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Reésume

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

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

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

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

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

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

viticola, Vitis vinifera.






Abstract

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

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

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

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

regulation of this important pathway of grapevine defense metabolism.

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

viticola, Vitis vinifera.



@@ﬂmmm

Bien plus qu’un projet d’étude, cette thése a été pour moi une trés belle aventure
humaine et personnelle. Comme je 1’ai toujours défendu, un projet de thése ne se construit pas
seul, aussi j’aimerais exprimer ma sinceére reconnaissance a I’ensemble des personnes ayant
contribué, de pres ou de loin, a la réalisation et au bon déroulement de cette thése. Sans votre
participation, ce projet n’aurait pas pu aboutir.

Je tiens tout d’abord a remercier Frédéric Bourgaud (ENSAIA, Nancy), Patrick
Saindrenan (IBP, Orsay) et Dani¢le Werck-Reichhart (IBMP, Strasbourg), qui ont accepté de
faire partie de mon jury de theése. Merci a Bilal Camara (IBMP, Strasbourg), Julie Chong
(UHA, Colmar) et une nouvelle fois Patrick Saindrenan, pour votre investissement lors de
mes deux comités de thése ; vos conseils m’ont été d’une aide précieuse.

Cette thése n’aurait pas été réalisable sans le soutien de I’INRA et de la région Alsace
qui ont financé ce projet, je voudrais donc les remercier pour m’avoir offert I’opportunité de
réaliser cette thése. Aussi, un grand merci a I'IUT Génie biologique de Colmar et a
I’Université de Strasbourg, pour m’avoir donné I’occasion d’effectuer des vacations, j’ai pris
énormément de plaisir a enseigner.

Mes remerciements les plus vifs et les plus sincéres vont a mon directeur de these,
Philippe Hugueney. Merci de m’avoir si bien encadrée, merci de t’étre investi a fond dans ce
projet et enfin merci pour ta sympathie et ton accessibilité de tous les jours. Bien plus qu’une
chance, c’est une fiert¢ d’avoir été I'une de tes thésardes. Merci a Anne Poutaraud de 1’équipe
GAYV, qui a co-encadré cette theése. Merci pour ta sympathie et les précieux conseils que tu
m’as donné au cours de ces trois années.

Ce projet de theése a ¢été réalisé avec l’aide de plusieurs collaborateurs et
collaboratrices que je voudrais remercier. Un grand merci & Raquel Tavares et Gabriel Marais
(Laboratoire de Biométrie et Biologie Evolutive, Université Lyon I), qui se sont beaucoup
investis dans I’étude évolutive de la famille des STS et dans I’écriture de 1’article. Merci a
Dimitri Heintz de la plateforme de métabolomique de 'IBMP (Strasbourg), qui a pris en
charge I’analyse de mes échantillons. Merci a Sébastien Aubourg de ’'URGV d’Evry pour la
caractérisation et I’annotation des familles des génes STS et ROMT, et merci a Stéphane Réty
du laboratoire de Cristallographie et RMN Biologiques de I’Université de Paris Descartes,
pour m’avoir fourni les données structurales de ces enzymes. Enfin, je voudrais remercier
chaleureusement Julie Chong de 1’Université de Haute Alsace, pour m’avoir aidée pour les
expériences de qPCR, I’analyse des plantes transgéniques, et les tests patho.

A présent, je voudrais remercier vivement 1’ensemble du personnel de 'INRA de
Colmar. Particuliérement, un trés grand merci a toute 1’équipe du métabolisme secondaire
végétal : Anne Alais, Raymonde Baltenweck, Patricia Claudel, Marc Fischer, Andrea Ilg,
Sophie Meyer, Lauriane Renault, Geneviéve Riveill et Camille Rustenholz. Merci a Sophie



M. pour m’avoir aidé a mettre au point le protocole de transgencse végétale, et a Anne A.
pour la caractérisation des plantes. Un énorme merci a Lauriane pour ton aide précieuse dans
les manips, ta bonne humeur quotidienne et ton soutien. Un grand merci a Raymonde, pour
avoir pass¢ beaucoup de temps a m’expliquer le fonctionnement (obscur) de la nouvelle
chaine UHPLC-MS, merci d’avoir toujours répondu présente lorsque j’avais besoin de toi
pour mes analyses et mes nombreuses questions. Merci a Genevieve pour ta grande
sympathie, et nos éternelles discussions sur notre passion commune. Dank an Andrea fiir ihre
Freundlichkeit und Hilfe.

Je tiens a témoigner toute ma sympathie envers les thésardes, thésards et post-doc de
I’INRA de Colmar que j’ai pu cotoyer pendant ces trois années : Sophie, Damien, Andréa,
Loréne, Clémence, Marjorie, Lise, Antoine, Caroline, Dalya, Paule et Sylvaine. Votre
présence m’a apporté beaucoup de soutien et de motivation dans mon travail, vous allez tous
me manquer ! L’émulation créée par la réalisation de notre projet de bureau des doctorants
commun m’a beaucoup aidée pour la rédaction de cette thése, et ce projet n’aurait pas pu voir
le jour sans le soutien et I’implication de Frédérique Pelsy. Je voudrais donc la remercier
chaleureusement pour 1’¢laboration de ce projet, mais aussi pour avoir toujours été présente et
accessible durant mes trois années de thése. Je voudrais également remercier Sylvaine
Bergeret, qui m’a aidée a mettre au point le protocole de purification des ROMT dans le cadre
de son stage d’école d’ingénieur.

Un merci tout particulier a deux personnes qui me sont chéres. Merci a Damien Steyer,
«I’outsider » de notre équipe, fraichement PDG ; merci pour m’avoir si chaleureusement
accueillie @ mon arrivée a I’INRA, merci pour tes conseils avisés et ton aide précieuse pour
I’analyse de mes données. Un énorme merci pour mon amie thésarde et tenniswomen: Sophie
Blanc, avec qui j’ai pu tisser des liens d’amitié forts durant ces trois années. Merci pour tes
encouragements, ton soutien moral, ta présence tous les jours, tu as contribu¢ a ta facon a la
réalisation cette thése. En cela, je t’en serai toujours reconnaissante.

