition des
phénols solubles et pariétaux chez ces plantes permettront certainement de découvrir d’autres
modifications métaboliques, en plus de la concentration en acide chlorogénique, pouvant

expliquer notamment la perturbation de la morphologie des feuilles.

Le gene HCT et la voie de biosynthese de [’acide chlorogénique (CGA)

On a démontré le role d’HCT dans la voie de biosynthése de la lignine. Par contre,
I’implication de cette enzyme dans la synthése, in vivo, d’autres composés phénoliques et
notamment du CGA reste floue.

De nombreuses études basées sur le génie génétique ont été réalisées sur les enzymes de
la voie générale du métabolisme des phénylpropanoides. En dehors des effets observés sur la
croissance de ces plantes ou la lignification, il a souvent été noté une répercussion de la
modulation de D’expression de ces genes sur la quantit¢ des esters d’acides
hydroxycinnamiques pariétaux mais également sur la concentration des esters solubles tels
que le sinapoylmalate (Ruegger et Chapple, 2001) ou encore 1’acide chlorogénique. Chez les
Nicotianées, le CGA, par son abondance, constitue un composé¢ de référence facile a
quantifier au cours du développement de la plante mais également en vue d’étudier les
répercussions de la modulation de 1’expression d’enzymes impliquées dans le métabolisme
des phénylpropanoides. La surexpression de genes situés en amont du caféoyl-CoA (la PAL
par exemple; Howles et al., 1996) ou la répression de 1’expression de genes situés en aval de
ce méme composé (la CCR par exemple; Chabannes et al., 2001b), a souvent pour effet de
conduire a une augmentation de la concentration du caféoyl-quinate (CGA). Dans le premier
cas, c’est I’augmentation du précurseur (caféoyl-CoA) et dans le second cas 1’accumulation
d’HCAs qui conduisent a I’accumulation de CGA. Cependant, dans ces travaux, seule la
concentration de CGA dans la feuille a ét¢ mesurée. Dans notre cas, la répression de
I’expression du gene HCT constitue un cas particulier pour plusieurs raisons. Tout d’abord, in
vitro, le produit de ce gene est capable a la fois de synthétiser et d’hydrolyser le CGA. C'est-
a-dire qu’HCT catalyse une réaction réversible pouvant intervenir directement dans la
synthése et la dégradation du CGA, et par conséquent HCT peut constituer, in planta, une
enzyme clef dans la régulation du pool de ce composé. De plus, les plants de N. benthamiana

réprimés pour le gene HCT présentent une augmentation spectaculaire de la concentration en
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CGA au niveau des tiges, alors que parallélement, on semble observe une diminution dans les
feuilles. Ces données contradictoires sont surprenantes et constituent également un résultat
important pour la compréhension de la fonction d’HCT dans le métabolisme des
phénylpropanoides et de fagon plus précise dans le métabolisme du CGA.

Ces observations suggerent une double fonction de I’enzyme HCT. Au niveau des
feuilles, HCT régulerait de fagon prédominante la synthése de CGA méme si I’effet sur les
pools est difficilement détectable. Le CGA serait stocké au niveau de la vacuole et
constituerait une forme de stockage des composés phénoliques. Tout au long de la croissance
de la plante, les tissus en cours de lignification seraient approvisionnés via les tissus
phloémiens en CGA et celui-ci serait alors catabolis¢ par ’HCT. Cette activité permettrait de
synthétiser des intermédiaires métaboliquement actifs tels que le caféoyl-CoA, destinés a la
synthése des monomeéres de la lignine qui sont polymérisés dans les tissus conducteurs (Fig.
A). Cette hypothese est appuyée par le fait que 1’acide chlorogénique n’est pas substrat des
différentes isoformes de CCoAOMTs ou de COMTs (Maury et al., 1999). 1l doit donc étre
transformé en caféoyl-CoA par ’'HCT pour réintégrer le pool des phénylpropanoides
«actifs ». Les phénoménes de compartimentation entre les enzymes synthétisant les
intermédiaires métaboliques de la voie du shikimate (chloroplaste), les composés phénoliques
(cytoplasmiques et vacuolaires) et I’enzyme HCT (cytoplasmique) pourraient expliquer que
dans un cas 1’équilibre soit en faveur de I’hydrolyse (dans la tige) et que dans 1’autre cas cet
équilibre soit orienté vers la synthése (comme dans les feuilles) du CGA. Dans ce contexte, il
apparait intéressant de déterminer, par immunocytochimie, la localisation subcellulaire
d’HCT et d’enzymes intervenant dans la voie shikimate / quinate telles que la quinate
hydrolyase (paragraphe 3.4.). De plus, les mécanismes de transport des esters de composés
phénoliques et notamment de 1’acide chlorogénique dans la cellule et plus particuliérement
dans la vacuole ne sont pas encore connus. La protéine HCT recombinante pourrait étre
utilisée pour synthétiser des esters quinique et shikimique d’acides p-coumarique et caféique
radioactifs, dont le transport dans la plante entiére et au niveau subcellulaire pourrait étre

étudié.

Les études biochimiques et fonctionnelles réalisées sur HCT ont permis de préciser le
role des intermédiaires shikimiques et quiniques dans le métabolisme des phénylpropanoides.
Ces données confirment une des caractéristiques du métabolisme secondaire chez les plantes
qui concerne I’existence de voies alternatives indépendantes des esters de CoA. Ces voies font
intervenir des composés activés par leur estérification sur une molécule de glucose, d’acide
quinique ou shikimique. Chez les Brassicacées par exemple, le 1-O-sinapoyglucose constitue
le précurseur du sinapoylmalate et de la sinapoylcholine, des composés jouant respectivement
le réle d’écran anti-U.V. des feuilles et de substances de réserves des graines. Des mutants

déficients en sinapoylmalate se caractérisent par 1’accumulation de son précurseur, le
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sinapoylglucose (Lehfeldt et al., 2000). Dans le cas du CGA, on connait deux voies de
biosynthése probables, I’une impliquant chez le tabac des esters de CoA (Stockigt et Zenk,
1974), et I’autre dépendante du 1-O-caféoylglucose chez la patate douce (Villegas et Kojima,
1986). Nos études ont permis de démontrer que chez le tabac, HCT pourrait étre une enzyme
clef de la biosynthése du CGA a partir des esters de CoA. L’utilisation de CGA marqué sur
I’acide quinique permettrait de mieux comprendre le turn-over du CGA, qu’il faudrait

comparer au profil d’expression du géne HCT.

