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Introduction

La rose est cultivée depuis I'antiquité pour sealitgs esthétiques et pour son parfum. Au
XIX 8Me et XXM siecle, les obtenteurs ont beaucoup travailléctessements et la sélection
afin d’obtenir, par exemple, des roses a plus de détales, trés parfumées, a floraison
abondante et permanente durant toute la bellersaidalheureusement, dans certains cas, les
sélectionneurs ont perdu le caractére parfumeé regsen connue et il n’est pas rare de porter

un bouquet au nez et d’étre décgu.

C’est dans ce contexte que se situent les rechedindaboratoire BVpam et c’est dans ce
contexte qu’a débuté ma thése. Avant mon arriviésjqurs hypotheses avaient été testées au
laboratoire pour expliquer I'absence d’odeur chexzaines variétés de roses : épaisseur de la
cuticule, quantité d’amidon, fonctionnement de quek genes des voies de biosynthése. Mon
travail de these a alors débuté avec deux aspecésanismes de sécrétion des composés
volatils et fonctionnement des alleles du géne abgaur la phénylacétaldéhyde synthase
(RhPAAS. Dans la i® partie de ma thése, j'ai donc cherché a mieux cenge la facon
dont des composés lipophiles peuvent voyager dansytosol agueux. Ce domaine de
recherche est quasiment vierge et I'hypothése qgiéafaite au départ est que ce type de
composés doit se retrouver dans des organitesasipési dans la compartimentation des
lipides, a savoir les oléosomes. Quelques indidd@mographiques nous ont en effet permis de
supposer que ces organites existent bien dangfatep. Dans 1" partie de ma thése, nous
avons saisi I'opportunité d’un croisement réaliseNRA d’Antibes (Crespel et al., 2002).
Des travaux préliminaires de cartographies QT Leetagpports mendéliens sur la présence ou
'absence de 2-phényléthanol avaient en effet perdd@ supposer que le geRhPAAS
n'exprime que deux alléles dans cette populatiamtél ratio est rare pour les parfums ; les
sélectionneurs affirment souvent qu’un croisemetiteedeux roses parfumées ne donne que
10% de descendants parfumés. Nous avons donc estrée mieux comprendre le
fonctionnement de ce gene. Mon mémoire sera domcul@r autour de ces deux points :
mécanismes de sécrétion et/ou de stockage desmmefuetude de I'expression des alléles de
RhPAAS
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I. La rose, historique, domestication et

améeélioration

A. Le genre Rosa

Le rosier Rosasp.) est une angiosperme dicotylédone apparténbotdre des Rosales et a
la famille des Rosacées. Cette derniere comprenmiidreux genres incluant une multitude
d’espéeces fruitieresMalus sp., Pyrus sp., Fragaria sp.), ornementalesPftentilla sp.) et
forestieresRubussp.). D’un point de vue botanique, la classificatites rosiers est complexe
car elle résulte de nombreuses observations margioples, génétiques et moléculaires.
Ainsi, c’est la classification de Rehder (1947) qumpose aujourd’hui. Le genfeosaest
répartie sur tout 'hémisphére Nord et se compasajaatre sous-genres : Le sous-genre
Hesperhodose limite a deux espéces a floraison remontanténé@es dans le Sud-Ouest des
Etats Unis. Le sous-genRlatyrhodonest originaire du Sud-Est de la Chine incluRoisa
roxburghii, dit rosier chataigne di a la forme de son frud. sous-genrdHulthemia est
originaire d’Asie mineure incluant notamment degpéresRosa persicat R. x hardii Le
quatrieme sous-genteurosaest divisé en dix sections et compte cent quinpeas. Les
représentants de ce sous-genre sont par exeRgse, caningR. x damascend. multiflorg

R. chinensi®tR. gigantea.

Le genreRosaprésente une grande variété phénotypique (Figur&m effet, ce sont des
arbustes vivaces buissonnants ou sarmenteux, s¥Bis{ants ou caducs. Les tiges sont
arquées, sarmenteuses couvre sol ou sarmenteusgmimes, souvent munies d’aiguillons
ou d’épines (Brickell et Mioulaine, 2002). On dérmm huit grandes formes de fleurs de
rosiers. Les principales sont arrondies, a coelnirtély urcéolées et en rosette (Brickell et
Mioulaine, 2002). Chez les rosiers botaniques awages, les fleurs sont essentiellement
simples, a cing pétales et cinq sépales situés koasrolle. Les rosiers modernes sont
généralement constitués d’au moins une dizainegtldgs. La remontance, qui correspond a
la capacité d’'un rosier a fleurir de maniére réente de mai a novembre, constitue un
caractere phénotypique important. A l'inverse, ¢tan memontance rencontrée chez les roses
botaniques telles quR. caninaconnue sous le nom d’églantier, se caractérisaiparseule

vague de floraison a la période reproductive.
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R. gallica ‘officinalis”

R. sempervirens

R. moschata R. wichuraiana R. chinensis ‘Old Blush’ La France

Figure 1 : photographies de quelques roses (d’aprés HelpMeFind et BotaRosa).

Ce genre possede un petit génome, environ 560 Bigb,environ quatre fois le génome
d’Arabidopsis thaliana Son nombre de chromosome de base est égal alseptsier
constitue un matériel difficile pour les études @éques et cela pour de nombreuses raisons.
En effet, le rosier est fortement hétérozygote (@wt Mouchotte, 1996). Son niveau de
ploidie est élevé et variable (Jacob et al., 199%). nombreux rosiers sauvagdloga
moschateHerrmann), sont diploides (2n=2x=14) alors queteer cultivé est principalement
tétraploide (2n=4x=28)R. gallica R. x damascenMiiller, R. x centifolia, pentaploidie R.
caning ou hexaploideR. x alba; Dirlewanger et al., 2002).

B. Histoire de la culture des roses

Le genreRosa est apparu a l'ére tertiaire. Les premiéres espémmt apparues dans
I'némisphére nord il y a environ 35 millions d'amsé(Weiss, 1997). Une fresque, datant
probablement du XVIfi™siécle avant JC, retrouvée & Knossos, en Créit Eeplus vieille
représentation d’'une rose. Les roses étaient déjgeas dans l'antiquité et de nombreuses
informations sont fournies par les écrits de I'twisn grec Hérodote (de 490 a 420 av. JC), du

philosophe grec Théophraste (de 372 a 287 av.tJd® Eécrivain et naturaliste romain Pline
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I'ancien (de 23 a 79 av. JC ; Testu, 1984). Ceiderapporte que les Romains cultivaient les

roses sous des serres chauffées en hiver paradedreude (Testu, 1984).

L’Asie est une aire d'origine importante pour lesiay, et c’est la-bas que leur culture a
commence il y a environ 5000 ans, probablement leimeC On y trouve par exempk.
giganteaet R. chinensisC’est d’ailleurs au sein de I'espéRe chinensigjue I'on trouve le

caractere de remontande. x damascenaéputée pour son parfum, est originaire de Perse.

L’introduction des roses d’Asie, en Europe, s’estié® sur une longue période. En effet,
pendant la période romaine (de 30 av. JC a 312@).ces rosiers d’Asie étaient cultivés au
Moyen-Orient, ce qui favorisa I'introduction de aeses au Proche Orient et en Europe. La
premiére rose chinoise a avoir été implanté en fiuastR. chinensisOld Blush'. Il faudra
attendre les croisades (du®Rf au XIII®™ siécle) pour que les voyageurs rapportent du
Proche-Orient des variétés d’Asie telles diex damascenaR. x centifoliaet R. x alba

inconnues jusqu’alors en Europe.

En Europe, au X1 siecle, la plupart des roses appartenaient alypgrdas rosiers galliques
d’origine européenne, qui sont rustiques, résistaatfroid, bien parfumés, non remontants et
de multiplication facile par bouturage. A cette @pe, la culture du rosier débute en France,
sur le pourtour méditerranéen, avec des roses coRmgallica ‘officinalis’ (rose des

apothicaires).

Vers le début du XIX™ siécle, des hybrideurs, francais pour la plupantreprirent des
croisements controlés, développant de facon coraitiele nombre de variétés disponibles.
Les rosiers modernes sont obtenus par des croisemésultant de combinaisons successives
entre des espéces sauvages, asiatiques ou eurepdgigure 2). Chacune d’entre elles a
apporté un ou plusieurs caractéeres remarqualdes celui du parfum. Certaines variétés
chinoises commeR. chinensis ‘Old Blush’ ont une fragrance florale constituée
majoritairement de 1,3,5-triméthoxybenzéne ou TMB &gt un composé aromatique. Leur
fragrance est qualifiée d’odeur de thé. Les rosespg&ennes comni®. x damascenayant
une odeur de rose typique, renferment une grandetiggl d’alcools monoterpéniques et de 2-
phényléthanol. A titre d’exemple, le Tableau 1 prds les principaux composeés des pétales
de roses d’origine chinoise et européenne. A tesstades de la domestication, le parfum a
constitué un caractére extrément important chezdses cultivées. Cette période marque
donc l'arrivée en Europe des rosiers modernes,idé@Es comme des especes artificielles.

Ces obtenteurs vont exploiter avec succes les pragticroisements qui font apparaitre de
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nouvelles variétés constituées d'une grande diéemde fragrances. Un groupe horticole
nomme rosiers Noisette, du nom de leur obtentestrissu d’un croisement d®. moschata
par R. chinensisOIld Blush’, avec par exemple ‘Champneys’ Pink @ws(1802), ‘Blush
Noisette’ (1814) et ‘Réve d’Or’ (1868). Les rosi@es I'lle Bourbon sont aussi un groupe de
roses parfumées. La ressource originelle apparne tide de la Réunion provient d’'une
hybridation interspécifique naturelle enRex damascenatR. chinensisOld Blush’. ‘Reine
des iles Bourbon’ (1834), ‘Souvenir de la Malmais@843) peuvent étre cités comme
exemple. Les rosiers Portland sont encore un grdapeses parfumeées, dont l'origine repose
sur trois patrimoines botaniques complexeR.:gallica Rosa x damascena biferat R.
semperflorensOn y trouve par exemple, la ‘Rose du Roi’ (181@pmte de Chambord’
(1860) et ‘Jacques Cartier’ (1868). Enfin, duramipcocessus de domestication et de sélection
de nouvelles variétés, deux groupes a l'originerdees modernes ont été obtenus. Il s’agit
des Hybrides Remontants et du groupe Thé. Lesrsodigbrides Remontants ont initialement
été obtenus par croisement entre des Portland sehyerides de Chine. On y trouve par
exemple ‘Jules Margottin’ (1853), ‘Général Jacquentii (1853) et ‘Reine des Violettes’
(1860). Les rosiers Thé ont été inities par de iplel croisements entre les roses d’Asie et
les roses d’Europdls vont emprunter aux génomes RechinensisOld Blush’, R. sulfurea
et R. odoratapour le patrimoine “chinois”, ainsi qu’a ceux dgomes d&. moschatatR.
damascenagour le patrimoine européen. En 1867, le rosedsian-Baptiste Guillot propose
un nouveau rosier nommé ‘La France’. C'est le peend’une longue lignée de rosiers
nommeés ‘Hybride de Thé’, issus de croisements algsehybrides remontants et des rosiers
Thé. Les rosiers obtenus possédent le caractéflerdeson continue et parfois le parfum de
thé des roses de Chine, associés a la rusticitéaetésistance au froid des roses européennes
(Maia et Venard, 1976). Chez ces roses modernegddums sont tres variés et s’écartent
bien souvent de ce que I'on considére comme leupade rose typique. Leur parfum est
riche en composés phénoliques volatils comme ledBpgthoxytoluene ou DMT, dont la
fragrance subtile rappelle celle du thé. Les reprimts de ces Hybrides de Thé sont
notammenRosa x hybriddaThe Mac Cartney Rose’ &. x hybridaCaprice de Meilland’'R.
hybrida‘Lady Hillingdon’ a hérité de ce parfum de typerasis avec 70 % de DMT.
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Tableau 1 : composés volatils majeurs identifiés par extraction dans les pétales d’'une
rose d'origine chiniose R. chinensis ‘Old Blush’ et d'une rose plus occidentale R. x
damascena (d'aprés Jirovetz et al., 2002).

Composés R. x damascena R. x chinensis ‘Old Blush’
a-pinéne X
B-caryophylléne X
B-ionone X
B-myrcéne X X
B-pinéne X
Citronellal X
Citronellol X
Citronellyl acétate X
Dihydro- p-ionol X
E-3-hexénol X X
E-3-hexényl-acétate X
E-rose oxyde X
Géranial X X
Géraniol X X
Géranyl acétate X
Germacrene D X
Linalol X
Méthyleugénol X
Nérol X
Nonadécane X
TMB X
Z-p-damascénone X
Z-2-hexénal X
2-phényléthanol X

La popularité de la rose en tant que plante hdetiaosraiment pris son essor au XfRsiécle
et s'est encore amplifiée au X¥siécle. La rose devient alors un produit de masse le
domaine des fleurs coupées. Aujourd’hui, les Frangacupent la premiere place des
créateurs de rose grace a Meilland, Delbard et Guyondialement connus. Ces obtenteurs
multiplient toujours les croisements pour créerndeivelles variétés. En effet, ils doivent
offrir régulierement de la nouveauté en renouvelants gammes et, en particulier, en

proposant régulierement soit des roses a odeuqugpires forte soit des roses a nouvelle
odeur.
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C. Cartes génétiques et marqueurs moléculaires

Actuellement, plusieurs cartes génétiques du rasiat publiées et mettent en jeu différents
génotypesR. multiflora R. wichuraianaR. rugosaet R. x hybridd. La carte génétique de
Rajapakse et al. publiee en 2001 a été reéaliséarta g’'un croisement entre des rosiers
tétraploides. D’autres cartes ont été effectuéesiss populations F1 obtenues a partir de
croisements entre rosiers diploides (Debener 11889 ; Crespel et al., 2002 ; Yan et al.,
2005). Sur ces cartes, des génes majeurs et des(«Q@uantitative Trait Loci ») ont été
localisés, gouvernant différents caractéres a savaicouleur et la duplicature de la fleur
(Debener et Mattiesch, 1999), la remontance (Ctesipal., 2002), la résistance aux taches
noires et a l'oidium (Malek et al., 2000), la tiltles feuilles (Dugo et al., 2005), les
aiguillons (Rajapakse et al. 2001) et plus réceniniemombre de pétales et la date de
floraison (Hibrand-Saint Oyant et al., 2008). Leerpieres cartes génétiques séparées
male/femelle par double pseudo-test cross (Grajtepat Sederoff, 1994) ont été construites
a partir de marqueurs RAPD et AFLP (« Random Argaif Polymorphism DNA » ;

« Amplified Fragment Length Polymorphism » ; Delree¢ al., 1999 ; Rajapaske et al.,
2001 ; Crespel et al., 2002). De nombreux SSRp& Sequence Repeats ») ont été ensuite
développés sur des populations diploides et téfidgd (Yan et al.,, 2005, Hibrand-Saint
Oyant et al., 2008) permettant lintégration detemrséparées. Aujourd’hui, grace aux
marqueurs disponibles et aux différentes populatiame carte consensus est développée

(Spiller et al, communication personnelle).