Enfin, merci a tous mes amis et ma famille, avec une attention toute particuliére pour
mes parents et pour Francgois. Merci de m’avoir soutenue, encouragée, et tout simplement
pour avoir été présents a mes cotés au quotidien. Merci a mes parents pour m’avoir permis de
réaliser ces longues études, incluant une année formidable a I’Université Laval de Québec.
Pour finir sur une note plus joviale, merci a mon éponge émotionnelle féline, Lilou, et 8 mon
fidele destrier Quorum, qui malgré le stress grandissant généré par cette fin de thése, a eu
I’incommensurable délicatesse de ne pas me jeter a terre.

Je conclus ici en remerciant une nouvelle fois 1’ensemble du personnel de I’'INRA de
Colmar, en vous souhaitant une trés bonne continuation pour les années a venir.






Table des matiéres

INTRODUCTION : LES STILBENES. .......cocosisesnieesssniessissssssnsssssssssssnsssssssssssssssssssssssssssssssssssssnssssssssssnssnsssnas 1
1 STRUCTURE ET PROPRIETES PHYSICO-CHIMIQUES DES STILBENES .....ccccetsmsamsmssmsasssssssmsssssssassssassnssssnssnsans 2
2  DISTRIBUTION DES STILBENES AU SEIN DU REGNE VEGETAL ...coctsmssmssssssssssssssnssasssssassassassnssssssssssssnsssssassns 3
3 VOIE DE BIOSYNTHESE DES STILBENES .....ccousumsmismsasssssmsasssssssasssssssnssssassnssssnssnssssnsssssssnssesassnssssnssnssnsnssnssssnssns 5
3.1 LA VOIE DES PHENYLPROPANOIDES ..c.vueeeureressressusssesssesessssessasssessssssessssssessssesssssssssssssesssesssssssessssssssssessssssessansasans 5
3.2 LA VOIE DE BIOSYNTHESE DES STILBENES .....ceeeturtsessrensssssesssesessssesssssessssssssssessssssesssssssssssessssssesssesssssssesssssssssne 7
3.2.1  LesS StIIDENE SYNENASES .. s s s s s sssssss s st sss s ssssssssssssnsas 7
3.2.2 Lafamille des polycétide SYNTNASES .....ccoorieriereereeret et esses s sssssse st s 11
3.2.3 Origine évolutive des stilDEne SYNthases.......coenreeneeeneeseeses s sssessesanas 12
3.2.4 Mécanisme de la formation des SHIDENES......c.orciereerreireereereesee et sese s ses s sesees 14
4 DIVERSITE DES STILBENES......ccitstsatsasssssssssssssssssssssassnssnssnsssssssssssssssssssssnsssssnsssssssssssssssnssnssnssnsssssnssnsssnsnnsss 19
4.1 GLYCOSYLATION .uotttureseresreusesssressessssessssessesssssssesssssssessesssssssssessssssssssesssssssesssasssessssssassssassesassssssessssssssasssesasssssnsessssans 21
4.2 METHOXYLATION ..cuttecesurereussreesseressssesessssssessssesessssesssssssssssssesessssesssessssssessssssstsssessssesssesssssssesssssssssesssanssesssesssssssenses 22
4.3 OLIGOMERISATION w.oeovtesreusessressessssessesessessessssessesssssssessssssssssssssesssesssessssssssssessssssesssssssasssssssssesssssssessnssssesssesssessenas 23
4.4 AUTRES MODIFICATIONS DES STILBENES ....cetststressussresesseresssessesessssessssesessssessssssessasssesssesssssssessssssensssssessssessssens 25
5 REGULATION DE LA SYNTHESE DES STILBENES ......ccccousmsmssssssssssssssssssssasssssssnssessssnsssssssnssssnsssssssnssssassassnsas 26
5.1  SYNTHESE CONSTITUTIVE cuvtvtssesersessesressessesessesressessessesssssssssssssssessessessssssssssssssssssssssssssssssasssssssssssssssssssessssssssnsens 26
5.2 INDUCTION DE LA SYNTHESE DES STILBENES EN REPONSE A DIFFERENTS STRESS .....ccoeuvetneurensssssrenesseseens 27
6 ROLE DES STILBENES DANS LES MECANISMES DE DEFENSE ....cccuusmmssssssssssssssssasssssasssssssssssssssnsssssnssnssassasans 28
6.1 MISE EN EVIDENCE DE LA TOXICITE IN PLANTA .cvsustusesesssressssssessssssessssssessssssesssssssssssessssssessasssesssssesssessssssssssens 28
6.2 MECANISMES D’ACTION DES STILBENES ET TOXICITE IN VITRO......ccossstserenssssssessesssssssssssesssssssessssssssasssssssssns 30
6.2.1 Toxicité des stilbénes in vitro sur les champignons phytopathogénes........ccooneeenerenrresennne. 30
6.2.2 Toxicité des StilDENES SUT 1€S VEZELAUX . ....ccriereureeureererseessesseesessesssessss s s s sssssss s ssssasssssssssssns 33
6.3  INGENIERIE DE LA BIOSYNTHESE DES STILBENES ....ccceeureusenssressesssssessssesssssessssssssssssssssesssssssesssssssesssssssssssses 33
6.3.1 Obtention de plantes transgéniques accumulant des StilDENES ........ouveeereereenernrerseeseereeseennees 33
6.3.2 Production de stilbénes par des cultures cellulaires végétales........ounrereernernrerseeseessenseennees 36
6.3.3 Production de stilbénes chez les bactéries et 1es [eVUIEeS ......crereceneeneeseerneeensesseesseessesnnes 39
6.3.3.1 Production chez ESCherichia COli......usenec e sess s sessssessss s sssssseans 39
6.3.3.2  Production Chez 1a IEVUTE ...t sessssessses s sssssssss s ssssss st ssssssssssesssssssssssseeeas 42
6.3.1 D’ou provient le resvératrol disponible dans le COMMErce ?.......comereenreereenernneeneeseessesseeenees 43
7 PROPRIETES PHARMACOLOGIQUES DES STILBENES.....ccccusutsumsamsasssssssssssssssnsssssassnssassnssssssssssssssssssnssassnssnss 45
7.1  UTILISATION DES STILBENES DANS LES COSMETIQUES....ccstseustressssssesssessssssssessssssssssssssssssesssssssssasssssasssssssssens 45

7.2 IMPACT DES STILBENES SUR LA SANTE HUMAINE ...ccocstureressesearessssssessssessssssessssssesssssssssesssssssesssssssesssssssssssssses 45



MATERIEL ET METHODES.........oosusuieieisisianannsssssssssssssssnsnsnsasassssssssssssssssssssnsnsnsasasassssssssssssssssssnsssnsnsasasaes 54