Le gene HCT et les mécanismes de défense des plantes

Le patho-systéme étudié au laboratoire est Nicotiana tabacum Samsun NN / Virus de la
Mosaique du Tabac (VMT). Aprés infection, la plante développe une réaction
d’hypersensibilit¢ (RH), 'un des mécanismes de résistance les plus efficaces. Des études
préliminaires ont permis de montrer que la RH conduit a I’induction de I’activit¢ HCT, avec
en parallele une augmentation de la concentration en CGA dans les feuilles. A notre
connaissance, peu d’acyltransférases inductibles par des stress biotiques ou abiotiques ont été
identifiées. Seule la protéine HCBT d’ceillet est inductible par des agents pathogenes et
conduit a la synthése de molécules aux propriétés antimicrobiennes, les dianthramides (Yang
et al., 1998).

L’induction de I’activit¢ HCT lors de la RH indique un réle de cette enzyme, comme
beaucoup d’autres intervenant dans le métabolisme des phénylpropanoides (Dixon et Paiva,
1995), dans les réactions de défense des plantes aux agents pathogenes. Ceci suggere une
régulation coordonnée des enzymes de ce métabolisme qui conduit a la synthése de composés
aux propriétés antimicrobiennes tels que les coumarines ou encore au renforcement pariétal
grace a I’incorporation de composés phénoliques. Parallelement a cette induction, nous avons
confirmé d’autres travaux selon lesquels la synthése de CGA est stimulée lors de la RH et
conduit & son accumulation a proximité des lésions nécrotiques (Fritig et al., 1972; Tanguy et
Martin, 1972). La capacité d’HCT de synthétiser in vitro le CGA fait de cette enzyme un
candidat sérieux pour contrdler le pool du composé phénolique soluble le plus abondant chez
certaines plantes. La fonction du CGA lors de stress environnementaux reste floue. Ses
propriétés antioxydantes pourraient en faire un métabolite piégeur des formes réactives de
I’oxygeéne, notamment lors de stress abiotiques connus pour générer des formes activées de
I’oxygene (par exemple, traitement par 1’ozone). Cependant, peu d’études se sont intéressées
au role de la voie métabolique des phénylpropanoides dans la réponse des plantes au stress
oxydatif, bien que les composés phénoliques soient bien connus en pharmacologie pour leurs
propriétés antioxydantes in vitro (Rice-Evans et al., 1997). Récemment un role nouveau pour
les composés phénoliques, plus particulierement pour la scopolétine, comme piégeurs de

formes réactives de 1’oxygene lors de la RH a été proposé (Chong et al., 2002). Chez N.
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Figure B. Arbre phylogénétique représentant, sous forme de groupes fonctionnels, les 59 acyltransférases putatives d’Arabidopsis (en
noir) et 15 acyltransférases caractérisées biochimiquement chez différentes espéces végétales (en couleur). Ces 74 protéines présentent
toutes les deux motifs caractéristiques (HxxxD et DFGWG) des acyltransférases appartenant a la superfamille « BAHD ». Parmi les 59
acyltransférases d’'Arabidopsis une seule avait été caractérisée. Il s’agit du géne At4g24510 (CERZ2) codant pour une protéine intervenant dans la
synthése de la cire épicuticulaire. La numérotation des groupes fonctionnels (A a D) reprend la nomenclature de I'article 1. Le nom précis de
chacune des enzymes caractérisées est indiqué Fig.9 de l'article 1 et Fig. | 11 a | 15. Le programme utilisé pour I'alignement de séquence est

'

Groupe D. Acyltransférases impliquées dans le transfert d'un
groupement hydroxycinnamoyl sur des accepteurs issus de la voie
du shikimate (shikimate, quinate, anthranilate). Minimum de 38%
d’identité entre les 5 séquences.

Groupe B. Acyltransférases impliquées dans la
biosynthése des anthocyanes. Minimum de 29%
d’identité entre les 14 séquences.

Groupe C. Acyltransférases impliquées uniquement
dans le transfert de groupement acétyl sur des
fonctions hydroxyles de métabolites variés. Minimum
de 17% d’identité entre les 16 séquences.

Groupe A. Acyltransférases impliquées dans la
biosynthése du taxol. Minimum de 25% d’identité
entre les 13 séquences.

ClustalW (http://www.ebi.ac.uk/clustalw/) et I'arbre phylogénique a été réalisé a partir du logiciel TreeView.
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Figure C. Alignement des séquences protéiques entre I’acyltransférase de tabac (HCT; numéro
d’accession, Z84383) et le produit du géne At5g48930 d'Arabidopsis. Les deux séquences présentent 79 %
d’identité et 87 % de similarité. (*) représente les acides aminés identiques entre les deux séquences et (:) et (.)
le degré de similarité entre les acides aminés. Les motifs « HxxxD » et « DFGWG » sont caractéristiques des
acyltransférases membres de la superfamille « BAHD ». Les études biochimiques réalisées sur les deux
protéines recombinantes démontrent qu’elles possedent la méme activité enzymatique.
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benthamiana, la répression de I’expression du gene HCT se caractérise par une diminution de
la synthése du CGA au niveau des feuilles. Lors de la RH, cette réduction de la concentration
en CGA pourrait conduire a une diminution de la résistance antivirale et a une accumulation
accrue de H,O,. De telles études nécessiteront de mettre au point un systéme de répression
stable et homogene de I’activité HCT dans la plante ainsi que la mise en place de divers

patho-systémes.

Stratégie d’isolement de nouvelles acyltransférases impliquées dans le métabolisme des

phénylpropanoides : approche phylogénétique chez Arabidopsis.