Sur la population nommée HW, qui provient du cnmieat deR. x hybrida ‘H190’ (parent
femelle) etR. wichuraiana(parent male), une carte génétique a été corestiuitt d'abord a
l'aide de marqueurs AFLP (Crespel et al.,, 2002 prnrichie par des marqueurs SSR
(Hibrand-Saint Oyant et al., 2008) (Figure 3). Agkement, la carte maternelie x hybrida
‘H190’ montre sept groupes de liaisons de cent oiagqueurs couvrant 432 cM et cent trente
six marqueurs couvrants 438 cM pour la carte patierR. wichuraianala plupart des genes
ou des QTL localisés sur ces deux cartes conceassgntiellement des caracteres liés a la

floraison du rosier.
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Figure 3 : carte de liaison de R. x. hybrida *H190' (A1-A7) et de R. wichuraiana (B1-B7)
développée a partir de 91 hybrides. Les SSR-EST sont indiquées en gras et les SSR
genomiques sont soulignées. Les marqueurs AFLP ont été précédement localisés par
Crespel et al. en 2002. De part et d'autre de chaque groupe de liaison est indiqué, sur la
gauche, les distances en cM et, sur la droite, les loci. Les SSR communs entre les cartes
maternelles et paternelles sont liées par des traits en pointillés. Les distorsions sont
indiqguées avec des astérisques (***p<0.01, ****p<0.001, *****p<0.0001) (Hibrand-

Saint Oyant et al., 2008).

Récemment une étude menée sur une population dasueroisement entr®. multiflora et

un génotype non déterminé a permis de localisar @&p influencant la quantité des COV
chez la descendance tels que le géranyl acétateryé acétate, le nérol, [ecitronellol, le
géraniol (Figure 4 et Tableau 3). Deux QTL ont @d&itionnés expliqguant des variations de
quantité de 2-phényléthanol. L'un, situé sur leuge de liaison LG5 avec un LOD de 10,
expliquant 60 % de la variation phénotypique, estipe du gen&hAADCcloné par Sakai et
al. (2007) dont le produit catalyse une des étdpdsiosynthese du 2-phényléthanol. L’autre,
situé sur le groupe de liaison LG2 avec un LOD dexpliqguant 28 % de la variation
phénotypique, est proche du gdRieAAT1cloné par Guterman et al. (2002) dont le produit a
pour réle de rajouter un groupement acétate swt-phenyléthanol (Spiller et al., 2010)
(Figure 4). D’autres genes liés a la productiorpddum ont été également cartographiés sur
la population 94/1 et 97/7 (Tableau 2).
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Figure 4 : carte consensus de la rose. Les distances sont exprimées en cM sur la gauche
de la carte et les différents marqueurs sont sur la droite. Des génes sont isolés et
cartographiés : RhACS, ACC-synthase; PAR, phenylacetaldehyde reductase; CCD,
carotenoid cleavage dioxygenase; RoLHP, TERMINAL FLOWER 2; RoSOC, SUPPRESSOR
OF CONSTANS; TPS, terpene synthase; RoLE, LATE EMBRYOGENESIS; RoGA20ox,
gibberellic acid 20 oxidase; RGA, resistance gene analogue; Rd1l, CAPS marker linked to
Rdrl; RoTFL, TERMINAL FLOWER; RcOMT, caVeoyl-o-methyltransferase; RoAP, APETALA;
RoGA3ox, gibberellic acid 3 oxidase; RoAXR, AUXIN RESISTANT; Blfa, petal colour;
RhAAT, alcohol acyltransferase; gg358-F3H, Xavonol-3-hydroxylase ; RhOOMT, orcinol-o-
methyltransferase; RhETR, ethylene receptor; SI, self-incompatibility; RoVIP,
VERNALIZATION INDEPENDENCE; RoDELLA, repressor of gibberellic acid; RoSPINDLY,
SPINDLY; RB, recurrent blooming ; BIfo, double flowers; RoGID, GIBBERELLIN
INSENSITIVE; RoIAA, INDOLE-3-ACETIC ACID INDUCIBLE; RoCOL, CONSTANS-LIKE;
RoFT, FLOWERING LOCUS T; EOMT, eugenolo-methyltransferase; AAT, alcohol
acyltransferase; RoGA2, entkaurene synthase; pchcms3, a prunus BAC contig; RGADb,
repressor of Gal-3; RoGA2o0x, gibberellic acid 2 oxidase; RhAADC, phenylethanol
synthase; GDS, germacrene D synthase; RoGI, GIGANTEA; POMT, phloroglucinol-o-
methyltransferase; ROEMF, EMBRYONIC FLOWER; RoSLEEPY, SLEEP; RoLFY, LEAFY. Les
positions des QTL sont indiquées pour la résistance au mildiou, le nombre de pétales, les
métabolites liés aux parfums, le jour de floraison, les épines et la croissance (Spiller et
al., 2010).

Tableau 2 : les génes de la biosynthése des parfums sont isolés et cartographiés sur la
carte consensus de la rose. Les marqueurs SCAR (« Sequence Characterized Amplified
Region »), SSCP (« Single strand conformation polymorphism ») et CAPS (« Cleaved
Amplified Polymorphic Sequence ») ont été développés dans la population 94/1 et 97/7
(Spiller et al., 2010).

Geénes Nom du marqueur Type du marqueur  Population @upe de liaison

RhAAT1-Intron,

Alcohol acyltransferasel RhAAT1codingseq SCAR 94/1, 9717 2
Germacrene D-synthase GDS-1, GDS-2 SSCP 94/1, 9717 5
Orcinol-O- RhOOMT1 and -2 CAPS 94/1 2
methyltransferase
Eugenol-O- EOMT_Mbol sscP 9717 4
methyltransferase -
Caffeic acid-O-  p.5\173.265 and -280 SCAR 94/1, 97/7 2,4

methyltransferase3
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Geénes Nom du marqueur Type du marqueur Population  @upe de liaison

Phloroglucinol-O-

POMT_Mbol CAPS 9717 6
methyltransferase -
Caro_ten0|d cleavage ccDl Rsal CAPS 1
dioxygenase -
Terpene synthase-like 141 1pg CAPS 94/1 4
(Farnesyltransferase) - -
Phenylacetaldehyde 3599 1 5 3 PAR-L CAPS 94/1 1
reductase -

BEAT-like T_178 BEAT-L SSCP 94/1 2
N-methyltransferase G_189 NMT-L CAPS 9717 2
Terpene synthase-like T 1994 TPS- SSCP 94/1 1

Alcohol T_45_AAT-L sscp 9717 4
acetyltransferase-like -
Benzyl alcohol T_81_BEAT-L Sscp 97/7 6
acetyltransferase-like - =
Terpene synthase cl125 TPS_ L SSCP 94/1 5

Des travaux préliminaires meneés par 'UMR GenHbrtHibrand-Saint Oyant, F. Foucher, S.
Baudino, J.-C. Caissard, Comm. Pers.) ont permientifier des QTL gouvernants les
différents parfums trouveés sur différents groupediaison (Tableau 3). Sur la carte femelle
H190, seuls les dérivés d’acides gras odorantslsoalisés sur les chromosomes. L’héxanal
et les isomeres de I'héxanol sont positionnés esunéme groupe de liaison A3 alors que le
pentanal et le nonanal sont localisés respectivemarie groupe de liaison Al et A6. Pour la
carte male RW, 10 QTL sont trouves dont les isomdtefarnésol qui sont positionnés sur le
groupe de liaison B5. Sur le groupe de liaison 86,nombreux COV appartenant aux
terpenes (germacréne D), aux composés aromatifpM$)(et aux dérivés des acides gras
(nonénal) sont localisés. L’ensemble des QTL désedans cette étude explique une variation
phénotypique entre 16 et 37 %. lls ont permis égaig de montrer que le QTL majeur
expliquant la présence de 2-phényléthanol ¢hewichuraianaest localisé sur le méme locus
dans le groupe de liaison B6 avec un LOD de 16.e@@gnt, ce groupe de liaison ne

correspond pas aux groupes LG5 ou LG2 de Spillak. ¢2010).
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Tableau 3 : QTL des différents COV localisés sur différents groupes de liaison sur la carte
male et la carte femelle. Un LOD et un pourcentage d’explication sont attribués pour
chaque QTL. Les QTL sont construits en intégrant les quantités de chaque COV sur la
population HW en utilisant le logiciel mapQTL. Ce logiciel attribue un LOD (Limit Of
Detection) a chaque QTL qui correspond au rapport de probabilité de liaison qui lie les
marqueurs moléculaires entre eux. Plus le LOD est important, plus les liaisons sont
fiables. Dans notre cas, les QTL ayant un score égal ou supérieur a 3 sont considérés
comme significatifs. 94/1- 97-7 sont des roses hybride ‘R. x multiflora’ (parents) (Spiller
et al., 2010).

94/1 - 97/7 RwW H190 LOD % explication
Géraniol LG1 23
L LG2-LG5 4et10 28 et 60
2-phényléthanol
LG6 (B6) 16 62
Nérol LG3
B-citronellol LG7-LG1 15
Géranyl acétate LG2
Néryl acétate LG4
Pentanal Al 3,6 22,6
Hexanal A3 7,5 35,8
E-2-hexenal A3 5,31 29,9
Z-3-hexénol A3 5,91 37,3
Nonanal A6 3,68 22,56
E-2-hexénol A3 8,18 38,3
Z-B-farnésene B5 2,82 16,1
EE-farnésene B5 3,08 18,3
Germacréne D B6 4,13 21,7
DMT B6 5,43 27,5
Benzylalcool B6 3,94 20,8
Hexyl acétate B6 2,64 16,5
E-2-nonénal B2 2,45 16,5
E-farnesal B5 3,09 17,7
Farnesol B5 4,77 24,6

Pour cartographier le geihPAASimpliqué dans la voie de biosynthése du 2-phéngtéih

sur la carte génétiqgue des parents male et femallgopulation HW a été testée en SSCP
(« Single Strand Conformation Polymorphism ») (Axméd). Chez la femell®. x hybrida
‘H190’, le geneRhPAASS’est avéré monomorphe de type c/c tandis que Rheachuraiana
RhPAASa présenté un polymorphisme de type a/b. Deuxtgpges ont alors été possibles
chez les quatre-vingt-neuf descendants : a/c oerbfiroportion équivalentg?(de 1,36). Les
différents génotypes sur les descendants de lalgtopu en ségrégation ont permis de

localiser le gen&®hPAASsur le groupe de liaison B6 de la carte male. threélation a été
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établie sur la population HW entre le génotypeeephénotype concernant la quantité de 2-
phényléthanol. En effet, tous les individus ne pisant pas ou peu de 2-phényléthanol ont un
génotype a/b et tous les individus produisant beapice 2-phényléthanol ont un génotype
a/c (Annexe 1). Ainsi, le QTL majeur expliquant geésence de 2-phényléthanol chez
wichuraianaet le gendRhPAASsont localisés sur le méme locus dans le groupiaiden B6
(Figure 5).
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Figure 5 : carte génétique male avec les microsatellites sur le groupe de liaison B6
(logiciel JoinMap 3.0) (Laurence Hibrand Saint-Oyant, non publié). Les distances sont en
cM sur le cOté gauche. Les individus manquants pour les données du 2-phényléthanol
expliquent le décalage de 0,6 cM entre le QTL du 2-phényléthanol (fleche verte) et le
gene RhPAAS (fleche rouge). Le QTL a été construit en utilisant le logiciel mapQTL qui a
permis d’intégrer les quantités de 2-phényléthanol de la population HW. Ce logiciel a
attribué un LOD (logarithme des probabilités) de 13 au QTL du 2-phényléthanol. Dans
notre cas, les QTL ayant un score égal ou supérieur a 3 sont considérés comme

significatifs.
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II. Utilisations des roses et problemes liés au

parfum

La rose est la fleur la plus répandue dans le duende I'horticulture. Elle est la premiere
plante d’ornement en Europe et vraisemblablemems da monde entier. De ce fait,
aujourd’hui la culture s’est industrialisée et $es des transports a permis de la délocaliser
dans des pays a faible colt de main d’ceuvre corenkehya ou les roses sont calibrées,
empaquetées, expédiées et proposées a la venteies ae 24 heures. La rose est présente

dans trois secteurs d’activités : la fleur de jayth fleur coupée, et la parfumerie.
A. Les rosiers de jardin et la fleur coupée

De par le monde, on estime que, chaque année, llkihmde plants de rosiers sont achetés.
La production européenne, dépassant 100 millionplaetes, est assurée en partie par les
pays de I'Europe de I'Est. La production francaigerosiers de jardin, estimée a plus de 15
millions de plantes, soit 1000 variétés, est répagtans trois grandes régions (Delbard,
2002) : la région Provence-Alpes-Cote d'Azur, lgioéd Ouest, et 'Anjou, le premier
producteur européen. Avec 7 millions de rosiersdusrpar an, Doué la Fontaine est le péle
représentatif de cette région. L’achat des roslergardins et de rosiers miniatures représente
40 % du total d’achat des plantes ornementalesrdses sont sélectionnées pour leurs ports,
leurs beautés, leurs formes, leurs résistancesraladies et également leurs parfums. De

nouvelles couleurs de pétales et des parfums augisont aussi tres rechercheés.

Sur la totalité des surfaces dévolues a la culieefleurs coupées, 25 % sont occupées par
les roses (Delbard, 2002). Aujourd’hui, les roseap&es sont principalement produites en
Hollande pour 40 %, en Ameérique latine pour 30 %Il@@bie, Equateur et Mexique) et en
Afrique de I'Est pour 15 % (Kenya, Zimbabwe, Taneza®uganda et Ethiopie). Pour 'année
2003, la production mondiale cultivée sous abrisestimée a plus de 15 milliards de tiges
(Blom et Tsuijita, 2003). En France, la région laspproductrice est le Var avec 38 %. Plus
de 218 millions de roses en fleurs coupées oningtés en vente en 2004 par un millier de
producteurs francais. La résistance au conditiommeraet au transport, la bonne longévité en
vase, I'esthétique, la croissance rapide, la ffmmraiabondante en toutes saisons sont quelques

exemples de criteres développés, a des fins conatercpour de nouvelles variétés de roses
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(Meynet, 2001). Beaucoup de ces roses sont quasi@eourvues de parfum (Gudin, 1995)
car ce critére a rarement été pris en compte ppwwelection. Sur le plan économique, le
commerce de la rose coupée 'emporte aujourd’htiement sur ses usages en parfumerie et

en produits dérivés.
B. Les roses en parfumerie

Les roses européennes, ayant une odeur de roseasnotammeriR. x damascenatR. X
centifolia sont utilisées pour l'industrie du parfum, etfdeon intensive pour la production
d’huile essentielle et d'absolu, produits parfuméstraits des pétales. Des surfaces
importantes sont dévolues a la culture de ces @@sien Bulgarie, au Maroc et en Tunisie.
En France, et plus précisément a Grasse, capitaheliale de la parfumerie, des parfums de
luxe comme le numéro 5 de Chanel sont produitsrir ple R. x centifolia Le plus célebre
parfum a base de roses reste Joy de Jean Patdh) (193a été qualifié de “parfum le plus
cher au monde” et figure toujours parmi les cingspfgrands parfums du monde. Plus
récemment, d’autres parfums a base de roses somexialisés comme Jardins de Bagatelle
de Guerlain (1986), Trésor de Lancéme (1990), @moenl’Eau d’Eden de Cacharel (1996).