I L 3 {1 56
1.1 MATERIEL VEGETAL uucsureseustresusesesssesesessssesssssessssessssssesssssss sesssesssssssessssssesssesssssssseessssssesssessssssasssssssesssesesssssesssanes 56
0 0 A U E 74 L) PP 56
1.1.2  Arabidopsis thallana......isssss s st ssssssses 57
1.1.3  Nicotiana DeNtNAMIANA .....coueieeuiereeseeereeeesreseessee s esee e s ssrsss s s s ss s s s ss s s snbaes 59
1.2 MATERIEL MICROBIOLOGIQUE uucuvueeeeeessssessessessessessesesssssssssssssssssssssessessssssssssssssussssssssssssssssssesssssssssassassassaneans 60
1.2.1  ESCRETICRIA COL ittt s s s s s bbb bbb 60
1.2.2  AGIODACLETIUITL SP. coveureeerceseesseeseessesssessseesssesssesssessssssss s s s s s ss s e sssass s sssssssessssssmsssssessssssaess 60
1.2.2.1 A. tumefaciens s. GV3101 :: PMPOO0 ... ssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssnes 60
1.2.2.2  A. rhiZOZENEeS S. ARQUAT .coieuieccereereeseesees et sesssessssseesse s s s s s ssse s s bbb s b 61
72\ 0 1 & (0] D) 0 62
2.1  BIOLOGIE MOLECULAIRE ..ccoteturtresueesessressssssesessssesessssessssssessssssssssssssssssssssnssssssesssssssessssssesssesssssssessssssesssesssssssenssnsnes 62
2.1.1  Matériel DIOIOZIQUE ...ttt s e s e es s s s s 62
2.1.1.1 Préparation des bactéries COMPELENLES ... 62
2.1.1.2 Transformation des bactéries compétentes par choc thermique........coeeeneeeseenneereeseeenenns 62
2.1.2 Amplification de 'ADN par réaction de polymérisation en chaine........nnn 63
2.1.3 Purification des fragments d’ADN obtenus par PCR ... sessseens 65
2.1.4 Systeme de clonage CLONEJET ......oeernnernneeseseseesssessssssessssssessesssssssssssesssssssassssssssssssssssssssssssssssans 65
2.1.4.1 Purification des plasmides reCOmMbDINANTS.....ccccuri s ——————————— 67
2.1.4.2 Vérifications des plasmides recombinant par digestion enzymatique........cceeeereerreeneens 67
2.1.4.3 Vérification des plasmides recombinants par SEQUENGCAZE.......c.ccweeerreerrrermeesseessmessseesseeeseeenns 67
2.1.5 Systeme de Clonage GatEWay ™. reereenneseeseesseesessssssessssssesssesssssssssssssssasssssssssassssesssssssssssssssssanees 68
2.1.5.1  PIINCIPE sttt sssss s s st s s ssssss s s s s sss s s ssss s sesssssssssnssnes 68
2.1.5.2  Vecteurs d’eXpression GAtEWaAY ™ ... s ssssssssssssssssssssssssssssssssnes 71
2.1.6  LISTE @S QIMOTCES....cuueereerrereeserseetsesseessessessesssesssesssssses s s s s s s as e e E s bR e Rt s 73
2.1.6.1 Amorces pour e clonage PIET .. sssssssessesssessssssssssssasssessssssssssssssssssssssssans 73
2.1.6.2 Amorces utilisées pour le clonage GateWayT™ ... sssssesssssseens 74
2.1.6.3  AmOrces POUr 1€S RT-PCRu...iississsssssss s ssssssssssssss s sssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssses 75
2.1.6.4 Amorces Pour 1a QRT-PCR ... sssssssssssssssssssssssssssssssssnes 75
2.2 ANALYSE FONCTIONNELLE wocvteesurtrcussresssssesssesessssessasesessssessssssessasssesssssssssseesssnssesssnsssssssesssssessssassssssssnssassessseseans 76

2.2.1  Matériel MiCTODIOIOZIQUE ...ceeueeeeeeeseereerree e es s sses s s s e as s snaas 76



2.2.1.1 Préparation des agrobactéries COMPELENTES .....couerernmermeesseesseesssessesssessssessesssesssessssssssessssseans 76

2.2.1.2 Transformation des agrobactéries par électroporation ........coeeeeenesnessessssessesanes 76
2.2.2 Transformation de N. DENthamiana ... esssessss s ssssssssssessssssesns 77
2.2.2.1 Expression transitoire chez N. benthamiana........sns 77
2.2.2.2 Transformation stable de N. benthamiana ... ssssesssesssesssssees 79
2.2.2.3 Obtention de racines transgéniques ou « hairy roOtS »....renserneenmeesneesseessseesseesseesns 80
2.2.3 Transformation stable de A. thaliana ... sssssssessssenes 81
2.2.3.1 Technique du « flOTal AiP »..oeoceeeneereerecneieesseeesseeses e sssssssssss s sssssassss s s ssssssssssssssas 81
2.2.3.2 Stérilisation des graines et SEleCtion iN VILI0 ... sessssessseessseenns 82
2.2.3.3  SUiVi deS tranSTOIMANTES.....cocoieurreeeereesreesecs et sess s ssesssssss s s s s bbbt bbb neas 83
2.3 ARN : QPCRET RT-PCR coitietrrerretreeeseessseseesse e ssseessesssesssessssssssssssessssssssssssssssss s sssssssss s sssasssessssssssssssesens 83
2.3.1 RT-PCR SeMi-QUANTITATIVE c.oveerrererrirsrersrssesssssssssssssssssssssesssssessssssssssssssssssssessssssssssssssssssssssssssssasessesssssssans 83
2.3.1.1  EXtraction deS ARNu.. i cseieceteesseesessesssesess e s s s ssss st s ssss bbb s st e 83
2.3.1.2  RT-PCRuieeecteteteseereeiseetseesseessesssssesss s s s s s s R e R s 84
G TOZ/ o 08 2 D U U L= LT 84
2.3.2.1 Préparation du Matériel VEGELAL ........coinrereeeneeseesseeeseeeseessssssessssssesssssssssssssssesssssssssssssssssssnns 84
2.3.2.2 PCR quantitative en temMPS Tl s s sees 85
2.4 PROTEINES : PURIFICATION DE PROTEINES ET TESTS ENZYMATIQUES ....cceversrreressrereassressssssesesssessasssesssesens 87
2.4.1 Matériel microbiologique et Vecteurs ULIlISES ......oerenreneernmerneeseessnesseesseeesesesssesssessessssessssesans 87
2.4.2  PUrification deS PrOTEINES ... riereeseeeseeeee ettt seesse s s s s s ess bbb s s ssnb s 87
2.4.2.1 Production de protéines reCOMDINANTES. ... 87