L’analyse globale de la superfamille des acyltransférases de type « BAHD » chez la
plante modele Arabidopsis a débuté au laboratoire. L’exploitation des banques d’ESTs
(Expressed Sequence Tag) constitue également une source importante de données sur le
niveau d’expression des geénes et leur régulation. La recherche de tous les génes codant pour
des acyltransférases putatives appartenant a la famille « BAHD » a été réalisée par similarité
de séquence de proche en proche. L’ensemble de ces alignements de séquences nous a permis
d’identifier, grace au séquengage complet du génome, 59 génes codant pour des
acyltransférases putatives appartenant a la superfamille « BAHD » (Fig. B). Seul un produit
de ces génes, CER2 (géne At4g24510; masse molaire théorique 47 kDa), a une fonction
connue. Le mutant cer? et le mutant de mais glossy?2 sont tous deux affectés dans la
biosynthése de la cire épicuticulaire (Xia et al., 1996 ; Tacke et al., 1995). Ces deux mutants
semblent étre défectueux dans 1’élongation des chaines d’acides gras, C28 pour cer2, et C30
pour glossy2. L homologie des deux génes mutés avec la famille « BAHD » suggére que le
produit de ces deux genes catalyse une réaction d’élongation des acides gras de maniére acyl-
CoA dépendante.

Dans I’objectif d’analyser des mutants d’Arabidopsis affectés dans 1’expression du
géne HCT homologue a celui de tabac, nous avons réalisé une analyse phylogénétique de
I’ensemble des 59 acyltransférases d’Arabidopsis putatives y incluant I’enzyme de tabac (Fig.
B). Parmi ces 59 protéines, 1’'une d’entre elles présente 79% d’identité avec I’acyltransférase
de tabac (article 1) (Fig. C). De plus, ce geéne d’Arabidopsis (At5g48930) semble étre
fortement exprimé puisque 40 séquences EST ont été recensées et répertoriées dans les
banques de données (http://mips.gsf.de/cgi-bin/proj/thal/search gene?code=At5g48930).
Nous avons donc voulu savoir si cette forte similarité de séquence entre les genes HCT de
tabac et At5g48930 d’Arabidopsis conduisait a une conservation de 1’activité enzymatique.
Pour cela nous avons cloné I’ADNc « At5g48930 » puis réalisé des études biochimiques sur
le produit du géne. Les résultats obtenus nous ont confirmés que cette protéine présentait la
méme activité acyltransférase et la méme spécificité de substrat que ’'HCT de tabac. La

protéine codée par le gene At5g48930 constitue donc un candidat sérieux pour E&tre
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I’acyltransférase fournissant les substrats de la C3H, caractérisée chez Arabidopsis (Franke et
al, 2002 a, b).

Cette approche de génomique fonctionnelle couplée a des études biochimiques, le tout
basé sur une logique « forte similarité de séquence / activité enzymatique proche », semble
intéressante et prometteuse en vue d’élucider la fonction biologique de chacune des protéines
codées par ces 59 geénes. Nous avons donc procédé a une étude systématique plus globale de
cette famille de 59 génes d’Arabidopsis en les confrontant a I’ensemble des acyltransférases
de plantes appartenant a la famille « BAHD » et dont la fonction biochimique a été
caractérisée chez d’autres espéces végétales. La comparaison de ces séquences nous a permis
de classer les protéines d’Arabidopsis en plusieurs « groupes fonctionnels », selon le degré de
similarité qu’elles présentaient avec les enzymes caractérisées biochimiquement. La Fig. B
présente 1’arbre phylogénétique des 59 protéines d’Arabidopsis et des 15 acyltransférases
caractérisées chez d’autres espéces végétales dont 'HCT de tabac. La nomenclature des
classes fonctionnelles est identique a celle utilisée dans 1’article 1. Quatre groupes majeurs
ressortent de cette étude:

o A :ce groupe contient les acyltransférases impliquées dans la biosynthése du taxol; les

13 séquences du groupe présentent au minimum 25% d’identité.

o B: c’est le groupe des acyltransférases impliquées dans la biosynthése des
anthocyanes; les 14 séquences du groupe présentent au minimum 29% d’identité.

o C: dans ce groupe on trouve les acyltransférases impliquées uniquement dans le
transfert de groupement acétyle sur des fonctions hydroxyles de métabolites variés; les

16 séquences du groupe présentent au minimum 17% d’identité.

o D et enfin ce groupe rassemble les acyltransférases, dont ’HCT de tabac, impliquées
dans le transfert de groupements hydroxycinnamoyls sur des accepteurs issus de la
voie du shikimate (shikimate, quinate, anthranilate); les 5 séquences du groupe

présentent au minimum 38% d’identité.

Bien que cette étude préliminaire par similarité de séquence permette d’orienter les
recherches, 1’activité enzymatique et la fonction biologique de chacune de ces protéines
restent a déterminer. Ce type d’approche phylogénétique a déja été entrepris avec succes sur
les protéines de la superfamille des glucosyltransférases dans le laboratoire de D. Bowles.
Prés de 90 protéines ont été¢ exprimées chez E. coli puis leur activité enzymatique testée in
vitro vis-a-vis de plusieurs substrats appartenant notamment au métabolisme des
phénylpropanoides. Cette approche a notamment permis de caractériser des
glucosyltransférases impliquées dans le métabolisme des monolignols (Lim et al., 2001). En
plus des études biochimiques, la détermination du role biologique d’un géne peut étre menée
par d’autres approches telles que la génétique inverse en étudiant des mutants d’Arabidopsis,

la protéomique ou encore 1’analyse du métabolome. En effet, la comparaison par CLHP des
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pools métaboliques de la voie des phénylpropanoides entre un écotype sauvage et des mutants
devrait nous permettre de mieux connaitre la fonction biologique des produits des geénes,
puisque nous savons que le nombre de génes (environ 25 000 chez Arabidopsis) est bien
inférieur a celui des métabolites chez les plantes.