A partir des roses, plusieurs produits peuvent éwtaits. L'eau de rose s’obtient par
distillation de fleurs entieres et contient des posés comme le 2-phényléthanol grace a leur
hydrosolubilité. L’huile essentielle est récupépser le méme procédé mais nécessite une
grande quantité de matiere premiere puisqu’il Gatiron 3 tonnes de roses pour en obtenir 1
kg. Ce ratio permet de justifier un prix élevé ailde 2000 a 7000 €/kg (Schulz, 2003). Au
XIX®™e siecle, I'extraction par solvant volatii a été emisu point pour remplacer
I'hydrodistillation qui ne donne pas de bons réssltavec la rose. Ainsi, I'extraction de
pétales ou de fleurs entieres par 'hexane perrwdtehir une pate odorante nommée la
concrete. Le solvant est totalement éliminé pamatibn. L’absolu de rose est extrait a partir
de concrete solubilisée par de l'alcool. Le mélaestealors refroidi pour précipiter les cires,
qui seront éliminées par filtration. Il ne restephu’a évaporer 'alcool sous vide. Un kg de
concrete ou 0,5 kg d’absolu nécessite approximaidrg 400 kg de roses (Weiss, 1997).
L’huile essentielle de rose, I'absolu et la conersbnt utilisés pour les produits cosmétiques
et les parfums dans différentes régions tellesl'igope, le Japon et les Etats-Unis. L'eau
de rose est utilisée en phytothérapie pour tréatéievre, les nausées, les migraines, les otites

et la nervosité.
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Le mélange complexe de composés odorants est upauechaque variété de rose (Tableau
4). Le pétale étant I'organe renfermant le plusfrdgrance, 'augmentation du caractére
parfumé est amené par la duplicature de la flear.éRempleR. gallica ‘officinalis’, fleur
double possédant plus de dix pétales, est plusipad que les roses botaniques a fleurs
simples constituées de cing pétales conRneanina(Ozel et Clifford, 2004)R. chinensis
(Joichi et al., 2005) €. rugosaDobson et al ., 1990 ; Dobson et al ., 1999)egxa@mple.

Tableau 4 : composés volatils majeurs identifiés par extraction dans les pétales de la
variété R. x hybrida 'Papa Meilland' (Bergougnoux et al., 2007) et de R. x damascena

(d'apres Jirovetz et al., 2002).

Composés R. x damascena R. x hybrida ‘Papa Meilland’
a-pinéne X
B-caryophylléne X X
B-ionone X
B-myrcéne X
Géranyl acétate X X
Benzylalcool X
E-3-hexénol X
E-3-hexényl-acétate X
E-rose oxyde X
Citronellal X
Citronellol X X
DMT X
Géranial X X
Géraniol X X
Germacrene D X
Heptadécane X
Linalol X
Méthyleugénol X X
Néral X
Nérol X X
Nonadecane X
TMB X
Z-p-damascénone X
Z-2-hexénal X
2-phényléthanol X X

Les parfums sont tres variés chez les roses dygrdas Hybrides de Thé. Des fragrances
originales, comme des odeurs fruitées, ont étéldgpées par des obtenteurs : la framboise
chezR. x hybrida'Prestige de Lyon’, I'anis cheR. x hybrida‘’Paul Ricard’, en sont deux

exemples. Les alcools monoterpéniques et le 2-pérayol procurent une odeur de rose

classique aux variétés occidentales confnex centifoliaet R. x damascenaChez cette
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derniére, I'huile extraite des pétales par solvanferme 62 a 68 % de 2-phényléthanol. Les
roses chinoises ont une odeur de thé due a desosésspécifiques notamment le 3,5-
diméthoxytoluene (DMT). Par exemplR, giganteaet R. x hybrida’Lady Hillingdon’, sont
constituées respectivement de 50 % et de 70 % d& [Mékamura, 1987 ; loichi et al.,
2005).

C. Hypotheéses sur I'absence de parfum chez les roses

coupées

Le port, la forme, la couleur et la tenue en vasd ks caractéeres recherchés pour développer
des variétés de roses coupées (Van de Pol, 198§)thpes de cette domestication semblent
avoir engendré la perte de parfum, notamment aerasiers Hybrides de Thé destinés a la
culture en serre et aux fleurs coupées. L'existahgre liaison génétique entre I'absence de
parfum et certains caracteres agronomiques commesistance aux maladies et la tenue en

vase est supposeée par certains auteurs (Gudin £985b).

Les causes de I'absence de parfum restent a démrnNéanmoins, la compréhension des
mécanismes qui ont abouti a la perte du parfum deetaines variétés a été étudiée par
Bergougnoux et al. (2007) par comparaison entkateéte tres parfuméR. x hybrida’Papa
Meilland’ et la variété inodor®. x hybrida‘Black Baccara'. Les pétales de la variété non
parfumée ne présentent pas de différence majeuneiveau ultrastructural, avec ceux de la
variété parfumée. Ainsi, I'évolution des cellulesquctrices de composés volatils (épidermes
supérieur et inférieur) est identique au cours évetbppement floral et les mémes structures
et organites sont observeés : nappes de réticullastes avec de nombreux plastoglobules,
grains d’amidon, épaisseur de la cuticule Les astdamontrent successivement qu’aucune
différence d’épaisseur de cuticule ne peut expligiebsence d’émission de parfum et
gu’'aucun déficit de réserve en amidon ne peut gxpli I'absence de production du parfum.
Par contre, la suite de I'étude de BergougnouX.gPB07) met en évidence de nombreuses
vésicules de nature lipidique chez les variétésupaes et celles non parfumées et seules
celles des roses parfumées sont positives au fréaidi donné pour étre spécifique des
terpénes (David et Carde, 1964). Ces vésiculesatiee inconnue, semblent donc étre une
bonne piste pour mieux comprendre le stockage dwatesport des composés organiques
volatils encore nommeés COV. Par ailleurs, les vaiesbiosynthese étant trés peu connues

chez les roses, toutes les hypothéses génétiquasakimiques sur le fonctionnement des
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voies de biosynthese restent valables: dérégnlatitobale des voies, alléles non

fonctionnels...
III. Généralités sur la biosynthese des COV

A. Les grandes catégories de COV chez les roses

La fragrance des fleurs est un mélange de nomisenekcules volatiles. Par exemple, plus
de 275 COV sont détectés dans l'huile essentigdl&kdx damascen&Ohloff et Denole,
1987). Ces composés odorants peuvent étre regreup@eis catégories : terpenes, dérivés

d’acides gras et dérivés aromatiques (TablealFtgate 6).

Tableau 5 : composés volatils du parfum de rose appartenant a trois classes de

composés.
Les terpenes
Monoterpenes
H?* el
OH OH
Géraniol Citronellol
Sesquiterpénes
Germacrene D Farnésol
Les composés aromatiques
OH
OH
0 O
~ T
DMT 2-phényléthanol
Les acides gras odorants
O
|
l/\/OH w
E-3-hexénol Z-2-hexénal
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Dérivés d'acides Terpenes Composés
gras odorants aromatiques
/\
o IYZ N I
Farnésol... o
Hexanal, hexénol... Géraniol... DMT, 2-ph?nylethanol...

A

A

Sesquiterpénes

A

Composés

Monoterpenes aromatiques
A

A

Phénylalanine

Q Q
% | VOIE DES 5 Tvrosi
[ 8 yrosine
5 ACIDEsGRAs| | YOEE & voIE
MEV MEP Tryptophane
IPP
Pyruvate Pyruvate Shikimate

Figure 6 : voie de biosynthése des trois grandes catégories de COV.

Les terpenes sont des composés dérivant tous d’@memprécurseur, l'isopentényl
diphosphate (IPP). Ills sont formés par deux voies lhdosynthéses: la voie du
mévalonate/acétate (MEV), et la voie du 2C-métm@sithritol 4-phosphate (MEP) se
déroulant respectivement dans le cytosol ou lesaindndries et dans les plastes. Parmi ces
terpenes, les alcools monoterpéniques comme Id, dérgéraniol et le citronellol et leurs
dérivés sont retrouvés en grandes quantités eteorune odeur de rose typique. D’autres
produits participent aussi a cette odeur : desusiespenes linéaires, comme le farnésol, des
sesquiterpénes cycligues, comme le germacrene dgsetétones de rose souvent a I'état de
traces mais a fort pouvoir olfactif comme le ditodirionol et lap-ionone par exemple
(Ohloff et Demole, 1987).

Les dérivés d’acides gras odorants sont quant @ssug de la coupure des acides gras par des
lipoxygénases. lls sont produits et émis par ledllés et les sépales, souvent suite & une
blessure. lls sont nommés également « green ldafiles ». Chez les roses, les principaux

dérivés d’acides gras sont I'hexanal, I'hnexéndlhetxényl acétate.
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Enfin, les composés aromatiques sont des composgsritmirement présents dans les
parfums chez de nombreuses plantes. Parmi touieposés aromatiques, seule une petite
fraction est volatile. Les composés aromatiquesvelér tous d’acides aminés aromatiques
tels que la phénylalanine, la tyrosine ou le trgptane. Certains de ces composés aromatiques
sont présents en quantités trés importantes chdaines roses, notamment chez R.
wichuraiana avec le 2-phényléthanol qui donne weuptypique d’eau de rose dite " odeur
rosée " et chez R. x hybrida ‘H190’ avec le DMT5(@jméthoxytoluéne) qui donne I'odeur
de thé. Les composés aromatiques sont divisésitenadeegories (Knudsen et al., 1993) : les

phénylpropanoides et les benzénoides (Figure 7).

Les phénylpropanoides, en général, ne sont pagilso& ils interviennent dans la
synthese des pigments comme les anthocyanesighilael Cependant, certains sont
volatils comme I'eugénol et le méthyleugénol.

Les benzénoides dérivent des phénylpropanoidesnetsgnthétisés a partir de I'acide
trans-cinnamique. Dans les parfums floraux, l'alcbenzylique, le benzoate de
benzyle, le benzoate de méthyle et le 2-phénylétrainsi que leurs dérivés sont tres

présents (Knudsen et Tollsten, 1993).
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Figure 7 : voies de biosynthése des composés aromatiques chez le pétunia (d'aprés
Boatright et al., 2004). Les fleches noires indiquent des réactions biochimiques vérifiées
et les fléeches rouges en pointillées indiquent des étapes biochimiques potentielles
comprenant plusieurs réactions. PhnBSMT : S-adenosyl-L-methionine:benzoic acid:salicylic
acid carboxyl methyltransferase, PhBPBT : benzoyl-CoA:benzyl alcohol/phenylethanol
benzoyl transferase et PhPAAS : phenylacetaldehyde synthase. Les composés volatils
benzénoides et phénylpropanoides encadrés en bleu sont les composés détectés dans le

parfum du pétunia.

Les terpenes, les dérivés d'acides gras odorantesetomposés aromatiques sont des
molécules structuralement différentes et leurstsliés different (Tableau 6). Par exemple,
les alcools monoterpéniques comme le géraniolgtelnle citronellol et leurs dérivés sont
tres lipophiles. Leur solubilité (logP) est idemntégou similaire car ce sont des isomeres. Les
dérivés d'acides gras odorants ont la caractéustie posséder une longue chaine carbonée
ce qui leur confere un caractere hydrophobe. Legposés aromatiques tels que le DMT ou
le 2-phényléthanol ont la propriété d’étre égaleim@gophile mais moins que les autres

composés. Il est intéressant de noter que le 2ypétéanol est le composé le moins
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hydrophobe parmi les neuf COV cités. Lors d’'unerbgdstillation, on le retrouve en tres

grande quantité dans la fraction aqueuse (comnliségasous le nom d’eau de rose).

Tableau 6 : caractere lipophile de quelques COV. LogP aussi appelé Log Kow, est une
mesure de la solubilité de composés chimiques dans deux solvants (octanol/eau). LogP
est égal au logarithme du rapport des concentrations de la substance étudiée dans
I'octanol et dans l'eau : LogP = Log(Coct/Ceau). Cette valeur permet d'appréhender le
caractere hydrophile ou hydrophobe d'une molécule. Si LogP est positif et trés élevé, cela
exprime le fait que la molécule considérée est bien plus soluble dans I'octanol que dans
I'eau, ce qui reflete son caractére lipophile (http://www.organic-chemistry.org/prog/peo).
Solubilité (logP)

2-phényléthanol 1.70
E-2-hexénal 1.93
3-5-dimétoxytoluéne 2.09
Hexanal 2.28
Géraniol 3.44
Nérol 3.44
Géranial 3.45
Néral 3.45
Citronellol 3.67

B. Diversité des voies de biosynthése du 2-

phényléthanol

Chez la rose, les voies de biosynthése des terpédesgiérivés d’acides gras et des dérivés
aromatiques sont mal connues et tres peu de gemeéslenés (Channeliere et al., 2002 ;
Scalliet et al., 2002 ; 2006 ; 2008 ; Shalit et 2003 ; Wu et al., 2004). Cependant, en ce qui
concerne la biosynthése du 2-phényléthanol, un ,géenemmé RhPAAS pour
phénylacétaldéhyde synthase, a été cloné (Kamieagal. 2006). De plus, des travaux
préliminaires ont été menés par 'lUMR GenHort poartographier le gen@hPAAS lIs ont
établie une corrélation sur la population HW emer@hénotype et le génotype concernant la
quantité de 2-phényléthanol. Tous les individugpraguisant pas ou peu de 2-phényléthanol
ont un génotype b/c et tous les individus en preahti beaucoup ont un génotype a/c. De
plus, ce geneRhPAAS a été colocalisé avec le QTL du 2-phényléthanola carte malé.
wichuraiana Du fait que la séquence &hPAASsoit connue et que ce gene soit localisé sur
la carte génétique dR. wichuraiananotre étude se concentre sur la voie de biosyattia 2-

phényléthanol.
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1. Voie de biosynthése du 2-phényléthanol chez la rose

Le métabolisme des composés aromatiques compresdséiees complexes de voies
biochimiques qui fournissent aux plantes des ceesaide composés, souvent spécifiques
d’'une espéce végétale. Parmi ces composés, lerdgtiganol dérivant de la phénylalanine,
qui est également le précurseur de la voie classigs polyphénols non volatils comme les

acides phénoliques, est synthétisé en deux étkmpsd 3).

Pétunia ‘ Tomate ‘

2-phényléthylamine

NH2

2-phényléthanol
e N NADPL  QADPT benzoate
oX
oéoa(‘oaco Lio,, 2-phenylacetaldehyde reductase
z < 2 ) 7
L-phénylalanine 2-phénylacétaldéhyde 2-phényléthanol
COOH o OH
KLNHz ‘
[:] Trs CO, >
hsa"”"? ; ;COOH T NAD Hﬂ*\
a-kétoglutarate /\a’/on o w‘\ NAD* . NAD*
YA
glutamate Déc’é‘bo ~><;_
QD
phénylpyruvate g

NADH+H*

‘ Levure ‘ 2- phényléthylacetate

Figure 8 : voie de biosynthése du 2-phényléthanol et de ses dérivés chez la rose (vert) et
chez d’autres organismes tels que le pétunia, la tomate et la levure (bleu clair). Deux
autres composés émis, le 2-phényléthanol benzoate et le 2-phényléthylacétate, ont été

mis en évidence chez le pétunia (bleu foncé).

La premiere étape est la synthese de la 2-phéngldétyde a partir de la phénylalanine.
Cette réaction est catalysée par une enzyme bifometlle, la phénylacétaldéhyde synthase
(RhPAAS), qui décarboxyle et désamine la phénylatanKaminaga et al., 2006). La
deuxieme étape, qui consiste en la formation duhéhipléthanol a partir de la 2-
phénylacétaldéhyde, serait catalysée par une phggtgldehyde réductase, non clonée a ce
jour chez la rose. Le gene de la phénylacétaldébydthase de ros&RfPAAS a été cloné
par Kaminaga et al. en 2006 (Annexe 5). Il coderpme enzyme homotétramérique qui
appartient a la famille du groupe Il pyridoxal-3igsphate carboxylase acide aminé

dépendant. RhPAAS est constituée de cinq centa@dés aminés et ne contiendrait pas de
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peptide signal en partie N-terminale ce qui suggdtreune localisation cytosolique
(Kaminaga et al., 2006). Il est aussi intéressamater qu&khPAASe contient pas d’intron.