2.4.2.2 Vérification de 'expression par électrophorese en gel de polyacrylamide en conditions

AENAtUTANTES (SDS-PAGE) ..ottt eesetseessesess s ess e s e s s bbb bbb 88
2.4.2.3 Préparation des échantillons pour 1a SDS-PAGE.......ssssssssssees 89
2.4.2.4  SyStEMe de PUTIFICAtION .o reeceureeeeeseeeree ettt sees et ee s s s s bbb 89
2.4.3  TeStS ENZYMATIQUES ..vvvrererrsesesesessessessessessesssssssssssssssssssssssessssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssnsane 90
2.4.3.1 Tests enzymatiques sur surnageants de CUltUTES......oeernnreneesneesnessseessesesssesssesseessesssessans 90
2.5 METABOLOMIQUE ..ocuitiiecuiecssisssssssssssss s ssssssssssesssessssssssssssssssssasssssssess assssssesssssssssssasssssssssssasessssesssassessssasesasses 91
2.5.1 EXtraction des MELADOLILES .....veererrerreerrrersersreseessessessses e ssessssssssss s ssssssss s ssssessssssssssssssans 91
2.5.1.1 A partir de Matériel VEGELAL ...ttt ssss s ssses s ssse s sasssanes 91
2.5.1.2 A partir d’extrait d’ESCherichia COli......mmmis s s 91
2.5.2 Systeme d’analyse des MELADOIILES ... 92
2.5.2.1 Chromatographie en phase lHQUIde......cornenrenneineesereeseeseeese s ssssssss s sssssssaes 92

2.5.2.2  SPECLIOMALTiE A MASSE ..ccvirierriererssessrrsi s bbbt 93



CHAPITRE1: ANALYSE FONCTIONNELLE ET EVOLUTIVE DE LA FAMILLE DES STILBENE

SYNTHASES DE LA VIGNE ....cccccciiniimimsssssssssisssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssasass 96
1 INTRODUCTION . .ctstesussussassasssssssssssssssnsssssassnssssansssssssssssssssnsssssnssnsasssstssssnsshssnssnssassnssssssssssssnssnssnssnssnssassnsssnss 98
2  ORGANISATION DES FAMILLES DE GENES STS......cccoinmsmmsmsnssmssmsssssssssassssssssssssssssssssnssnssssnsssssssassssassassnsas 100
3 A PROPOS DE L’AMPLIFICATION EXCEPTIONNELLE DE LA FAMILLE DES STS DE VIGNE ......cccceevmseranans 104
3.1 LA DUPLICATION GENIQUE....ccessurremerssressesesssessssessesssssssesssssssessssssssssesssssssssssesssassssssssssessssessstsssesssesssssssssssasseses 104
3.2 DEVENIR DES GENES DUPLIQUES ....ccvutreustnssressessssssessssessesssssssesssssssesssssssesssesssssssssssessssssssasssssesassesasssssesssessssseas 105
3.2.1 Pseudogénisation ou non-fonctionnalisation des GENES ........ccoereererreemseeerreersesseesseeseessessseens 106
3.2.2 Hypotheése de la néo-fonctionNaliSationN.....s s 106
3.2.3  ThéOorie de I'effet dOSE.....o ettt seesessesssse s s s s s s s 108
3.2.4 Hypothese de la DDC: duplication - dégénérescence - complémentation ..........ceeeee. 109

3.3 APPORT DE L'ETUDE DE VANNOZZI SUR LA SIGNIFICATION BIOLOGIQUE DE L’AMPLIFICATION DES GENES
STS 112

3.3.1 Expression constitutive de certains membres de la famille des STS......ccoumnenrenneriernnnns 112
3.3.2 Induction de I'expression de la famille des STS ... 114
3.3.3 Hypothese concernant I’évolution de la famille des STS et confrontation des conclusions

concernant I'expansion de cette famille de GENES. .....cooerreerreereerrneenneeneeseee e sessessseseeees 116
3.4 INTERACTION DES STS AVEC DES PARTENAIRES CELLULAIRES ...cceeuvuresureressressusesesssesessssesssesesssssssssssessans 117
4 PERSPECTIVES tittsutsussssssssssssssssassssssssssassnssnssnsssssssssssssssssssssnsassssssssssssasssssssssssssssnssssssssssssssssssessnsssssassnssnssans 119
CHAPITREII : ANALYSE FONCTIONNELLE......ccooociiisssssssssssssssssssnsnssssssssssssnssssssssssssssssnssssssssssssssnasass 120
DE LA FAMILLE DES RESVERATROL O-METHYLTRANSFERASES DE LA VIGNE..........ccccuuue. 120
1 INTRODUCTION...ccutstrssussssassnsssssssnsssssssssssssssssssssssssssasssssssanssssssansssssssnsssssssssssansssssssnsssssssnsssssssnsssssssnssssassnss 122
1.1  CLASSIFICATION DES METHYLTRANSFERASES (MT) wovuuueersesssssssssssssssssssnesssssssssssssnsssssssssssssnnsssssssssssssnnsess 123
1.1.1. Les O-méthyltransférases de tyPe L. 123
1.1.2.  Les O-méthyltransférases de t¥Pe Il..... e sseessss e ssesssssssssssssssssssssessessees 125
1.1.3. Les O-méthyltransférases de type Il 126
1.1 GENOMIQUE DES O-METHYLTRANSFERASES .....cecveurussrseuressssresseresssssssessessssssesssssssessssssssssssssssssssssssssssssssesnes 128
1.2 ETUDE DE LA FAMILLE DES ROMT DE VIGNE ...c.vvuesureressresesssressssssssesssessssssesssssssssssesessssssssssssssessssssssssssssesssns 130
2 ] ] 1 7 130
2.1 ANALYSE DE LA FAMILLE DES ROMT DE VIGNE.....ccceisusessreresseresssesessssssesssesesssssssssssesssssessssessssssssssssssssesans 130
2.1.1 Identification des diffErents GENES .......oereermeeresseerereeseesse s ssesssess s ssssssessesssssasessaes 130
2.1.2 Clonage des génes ROMT de V. vinifera var. PN40024 ........oenmmennreneenseensessseesssessessees 134
2.2 ANALYSE DE L’'EXPRESSION DES GENES ROMT .......coooeeeereeeesetresenessesessssessssssssssesssssesssssssssssssssssssssssssssssees 136