Parallélement a ces études, il serait intéressant d’analyser le profil d’expression du géne
HCT en particulier, et des autres acyltransférases putatives en général, et ceci a la fois au
cours du développement normal d’Arabidopsis, mais également apres différents stress
biotiques et abiotiques. Dans un premier temps, 1’étude de 1’expression du géne HCT va étre
réalisée sur la plante modele N. tabacum par PCR quantitative. Des génes codant pour des
protéines soit impliquées dans la lignification (PAL, C4H, OMTs, CCR), soit exprimées lors
des réactions de défense vis-a-vis du VMT (protéines PR, COMT II) serviront de génes de
référence. Chez Arabidopsis, 1’analyse plus globale de I’expression de I’ensemble des
acyltransférases de type « BAHD » pourrait étre réalisée grace a la technique des « cDNA
microarrays ». Cette étude devrait permettre d’isoler des geénes au profil d’expression
intéressant, pour produire par la suite les enzymes recombinantes correspondantes dans E. coli

et étudier leur spécificité de substrat, deux techniques maitrisées au laboratoire.

Pour revenir sur la voie de biosynthése du CGA, ’approche phylogénétique réalisée sur
Arabidopsis constitue une base intéressante en vue de déterminer le ou les génes éventuels
impliqués dans la synthése spécifique du CGA. En effet, les deux protéines d’Arabidopsis
présentant une identité de séquence de 1’ordre de 40% avec I’HCT de tabac (Fig.B; groupe D)
constituent des candidats intéressants. Le clonage de ces deux protéines dans un vecteur
d’expression a déja été réalisé au laboratoire par Sébastien Besseau. L’étude biochimique de
ces protéines, en comparaison avec l’activité enzymatique de la protéine codée par le géne
At5g48930 (I’orthologue du géne HCT de tabac), nous permettra d’en savoir plus sur leur réle
biologique.

Approches bioinformatiques :

Avec les programmes de séquencage systématique des génomes, la nécessité de
caractériser la fonction des produits de ces génes est croissante. La biologie structurale
constitue un outil important dans la caractérisation des protéines au niveau atomique. Ces
¢tudes structurales permettent une meilleure compréhension de la fonction biologique des
protéines en déterminant les interactions avec leurs substrats et en ¢lucidant les mécanismes
réactionnels mis en jeu. En association avec des données biochimiques et physiologiques,
elles peuvent conduire a une meilleure compréhension des voies biosynthétiques complexes.

Le métabolisme des phénylpropanoides, qui conduit en particulier aux unités

monomériques de la lignine, est sujet a des mécanismes de régulation complexes et variés tout
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au long de la croissance de la plante et en réponse a divers stimuli environnementaux
(paragraphe 1.5.). Les facteurs de transcription (comme les facteurs MYB) (Tamagnone ef al.,
1998a), les modifications post-traductionnelles ou encore des mécanismes de rétrocontrole
(Pingon, 1999) sont quelques-uns des éléments principaux connus pour réguler ce
métabolisme. Un autre niveau de régulation pourrait dépendre de 1’association de certaines
enzymes en complexes multienzymatiques (Campbell et Sederoff, 1996), ce qui provoquerait
une orientation précise du flux métabolique vers des voies spécifiques, telles que la synthése
de la lignine ou des anthocyanes.

La complexité de la distribution des phénylpropanoides dans la plante et en particulier
de la lignine (Boudet ef al., 1995; Campbell et Sederoff, 1996; Baucher et al., 1998; Whetten
et al., 1998; Anterola et al., 2002) pourrait également s’expliquer par 1’existence de plusieurs
isoformes pour de nombreuses enzymes intervenant dans le métabolisme des
phénylpropanoides. Au vu de la panoplie des composés phénylpropanes méthoxylés et de la
diversité de leurs fonctions dans la physiologie de la plante, les O-méthyltransférases (OMTs)
du métabolisme des phénylpropanoides constituent un modele intéressant pour des études de

type « structure/fonction ».

La CCoAOMT de tabac

Deux sous-familles multigéniques, les COMTs et les CCoAOMTs, catalysent la méme
réaction chimique de méthylation mais se distinguent par leur profil d’expression au cours du
développement de la plante ou en réponse aux agents pathogénes mais surtout par leur
spécificité de substrat. Alors que les COMTs acceptent comme substrats aussi bien les acides
caféique et 5-hydroxyférulique, les esters de CoA correspondants ainsi que les formes
aldéhydes et alcools, les CCoOAOMTs méthylent spécifiquement les esters de CoA avec une
affinité particuliére pour le caféoyl-CoA (Maury et al., 1999). Cette différence s’explique par
le degré de divergence des séquences codantes qui fait de ces enzymes deux familles
distinctes d’OMTs (Ibrahim et al., 1998; Joshi et Chiang, 1998). L’¢tude de la spécificité de
substrat de la CCoAOMT de tabac vis-a-vis des esters de CoA en est un exemple (article 3).
La modélisation de la CCoAOMT a I’aide de la structure tridimensionnelle de la catéchol
OMT de rat (Vidgren et al., 1994), nous a permis d’identifier des acides aminés
indispensables a 1’activité enzymatique et responsables de la reconnaissance de la chaine
latérale de CoA. Ces résidus Arg220, Asp58 et GIn61 appartiennent au site actif de I’enzyme,
au méme titre que ceux intervenant dans la reconnaissance des cofacteurs, mais ils sont
responsables de la spécificité de I’enzyme pour les esters de CoA (Fig. IT 11B). Ceci n’est pas
le cas pour la COMT I qui probablement ne reconnait que la partie phénolique de la molécule,
ce qui expliquerait qu’elle soit capable de méthyler aussi bien 1’acide 5-hydroxyférulique que

son ester de CoA ou ’alcool 5-hydroxyconiferylique. Cette approche ne nous a cependant pas
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permis de modifier la spécificité de substrat de la CCoAOMT en méthylant par exemple
I’acide caféique. Ce modéele d’interaction entre la CCoAOMT et son substrat, le caféoyl-CoA,
représente un nouveau modele de fixation d’une chaine latérale de CoA (Engel et Wierenga,
1996).

De telles approches structurales couplées a des ¢études biochimiques sont
complémentaires aux données obtenues par génie génétique. Elles permettent d’évaluer plus
précisément le role et I’'importance d’enzymes impliquées dans les voies métaboliques.
L’¢étude de I'implication de la CCoAOMT et de la COMT dans la lignification et les réactions

de défense aux agents pathogénes chez N. tabacum en est un bon exemple.