Le 2-phényléthanol peut étre sous forme glycosylée,

une forme de stockage

Des mécanismes contrblant la production de 2-pléémghol ont été mis en évidence et
impliquent notamment sa glycosylation (Hayashilgt2004). CheR. x damascenat R. x

sp. ‘Hoh-Jun’, le 2-phényléthanol sous fornfieD-glucosidée est produit dans les stades
précoces du développement floral, puis sa propodiminue tandis que la proportion de 2-
phényléthanol libre augmente, parallélement a wggnantation de I'activit§-glucosidase
(Oka et al., 1999 ; Sakai et al., 2008 ; Watandbal.£2002). De facon similaire, ch& x
hybrida‘Lady Seton’, le 2-phényléthanol est accumulé douse glycosylée dans les pétales
(Dunphy, 2006). Dans les fleurs de narcisse, I'aemgation de l'activité3-glucosidase a été
corrélée avec l'augmentation de la production dah@nyléthanol (Reuveni et al., 1999). En
effet, I'inhibition de la glucosidase entraine uhminution de I'émission du 2-phényléthanol
(Sakai et al., 2008). L’accumulation de sa formegside permet un stockage sous une forme
non volatile et non toxique. Lorsqu’il est hydradysil redevient volatil. Des formes
diglycosylées, 6-QL-B-D-glucopyranoside et 6-B-D-xylopyranosylg-D-glucopyranose,
trouvées dans les bourgeonsRlex damascenauraient un réle potentiel de précurseurs du
2-phényléthanol (Watanabe et al., 2001).

Profil d’expression de RhPAAS chez les rosacées

Dans la littérature, la corrélation de I'expressidn geneRhPAASet I'émission du 2-
phényléthanol a été étudiée au cours du développefioeal. L'accumulation du transcrit
RhPAASIes pétales de. x hybridaFragrant Cloud’ est observée au stade boutorougert
BTO (Farhi et al., 2010). Dans les pétales de rbsecumulation du transcriRhPAASest
régulée de facon diurne (Farhi et al., 2010) et edit corrélée spatialement et temporellement
avec la production du 2-phényléthanol (Kaminagal.et2006). Des études récentes montrent
que l'extinction dePhPAASpar RNAI chez le pétunia aménent a une absenceisb®on du
2-phényléthanol (Kaminaga et al., 2006). D’autreses reliés au parfum chez d’autres roses
tels que celui codant la germacréne D synthB&&DS, I'alcool acyltransferaseRhAAT) et
I'orcinol-O-méthyltransféraseRhOOMT montrent le méme profil d’expression qRBPAAS
(Hendel-Rahmanim et al., 2007 ; Lavid et al., 20®&alliet et al., 2002, 2006).
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Chez la rose, la voie de biosynthése du 2-phérgiéihn’est pas entierement connue et un
seul geneRhPAAS,mpliqué dans la biosynthése du 2-phénylacétaldéredté cloné. i

resterait alors a connaitre la deuxieme enzymeigugé dans la synthése du 2-phényléthanol.
Cette étape a cependant été étudiée sur le frist tdenate et sur la fleur entiére du pétunia ce

qui pourrait servir de point de départ pour unelétchez la rose.

2. Voie de biosynthese du 2-phényléthanol chez d’autres

organismes

a. Voie de biosynthese du 2-phényléthanol

chez les Solanacées

Dans le péricarpe de la tomate, les deux réactemmgluisant de la phénylalanine a la
phénylacétaldéhyde impliquent au moins deux enzydifé&rentes (Figure 8). La premiére
enzyme identifiee récemment, l'acide aminé aromatiqdécarboxylase (AADC), est
responsable de la formation de la phényléthylanfiieman et al., 2006). La deuxieme
enzyme, une monoamine oxidase (MAOQO), responsable lale conversion de la
phényléthylamine en phénylacétaldéhyde reste encére étre identifiee. La
phénylacétaldéhyde, faiblement accumulée dansdesst est rapidement métabolisée en 2-
phényléthanol par une action de réductase/déhydeasge(Tieman et al., 2006). Chez les
tomates surexprimant la phénylacétaldéhyde rédeictis quantité de 2-phényléthanol
n‘augmente pas, indiquant que cette enzyme n’eshpanalement limitante pour la synthese
du 2-phényléthanol. Des tomates transformées an&Nkc de AADC sous un promoteur
35S, montre une accumulation de la quantité dénémylacétaldehyde et une forte émission

du 2-phényléthanol (Tieman et al., 2006).

Chez le pétunia, une petite quantité de COV émigespond au 2-phényléthyl benzoate. Ce
composé est formé a partir du 2-phényléthanol pae enzyme benzoylcoa: benzyl
alcool/phényléthanol benzoyltransférase (PhBPBTatalgsant la conversion du 2-
phényléthanol en phényléthyl benzoate. Une appré&ai de PhBPBTsur la fleur entiere
du pétunia, montrein-vivo une accumulation de 2-phényléthanol et une absel&ce
phényléthyl benzoate (Dexter et al., 2008).

Les esters acétates volatils comme le phényléitgtlate sont générés par I'action de I'AAT

(Alcool acétyltransférase) (Dudareva et al., 1998).présence du gerfehAAT chez des
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pétunias transformés a ainsi permis 'augmentatiea composés acétates dans les fleurs

détachées de la tige (Guterman et al., 2006).

Les facteurs de transcriptions tels qu'OdorantPa&pl peuvent réguler la production des
composeés aromatiques chez le pétunia et éhethaliana (Moyal Ben Zvi et al., 2008 ;
Verdonk et al., 2005). En effet, la suppressionfattteur MYB Odorantl du pétunia par
RNAI améne a une forte diminution de I'émission deszénoides dans les fleurs (Verdonk
et al., 2005) et la surexpression du g&wBAP1d’A. thaliana (proche du gen®hODO1)
chez le pétunia a permis une augmentation de @uptimn de composés aromatiques dans les
fleurs (Verdonk et al., 2005 ; Moyal Ben Zvi et, &008).

b. Voie de biosynthese du 2-phényléthanol

chez la levure

Beaucoup de micro-organismes tels q@accharomyces cerevisiagroduisent du
phénylacétaldéhyde et du 2-phényléthanol. Ces @&nprovenant de la fermentation de la
levure sont importants pour la production de ntures et d’ardbmes, comme par exemple
dans le vin (Clark 1990 ; Leclercq-Perlat et ablQ4£). La synthése du phénylacétaldéhyde se
fait a partir de la phénylalanine par transamimafpuis décarboxylation (Vuralhan et al,
2003 ; Dickinson et al, 2003) (Figure 8). La réduttdu phénylacétaldéhyde est faite par une
alcool déshydrogénase NADH dépendante et forme-phényléthanol (Vuralhan et al.,
2003). Il est donc trés surprenant de constaterlegieoies de biosynthése et les familles

enzymatiques puissent étre si differentes d’'unéasp l'autre.
IV. Stockage et sécrétion des COV

Apres s'étre intéréssé aux voies de biosynthesepddams, il est nécessaire d’étudier les
meécanismes de stockage et de sécrétion des COdafimeux comprendre la problématique

d’émission du parfum des roses.
A. Hypotheéses sur les mécanismes de sécrétion

Chez les végétaux, deux meécanismes fondamentaux asbmis malgré le fait que les
mécanismes cellulaires de la sécrétion soientnr@sconnus (Fahn, 2000). Le premier cas,
nommeé la sécrétion eccrine, consiste au passagemdécules a travers la membrane

plasmique. Dans ce type de sécrétion, deux mécanisont observés : la diffusion passive et
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le transport actif. Dans le second cas, nommédaétén granulocrine, la fusion des vésicules
d’exocytoses avec la membrane plasmique ou I'im&tgn de la membrane entraine le

détachement des vésicules dans le cytoplasme.
1. Diffusion passive

Des arguments soutiennent la théorie du mécanisndiftlision passive. Le mécanisme
d’émission du parfum des fleurs, étudié dans l¢alg® dePetunia axillaris est basé sur la
concentration endogene et la volatilité du benzglie, du méthylbenzoate et de liso-
eugénol. Le taux d’émission de chacun de ces CQil@gle fagon synchrone avec la
concentration endogene (Figure 9). La volatiliténdCOV est déterminée par son point
d’ébullition. En effet, plus celui-ci est faiblelus le COV est émis rapidement. Une
corrélation est trouvée entre le point d’ébullitides COV et la quantité émise de COV chez
le pétunia. (Oyama-Okubo et al., 2005). Néanmogtteccorrélation n’est pas universelle
puisque, par exemple, chez le cédratier, 'abonela@les COV émis par les pétales n’est pas
en rapport avec la volatilité ; le limonene a uibla point d’ébullition et pourtant il est
accumulé dans les tissus alors que le linalooplls abondamment émis, a un fort point
d’ébullition (Altenburger et Matile, 1990). Ces é&s sur la diffusion passive mettent en
évidence des contradictions permettant d’affirmeerdifficulté de lier la volatilité d'un

COMpOSE avec son émission.
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Figure 9 : concentration endogéne du méthylbenzoate dans les pétales du pétunia au
stade FE et émission du méthylbenzoate (Oyama-Okubo et al., 2005).

2. Le transport actif

Un seul article tend & montrer que les COV pountaigiliser un transport actif. Le géene
NpABC1la été cloné cheklicotiana plumbaginifoliaet il code pour un transporteur ABC
ATP-dépendant (ATP binding cassette transportasiidki et al., 2001) localisé dans la
membrane plasmique. Dans les feuilles, la présehcesclaréol, un diterpene toxique,
augmente l'expression du transporteur entrainargélarétion du sclaréol a I'extérieur des
cellules. Le transport actif pourrait étre un medplausible chez la rose. Cependant les
études ont porté sur le sclaréol, diterpéne toxetueon volatil, ce qui n'est pas le cas pour

les parfums qui sont des molécules volatiles.
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3. La sécrétion granulocrine

Dans les cellules épidermiques du pétale des rtsesscrétion granulocrine des COV n’a
jamais été démontrée. Dans le cytoplasme des egllldrsqu’une certaine température est
atteinte, des gouttelettes contenant de I'huilemsslle pourraient diffuser a travers la paroi
cellulaire et la cuticule (Esau, 1965 ; Fahn, 2000)

Dans les cellules épidermiques du pétale de rasecdrps cytoplasmiques, de nature peut-
étre lipidique, ont été mis en évidence pouvarg &tfiés a la sécrétion des monoterpenes
(Stubbs et Francis, 1971). De plus, dans les eslldes épidermes de pétales de roses
parfumées, de nombreuses vésicules lipidiques tiepé&ailles sont observées ainsi que des
vésicules plus grosses indiquant un contenu tegpén{Figure 10). La présence de ces
gouttelettes lipidiques pourrait étre liée au samgk et/ou a la sécrétion des composés
terpéniques. Ainsi, chez la rose la sécrétion domnime est trés peu connue et beaucoup
d’incertitudes subsistent. Il est intéressant deraer dans la bibliographie si des vésicules
lipidiques ont été mises en évidence dans les getdlautres especes. Dans les pétales
d’ceillet, Dianthus caryophyllus certains métabolites secondaires lipidiques,uardi des
COV, comme les dérivés d’acides gras, pourraigstgbckeés et libérés par bourgeonnement
de vésicules a partir du réticulum endoplasmiqual®da membrane plasmique (Hudak et
Thompson, 1996 ; Hudak et Thompson, 1997).
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Figure 10 : micrographies optiques aprés une coloration avec le réactif de NaDi de
cellules de I'épiderme supérieur de pétales de la variété Rosa Generosa 'Sonia Rykiel'
Masdogui en A et R. x hybrida ‘The Mac Cartney Rose’ en B et C, au stade BTO. Fléches
rouges, vésicules lipidiques contenant des terpénes. La barre représente une échelle de

10 um (Bergougnoux et al., 2007).

La sécrétion granulocrine a aussi été étudiée dangres organes de différentes espéces.
Ainsi, chez I'arum,Sauromatum gutatunte spadice émet les sesquiterpénes volatilsue jo
de la thermogenése. En effet, chez cette espegeodmiction de pollen et la réceptivité au
pollen sont corrélées a une augmentation de terypérat & une émission de COV. Quelques
jours avant I'émission, des sesquiterpéenes soninagiés dans des poches du réticulum
endoplasmique. Le jour de I'’émission, ces poche®fuent avec la membrane plasmique et
se vident de leur contenu, qui est alors relaché datmosphére (Skubatz et al., 1995).

Ces exemples mettent en évidence que différentégar@des de COV ont été repérés dans des
vésicules lipidiques. L'observation d’enzyme deegde biosynthese des COV a également
été montrée dans ce type de compartiment cellul@iest le cas d&archantia polymorpha

ou des enzymes de voie de biosynthese des monotsrpét été localisées dans des corps
lipidiques (Suire et al., 2000). Ces vésicules pmant donc contenir des COV mais

également les enzymes nécessaires a leur synthese.

Quelle que soit I'espece étudiée, les COV sont thi#ficilement localisables dans les
vésicules lipidiques des cellules. En effet, ilstxitrés peu de produits spécifiques permettant
de mettre en évidence les terpenes (réactif de )NaBs colorations classiques telles que Nile
Blue A et Nile Red sont par contre utilisables puisualiser les vésicules lipidiques, donc
peut-étre indirectement les COV de nature lipidigLee probléeme principal en microscopie
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est que les vésicules observées sur I'échantitlnie peuvent disparaitre lors des procédés de
fixation et d’'inclusion (Vassilyev, 2000).

Parmi les trois mécanismes de seécrétion, la séoré@ranulocrine s’avere étre le plus
probable pour le stockage et la sécrétion des parimalgré les difficultés qui pourront étre
rencontrées pour visualiser les COV en microscopimsi, notre étude s’axera plus

particulierement sur la sécrétion granulocrine.
B. Nature des vésicules lipidiques

Tous les types de cellules eucaryotes, comme lemaa et végétaux, contiennent des
vésicules lipidiques ainsi que quelques procarydié®z les végétaux, ces vésicules portent
des noms différents selon leur localité : des aéws dans les graines, des plastoglobules
dans les plastes et des tapétosomes dans lesemntGéez les animaux, elles portent les noms
de gouttelettes lipidiques, corps lipidiques, vélsis lipidiques ou globules lipidiques. La
structure de tous ces organites est trés simpleaatituée essentiellement de triglycérides
(TG), lipides non chargés, entourés d’'un seul lietuile phospholipides dans lequel s’'inserent
des protéines spécifiques (Murphy, 1990).

1. Les vésicules lipidigues animales et fongiques

Chez les mammiferes, les oiseaux, les reptilegstamphibiens, les cellules stockant les
lipides dans des tissus adipeux sont les adipaciedorme la plus répandue est le tissu
adipeux blanc servant de réserve d’énergie. llgussles gouttelettes lipidiques de diametre
de 25 a 200 um. Le tissu adipeux brun, ayant undélthermogenése, principalement trouvée
chez les mammiferes hibernants et les foetus, aaips lipidiqgues de diametre de 2 a 30 um
(Hammerson, 1985 ; Weather et al.,, 1987). Dans delules en différenciation, les
adipophilines qui sont des protéines de structase@ées aux adipocytes, puis des protéines
de la famille des périlipines sont observées damsttapes plus tardives de maturation des
corps lipidiques. Les périlipines favoriseraienfuaion des corps lipidiques entre eux pour la
formation des adipocytes ainsi que pour la réegutatie I'activité lipasique (Greenberg et al.,
1991 et 1993 ; Murphy, 2001).