2.2.1 Expression des ROMT en I'abSence de Stress...mmmmmsssssssssssssssens 137



2.2.2  Profil d’expression des genes ROMT suite a une infection par Plasmopara viticola........ 138

2.2.1 Profil d’expression des ROMT suite a un stress aux 1ayons UV ... 139
2.3 CARACTERISATION FONCTIONNELLE DES ROMT ...ttt sesesssessssssesssssesssssssssssessasssenns 141
2.3.1 Analyses fonctionnelles des ROMT.......ciinsssssssssssssssssssssssssssssssses 141
2.3.1.1 Mise au point de 'expression des Proteines....... o eeneseenseessessessssesssssesessssssssessssssssnses 141
2.3.1.2 Analyses préliminaires de I'activité des protéines ROMT recombinantes.........ccuurnenn. 144
2.3.1.3 Tests enzymatiques MUlti-SUDSITALS ... 146
2.3.2 Analyses fonctionnelles in Planta ... sssssssss s sssssssssssssas 151
2.3.2.1 Analyses fonctionnelles par agro-infiltration.......ccoeneneneensreneesseseeesseeseesssesnees 151
2.3.2.2 Analyses fonctionnelles par transformation stable d’Arabidopsis thaliana.........cccc....... 154
2.3.2.3 Transformation stable de N. benthamiana......c.occeeenenenseeeeesseeesssesesssesssessnees 155
2.3.3 Alarecherche de substrats potentiels chez Vitis Vinifera ..., 158
2.3.1 Analyse structurale des ROMT ... sessseesssessssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssas 160
2.4 ETUDE DE LA FONGITOXICITE DU PTEROSTILBENE IN PLANTA ..c.vcovveuresessssesessssssssssssssssssssesssssssassssssasssssns 164
3 DISCUSSION ...ciiursassassssssssssssnssnssnssnssnssnsansssssssssssssssssssssnssnssnsssssssssssssssnsssssns sessassmssasssssssssnssnssnssnssnssassnssassasns 166
3.1 ANALYSE DE L’EXPRESSION DES GENES ROMT ...ttt sssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssasens 166
3.2 ETUDE FONCTIONNELLE DE LA FAMILLE DES ROMT ... sssssesssssseasens 167
4 PERSPECTIVES ..uctiissssmsssssssssssssssssnsssssassnsansansssssssssssssssssssssnssnsssssstsssssssssssassessassnsssssssssssssssssssssnssnssassnssnssnns 170
CONCLUSION GENERALE......coustsssssmssssmssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssnass 174

BIBLIOGRAPHIE.......eeiuieiaiasanesssesssssssssssssssssasasasasssssssssssssnsssnsssssssasassssssssssssssssnsnsnsssasssasasssssssssssssnsnsnsasases 178






Liste des figures

Figure 1 : Structure des formes trans- et Cis-sStilDENes.........c.cccueeeiieiiiiiiiieiiiiiieieceeee e 2
Figure 2 : Accumulation de stilbénes fluorescents au niveau des stomates. ..........ccceeeeveennnenne. 3
Figure 3 : Exemples de plantes productrices de Stilbenes. ..........ccccveeeeiieeiiieeiieeniieeeee e 4
Figure 4 : Voie de biosynthése des phénylpropanoides. ..........ccceeeevveeeieeeiiiencieeccie e 6
Figure 5 : Biosynthese du resvératrol par la stilbéne synthase. .......c..ccoceevevvieniinenincinennene. 8
Figure 6 : Exemples de réactions catalysées par les STS (tiré de Chong et al. 2009).............. 10
Figure 7 : Représentation d’une polycétide synthase de type III (tiré¢ de (Austin et al., 2004))
.......................................................................................................................................... 12
Figure 8 : Analyse phylogénétique des relartions entre les CHS et les STS de différentes
ESPECES VEEZETALES. ..ottt ettt ettt ettt et beesaaeebeeenaeeteen 14

Figure 9 : Comparaison des mécanismes de condensation de type Claisen et de type Aldol,
pour la formation de la chalcone et du resvératrol respectivement.............ccceeeveeenrennee. 16

Figure 10 : Régions impliquées dans la spécificité du produit des CHS et STS (Austin et al.,

2004 ). et b ettt b et e h bttt b e bt eatenhe et et e bt et 17
Figure 11 : Représentation structurale des acides aminés déterminants pour la cyclisation de

type AldOL ChezZ 188 STS. . et e e e e ebeeeeneas 18
Figure 12 : Diversité des stilbénes (adapté de Chong et al., 2009). .......ccccovveverireriieerciieeieenne 20
Figure 13 : Glycosylation du resvératrol par une glycosyltransférase. UDP-glucose, uridine-

diphosphate-glucose; UDP, uridine diphosphate. ...........cccceevieniiiiieniiiiieieeeeeieeee 22
Figure 14: Méthoxylation du resvératrol par la resvératrol O-méthyltransférase. ................... 23

Figure 15: Oligomérisation (dimérisation) du resvératrol en trans-g-viniférine, sous I’action
A7UNE PETOXYAASE. ....evieneieeiiieiie ettt ettt ettt ettt e bt e st e e beesaaeesbeesnaeenseessaeenbeessseenseens 24

Figure 16 : Structures de trois viniférines présentes dans les feuilles de vigne (Vitis vinifera
cv. Merzling x Vitis vinifera cv. Teroldego) 6 jours post-infection par P. viticola, d’apres
Mattivi et al. 20T 1. (oot st 25

Figure 17 : Dosage des stilbénes 48 h post-infection par P. viticola chez différentes variétés

de vigne sensibles, partiellement résistantes, et résistantes (figure adaptée de Pezet et al.