La COMT I de tabac

Ces dernicres années, la premicre classe d’OMTs de plantes dépendantes de la SAM
regroupant la COMT, I’(iso)eugenol OMT (IEMT), la chalcone OMT (ChOMT), I’isoflavone
OMT (IOMT) ou encore la flavonol OMT (FOMT) (Fig. II 1) a fait I’objet de nombreuses
¢tudes biochimiques et structurales dont voici quelques exemples.

Aprés avoir déterminé la premiére structure d’une chalcone synthase et la base
moléculaire de la biosynthése des polyketides (Ferrer et al., 1999), le groupe de J.P. Noel a
caractérisé pour la premicre fois, en 2001, la structure tridimensionnelle de deux O-
méthyltransférases impliquées dans le métabolisme des phénylpropanoides (Zubieta et al.,
2001). Il s’agit de la chalcone OMT (ChOMT) et de I’isoflavone OMT (IOMT), deux O-
méthyltransférases dépendantes de la SAM et actives sous forme d’homodimere. Cette étude a
permis de caractériser de nouveaux domaines caractéristiques des O-méthyltransférases de
plantes. Certains d’entre eux interviennent dans la dimérisation des protéines et les modeles
indiquent, de facon intéressante, que l’interface entre les deux sous-unités participe a la
formation du site actif.

Ces nouvelles données ont été la base de nouvelles études de type « structure/fonction ».
Les données cristallographiques de I'IOMT ont permis de modéliser deux O-
méthyltransférases intervenant dans la biosynthése de phénylpropénes chez le basilic (Gang et
al., 2002b). Ces modeles suggéraient que la modification d’un seul acide aminé entre les deux
protéines était a 1’origine de la différence de spécificité de substrat des deux enzymes. Cette
prédiction a été confirmée par mutagenése dirigée démontrant 1’intérét de telles connaissances
structurales pour mieux comprendre I’évolution des spécificités enzymatiques.

Parmi toutes les séquences d’Arabidopsis prédites comme appartenant a la famille des
O-méthyltransférases de plante, on peut présumer la fonction d’un petit nombre car elles sont
phylogénétiquement proches d’une OMT caractérisée. La capacité de prédire la spécificité de
substrat d’un produit de géne sur la seule base de sa séquence primaire et par conséquence la

possibilit¢ de connaitre la fonction biologique de I’enzyme représente un challenge
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intéressant. Schroder et Coll. (2002) ont tenté de prédire les substrats d’OMTs clonés chez
Catharanthus roseus en utilisant 1’ensemble des données connues sur les O-
méthyltransférases dépendantes de la SAM et notamment les nouveaux motifs identifiés par
Zubieta et Coll. (2001). En confrontant leur prédiction a des études biochimiques, les auteurs
ont démontré que les données structurales constituaient des éléments importants dans 1’étude
biologique de nouvelles enzymes.

Comme nous I’avons déja vu dans ’introduction, la COMT I est une des enzymes clef
impliquée dans la biosynthése de la lignine d’Angiospermes. Les études biochimiques ont
montré qu’in vitro, cette O-méthyltransférase dépendante de la SAM est active aussi bien vis-
a-vis des acides caféique et 5-OH-férulique que des esters de CoA, aldéhydes ou alcools
correspondants. La structure cristallographique de la COMT I sous forme d’homodimére et en
complexe avec la S-adénosyl-L-homocystéine (SAH) et ’acide férulique a récemment été
obtenue (Zubieta et al., 2002). Cette étude a conduit a une compréhension structurale de la
spécificité de substrat en identifiant, paralléelement a des études de mutagenese, des résidus
impliqués dans la reconnaissance des substrats. Il a é¢galement été montré que contrairement a
d’autres O-méthyltransférases caractérisées (Zubieta et al., 2001), les positions du noyau
aromatique et de la SAM au niveau du site actif sont particulierement éloignées. Cette
architecture plus « espacée » pourrait expliquer la faible spécificité de substrat de la COMT I
vis-a-vis des différents substrats phénoliques cités précédemment. L’identification de résidus
modifiant 1’affinit¢é de I’enzyme pour des substrats physiologiques constitue un point de
départ intéressant en vue de manipuler la composition monomérique de la lignine au sein de
plantes transgéniques (Zubieta et al., 2002).

Comme nous venons de le voir, ’activité catalytique de la majorit¢é des OMTs de
plantes est dépendante de la formation d’homodimeres. Frick et Coll. (1999, 2001) ont cloné
chez Thalictrum tuberosum 4 ADNc trés similaires entre eux (de 93 a 99%) et codant pour
des O-méthyltransférases possédant 71% de similarité avec d’autres O-méthyltransférases de
plantes. La caractérisation biochimique de ces enzymes a permis de montrer qu’elles étaient
actives sous forme dimérique. Sous forme d’homodimeére, les 4 enzymes présentent des
activités communes (vis-a-vis de 1’acide caféique) mais également spécifiques (vis-a-vis
d’alcaloides de type norcolaurine). Mais, in vitro, 1’obtention d’hétérodiméres a permis
d’obtenir des activités de méthylation vis-a-vis de nouveaux substrats. Cette étude ajoute un
niveau de complexité a I’image que 1’on peut se faire de la fonction, in planta, de ces
différentes enzymes et de leurs isoformes.

En plus de ces études « structure/fonction », les banques de données sont constamment
approvisionnées en nouvelles séquences codant pour des OMTs de plantes (Lavid et al., 2002;

Frick et al., 2001) constituant une source importante de renseignements.
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Figure D. Alignement de séquences de 4 COMTs et de 3 OMTs de plantes; cet alignement intégre également
la séquence de la COMT Il de tabac. Les résidus et les motifs conservés présentés sur cette figure regroupent
I'ensemble des connaissances actuelles (Zubieta et al., 2002).
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Modélisation de la COMT II, une classe d’OMTs a part chez le tabac

Contrairement a la classe I des COMTs, exprimée constitutivement dans les tissus
lignifiés, la COMT II de tabac présente une expression faible dans les tissus sains et une
stimulation importante lors d’une infection par le VMT (Pellegrini et al., 1993; Toquin et al.,
2003). Des tabacs inhibés pour I’expression de la COMT II ne présentent pas de modification
dans leur développement et montrent une faible diminution de la résistance au VMT (résultats
non publiés). L expression du promoteur COMT II au niveau des racines (Toquin et al., 2003)
pourrait indiquer un réle de cette enzyme dans la subérisation des tissus souterrains, d’autant
que I’analyse des plantes réprimées pour la COMT II indique une diminution de la quantité de
la subérine déposée au niveau des racines.