Chez la levureSaccharomyces cerevisages vésicules lipidiques ont aussi été mises en
évidence ayant un diametre moyen de 0,35 pm. Marsexiste aussi de taille comprise entre

1,2 et 1,6 um (Zinser et Daum, 1995). Contrairermraant végétaux et aux animaux, les

46



protéines de structure des vésicules lipidiquesitnjmas été identifiées. Néanmoins, des
protéines impliquées dans le métabolisme des Bpatenme le 1-acylglycérol-3-phosphate
ainsi que des enzymes de voie de biosynthése destérols sont détectées dans les corps

lipidiques (Zinser et al., 1991).
2. Les vésicules lipidiques végétales

Les oléosomes sont formeés par décollement des feéeillets de la membrane du réticulum
endoplasmique. Ce décollement est di & la biosyattles triglycérides dont la phase finale
est localisée dans le réticulum (Murphy et Van@99). Les oléosomes grossiraient jusqu’a
ce quils se detachent et s’individualisent (WaneérTheimer, 1978) (Figure 11). Ces
vésicules lipidiques sphériques sont mises en aegl€lans certaines parties des végétaux,
notamment les graines. Une étude sur le soja aréngnie ces corps lipidiques se trouvent
dans les cellules palissadiques du cotylédon €atteimen des graines. Dans les graines de
cotons, d'oignons et de choux, les corps lipidiqueg un diametre de 1 um et, en
microscopie, ils semblent entourés d’'une membrasienple feuillet (Yatsu et al., 1971). La
nature membranaire de la surface des oléosomeamfitmée en microscopie électronique
sur l'arachide, et des protéines associées a la dmmbrane sont actuellement étudiées
(Yatsu et al.,, 1972). Les oléosomes de cotylédansodrnesol sont composés de lipides
neutres : environ 98 % de triglycérides, 0,8 % yigtides et 0,1 % d’esters de stérols
(Millichip et al., 1996). Les graines de choux,mdeutarde, de radis, A. thaliang de soja, de
tournesol et de mais contiennent des oléosomesitc@ssprincipalement de triglycérides, de
protéines, et de phospholipides avec les pourcestagspectifs de 80 %, 15 % et 2 %
(Murphy et al., 1989). Trois protéines majoritaisesit mises en évidence dans les oléosomes
de graines des végétaux : les oléosines, les aaddost les stéroléosines (Slack et al., 1980)
mais seules les oléosines sont données pour &rpraitines de structure spécifiques de cet
organite. Elles sont retrouvées aussi dans le®mlés des grains de pollen. Par contre, les
fruits d’avocat et d'olive forment des exceptiongsgue les oléosomes du mésocarpe n’ont
pas d’oléosine ce qui conduit & un diametre plysomant de I'ordre de 20 um (Ross et al.,
1993).
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Figure 11 : modele de formation des oléosomes. TG, triglycérides (d’aprés Beisson,
1999).

3. Les protéines de structure des oléosomes

ChezA. thaliang seize genes codant pour des oléosines ont ét@mévidence. lls sont
répertoriés en trois groupes selon la localisdtissulaire : huit génes dans le tapetum floral,
cing genes dans les graines et trois genes resala@s les graines en maturation et dans les
microspores qui deviendront le pollen. Chez le netida carotte, les génes codant les
oléosines de la graine, du tapetum ou des micrespoe possédent aucun intron tandis que
dans les graines A’ thaliana(Kim et al., 2002), du soja le gene n’en a qu’ual §Ealinski

et al.,, 1991). Les oléosomes des graines de vegétauportent toujours a leur surface au
moins deux isoformes d'oléosines : celle de hawass® moléculaire et celle de basse masse
moléculaire (Tzen et al., 1990). Cependant, elleatrpas le méme poids moléculaire selon
les especes allant de 10 a 53 KDa (Kim et al., (o effet, chez le soja, les deux isoformes
ont une masse proche de 24 KDa, (Kalinski et &91). Chez le mais, le riz, le coton et
I'orge leurs masses sont de 16 et 18 KDa, tandiscpez le sésame elles sont proches de 15
et 17 KDa ; che?. thaliang elles sont de 19 et 21 KDa (Chen et al., 19973oforme de
basse masse moléculaire stabilise I'oléosome ménsedeuxieme isoforme est, elle aussi,
présente a sa surface (Figure 12).

Une oléosine est constituée d’'une partie N-terreirel d’'une partie C-terminale toutes les
deux amphiphiles et d’'une partie centrale hydroghdbes soixante-douze acides aminés
hydrophobes contigus représentent quatre foisilie @un polypeptide transmembranaire
habituel (Huang, 1996). Entre deux oléosines, seldse séquences protéiques du segment

central, notamment un motif a trois résidus deipeplsont tres similaires. Dans le segment
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central hydrophobe de [l'oléosine du soja, la présemle résidus leucine espacés
régulierement, ressemblant a un motif « leucin@eaip, aurait un réle dans les interactions
protéines-protéines (Keddie et al., 1992). Les sit@s auraient un site d’attachement a la
lipase (Vance et Huang, 1987). Du fait de la présestes oléosines, les oléosomes restent
individualisés en petites vésicules et ils ne cxat pas, méme au moment de la germination
de la graine (Froese et al., 2003). La suppress#ololéosine chez les plantes transformées
d’A. thaliana (Rodrigo et al., 2006) et du soja (Schmidt et HBrm2008) conduit a une
accumulation de corps lipidiques géants dans Eses matures.

Motif Motif Motif
proline proline proline

Stérol DH PL

membranaire

NADPH
Oléosine Caléosine Stéroléosine
(15 et 17 kDa) (25 et 27 kDa) (39 et 41 kDa)

Figure 12 : modéle de la conformation de I'oléosine, la caléosine et la stéroléosine a la

surface des oléosomes.
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A coté des oléosines, il existe des caléosinesceE®so aux oléosomes des graines en
développement notamment découvertes chez le sggzmea et al., 1998). Dans le génome
d’A. thaliang il y a sept genes codant des caléosines. Cheblia, deux isoformes de
masses moléculaires différentes, 25 et 27 KDa, semmbuvees respectivement dans la
membrane des corps lipidiques et dans le RE (HdemRinzon et al., 2001). La caléosine
posséde en partie N-terminale un site de fixatioieacium et son activité est donc modulée
par cette derniére (Frandsen et al., 1996). Ebesportent un segment central hydrophobe de
trente résidus d’acides aminés majoritairement dphiites, contrairement aux oléosines. Ce
segment hydrophobe servant de point d’ancrage #nsames est proche d'une région
adjacente riche en proline (Naested et al., 200@iale pour I'adressage des caléosines vers
I'oléosome (Chen et Tzen, 2001) (Figure 12). La&asine est exprimée en réponse a l'acide
abscissique ou au stress osmotique dans les gratiries tissus végeétatifs. Elles pourraient
jouer un role dans les fusions de membranes ebgss dipidiques (Murphy et al., 2000 ;
Naested et al., 2000) et auraient également urdeiie la dégradation des lipides de réserves

durant la germination de la graine (Poxleitner £t2806).

Enfin, les stéroléosines sont présentes dans tes &ipidiques des graines en développement
chez différentes especes. Dans le génonme tifialiana, huit stéroléosines ont été trouvees.
Elles possedent un domaine de liaison au NADPHhaedamaine de liaison aux stérols. Le
motif proline des stéroléosines est situé en psii-terminale, contrairement aux oléosines
et caléosines ou ce motif est retrouvé dans le segoentral. Les stéroléosines seraient une
classe de déshydrogénases/réductases jouant udaridela transduction du signal par les
stérols (Lin et al., 2002) (Figure 12), elles n’diohc par forcément un role structural.

4. Le cas des tapétosomes et des plastoglobules

Dans I'anthére, le tapetum est la couche de csllialglus interne du locule. Il contient une
grande quantité de reticulum endoplasmique rugRER) et de vésicules lipidiques. Les
cellules du tapetum contrélent la maturation desrospores (Wu et al., 1997). A des stades
plus tardifs, les cellules du tapetum sont lysédsseTG ainsi que les stérols sont déposes sur
le manteau du pollen en maturation (Robert etl894). Les vésicules observées dans ces
tissus, portant le nom de tapétosomes, auraienblarstructural et fonctionnel analogue aux
oléosomes de graines. lls sont formés par I'accanom de lipides neutres entre les deux
feuillets membranaires du RER. Lorsque les vésscatéeignent une taille critique, elles se

détachent et s’individualisent. Ces vésicules deméire compris entre 0,2 et 1 um, sont
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observées a l'intérieur du tapetumAd’'thaliana et de Brassica sp.(Stanley et Linskens,
1974). Les tapétosomes contiennent comme lipidgeursades TG et comme protéines de
structure, des oléosines, enchassées dans une sioyadhe de phospholipides (de Oliviera et
al., 1993 ; Ross et Murphy, 1996). Ch&zthaliang il existe neuf genes codant pour des
oléosines du tapetum. Un gene est fortement expeinpgoduit une protéine de 53 KDa qui
représente 70 % de toutes les oléosines du tadé&tnmet al., 2002). CheBrassicarapa, ce

type d’oléosine a une masse de 45 KDa (Ross et iMuf®96).

Les plastoglobules quant a eux sont des vésicigeiglues localisées dans les plastes. Une
des hypothéses de formation des plastoglobulegjuedait qu’elle ressemble a celle des
oléosomes (Figure 11). Les plastoglobules ser&emtés par I'accumulation de lipides entre
les deux feuillets membranaires des thylacoidetecos dans les plastes (Rey et al., 2000) et,
lorsque le plastoglobule atteindrait une tailldigue, il se détacherait et s’individualiserait.
Les plastoglobules servent de réservoirs de TGpldstoquinone, et d-tocophérol. lls
existent dans les plastes de tous types de plantés sont surtout présents dans les
chloroplastes des jeunes feuilles (Kessler et18199) et durant la sénescence (Tevini et
Steinmuller, 1985). Une protéine de structure nii@ioe a été mise en évidence dans les
plastoglobules des végétaux : la fibrilline (encocenmée PAP, « Plastoglobule Associated
Protein »). Le génome A thalianacontient treize génes codant pour des fibrillimges
localisées dans les plastes (Laizet et al., 200d% protéines ont une ou plusieurs régions
hydrophobes qui sont proposées pour stabiliserplastoglobules et intervenir dans leur
coalescence (Deruére et al., 1994) et elle pedi &1® accumulée dans les feuilles sous un
stress photo-oxidatif (Chen et al., 1998).

C. Différents roles des vésicules lipidiques.

1. Role dans la biosynthése et le stockage des parfums

Plusieurs articles avancent I'hypothése que ceataigtapes de biosynthese des COV
pourraient se faire dans les oléosomes et danpldssoglobules. Cette localisation a été
démontrée pour quelques enzymes conduisant a de®sié’acides gras volatils ou non.

Ainsi des lipoxygénases ont été visualisées arfasei de corps lipidiques de cotylédons de
concombre en phase de post-germination (Matsui,et309), elles sont impliquées dans la
mobilisation des lipides lors de la germination ssner et al., 1995 et 1997). Dans les

graines de l'anis, une lipoxygénase a été égalelnealisée dans des oléosomes (Radetzky et
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al., 1993). Une autre enzyme, I'hydropéroxyde lyate Prunus, impliquée dans la
biosynthese de dérivés odorants d'acides gras @éététée, par fusion avec la GFP, dans des
corps lipidiques des graines matures. Cette enzgohecalise avec I'oléosine, marqueur
spécifiqgue de ce compartiment, ce qui permet beeoahfirmer la présence de cette enzyme
dans les oléosomes (Gardner, 1991 ; Mita et alQ5ROPar ailleurs, des enzymes de
biosynthése de terpénes ont aussi été localisées dks vésicules lipidiques. Ainsi, chez
Crocus sativusune caroténoide dioxygénase, impliquée danokybihése de Ig-ionone, a
été localisée dans les plastoglobules pendant Vela@ement du stigmate (Rubio et al.,
2008). Cheuitis vinifera la valence synthase, enzyme produisant des segupnes volatils
notamment le valencéne, a été localisée par imnuorescence dans les oléosomes des
microspores (Martin et al., 2009). Il a méme étéupé en immunolocalisation que, chez
Marchantia polymorphades corps lipidiques contiennent toutes les eegyde la voie de
biosynthese de monoterpenes telles que la géraaplgédiphospahate réductase et la
phytoéne synthase (Suire et al., 2000).

2. Roéle dans le protéasome et la protéolyse

Deux articles illustrent la présence des sous-sndé protéasome dans les vésicules
lipidiques des animaux (Xu et al., 2005 ; Ohsakilgt2006). Les apolipoprotéines B sont des
protéines constitutives des lipoprotéines a faildesité. Pour la formation des lipoprotéines a
faible densité, des groupements lipidiqgues comra€el (@ et les esters du cholestérol doivent
étre rajoutés aux apolipoprotéines B. Leurs assageblse déroulent dans la lumiere du RE.
Apres lipidation et maturation de ces apolipopraéi B, elles sont transportées au Golgi
(Olofsson et al., 1999 ; Pan et al., 2002). Quamskémblage ne se fait pas efficacement ou
dans le cas ou les lipides sont insuffisants, Bsxd'apolipoprotéine B est destiné a étre
dégradé via le protéasome apres étre ubiquitifilghér et al., 1997 ; Cavallo et al., 1999).
Dans les travaux d'Ohsaki en 2006, le rble fonet@ndes vésicules lipidiques dans
I'assemblage des lipoprotéines a faible densiti® &t dié chez les animaux, notamment dans
les hépatocytes. Il a été montré que les apoligépres B ubiquitinilés adhérent aux
vésicules lipidiques. En microscopie électronicqees corps lipidiques stockant a leur surface
ces protéines avoisinent le protéasome afin quiescel soient dégradées (Ohsaki et al.,
2006). Pour mettre en évidence les intéractionseeles vésicules lipidiques entourées
d’apoplipoprotéines B et le protéasome, un inhibitdu protéasome a été utilisé ; ceci

engendrant une forte accumulation des apolipopret@& autour des vésicules lipidiques.
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Pour confirmer I'association des composants duéasaime et des protéines ubiquitinilées
avec les vésicules lipidiques, un « Western blatété réalisé sur la fraction vésiculaire ; les
apolipoprotéine B, leur forme ubiquitinilée et laus-unité 26S du protéasome ont été
détectées. Ces veésicules lipidiques seraient damcliau de transport des protéines

ubiquitinilées et intéragiraient ainsi avec le pasome. Un autre role hypothétique pourrait
étre mis en évidence. Méme si le protéasome es¢mant efficace dans la dégradation des
protéines ubiquitinilées, il y a toujours un risgyee les protéines qui doivent étre dégradeées,
peuvent se retrouver sous forme d’aggrégats caguestités de ces molécules de grande
taille excédent la capacité du protéasome (Ko@@®0). Ainsi, des aggrégats se forment et
conduisent a des dommages cellulaires. Pour empézhermation d’aggrégats toxiques

dans le cytoplasme, I'accumulation d’apolipoprogeiise localiserait dans les vésicules.
3. ROle dans le stress

Dans les cellules épithéliales des glandes mammales vésicules lipidiques ont été isolées
par une technique de flottaison. Par immunofluaeee, une protéine chaperonne, la BiP2
(« binding immunoglobulin protein »), a été locéésdans I'hemi-membrane des vésicules
lipidiques (Prattes et al., 2000). La BiP2 a éga&leneté révélée dans les vésicules lipidiques
des adipocytes des animaux (Brasaemle et al., 20@4)BiP sont des chaperones de type
HSP70. Elles ont une fonction dans le repliemestpietéines dénaturées (Haas, 1994). Dans
les cellules des mammiferes, il a été mis en éveleue différentes chaperonnes telles que
HSC 70, HSP 70 et HSP 90 sont localisées dansédésules lipidiques. Dans les adipocytes
du rat, la chaperone HSP70 est retrouvée en grquiaetité aprés un choc thermique. Une
explication est proposée selon laquelle 'HSP 7plieeait les protéines dénaturées qui
seraient accumulées a la surface des vésiculesraest ainsi stockées sous forme repliées
(Jiang et al., 2007). Une analyse protéomique dsscules lipidiques purifiées a partir de
monocytes humains a permis d’identifier une HSRt7@ BiP2 (Wan et al., 2007). Ainsi, les
vésicules lipidiques seraient un lieu de stockage chaperones et les protéines dénaturées

seraient accumulées dans ce compartiment.
4. Role dans la biosynthése des lipides

D’autres protéines liées a la synthese des lipsodes localisées dans des corps lipidiques. La
« NAD(P)H steroid dehydrogenase-like » (NSDHL) auda une 3B-

hydroxystéroldéshydrogénase est impliquée dan®ika de biosynthése du cholestérol. Par
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fusion avec la GFP, la NSDHL de souris a été Iséalidans les membranes du RE et
accumulée a la surface des corps lipidiques (Catldserman, 2003). Il est intéressant de

noter que cette protéine est de la méme familldepistéroléosines.