Figure 20 : Le resvératrol dans 1€ COMMETCE. ........c.eeevuiieiiieeiiie et evee e 45

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

2003, et h et h bttt h bttt eh e e bt et e eb e e bt e st e nhe et et e nbe et 48
Figure 22 : Récapitulatif de I’effet du resvératrol sur la durée de vie moyenne et la durée de

vie maximale de différents organismes. Adapté de Baur et Sinclair, 2006...................... 49
Figure 23 : Vitis vinifera cv. Pinot noir (Source : Photothéque INRA Colmar). .......c..c.c..... 56
Figure 24 : Organisation de la famille des VItac€es. .........ccceevieriieriieniieiiieiieeieeiee e 57
Figure 25 : Arabidopsis thAliANQ. ................c..ooceueeeiiieeiieeeieeeeiee et et eee e vee s aae e eaeeesaeeens 57
Figure 26 : Nicotiana bentRamianQ. .................cc.ooecuveeeeueeeeciieeeieeeeieeeeieeeeieesereeesveeesseeenseeens 59
Figure 27 : Schéma du vecteur pJET1.2....cccciiiiiiiieieeeeee et 66
Figure 28 : Principe de la recombinaison homologue Gateway ™ ...........cccoeeeveereerrerrsrrereennnn. 70
Figure 29 : Vecteurs d’eXpression GAtEWAY . .......oo.eveeweeeeeeeeeeeeesseeeeeeeessessesseseeseeseeseseeeenn. 72
Figure 30 : Infiltration d’une feuille de N. benthamiana .................cccooveveveevceiencieencieeeneenn. 78
Figure 31 : Feuille de Vitis vinifera var. PN40024 non inoculée............cccoeveerieenvenieenneennen. 85

Figure 32: Chaine de chromatographie liquide UHPLC Dionex Ultimate 3000 (a droite sur la
photo) couplée au spectrométre de masse Thermo Exactive (a gauche sur la photo)...... 93

Figure 33 : Composition du spectrometre de masse Exactive Plus Orbitrap (Thermo Fischer)

.......................................................................................................................................... 94
Figure 34 : Voie de biosynthése des flavonoides et des stilbénes...........cccceeveeviienieniienieennen. 99
Figure 35 : Mod¢le de la néo-fonctionnalisation (figure adapté de (Ober, 2010)). ............... 107
Figure 36 : Modg¢le de la sub-fonctionnalisation (adapté de Ober, 2010).......c.ccecvveeereenneen. 110
Figure 37 : Expression constitutive des stilbéne synthases de vigne. ...........ccceecveevieniiennnnnne. 111
Figure 38 : Expression constitutive de la famille des S7S de V. vinifera cv. Corvina atlas

(Vannozzi €t al., 2012). ..occuiieeiieeciie ettt e sere e e e e rae e e e e enbae e saeeennneas 113
Figure 39 : Expression de la famille des S7S de V. vinifera var. PN40024 suite a un stress

(Vannozzi €t al., 2012). ..oocviieeiie ettt et et e e e re e e e eaneas 115
Figure 40 : Voie de biosynthése des flavonoides organisée en métabolon. (Adapté de Winkel,

2004 ). ettt bttt et e bt et e at e bt et e eaeenteenteent e beenteeneeseenne e 118
Figure 41 : Exemples de classes de substrat des OMT végétales. ........cccecveeecrieencrieenreeennnen. 123
Figure 42: Exemples d’O-méthyltransférases de type L ....c.oooeveeeiiiiniiiiecieeeeee e, 125

Figure 43: Réactions enzymatiques catalysées par la CCoAOMT (Caféoyl-CoA 3-O-
méthyltransférase) de Medicago SAtiVa. ............ccccveeceiecieiiiieiiieiieeeee e, 126
Figure 44: Acide salicylique carboxyl-méthyltransférase (SAMT) de Clarkia breweri. ...... 128



Figure 45 : Arbres phylogénétiques comparés des OMT chez trois especes végétales : P.

patens (Mousses), A. thaliana (Brassicacées) et V. vinifera (Vitacées) var. PN40024. 129

Figure 46 : Organisation physique de la famille des ROMT de vigne ........c..ccccevvevvevuennenne. 131
Figure 47 : Arbre phylogénétique de la famille des ROMT de vigne..........ccccvvevvveenveeenneen. 132
Figure 48 : Structure des genes des différentes ROMT. .........cccooeviiviiiiniiieccieece e, 134
Figure 49: Clonage des ADNc des ROMT de VIGNE. .......cccueeriiiviieniieeiieiieeieeiie e 135
Figure 50 : Profil d’expression des génes ROMT au niveau des racines de plantules de vigne.
........................................................................................................................................ 137
Figure 51 : Test d’inoculation de P. viticola sur V. vinifera var. PN40024. .............cccc....... 138
Figure 52 : Geénes ROMT induits en réponse a une inoculation des feuilles de V. vinifera var.
PNA40024 PAr P. VITICOLA. ....ooneeeeieieeiieieeeeee ettt 140
Figure 53 : Optimisation de la production des ROMT...........ccceeeviiieiiiiniiiececce e, 143
Figure 54 : Tests enzymatiques réalisés sur les ROMT du PN40024, visualisation par
chromatographie en COUChE MINCE. ........ceeviieriiiriieiieeie et 145
Figure 55 : Résultats des tests enzymatiques multi-substrats. ..........ccceeveeeiiienieicieenieennene 149
Figure 56 : Test enzymatique a partir d’enzymes purifiées (ROMT 2, 13 et CS11). ............ 150

Figure 57 : Comparaison des ROMT CSI11, 2 et 5 pour la biosynthese de resvératrol dans des
feuilles de N. benthamiana agro-infiltrées. ..........ccocveviieniiniiiiiieeieeeeee e 152

Figure 58 : Profil chromatographique obtenu suite a la co-infltration de STS 15 et de

ROMT13 dans des feuilles de N. benthamiana..................ccccccevciiiiiniiinieinieniienenn. 153
Figure 59 : Etapes de la transformation de N. benthamiana. ...............ccccccvveveveencveencrenannen. 156
Figure 60 : Transformation de racines de N. benthamiana par A. rhizogenes. ...................... 157
Figure 61 : Expression de la GFP dans les racines de N. benthamiana................................. 158
Figure 62 : FTMS (full time MS), ou total des ions détectés d’un extrait de racine de vigne, en

100016 (S TS e L1 ) SRR 160
Figure 63 : Représentation tridimensionnelle de la ROMT du........ccccoeeeiiniiiiniiniencnnenne. 161