La présence de deux classes, I'une reliée a la lignification (COMT 1), I’autre aux
réactions de défense (COMT II) n’a été décrite jusqu'ici que dans le tabac. De plus, les deux
classes d’O-méthyltransférases présentent des spécificités de substrat différentes (Maury et
al., 1999). Alors que la COMT I méthyle efficacement 1’acide caféique, ’acide 5-
hydroxyférulique et les esters de CoA correspondants, ces derniers sont de trés mauvais
substrats pour la COMT II. Par contre, le catéchol est un trés bon substrat pour la COMT II.
Cette divergence de spécificit¢ de substrat entre les deux classes d’enzymes pourrait
s’expliquer par des différences au niveau de leur séquence primaire. En effet, les
comparaisons de séquences peptidiques entre les deux classes de COMTs de tabac montrent
qu’elles partagent environ 53% d’identité (Pellegrini et al., 1993). Ces résultats contrastent
avec la conservation de séquence habituelle entre COMTs d'Angiospermes dont 1’identité est
supérieure a 75%. Ces résultats confirment donc que la COMT II constitue une classe d’O-
méthyltranférase particuliere chez le tabac.

La cristallisation récente de 1I’O-méthyltranférase de classe I de luzerne (Zubieta et al.,
2002), qui présente 79% d’identité avec la COMT I de tabac et 54% d’identité avec la COMT
IT constitue un modele d’étude intéressant pour essayer de comprendre la base structurale de
la spécificité de substrat de la COMT II. L’alignement de séquence présentée Fig. D compare
la séquence primaire de la COMT II de tabac avec celles de 4 COMTs et de 3 autres OMTs
¢tudiées au préalable par Zubieta et Coll. (2001, 2002). On constate que les acides aminés
intervenant dans la reconnaissance de la SAM, ceux essentiels a la formation du dimeére et
ceux du site catalytique, sont strictement conservés dans la séquence de la COMT II. Par
contre, la nature des résidus identifiés comme intervenant dans la fixation et la reconnaissance
spécifique du substrat phénolique est trés variable d’une séquence a ’autre. Au sein de la
COMT II, on observe notamment une substitution de la leucine 154 en phénylalanine et de
I’histidine 185 en proline par rapport a la COMT I de luzerne. Contrairement a la CCOAOMT
de tabac que nous avons modélisée (article 3), I’activit¢é de méthylation des COMTs est

indépendante des cations divalents, tels que le Mg™" et jusqu’a présent toutes les OMTs
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Figure E. Modéle tridimensionnel de ’homodimére de la COMT Il de tabac. Chaque monomére
présente une poche de fixation de la SAM et une poche de fixation du substrat phénolique
(cercle jaune). Dans ce modéle, seul la SAH est représentée car la cristallisation de la COMT de
luzerne a été réalisée en sa présence.

La modélisation a été effectuée a partir des données cristallographiques de la COMT (de classe I) de
luzerne (Zubieta et al., 2002; numéro d’accession PDB : 1KYW). Les hélices-a, les feuillets-§ et les
boucles sont respectivement représentés par des hélices rouges, des fleches bleues et des filaments
gris. La SAH est constituée du squelette carboné jaune. Les atomes de carbone sont en noir, les
atomes d’oxygéne en rouge, les atomes d’azote en bleu et I'atome de souffre de la SAH en jaune.
Représentation réalisée par Marc Bergdoll.
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appartenant a cette classe sont actives sous forme homodimérique (Zubieta et al., 2001, 2002).
Toutes ces données nous ont permis de réaliser un premier modele tridimensionnel de la
COMT 1I sous forme d’homodimére (Fig. E). Compte tenu du score des alignements
présentés Fig. D et de la conservation des résidus essentiels, le modele est fiable. Des
analyses biochimiques complémentaires sur la spécificité de substrat de la COMT II ainsi
qu’une étude approfondie des séquences consensus nous permettront d’identifier les résidus
et/ou les motifs conférant la spécificité de substrat particuliere de la COMT II, et de
déterminer la fonction biologique de cette protéine dont le profil d’expression est comparable

a celui des protéines de défense PR (Pathogenesis Related).

Etudes structurales de 1’enzyme HCT

A T’heure actuelle, dans le régne animal et végétal, il a été caractérisé deux mécanismes
catalytiques distincts pour transférer le groupement acyle d’un ester de CoA sur une molécule
acceptrice. Le premier mécanisme fait intervenir un « double-transfert », c'est-a-dire que le
groupement acyle de I’ester de CoA est d’abord transféré sur I’enzyme (résidu cystéine) avant
d’étre transféré sur la molécule acceptrice finale (Thompson et al., 1989); c’est le cas par
exemple des thiolases intervenant dans la B-oxydation des acides gras. Le second mécanisme
fait intervenir la formation d’un complexe ternaire entre I’enzyme, 1’ester de CoA et
I’accepteur juste avant le transfert direct du groupement acyle de 1’ester de CoA sur le substrat
accepteur, sans la formation de liaison covalente entre 1’acyle et ’enzyme. Ce mécanisme,
utilisé par la chloramphénicol O-acétylatransférase (CAT) (Shaw et Leslie, 1991) et I’histone
acétyltransférase (HAT) (Tanner et al., 1999), a fait I’objet d’¢tudes basées sur les structures
tridimensionnelles. Ces données ont permis d’identifier les résidus du site actif. Les
mécanismes catalytiques de ces deux acyltransférases présentent des caractéristiques
communes : dans le complexe ternaire, une base active le groupement nucléophile de la
molécule acceptrice par déprotonation, permettant ensuite 1’attaque nucléophile sur le carbone
du carbonyle de 1’acyl-CoA (exemple Fig. F, au verso). Chez la CAT, il a ét¢ démontré que
I’histidine 195 du motif « HxxxD » peut jouer le role de base pendant la catalyse.