Une lipase, associée a la membrane, et une digcglgll-acyltransférase ont été détectées
dans les corps lipidiques de mais (Lin et Huan@g4l9Matsui et al., 1999). Dans les

adipocytes des animaux, la diacylglycérol-acyltférase, qui catalyse la conversion des
diglycérides en triglycérides, a été localisée anra@scopie dans des vésicules lipidiques.
Dans les cellules des mammiferes, une lipase hyshot les TG a été mise en évidence dans
des gouttelettes lipidiques. Elle aurait égalementdle dans la dégradation de ces vésicules
(Smirnova et al.,, 2006). Ainsi une partie de laspmthese des TG se déroule dans ce

compartiment (Kuerschner et al., 2008).

Des enzymes de voies de biosynthése des lipidéamneent des stérols, sont également
observées dans les vésicules lipidiques des levuaesqualene époxidase en est un exemple :
apres fractionnement cellulaire, elle est retroudées le RE a 62 % et dans les vésicules
lipidiques a 38 %. Cependant, du fait que son &étsoit seulement détectable dans le RE, la
séquestration dans les vésicules pourrait I'inact&v cause d’'une séparation physique avec
ses partenaires. La stémdP4-méthyltransférase, enzyme catalysant la derréitape de la
voie de biosynthése des stérols, est trouvée pafenent dans la fraction vésiculaire (Leber
et al., 1998). En microscopie, I'oxidosqualéne agel est associée aux vésicules lipidiques et
son activité dans ce compartiment a été notee gMillal., 2002). Des génes codant pour des
enzymes du métabolisme des acides gras tels quacitkss gras coA ligase sont également
mis en évidence dans les vésicules lipidiques (@gtamdt et al., 1999). Les vésicules
lipidiques sont donc un site de stockage des enzyimevoies de biosynthese des lipides, et

participent également au métabolisme des stérols.
5. RoOle dans les interactions avec le cytosquelette

En immunoblot, lap-actine, protéine du cytosquelette, a été locald@ées les vésicules
lipidiques des adipocytes chez le rat (Fong et281Q1). La présence de cette protéine a la
périphérie des gouttelettes lipidiques de celldesla médullosurrénale a également été
montrée. Le rble de ces protéines dans le tranamtoacellulaire des globules lipidiques est
mal connu aujourd’hui (Fong et al., 2001). Néanmpate maniere générale, les interactions
entre l'actine et les lipides membranaires jouemtr@le important dans le maintien de la

forme des cellules, leur mobilité et I'adhésion dedlules. Une étude protéomique des

54



adipocytes des animaux a permis de révéler laindudans les vésicules lipidiques. Lors de
la lipolyse, I'association de la tubuline et desivéles lipidiques pourraient étre importante
pour faciliter la fragmentation des vésicules (Beasle et al., 2004). Des travaux effectués
sur la cellule mammaire en lactation suggerentramsport des vésicules lipidiques guidé au
moyen de la dynéine, protéine du cytosquelettédgrig des microtubules (Wu et al., 2000).
Dés la synthése des gouttelettes lipidiques awaniekel RE, les vésicules lipidiques seraient
transportées sur les microtubules en directionala ppical de la cellule grace a la dynéine
(Lacey et al., 1994), sous I'éventuelle contrélel@leimentine et de TIP47, protéine de la
famille des périlipines. Dans les cellules mamngites vésicules lipidiques possédent de la
dynéine (Wu et al., 2000) et également présenté&rasurface de la vimentine, connue pour
intéragir avec la dynéine cytoplasmique (Frankal.etL987 ; Mc Gookey et Anderson, 1983).
Ces données laissent supposer que les adipophédifas les TIP47, protéines de structure
des vésicules lipidiques, pourraient contréler keansport a I'aide des dynéines sur le réseau
cytosquelettique. Ainsi, les vésicules lipidiguesragent impliquées dans les structures

dynamiques de transport.
V. Objectifs de la theése

La rose est la fleur coupée la plus vendue au mdfitkea aussi une place prépondérante en
horticulture et dans I'industrie des parfums, eteditre, elle peut tout a fait prétendre a étre
un modele de variété horticole. Actuellement, lbsenteurs cherchent a rendre les fleurs
coupées plus odorantes et a obtenir des parfunssgnis ou originaux pour les rosiers de
jardin. Malheureusement, ce caractere n’est pphukefacile a maitriser dans les croisements
et il est fréquent de n’obtenir que quelques dedaats parfumés lorsque I'on croise deux

parents parfumés. Le laboratoire BVpam s’intéresse probleme et cherche a comprendre
les mécanismes qui empéchent ou qui limitent laymithese et la sécrétion des COV dans les
pétales de rose. Mes objectifs de these se sorritingans les deux axes de ce travail : i/
caractériser le compartiment cellulaire qui semitie® impliqué dans le stockage et/ou la

biosynthese des COV parce que des travaux préliragnaonvergeaient vers I'hypothése du

réle des oléosomes et ii/f comprendre un mécanismiiasynthese en étudiant celui du 2-

phénylethanol parce qu’il présente une ségrégataire dans la population HW.

Ainsi, par comparaison avec d’autres especes asfledorantes, beaucoup d’hypotheses,
allant de la diffusion passive a un transport actift été déclinées. Cependant, grace a des

travaux antérieurs (Bergougnoux et al., 2007), ramams émis I'hypothése que les molécules
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volatiles sont a un moment donné véhiculées parotfassomes. Deux questions se sont
posées lors de ma these. Quelle est la natureédesiles observées dans les pétales de roses?
Ont-elles un réle dans la biosynthese, le stockagéda sécrétion des COV ? Nous nous
sommes tout d’abord attachés a démontrer la présdimtéosomes dans les pétales en
travaillant sur trois de leurs caractéristique/sunie matrice centrale ou se concentrent les TG
et autres lipides neutres cellulaires, ii/ une memeé a un seul feuillet phospholipidique et iii/
des protéines de structures nommeées oléosines. dNous ensuite cherché a montrer si ces
vésicules sont impliquées dans le stockage desnmewyle voie de biosynthese des COV

et/ou dans le stockage des COV eux mémes.

Par ailleurs, il a été montré que le QTL majeurliggant la présence de 2-phényléthanol
chezR. wichuraianaet le geneRhPAAS impliqué dans la biosynthese du 2-phényléthanol,
sont localisés sur le méme locus dans le groupkaiden B6 (L. Hibrand-Saint Oyant, F.
Foucher, S. Baudino, J.-C. Caissard, Comm. Peahs notre cas, la modulation de
I'expression du genBhPAASest donc une excellente hypothése pour expliqu@rdsence
ou I'absence de 2-phényléthanol dans la populddddhde Hibrand-Saint Oyant et al. (2008),
sachant qu'ils ont mis en évidence que 50 % de @&tpulation produisaient beaucoup de 2-
phényléthanol et que les 50 restants en produisp&n Pour cela, il a été important, dans un
premier temps, de définir la cinétique de productidu 2-phényléthanol au cours du
développement floral cheR. wichuraianaet R. x hybrida ‘H190’ et de choisir le stade et
I'organe pour lesquels la quantité de 2-phénylé@hast maximale. Dans un deuxiéme temps,
une cinétigue de l'expression du geRBPAASau cours du développement floral a été
réalisée ainsi qu'une étude des différents alldlegeneRhPAASdans la population HW. Ce
travail permettrait donc de répondre aux deux guestsuivantes: Est-ce qu’l y a une
corrélation entre I'expression du geRBPAASet la production de 2-phényléthanol chez la
population HW ? Existe-t-il des différences allékg deRhPAASqui expliqueraient cette

corrélation ?

Enfin, comme nous le verrons, des liens entre eex dxes ont pu étre discutés grace a mon
travail et nous nous sommes finalement posés latigmed’'un stockage du 2-phényléthanol
sous forme glycosylée avant I'épanouissement deda. || semble donc que nous ayons mis

en évidence un stockage de certains composeés,ag®ofjui pourrait se faire dans les

56



oléosomes. L’'émission de parfum par les fleursitsatars rythmée non seulement par les
voies de biosynthése mais aussi par des mécannst®ckage et de relarguage régulés au

niveau cellulaire. Ces hypotheses pourraient oarinouvelles perspectives de recherche.
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Matériels et méthodes

I. Matériel végétal, souches et plasmides

A. Matériel végétal

1. Especes et variétés de roses

Plusieurs espéces de roses ont été utilisées darasvail :R. xhybrida, R. canina(églantier)
et R. wichuraiana (rosier de Wichura). Parmi les roses hybrjqaasieurs variétés ont été
utilisées : ‘The Mac Cartney Rose’, ‘Caprice de IMed’, ‘Line Renaud’ et ‘Gregory
Lemarchal’ (Figure 13).

Figure 13 : variétés de roses hybrides parfumées utilisées pour |’étude des COV dans la
fraction vésiculaire. A) ‘The Mac Cartney Rose’. B) ‘Caprice de Meilland’. C) ‘Line Renaud’.

D) Gregory Lemarchal’.

R. x hybrida‘'The Mac Cartney Rose’ est cultivee en extériewdée du laboratoire, a la
roseraie de Saint-Galmier (Loire) et en champslgarétablissements Meilland-Richardier
(Diemoz, Isere)R. x hybrida'Caprice de Meilland’Rosa x hybridaLine Renaud’ eRosa x
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hybrida ‘Grégory Lemarchal’ sont cultivées en champs ar mémes établissements. Un
rosier sauvage, I'églantier, a été étudié pourgsames qui ont été récoltées dans la nature
autour de Saint-Etienne. Certaines roses, notamoaties cultivées pour les fleurs coupées,
sont quasiment dépourvues de parfum. Dans notde gfuiatre variétés de roses hybrides non
parfumées ont été achetées chez un grossiste isthents Bravard, Saint-Etienne, Loire) :
‘Duett’, ‘Akito’, ‘Rose de la Belle’ et ‘Sonrisa’Kigure 14). Toutes les variétés citées ont été

utilisées dans tous nos travaux de fractionnemahilaire.

Figure 14 : variétés de roses non parfumées pour |'’étude des COV dans la fraction. A)
‘Duett’. B) ‘Akito’. C) '‘Rose de la Belle’. D) ‘Sonrisa’.

Rosa x hybriddAkito’ a aussi été utilisée pour les expériendeslocalisation cellulaire par
expression transitoire d’'une oléosine-GFP apreédtratfon d’Agrobacterium tumefaciens

dans les pétales.

R. wichuraianaet R. xhybrida‘H190’ ont fait 'objet d’'une carte génétique liéae a I'aide

de marqueurs AFLP (Crespel et al., 2002). Dandre@aux, une population interspécifique
F1 composée de 733 hybrides a été obtenue pavisegrent de ces deux rosiers choisis pour
leurs caractéres trés différents (Tableau 7). leertde est cultivé a 'INRA d’AngersR.
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wichuraiana est un rosier botanique diploide utilisé commeeptmale etR. x hybrida
‘H190’, utilisé comme parent femelle, est un dilvdgé issu de la régénération de gametes
femelles deRosa x hybridaZambra’ fécondées avec du pollen irradié (Meyetedl., 1994).
Seuls 91 hybrides ont été utilisés pour établoake génétique des parents et ainsi de détecter

un QTL majeur du 2-phényléthanol.

Tableau 7 : caractéres phénotypiques divergents entre les deux parents de la population
HW.

R. x hybrida ‘H190’ R. wichuraiana
parent femelle parent méale
dihaploide diploide
double fleur jaune simple fleur blanche
sans épine avec épine
sensible aux maladies résistant aux maladies
port buissonnant couvre-sol
remontant non remontant
pas ou tres peu de 2-phényléthanol 2-phényléthanol

2. Stades de développement

Plusieurs expériences ont été réalisées a dessgpaéleis de développement des fleurs. Les
six stades présentent des caractéristiques spéesfienumérées ci-dessous (Figure 15) :

le stade ‘bouton fermé’ (BF), ou les sépales, bressés, recouvrent totalement les
pétales

le stade ‘Bouton juste ouvert’ (BJO) ou les sépabesn que toujours redressés, laissent

entrevoir les premiers pétales

le stade ‘bouton ouvert’ (BO) ou les sépales conueena s’écarter et ou les pétales

externes débutent leur dépliement

le stade ‘bouton tres ouvert’ (BTO) ou les sépakesenversent et ou un grand nombre de

pétales sont dépliés
le stade ‘fleur épanouie’ (FE) ou I'ensemble desileé sont dépliés

le stade ‘fleur sénescente’ (FS) ou quelques mesdalétachent du réceptacle floral et ou

les étamines, les styles et les stigmates devi¢mmsshles.
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Figure 15 : différents stades de développement de R. x hybrida ‘The Mac Cartney Rose’
(d’aprés Bergougnoux et al., 2007).

B. Souches bactériennes

La souche Oléol-GFP Agrobacterium tumefaciere été fournie par le laboratoire RDP (N.
Thazar, ENS Lyon) et a été utilisée pour I'étuddalécalisation cellulaire d’'une oléosine

par expression transitoire dans les pétales ds.rose

La souche 35S-GFP A! tumefaciena été utilisée pour I'étude de la localisatioriudaire du

cytoplasme par expression transitoire dans ledgstie roses.

La souche C58C1 A. tumefaciens été utilisée pour améliorer I'expression tranist Cette

souche possede un plasmide 35S-P19 qui est unesigepr du silencing.

La souche JM109 &scherichia colisert au clonage, a la multiplication et a la coves#son

des génes.

C. Plasmides

1. Plasmides pour I'expression dans les cellules végétales

Pour I'étude de I'expression transitoire dans Ehites végétales de roses, trois vecteurs sont
utilisés.

Le vecteur « Gateway » permet I'expression d’'unegésdant pour I'oléosine sous le contréle
d’'un promoteur fort 35S. La protéine produite (ciée) est fusionnée avec la « Green
Fluorescent Protein » (GFP) en position C-terminladeGFP fluoresce en vert lorsqu’elle est
excitée par une longueur d’'onde de 488 nm. Ce wegiermet I'étude de la localisation

cellulaire du produit d’un géne en faisant de l'egsion transitoire sur des cellules végétales
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de rose par infiltration &. tumefaciensLes souches ont été cultivées avec de la kanamyci
50mg/L, de la gentamicine a 20 mg/L et de la rifaxime a 50 mg/L (Figure 16).

attB1
EceR¥ (11234)
Foull (11163

EcoRV (144)

2A.355 promoter
Prnall (510)

nos terminatar

Prull (3544)

EcaR¥ (2547)

COLEO1_GFP/pMDCB3-map
11329 bp

fygronmyein resistance

kanarmycin resistance - \1
EceRV (6203
pBR322 origin

Figure 16 : carte du vecteur « Gateway » permettant I’expression d’un géne codant pour

I’'oléosine sous le contrdle d’'un promoteur fort 35S (Nelcy Thazar, ENS)

Le vecteur pBin61 permet I'expression du géne cbliaprotéine P19, sous le contrdle d’'un
promoteur fort 35S. La protéine produite a undegale 19 KDa. P19 est une protéine codée
par le virus « Tomato Bushy Stunt Virus » (TBSV)ieE&a pour réle d’améliorer I'expression
transitoire en supprimant le silencing. Le vectpossede des genes de résistance a la

kanamycine a 50mg/L et a la gentamicine a 20 mg/L.