Figure 64 : Alignement des séquences protéiques des différentes ROMT du PN40024 et de la
ROMTCSI11, et pourcentages d’identité correspondants. ............cccueeeeuveercueeeniueeenveeenne 162
Figure 65 : Représentation tridimensionnelle des régions consensus riches en glycine de la
ROMT du Cabernet SAUVIZNON. .....c..eeeeuirieiiieiiieeeiieesreeesveeesereeesreeeaeeesseeessseeessseeennns 163
Figure 66 : Analyse des lignées transgéniques Vst1-ROMT CS11 d’A4. thaliana. ................ 165
Figure 67 : Profils d’expression de la famille des ROMT (d’apres Fasoli et al., 2012). ....... 167






Liste des tableaux

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

Tableau 2 : Récapitulatif de la production de resvératrol chez les plantes, adapté de (Donnez
et al., 2009). MS, maticre seche ; MF, maticre fraiche ; MeJA, jasmonate de méthyle ;
SA, acide salicylique (+), induction/¢€licitation ; (-), condition contrdle. Sauf précision,
les concentrations données représentent le trans-resveratrol. .........occvevvveercieeecieeeneenn, 38

Tableau 3 : Récapitulatif de la production de resvératrol en systemes hétérologue bactériens.

.......................................................................................................................................... 41
Tableau 4 : Récapitulatif de la production de resvératrol chez les levures. (Tiré de Jeandet et

ALy 20T 2). ittt ettt e ettt et e ne e bt e bt entenseeteenaeeneenteas 44
Tableau 5 : Composition milieu MS (Murashige et SKOOZ) ......c.ccovveeiieniiniiiinieeiieieeieee 58
Tableau 6 : Récapitulatif des concentrations utilisées pour la sélection des bactéries

EEANSTOTINIEES. . .eiitieiie ettt ettt b e et e e bt e sabeebeesateeneens 63
Tableau 7 : Milieu réactionnel pour les PCR ..........ccooviiiiiiiiiiecieeeeeeeee e 64
Tableau 8 : Liste des amorces utilisées pour le séquencage et les PCR sur colonies. ............. 68
Tableau 9 : Amorces pour le clonage des ROMT a partir de I’ADN génomique..................... 73

Tableau 10 : Amorces utilisées pour le transfert des ROMT dans le systéme Gateway' ™...... 74

Tableau 11 : Amorces utilisées pour les expériences de RT-PCR, certains primers amplifient
PIUSIEUIS ROMT . ..ottt ettt ettt e s e eseesaaeenseesnnas 75

Tableau 12 : Amorces utilisées pour les expériences de QRT-PCR. .........cccceeviiviiiiniiiiinncnns 75

Tableau 13 : Milieux de culture utilisés pour la transformation stable de N. benthamiana..... 80

Tableau 14 : Conditions utilisées pour les RT-PCR semi quantitative...........cccccveeeereeennneennee. 84
Tableau 15 : Composition du gel SDS-PAGE. .......ccccoooiiiiiiiiiiiieceeeeeee e 88
Tableau 16 : Tampon utilisé pour les tests enZymatiques. .........ceevveeveerieeiieeneenireenieeeieeeens 90
Tableau 17 : Récapitulatif des génes ST présents chez différentes especes végétales. ........ 101

Tableau 18 : Récapitulatif de la famille des genes ROMT. Sens : orientation du geéne le long
dU ChIOMOSOMIE. ...ttt ettt ettt e 133

Tableau 19 : Composition du mélange de SUbSIats..........cceevieriieiiieniieeiiecieeee e 147






Abréviations

3’UTR : 3’ untranslated region, région 3’ non traduite
4CL : 4-coumarate : CoA ligase

5’UTR : 5’ untranslated region, région 5’ non traduite
AB : acide benzoique

AG : acide gibbérellique

Al : acide jasmonique

AS : acide salicylique

ACC : acétyl-CoA carboxylase

ADN : acide désoxyribonucléique

ADNCc : ADN complémentaire

ANMT : anthranilate N-méthyltransférase

ARNm :acide ribonucléique messager

BAMT : benzoic acid COMT, acide benzoique COMT
BSMT : benzoic and salicylic acid COMT, acide benzoique et salicylique COMT
C1 : carbone 1

C4H : cinnamate 4 hydroxylase

CaMV : Cauliflower mosaic virus, virus de la mosaique du chou-fleur
CCM : chromatographie en couche mince

CCMT : cinnamates/p-coumarates méthyltransférases
CCoAOMT : caféoyl-CoA OMT

CHI : chalcone isomérase

ChOMT : chalcone O-méthyltransférase

CHS : chalcone synthase

CIV : culture in vitro

COMT : acide café¢ique O-méthyltransférase

COX : cyclooxygénase

DAD : diode array detector, détecteur a barrette de diode
DDC : duplication-dégénérescence-complémentation
DMSO : diméthylsulfoxyde

EDs : efficient dose 50 %, concentration effective a 50 %



EST : expressed sequence tag

F3°5°H : flavonoide 3°,5’-hydroxylase

F3’H : flavanone 3’-hydroxylase

F3H : flavanone 3-hydroxylase

GMT : gibbérelline méthyltransférase

GT : glycosyltransférase

GST : glutathion S-transférase

HI4’OMT : hydroxyisoflavanone 4’-O-méthyltransférase

HM3OMT : 6a-hydroxymaackiaine 3-O-méthyltransférase

HPLC : high performance liquid chromatography, chromatographie liquide a haute
performance

IAA : indole-3-acetic acid, acide indole-3-acétique

IAMT : TAA méthyltransférases

IOMT : isoflavone O-méthyltransférase

IPTG : isopropyl B-D-1-thiogalactopyranoside

JMT : jasmonate méthyltransférase

LDL : low density lipoproteins, lipoproteins a basse densité

MBP : maltose binding protein, protéine liant le maltose

MeJA: méthyl jasmonate

MS : mass spectrometer, spectrometre de masse

MT : méthyltransférase

NMT : N-méthyltransférase

NusA : N-utilizing substance A, substance A utilisatrice de N

OMT : O-méthyltransférase

PAL : phénylalanine amonia-lyase

pb : paire de bases

PCR : polymerase chain reaction, réaction de polymérisation en chaine

PCS : polycétide synthase

PMT : pinosylvine méthyltransférase

PN40024 : Vitis vinifera variété PN40024

ppm : parties par million

PR : pathogenesis —related, 1i¢ a la pathogeneése

qPCR : PCR quantitative

rpm : révolutions par minute



RT-PCR : reverse transcription - PCR, rétro-transcription — PCR

ROMT : resvératrol O-méthyltransférase

ROS : reactive oxygen species, especes réactives oxygénées

SA : salicylic acid, acide salicylique

SABATH : Salicylic Acid methyltransferase, Benzoic Acid methyltransferase, THeobromin
synthase ; acide salicylique méthyltransférase, acide benzoique méthyltransférase,
théobromine synthase