La superfamille des acyltransférases dépendantes des esters de CoA « BAHD », a
laquelle appartient HCT, est distincte aussi bien au niveau fonctionnel qu’au niveau
phylogénétique de ces deux classes d’acyltransférases, et a fait I’objet de trés peu d’études
structurales (St-Pierre et De Luca, 2000). Le mécanisme catalytique de ces enzymes est par
conséquent trés mal connu, méme si quelques données biochimiques telles que 1’inactivation
des enzymes par le diéthyl pyrocarbonate indiquent I’importance de résidus histidine dans
I’activité catalytique. La présence du motif « HxxxD » a la fois chez la CAT et les

acyltransférases « BAHD », ainsi que des études de comparaison de séquences laissent penser
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Figure F. Proposition du mécanisme catalytique d’une acyltransférase de la famille « BAHD »
transférant un groupement malonyl sur une pélargonidine (Suzuki et al., 2003). Le résidu His167 (ou
Asp390) jouerait le réle de base (Enz-B), conduisant a une déprotonation d’'un groupement hydroxyle,
permettant I'attaque nucléophile de la molécule acceptrice (anthocyanine) sur le carbone carbonyle du
malonyl-CoA.
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que les enzymes « BAHD » peuvent étre proches de la CAT au niveau mécanistique (St-
Pierre et De Luca, 2000).

Trés récemment, des études fonctionnelles ont été réalisées sur une acyltransférase
« BAHD » impliquée dans 1’acylation d’anthocyanine chez Salvia splendens (Suzuki et al.,
2003). Ces auteurs, par une approche de mutagenése dirigée et d’alignement de séquences,
ont identifi¢ des acides aminés fonctionnels impliqués dans 1’activité enzymatique. Ils ont
notamment caractérisé deux acides aminés susceptibles de jouer le role de base dans le
complexe ternaire [malonyl-CoA / anthocyanine / enzyme]: I’histidine 167 et 1’acide

aspartique 390, présents respectivement dans les motifs « HxxxD » et « DFGWG » (Fig. F).

En conclusion, ce travail a permis de caractériser une nouvelle enzyme du métabolisme
des phénylpropanoides a activité acyltransférase (HCT) et de démontrer I’importance de cette
enzyme dans la biosynthese de la lignine. L’¢lucidation de sa fonction dans d’autres processus
physiologiques, tels que le métabolisme de I’acide chlorogénique et les réactions de défense,
devra étre basée sur des approches combinant la génomique, 1’enzymologie, les analyses

biochimiques de métabolites, et la biologie cellulaire et structurale.
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Matériel et méthodes

Le matériel et les méthodes présentés dans cette partie concernent uniquement les
résultats complémentaires du premier chapitre. Le reste des techniques et I’ensemble des
informations nécessaires a la compréhension des expériences sont détaillés dans chacun des
articles 1, 2 et 3.

1. Matériel végétal et inoculation du virus

Les plantes (Nicotiana tabacum cv. Samsun NN) sont conditionnées dans une logette
climatisée a 22°C £ 1°C, sous une luminosité¢ de 5000 lux et une photopériode jour/nuit de
16h/8h. L’inoculation du virus de la mosaique du tabac (VMT) se fait par inoculation
mécanique. Cette méthode consiste a frotter, a 1’aide d’un coton, la surface des feuilles avec
une suspension de particules virales purifiées (VMT, souche commune Ul de 0,1 a 1 pg/ml)
en présence d’un abrasif, la célite (10 mg/ml). Les blessures générées constituent autant de
sites d’infection potentiels. Aprés quelques minutes de contact, les feuilles sont rincées a I’eau
pour enlever I’excés de célite et de particules virales.

Les prélévements, en vue de mesurer I’activit¢ HCT, ont été réalisés a 1’aide d’un
emporte-piece (diametre de 8mm). Les conditions d’incubation et les techniques d’analyses
des produits de réaction sont celles présentées dans I’article 2. Le milieu réactionnel est mis

en présence de 6ug de protéines totales puis incubé 15 min a 30°C.

2. Extraction et analyse par Chromatographie Liquide Haute Performance (CLHP) des

phénols solubles et pariétaux de Nicotiana benthamiana

Les phénols solubles et pariétaux sont extraits de tige (entre-noeud n°5) ou de feuilles de
N. benthamiana réprimées pour 1’expression du géne HCT. Des plantes infiltrées avec la
construction TRV-GFP sont utilisées comme témoin. Les phénols extraits sont séparés par
CLHP. Ils sont détectés par spectrophotométrie et fluorimétrie (Waters, USA), puis identifiés
sur la base de leur temps de rétention et de leur spectre d'absorption, en comparaison avec des

standards.
2.1. Protocole d'extraction des phénols (Tamagnone et al., 1998a; Keller ef al., 1996)
Les étapes sont résumées sur la figure ci-contre. Les tissus sont finement broyés dans

l'azote liquide. Le broyage est poursuivi dans le méthanol 100 % froid (500 puL pour 100 mg

de poids frais) puis centrifugé 5 min a 20000 g a 4°C. Puis on réalise un second broyage sur le
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culot dans le méthanol / eau, 2:1, (200 puL de cette solution pour 100 mg de poids frais). Le
surnageant de la premiére centrifugation et ce deuxiéme broyat sont rassemblés et agités
vigoureusement pendant 30 min a 4°C pour favoriser 1'extraction des phénols. Le mélange est
ensuite centrifugé 5 min a 20000 g a 4°C. Le culot est composé essentiellement de parois
cellulaires; il est conservé a - 20 °C en vue de l'analyse des phénols pariétaux.

Le surnageant contenant les phénols solubles est clarifié par centrifugation 30 min a 600
g a 4°C. Le surnageant est concentré au maximum sous azote puis repris dans le méthanol /
eau, 2:1, a raison de 150 pl pour 100 mg de poids frais. L'échantillon contenant les phénols

solubles est prét a étre injecté et analysé par CLHP.