Le vecteur pBI121 est un vecteur binaire, couranimgilisé dans les expériences de
transformation génétique. Il permet I'expression giene GFP, sous le contréle d’'un
promoteur fort 35S. Le vecteur possede des genessggance a la kanamycine a 50mg/L, a

la gentamicine a 20 mg/L et a la rifampicine a 5§Jlm
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2. Plasmides de séquencage, multiplication et conservation

des genes

Le plasmide pGEM®-Teasy (Promega) est utilisé pewséquencage, la multiplication et la
conservation des genes et fragments de genes tsoieau long de I'étude. Le clonage des
géenes se fait au milieu d’'un site multiple de cgmaitué a l'intérieur d’'un génacZ, codant
pour lap-galactosidase : ceci permet une coloration bldeg-tles clones ayant l'insert.

II. Techniques d’analyse des COV

Une des techniques permettant 'analyse des lipiwdgatils et des COV de roses est la
chromatographie en phase gazeuse (CPG). La CP@eocaip spectre de masse (SM) permet
d’identifier les COV, ou couplée au détecteur aisation de flamme (DIF) permet de

guantifier les COV.

A. Préparation des échantillons

1. Par extraction au solvant

L’extraction consiste a piéger les molécules odmspar un solvant organique. Elle a été
réalisée dans des tubes en verre a bouchon dawishét Un extrait a été obtenu en mettant en
contact 0,5 g de pétales frais et 2 mL d’une smtutiexane/camphre a 10 mg/L pendant une
nuit a -20°C. Le camphre sert de standard intgpeenettant de corriger I'évaporation du

solvant qui se produit durant les analyses. L'éxtat récupéré et transféré dans des vials,

puis analysé par CPG.
2. Par headspace dynamique

La technique de « headspace » ou technique dereagieffluves est employée pour étudier
les COV émis par une fleur en les piégeant, penalaiemps défini, sur un polymere solide

comme par exemple le Tenax.

Les roses produisent et émettent des COV suivartyale diurne circadien dans lequel le
maximum d’émission se situe au milieu de la phasg¢odr (Helsper et al., 1998). Afin de
limiter les fluctuations dues a ce rythme d’émissites analyses des plantes cultivées en

extérieur ont été faites entre 10 h et 13 h.
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Les fleurs sont enfermées dans un sac de polyéthy&réphtalate (Nalophan) équipé d’'une
entrée et d'une sortie. A I'entrée, l'air est gitsur du charbon actif (Orbo32, Supelco). L’air
purifié est aspiré avec un débit de 140 mL/mincetgse avec un débit de 120 mL/min : le sac
est parcouru par un flux d’air de 311 mL/min. Aslartie, les COV sont collectés pendant 3 h
dans une cartouche de verre (75 mm x 4 mm) conte3amg de Tenax. Les COV sont

ensuite élués deux fois avec 1 mL d’hexane, pyid @&'une solution hexane/camphre a 10

mg/L sont ajoutés. L’extrait est analysé en CPG&I@PG-DIF.
B. Analyse des COV par CPG

1. Identification des COV en CPG-SM

Les COV ont été séparés par CPG (Agilent 6850)nelyaés par SM a bombardement
électronique (Agilent 5973). Cet appareil est équdpune colonne capillaire HP-Innowax de
30 m de longueur, 0,25 mm de diamétre interne 25 m d’épaisseur de film, avec une
phase stationnaire polaire : le polyéthyléene glytel gaz vecteur est I'hélium. Le volume
d’injection est de 2 uL. Le voltage d’ionisatiort de 70 électrons Volts (eV). Les différentes

conditions d’analyse en CPG-SM sont présentéesldarableau 8.
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Tableau 8 : conditions opératoires choisies pour les différentes analyses en CPG-SM : A)
pour I'étude des COV extraits des vésicules obtenues par gradient de saccharose. B) pour
I’étude des COV extraits des pétales de la population HW. C) pour |'étude de la

composition en acides gras des TG extraits des vésicules.

Parametres A B C
Température initiale (°C) 40 40 150
Température injecteur (°C) 250 250 220

Mode d'injection split (ratio 2:1) splitless spitls
Pression (psi) 6,98 6,95 17,25
Débit (mL/min) 1 1 1,3
Mode débit constant débit constant débit constant
Température détecteur (°C) 280 280 280
Start m/z 50 50 50
End m/z 550 550 550
Temps d'analyse (min) 111 111 34
Programmation de la température du four
Température initiale (°C) 40 40 150
Durée ler palier (min) 3 3 1
Rampe (°C/min) 15 15 15
Température 2éme palier (min) 180 180 200
Durée 2éme palier (min) 0 0 0
Rampe (°C/min) 6 6 2
Température 3éme palier (min) 240 240 250
Durée 3éme palier (min) 5 5 5

En CPG-SM, lidentification des molécules d’un nmgea inconnu est réalisée grace a deux
parameétres. Premiérement, les molécules sont fid&stipar comparaison entre leur temps de
rétention et ceux des molécules étalons. Deuxiémenaecomparaison des spectres de masse
permet de confirmer lidentification. En absenceétdlons, les spectres de masse des

molécules a identifier sont comparés a ceux obtdans une base de données Wiley 275.

2. Analyse des COV en CPG-DIF

L’appareil de CPG-DIF (Agilent 6850), est equipéar colonne identique a celle de la CPG-
SM. Les conditions d’analyse sont les suivantestempérature de I'injecteur est de 240°C et
celle du détecteur est de 250°C. Le gaz vectedthgsirogéne avec un débit de 1,2 mL/min.

La programmation de la température du four estiilgaste : elle est maintenue pendant 3 min
a 40°C apres l'injection, suivie d’'une augmentatiten1,5°C/min jusqu’a 180°C, elle-méme

suivie d’'une hausse de 6°C/min jusqu’a 240°C. Lap&rature est maintenue a 240°C
pendant 15 min. Le volume d’injection est de 2 wke@un ratio de split 2 : 1. Les analyses

sont réalisées a débit constant.
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3. Analyse quantitative des COV par CPG-DIF

La quantification des COV par CPG-DIF a été réaligédce a une meéthode d’étalonnage
interne. Cette méthode consiste a calculer pourcwhades COV étudié le rapport

d’étalonnage. La formule est REI = SE / SEI dans gamme de concentration (avec REI :
rapport d’étalonnage interne, SE : surface du pitétalon de COV et avec SEI : surface du
pic de I'étalon interne). Les solutions étalonsdme(COV sont préparées a 1, 5, 10, 25, 50
mg/L. Des droites d’étalonnages sont obtenues éseptées dans le Tableau 9. Elles

permettent de calculer la concentration de chaesnaDV qui est exprimée en pg/L.

Tableau 9 : gammes d’étalonnages ; r2 : coefficient de corrélation ; RSD : Residuel
standard deviation ; y : rapport d’étalonnage; x : concentration en mg / L ; a : pente de

la droite ; b : bruit de fond de I'appareil.

Nom des composés y=ax+b r2 RSD
a-pinéne y=14,69x+16,22 0,99 36,25
Hexanal y=6,37x-1,43 0,98 36,56
B-pinéne y=25,57x+97,47 0,99 112,51

Trans-2-hexénal y=16,82x-1,13 0,99 3,80
3-hexényl acétate y=15,42x+31,26 0,99 36,53
Cis-3-hexén-1-ol y=18,48x+3,73 0,99 2,66
B-caryophylléne y=16,28x-13,77 0,99 12,65
Germacrene D y=8,98x+17,17 0,99 18,43
Phényléthanol y=25,64x-161,23 0,98 229,67
Farnésol y=6,33x-65,58 0,96 81,09
Eugénol y=19,76x+8,53 0,96 191,48
DMT y=19,36x+48,86 0,99 60,23
Dihydro-ionone y=2,79%-2,25 0,96 23,76

III. Isolement des vésicules lipidiques

A. Extraction et isolement des vésicules lipidiques par

gradient de saccharose

1. Pour I'’étude de la composition en COV et en protéines

La technique effectuée a été mise au point a pdetr protocoles utilisés pour isoler des
oléosomes dans différents tissus ou organes (asthgrains de pollens, graines) (Hsieh et
Huang, 2005 ; Hudak et Thompson, 1996) et de trayaéliminaires du laboratoire sur les

pétales de rose (M. Bouissiéere et S. Bonnard, ndtig). Le broyage de 100 g de pétales de
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roses est effectué dans 100 mL d’'un tampon d’'extradHEPES-NaOH 0,05 M pH 7,5,
saccharose 0,8 M, MaDTA 0,1 M) contenant du phénylméthylsulphonylfiiger (anti-
protéases) a 30 pg/mL dans de lisopropanol et dlyvimylpolypyrrolidone a 500 mg
(piegeage des polyphénols). Les pétales sont brayés un mixeur commercial (20000
tours/min). Le broyat est filtré sur une membrapenglion ayant des pores d’'un diameétre de
100 um. Cent mL de filtrat sont centrifugés a 9809Qendant 20 min a 4°C. Centre quatre-
vingt mL d’une solution de saccharose a 0,4 M (A&n@) préparés a partir du tampon
d’extraction HEPES-NaOH sont déposés sur le filtEairant la centrifugation a 9000 xg
pendant 3 h a 4°C, la fraction lipidique migre dinsolution de saccharose a 0,4 M. 1,5 mL
de fraction vésiculaire sont récupérés ainsi qienil. de la fraction 0,8 et 1,5 mL de la
fraction 0,4 M (Figure 17). La fraction vésiculagst stockée a 4°C. La stabilité et I'intégrité
des vésicules lipidiques sont d’environ une semadliaes ces conditions de stockage. Ces

vésicules obtenues par ce protocole sont analggeER G-SM.

Broyat de
pétales
l * 100 pm filter
——
——— [ = Vésicules lipidiques
: 8500xg, 3h, 4° C
. Gradient e Gt Fraction 0,4M
de 04mM
= | saccharose ||
_— 08M Fraction 0,8M

Figure 17 : schéma simplifié de I’'extraction et de I'isolement des vésicules lipidiques par

gradient de saccharose.
2. Pour I'étude de la composition lipidique

Pour I'analyse des lipides, des modifications samportées au protocole précédent. Trois
solutions de saccharose a des concentrationsatits : 0,4 M, 0,2 M (Annexe 2) et tampon
HEPES NaOH 50 mM pH 7,5 (Annexe 2) sont déposéekediltrat. Le volume de chacune

des solutions est identique a celui du filtrat. ftaction vésiculaire est récupérée et migre a

I'interface entre les solutions de saccharose 4ié/0et 0,2 M.
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IV. Analyse des lipides

A. Extraction et séparation des lipides en CCM

préparative

La technique effectuée a été mise au point a pdrftin protocole pour analyser la
composition lipidique de la matrice extracellulaitan champignon phytopathogene (Cooper
et al., 2000). Ce protocole d’extraction et de sd#fjp@n a été réalisé sur les graines d’églantier

(contréle positif) et sur les pétalesRex hybridaThe Mac Cartney Rose’.

La phase mobile ou I'éluant, est composée d’heX@Beg %), de diéthyléther (19,6 %) et
d’acide formique (2 %). Cent cinquante mL de cstéution sont déposés dans une cuve
chromatographique en verre (23 cm x 23 cm x 10 touvercle doit étre bien fermé pour
que la cuve se sature pendant 30 min. La phagserstaire est un gel de silice (20 cm x 20

cm) sur un support en plastique (60 A°, 250 umaisgeur de couche) (884 Merck).

Cent pL de vésicules a analyser sont mis en salatams 100 puL de chloroforme. Aprés 1
min d’agitation sur un vortex, le chloroforme estagoré jusqu’a un volume final de 10 pL.
Des solutions a 25 g/L d'étalons dans du chlorotorsont préparées : Di-palmitine
(Sigma-Aldrich, 542-44-9) dipalmitine (Sigma-Aldnic26657-95-4), trilinoléate de glyceéryle
(Sigma-Aldrich 537-40-6) et oléate d’'arachildyleigifa-Aldrich 22393-88-0). Dix uL de
solutions étalons et 10 uL de vésicules sont déggosar la plague de silice a I'aide d'un
capillaire. La plaque est placée en position valtiadans la cuve. Le solvant migre sur la
plague pendant 50 min. La plaque est séchée pehdnaint et révelée avec des vapeurs d’iode
(12) pendant 5 min. Pour chaque composé identifietapport frontal (Rf) est déterminé. Le
rapport frontal est le rapport de la distance pame® par le composé et de la distance
parcourue par le front du solvant. L'identificatides lipides est réalisée par comparaison du

rapport frontal.
B. Analyse de la composition en CPG-SM

Les spots correspondants aux TG sont récupéregrptiage de la plague de silice. Cette
fraction est dissoute dans 4 mL d’'un mélange deham&ti 65 % et de chloroforme 35 %

pendant 5 min. L’ensemble est filtré sur de ladaile verre et rincée 3 fois avec 2 mL de
chloroforme. Afin d’étre analysés en CPG-SM, le@es gras sont estérifiés et méthylés
selon la méthode suivante. Le solvant est totaléer@eaporé et les acides gras sont repris
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dans 10 ml d’'un mélange méthanol/acide sulfuriqu&o(v/v d’acide sulfurique). La solution
est chauffée a reflux pendant 30 min a 42°C. Leastlest évaporé jusqu’a un volume final
de 2 mL. Deux ml d’hexane et 2 mL d’eau sont ajp@ehomogénéisés. La phase organique

(supérieure) est récupéree et analysée en CPG-SM.
C. Activité hydrolytique de la lipase sur les TG

L'utilisation de la lipase permet de confirmer l&gence des TG dans les vésicules lipidiques.
La technique effectuée a été mise au point a pditin protocole de caractérisation et
purification d'une lipase @&spergillus oryzadydrolysant spécifiguement les TG (Toida et
al., 1998). Deux échantillons ont subi le traitetela lipase :

les vésicules de graines d’églantier

les vésicules de pétales Bex hybriddThe Mac Cartney Rose’

Les vésicules sont extraites par la méthode d’etxtna et isolement des vésicules lipidiques
par gradient de saccharose (lll.A.2), puis stock@escongélateur a -20°C pendant 12 h.
Quatre vingt uL de vésicules sont mis en solutieeca3 mL de tampon acétate a 50 mM a
pH 5,5 (acide acétique a 0,1 M, acétate de sodiOm M) et 96 U de lipase (Fluka 9001-62-
1). Une solution étalon est utilisée comme contpisitif : 3 pL de trilinoléate de glyceéryl
dans 80 pL de chloroforme. Aprés agitation a 4090ax25°C pendant 20 min, 3 mL de
chloroforme sont ajoutés. Le tube est homogéndiaéphase organique est récupérée et
évaporée jusqu’a un volume final de 80 uL et sadpgodés sur une plaque de silice. La
révélation est réalisée a l'iode. Des taches ommg@paraissent. L'identification des lipides

est réalisée par comparaison du rapport frontal.
V. Analyse protéique des vésicules lipidiques

A. Obtention des protéines totales des vésicules

Les vésicules sont extraites par la méthode d’etxtna et isolement des vésicules lipidiques
par gradient de saccharose. Dans ce cas, 3 mLadgofr vésiculaire est prélevé. A cette
fraction est ajouté 10 % de glycérol, avant detdalser pour une nuit au congélateur -80°C.
Apres lyophilisation pendant 12 h, les cristauxtgepris dans 100 pL d’eau ultrapure.
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B. Electrophorése des protéines en Nupage® pour

analyse protéomique

Les extraits protéiques sont mélangés a 25 pyLmdpda Lithium Dodecyl Sulfate 4X et a 10

puL d’agent réducteur Nupage® 10X et sont chauff@sdpnt 10 min a 70°C. Les protéines
sont déposées sur un gel d’'acrylamide-bis-acrylanaidt % de concentration et un gel de
séparation a 10 % (Nupage® Novex Bis-Tris gelsitiogen). La migration se fait dans un

tampon de migration (200 mL de MES 1X (2-(N-morpha) acide sulfonique-éthane) et 500
puL d’antioxydant Nupage®) pendant 35 min a 200 \M@® mA. Le gel est coloré dans 20
mL d’Instantblue (Expedon). Les bandes protéiqued sevélées au bout de 10 min. Les

protéines sont analysées en LC-nano ESI-MS/MS autésn de la trypsine.