SAM : S-adénosyl méthionine

SAMT : salicylic acid COMT, acide salicylique COMT

SMT : S-méthyltransférase

SOMT-2 : flavonoid 4'-O-méthyltransférase de Glycine max

sqPCR : PCR semi-quantitative

STCS : stilbéne-carboxylate synthase

STS : stilbéne synthase

TAL : tyrosine amonya-lyase

TBSV : tomato bushy stunt virus, virus du rabougrissement buissonneux de la tomate

TIC : total ions current, courant total d’ions

TPS : terpéne synthase

TRX : thiorédoxine

UDP : uridine diphosphate

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

UV : ultraviolet

var. : variété






Contexte

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

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

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

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



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

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

1 Structure et propriétés physico-chimiques des stilbénes

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

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

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

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

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

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

sous rayonnements UV (Photo : Anne Poutaraud).

2 Distribution des stilbeénes au sein du régne veégétal

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

3.1 La voie des phénylpropanoides

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

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

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

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

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

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

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

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

et al., 2008) (Figure 4).

3.2 La voie de biosynthése des stilbeénes

3.2.1 Les stilbéne synthases

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

suite cyclisé par une condensation du carbone 2 sur le carbone 7, accompagnée d’une étape de



Introduction : les stilbénes

décarboxylation (Tropf et al., 1994). Ce type de condensation est qualifi¢ de condensation de

type Aldol (Figure 5).

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

3 CO,

3 CoA-SH STS
3 CO,

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

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

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

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

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

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

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

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

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

monomeres.

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

acétyles.

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

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

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

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

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

détermination de la structure tridimensionnelle de la STS de Pinus sylsvestris (Austin et al.,
2004).
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Figure 8 : Analyse phylogénétique des relartions entre les CHS et les STS de différentes
especes végétales.
Ah, Arachis hypogea ; At, Arabidopsis thaliana ; Sb, Sorghum bicolor ; Ps, Pinus sylvestris ;
Pstr, Pinus strobus ; Pn, Psilotum nudum ; Pt, Populus trichocarpa ; Vv, Vitis vinifera. Les
couleurs représentent le régime de sélection des différents génes pour I’acide aminé Pro-269

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

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

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

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

(Figure 10)

OH

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

chalcone synthase
stilbéne synthase

intermédiaire tétracétide

stilbéne synthase

cyclisation de type Claisen cyclisation de type Aldol

resvératrol

OH

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

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

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

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

or). Les régions A et B ainsi que les aires correspondantes sont encadrées en vert.

17



Introduction : les stilbénes

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

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

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

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

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

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

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

I’environnement ¢électronique.

4 Diversité des stilbénes

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

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

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

et antivirales (Ito et al., 2003).

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

stilbéne genre R3 RS R3' R4'

Vitis,
trans-resveratrol Arachis, OH OH H OH

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

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

4.1 Glycosylation

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

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

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

glycosyltransférase

UDP-glucose HO
K OH
\ .

UDP

v

cis-picéide

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

diphosphate-glucose; UDP, uridine diphosphate.

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

2009).

4.2 Methoxylation

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

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

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

H 2X S-adénosyl
méthionine (SAM)

\ H,CO
_>
ptérostilbéne

resvératrol O-méthyltransférase OCH,
(ROMT)

resvératrol

OH

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

4.3 Oligomérisation

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

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

d’une péroxydase.

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

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

fraiche. Trois de ces oligomeres sont représentés Figure 16.

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

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

I’ampélopsine H (14).

4.4 Autres modifications des stilbénes

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

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

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

5 Régulation de la synthese des stilbénes

5.1 Synthese constitutive

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

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

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

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

comme ¢€tant des phytoalexines.

5.2 Induction de la synthése des stilbenes en réponse a différents

stress

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

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

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

2009; Hain et al., 1993).

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

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

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

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

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

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

6 Role des stilbénes dans les mécanismes de défense

6.1 Mise en évidence de la toxicité in planta

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

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

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

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

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

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

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

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

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

résistance Solaris, le resvératrol est convertit en &- et o-viniférines trés fongitoxiques.
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var. sensible Chasselas var. Solaris (résistante)
sporulation nécrose
250‘5 48 hpi [l rans-resvératrol
A0S [ ] trans-picéide
7 ]
3 1504 Cepg.
E 1907 [ trans-g-viniférine
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Figure 17 : Dosage des stilbénes 48 h post-infection par P. viticola chez différentes variétés de
vigne sensibles, partiellement résistantes, et résistantes (figure adaptée de Pezet et al. 2004).
Variétés sensibles : 1, Chasselas ; 2, Gammay ; 3, Gamaret ; 4, Pinot noir ; 5, Seyval blanc ;
variété partiellement résistante : 6, Johaniter (faible sporulation); variétés résistantes: 7,

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

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

6.2 Meécanismes d’action des stilbénes et toxicité in vitro

6.2.1 Toxicité des stilbénes in vitro sur les champignons

phytopathogénes

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

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

démontrer.

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

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

protéines membranaires, ce qui pourrait expliquer sa forte toxicité.

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

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

zoospores de P. viticola).

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

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

réaction d’hypersensibilité.

6.2.2 Toxicité des stilbénes sur les végétaux

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

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

6.3 Ingénierie de la biosynthése des stilbénes

6.3.1 Obtention de plantes transgéniques accumulant des stilbénes

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

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

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

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

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

2004).

Parallelement aux approches visant a augmenter la résistance vis a vis de différents
pathogenes, I’augmentation de la teneur en stilbénes de certains végétaux pourrait permettre
d’obtenir de nouvelles sources de stilbénes alimentaires. Parmi les plantes consommées par
I’homme, la vigne et I’arachide produisent du resvératrol a des concentrations de 4 pg/g de
matiere seéche, et on en retrouve en moyenne 2 mg/l dans le vin rouge, ce qui en fait, en
moyenne, la premiere source naturelle de stilbénes alimentaires. Cependant, les concentrations
sont insuffisantes en regard des concentrations utilisées lors des études sur les propriétés
pharmac