Le culot contenant les parois cellulaires est lavé deux fois successivement avec chacun
de ces sept solvants : méthanol 50 %, eau, SDS 0,5 %, NaCl 1 M, méthanol 100 %, acétone
puis éther. Ces lavages ont pour but d’optimiser 1’hydrolyse basique en éliminant toutes les
molécules adsorbées sur la paroi. Pour chaque lavage le tube est placé sous agitation
vigoureuse 15 min a 4 °C, puis centrifugé 5 min a 1700 g afin de culoter les débris cellulaires.
Au dernier lavage, le surnageant est ¢liminé et le culot séché sous azote. L'hydrolyse des
phénols pariétaux est réalisée toute la nuit a 70°C sous agitation douce en présence de NaOH
1 N. Le tube est ensuite centrifugé 15 min a 1700 g, puis le surnageant est neutralisé par ajout
d'HCI 12 N. L'extraction est réalisée trois fois a I'éther, puis la solution éthérée est concentrée
sous azote et reprise dans le méthanol / eau, 2:1, a raison de 150 uL pour 100 mg de poids
frais. L'échantillon contenant les phénols pariétaux est prét a étre analysé dans les mémes

conditions que les phénols solubles.

2.2. Analyse par CLHP des phénols extraits

Les échantillons sont analysés par CLHP en phase reverse sur une colonne CI18
(Novapak, 4 pm, 4,6 x 250 mm, Waters, USA). Ils sont élués avec un débit de 1 ml / min
pendant 70 min par un gradient progressif en acétonitrile. Les premicres molécules éluées
sont les plus hydrophiles. Les solvants utilisés sont les suivants :

A : 10 % acétonitrile ; 90 % eau ; 0,1 % acide formique (v/v).

B : 80 % acétonitrile ; 20 % eau ; 0,1 % acide formique (v/v).

Apres la charge, on proceéde pendant 50 min a une élution lente par un gradient linéaire
allant de 100 % A a 50 % B. De 50 a 55 min, on passe a 100 % B. Le cycle d'élution est
achevé en revenant en 5 min a 100 % A. La colonne est alors rééquilibrée dans le solvant A
pendant 10 min. Les quantités d’esters hydroxycinnamoyl-shikimique et hydroxycinnamoyl-
quinique ont été déterminées par leur absorption a 320 nm, en utilisant des standards. Les 3-

O- et 4-O-caféoylquiniques sont produits en chauffant de 1’acide chlorogénique (5-O-
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caféoylquinique, Fluka, Suisse) a 90°C pendant 30 min dans un tampon phosphate (0,2M; pH
7,0) (Strack et Gross, 1990). Les isoméres sont séparés par CLHP et collectés.

3. Analyses histologiques au bleu de toluidine

Des fragments de tige de plants de N. benthamiana, agés de 8 semaines, et infectés
depuis 4 semaines par les constructions TRV-GFP ou TRV-HCT, sont fixés pendant une nuit
dans une solution contenant 3,7% de formaldéhyde, 50% d’éthanol et 5% d’acide acétique
apres infiltration sous vide du fixateur. Ils sont ensuite déshydratés dans des bains successifs
d’éthanol, puis d’Histoclear et inclus dans le paraplaste (paraplast +; Oxford) en vue de
réaliser des coupes transversales de 10 um. Les coupes sont montées sur des lames en verre,
réhydratées et colorées au bleu de toluidine 1% dilué au 1/30 pendant 4 minutes. Les lames
sont ensuite lavées dans 1’eau, puis déshydratées dans des bains d’éthanol et montées a 1’aide

d’Eukitt. Les observations sont réalisées a loupe binoculaire et au microscope.
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Le métabolisme des phénylpropanoides est un métabolisme secondaire spécifique au régne
végétal. Il conduit, a partir de la phénylalanine, a la synthése d’une grande variété¢ de
substances telles que les anthocyanes, les isoflavonoides, les stilbénes, des esters d’acides
hydroxycinnamiques, ou encore a la lignine. Ces métabolites secondaires interviennent dans
la pigmentation florale ou encore la protection des tissus végétaux contre divers stress
biotiques et abiotiques. Quant a la lignine, elle assure rigidité aux parois cellulaires végétales
et imperméabilité aux tissus conducteurs. La lignine est un polymere tridimensionnel
constitu¢ de trois unités monomériques qui possédent le méme squelette carboné
phénylpropane mais différent par leur degré de méthoxylation et d’hydroxylation. Une partie
de mon travail de thése a consisté a étudier la relation structure/fonction de la caféoyl-
coenzyme A O-méthyltransférase (CCoAOMT) de N. tabacum, responsable de
I’introduction de la premiére des deux fonctions méthyles. Des études bioinformatiques
couplées a des approches de biochimie et de mutagenése dirigée, nous ont permis de
modéliser I'interaction de la CCoAOMT avec son substrat, le caféoyl-CoA. Trois acides
aminés du site actif ont notamment été identifiés comme intervenant dans la reconnaissance
spécifique de la chaine latérale de CoA. J’ai également caractérisé, chez N. tabacum, une
nouvelle acyltransférase a activit¢ HydroxyCinnamoyl-CoA : shikimate/quinate
hydroxycinnamoyl Transférase (HCT) impliquée dans le métabolisme des
phénylpropanoides. Nous avons montré que I’enzyme HCT recombinante synthétisait, in
vitro, les substrats de I’hydroxylation en position 3 du noyau aromatique. De plus, la
répression de 1’expression du géene HCT par le «VIGS» conduit a un ralentissement de la
croissance des plantes, a une perturbation importante du pool d’acide chlorogénique, ainsi
qu’a une diminution de la quantité et a une modification de la composition de la lignine

synthétisée.

Mots clés : phénylpropanoides, lignine, O-méthyltransférase, modélisation, mutagenese
dirigée, acyltransférase, Nicotiana tabacum, Nicotiana benthamiana, Virus Induced Gene
Silencing (VIGS), VMT, CLHP, immunolocalisation, histochimie, microscopie confocale,
esters d’acides quinique et shikimique, esters de CoA, acide chlorogénique, Arabidopsis

thaliana.