C. Identification des protéines en chromatographie
liquide en LC-nano ESI-MS/MS

Lidentification des protéines est réalisée parcétre commun de microséquencage des
protéines (CCMP, IFR 128, IBCP, Lyon). Les bandms slécoupées du gel et décolorées par
50 mM de bicarbonate d’ammonium /acétonitrile (BOXBv). Les protéines sont réduites
pendant 40 min a 56°C avec 10 mM de dithiothréatkylées pendant 30 min a I'obscurité
avec 100 mM d’iodoacétamide et soumise a la prggéolpar la trypsine (le rapport
protéine/trypsine doit étre de 1/10). L'extractioles différents peptides générés par la
digestion se fait avec une solution eau/acétomi{bD/50) avec 1% d’acide formique. Apres
diffusion passive des peptides entre les morceaugetl et le tampon, I'acétonitrile en exces
est évaporé dans un appareil Speedvac. L'échanéfibrepris dans 10 pL d'acide formique
1%. La technique d’analyse utilisée pour ce sécqugmcest la LC-nano ESI-MS/MS
permettant d’obtenir pour chaque peptide, par lim®mde ses fragments, sa masse et sa
séquence. Les peptides obtenus sont séparés sonanmeolonne de chromatographie liquide
(colonne de 75 mm, phase inverse C18). Dés queelatides sont élués de la colonne, ils sont
analysés par le qQ-TOF (analyseurs quadrupolengigele vol) en mode ESI (ionisation par
electrospray). Ces informations sont utilisées pouerroger les banques de données

(Swissprot/NCBI) grace au logiciel ProtinePIlltt
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VI. Techniques cytologiques

A. Mise en évidence des lipides

La coloration au Nile Red (Sigma-Aldrich) permetrdettre en évidence les lipides, et plus
spécifiguement les lipides neutres, généralemdradellulaires comme les TG. Les lipides
composant les vésicules sont colorés en jaunemA tle fraction vésiculaire est ajouté : 300
puL tampon phosphate de 10 X, 3 pL de Nile Red {golta 1 mg/mL; solution réalisée dans
I'acétone). Apres une incubation de 10 min de cedpEches & main levée dans 'obscurité,
les vésicules sont observées en microscopie aelaence a une longueur d’'onde d’excitation
de 450-500 nm.

B. Mise en évidence des terpénes

La coloration par le réactif de NaDi a été misepaint par David et Carde (1964). Elle est
réalisée sur coupes fraiches a main levée. Cafrpaonet de mettre en évidence les terpenes
ou toutes substances lipophiles en leur donnantconéeur violette. Il ne permet pas de
révéler les composés aromatiques tels que le 2ypthanol. Le réactif de NaDi est un
mélange extemporané d’une solution alcooliquerdiphtol 1 % (m/v) dans de I'éthanol a 40
% et d’'une solution aqueuse de N-N-diméthyl-p-pl&mgdiamine-dihydrochloride 1 %
(m/v) dans un tampon phosphate 50 mM pH 7,2 (®B!0,; v/v/v). La fraction vésiculaire
des pétales de rosBs x hybridaThe Mac Cartney Rose’ est placée dans le réaetildDi
pendant 30 a 60 min a I'obscurité et observée enasiopie optique toutes les 10 min durant

I’évolution de la réaction.

C. Expression transitoire dans les pétales de roses

1. Transformation par infiltration d’Agrobacterium

tumefaciens

L’infiltration des pétales de rose a été adaptéprd’s le protocole de Batoko et al, (2000).
Une colonie isolée est utilisée pour ensemencel glenmilieu LB (Annexe 3) contenant les
antibiotiques adéquats (Annexe 3). La culture astliée pendant 24 h a 28°C jusqu’a
atteindre la phase exponentielle de croissanceutpension bactérienne est diluée de facon a

ajuster la concentration de I'inoculum a une DQOO¢ea 600 nm. Les 3 mL de culture sont
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centrifugés a température ambiante pendant 5 M08 xg, puis le culot est rincé une fois
avec 1 mL de tampon d’induction (Annexe 3). Apras gentrifugation de 5 min a 4000 xg,
le culot est repris dans 5 mL de ce méme tamporsoughe bactérienne contenant le géne
codant pour la protéine P19 et la souche bact&ieantenant le gene d’intérét sont mélangés
volume a volume. L'infiltration de la suspensiorctggienne est réalisée avec une seringue
sans aiguille apres avoir effectué une petite blessur les pétales de roses. Les roses ‘Akito’
sont achetées au stade BO a BTO, puis mises eravasain complément d’élément nutritif a
10 g/L (Chrysal professional 3). Les observatioost aites 3 jours aprés linfiltration en
microscopie confocal a fluorescence a une longd&xcitation de 488 nm (microscope droit
avec filtre DD488/543, objectif X40 a eau) (Wolinsk Kohlwein, 2008).

VII.Techniques de biologie moléculaire

A. Extraction d’ARN total de pétales de roses

Les ARN de pétales de roses ont été extraits awddt I'total RNA purification from the
plant® (Macherey-Nagel). Une seule modificatiogta apportée a ce protocole : 200 mg de
pétales et 60 mg de polyvinylpyrrolidone PVP40 (&g 9003-39-8) sont broyés dans I'azote
liquide, puis sont additionnés de 2 mL de RAP eu20dep-mercaptoéthanol. Le broyat est
déposé sur le filtre NucleoSpin® (colonne violeteline centrifugation a 11000 xg pendant
1 min est réalisée. Le filtrat est additionné voduan volume avec de I'éthanol a 70 % et
mélangé en agitant sur Vortex pendant 1 min. L'eride est placé sur une colonne
NucleoSpin® de couleur bleue. Aprés centrifugaidtil000 xg pendant 1 min, les ARN sont
fixés sur la colonne et 350 uL de MDB (« membragsatting buffer ») sont additionnés.
Apres une centrifugation a 11000 xg pendant 1 @uL de DNase sont déposés sur la
colonne et I'ensemble est incubé pendant 15 miendpérature ambiante. Trois lavages
successifs sont effectués avec deux tampons diffeRA2 et RA3. Les ARN sont lavés avec
200 pL de RA2. Apres une centrifugation de 11000pggdant 1 min, 600 pL de tampon
RAS3 est additionnés. Cette étape est realisée idespseul le volume du tampon RA3 change
(250 pL). Apres une centrifugation a 11000 xg penhda min, 40 pl d'eau stérile sont
déposés au centre de la colonne. Apres une cegatifun & 11000 xg pendant 1 min, les ARN

sont dosés au spectrophotométre a 260 nm et césser80°C.

72



B. Obtention d’ADN complémentaire

1. Traitement a la DNase

Dans un volume de 100 pL, 10 pg d’ARN sont additém de tampon DNase RQ1 10X
(Promega) (Annexe 4), 5U de DNase RQ1 (Promegd) &t d’'inhibiteur de RNase RNasin®
(Promega). Le mélange réactionnel est incubé péridana 37°C. A l'issue, 100 puL d’'une
solution de phénol/chloroforme/alcool isoamyliq@s:@4:1) a pH 8 sont ajoutés, puis une
centrifugation a 13000 xg pendant 10 min a 4°Géalisée et la phase aqueuse est récupérée.
Cette étape, effectuée deux fois, permet I'élinmates protéines. Les ARN sont précipités
avec 1/10 du volume d’acétate de sodium 3 M (pH Bf82 volumes d'éthanol absolu,
pendant 12 heures a -20°C. Aprés 30 min de ceg#tifon a 13000 xg a 4°C, le surnageant
est éliminé et le culot est lavé avec 100 pL détha 70 %, puis centrifugé a nouveau
pendant 10 min & 13000 xg & 4°C. Cette étape dmydaest réalisée deux fois. Les culots
d’ARN obtenus sont séchés sous la hotte Sorbong,repris dans 10 uL d’eau stérile. Les

ARN sont dosés par spectrophotométrie a 260 nrareterves a -80°C.
2. Réaction de réverse-transcription.

Deux pug d’ARN totaux sont additionnés de 0,5 pdigko(dT) 15 (Promega) dans un volume
final de 11uL puis dénaturés 5 min a 70°C. Cetspetpermet d’éliminer les structures
secondaires des ARN messagers qui pourraient ggn&rerse-transcription. Puis le mélange
réactionnel est placé immédiatement dans la glacelant 30 sec. La réaction de réverse-
transcription est réalisée en ajoutant, pour unimel total de 25 pL, le tampon M-MLV 5X

(Annexe 4), 0,5 mM de dNTP, 30 U de RNase inhibittRromega), 200 U de reverse

transcriptase M-MLV. Le mélange est ensuite incalB®°C pendant 1 h, puis 5 min & 95°C
pour inactiver la reverse transcriptase. Les ADINw#e brin obtenus sont conservés a -20°C.

C. Techniques d’amplification d’ADNc par PCR

1. Définition des amorces pour les PCR

Afin d’évaluer I'expression du gerRhPAASdes RT-PCR semi quantitatives ont été realisées
a l'aide d’amorces spécifiques. La séquence du d¢g@meAASétant disponible dans les
banques de données pouRax hybrida'Fragrant Cloud’ (numéro d’accession DQ192639),

des amorces spécifiques ont pu étre définies (aaklé et Annexe 5).
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Tableau 10: couples d’amorces utilisés pour amplifier des fragments d’ADN

correspondant au géne RhPAAS. S : amorces sens ; AS : amorces antisens.

Geéne cible Amorces Séquences 5'-3'
PAAS-S1 GGTAGCTTCCCATTCCACAG
PAAS-AS1 AGAGCGGCACTAGACCTTTTT
h S PAAS-S2 TTCCGGGCCATCAAGACTAC
RhPAA PAAS-AS2 ATTCCAAGCCTCGACTATGTG
PAAS-S4 TCGATCTGTCTTTCTAGCCTTT
PAAS-AS4 CCAGCACAGAGATTGAAGCA

2. RT-PCR semi-quantitative

Les réactions de RT-PCR semi-quantitative nécedsibee normalisation des ARN de tous
les échantillons. Le gene GAPDH de rose s’exprinum aiveau équivalent quel que soit le
tissu ou le stade de développement considéré. iisant une quantité fixe d’ARNm de
GAPDH, on utilise donc une quantité fixe dARNmaok. L'ARNm de GAPDH a donc étée
choisi pour normaliser tous les échantillons. Palexhent, des oligonucléotides spécifiques
sont définis a partir des séquences des genes &fihéd’amplifier une fraction du géne. Une
PCR est réalisée dans les mémes conditions séchastillons normalisés grace au géne de
la GAPDH.

Chaque réaction de polymérisation en chaine e$isééadans un volume final de 20 pL
contenant le tampon de réaction de la GoTaq® 5¥nflega) (Annexe 4), 0,1 mM de dNTP,
0,5 mM d’amorce sens, 0,5 mM d’amorce antisens, 0,&50Tag® (Promega) et 1 puL

d’ADNCc ; le volume est ajusté a 20 pL avec de I'eéitapure. Le programme de PCR utilisé
permet une dénaturation initiale (5 min a 95°C)is@0 cycles d’amplification (30 sec a
95°C, 30 sec a 55°C, 1 min 30 sec a 72°C) et wapedat’élongation finale (5 min a 72°C).

Les produits d’amplification sont additionnés dep@n de charge TAE 1X (Annexe 4) et
sont séparés sur gel d’agarose a 1,2 % conterapt.OnL de BET dans un tampon TAE 1X.
L’intensité de chaque signal est estimée visuelignmBifféerentes dilutions des échantillons
d’ADNc sont utilisées jusqu’a avoir des signauxntensité identigue pour tous les

échantillons utilisés.
3. PCR « fidele » pour I'obtention de séquences de génes

Les PCR «fidéles » sont réalisées avec une pobgeéhautement fidéle (Phusion,
Finnzymes). Le mélange PCR de 20 pL est compogardpon de réaction 5X, 0,2 mM de
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dNTP, 0,5 mM d’amorce sens et antisens, 0,4 U dgmyase. Le programme de PCR utilisé
permet une dénaturation initiale (1 min a 98 °Cs @80 cycles d’amplification (10 sec a 98
°C, 30 sec a 55°C, 30 sec a 72°C) et une étapengjation finale pendant 5 min a 72°C. La
phase d’élongation est ajustée en fonction deille @u fragment a amplifier (1 min pour

1000pb). Une fraction d’aliquote est déposée suyalm’agarose a 1,5 %.

La polymérase Phusion posséde une activité examelén 3. Pour cloner un fragment
amplifié avec ce type de polymérase, il est néoesskutiliser la GoTaq®, qui avec des
dATP, permettra d’ajouter des groupements adéna@ireextrémités du fragment amplifie,
permettant ainsi de fabriquer des extrémités cohési séquences connues, donc plus faciles
a cloner. A 5 pL de produit PCR amplifié, sont &su5 U de GoTaq® (Proméga), 0,4 mM
de dATP et le tampon de réaction de I'enzyme 5Xnkemble est placé 30 min a 70°C. Le
fragment PCR obtenu est ensuite ligué dans le piesPGEM-T easy comme décrit dans le

paragraphe D.1.
4. PCR quantitative

Toutes les expérimentations ont été menées surAB®&c en plaques optiques 96 puits
(Multiplate PCR Plates Low 96-well Clear, Bioradyea I'Opticon 4 Real Time PCR
Detector (Biorad). Pour chaque réaction de PCR,L3d{ADNc dilué au 1/50, 0,45 pL
d’amorce sens et antisens (10 uM) (Tableau 11)u7.8e 1Q SYBR Green Supermix 2X
(Biorad) et 3,6 uL d’'eau sont mélangés pour obtemrvolume final de 15 pL. Les
paramétres de PCR sont : 95°C, 3 min ; 40X (95%Cmin ; 60°C, 1 min). La mesure de la
fluorescence se fait a chacune des étapes desclEs.cppres la réaction de polymérisation
en chaine et afin de confirmer la spécificité denlplification, les produits PCR sont soumis a
une analyse de leur courbe de dissociation. Leranogne suivant est utilisé : 95°C, 15 sec ;
60°C, 20 sec ; augmentation progressive de la tehpé jusqu’a 95°C pendant 20 min (a
raison de 1,75°C/min) ; 95°C, 15 sec ; les dons®es collectées au cours de la montée en
température, puis elles sont analysées grace dcielogld OpticonMonitof Analysis

Software version 3.1 (Biorad).
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Tableau 11 : couples d’amorces utilisés pour amplifier des fragments d’ADN

correspondant aux génes RhPAAS et TCTP. S : amorces sens ; AS : amorces antisens.

Geéne cible Amorces Séquences 5'-3'
RAPAAS RhPAAS-S5 AACCGCCACCACCACTGCTATTG
RhPAAS-AS5 CCTCTACGCCGTTAATGAAATG
TCTP Q-TCTP-S1 GAGGGAGCAACCAAGTTTCTG
Q-TCTP-AS1 TGTAGTAGGCAAAGACCAAAGC

D. Techniques de clonage

1. Clonage de fragments dans le vecteur pGEM®-T easy

(Promega)

Le clonage des genes, dans le vecteur pGEM®-T dasyromega (Figure 18), se fait au

niveau d’'un site multiple de clonage situé a l'iieér du géndacz, codant pour Ig3-
galactosidase : ceci permet une sélection blancdes clones ayant intégré I'insert.

Xmn | 2009
Nae |
Scal 1890 2707 17
_ 1 start
f1 ori Apal 14
Aatll 20
Sphi 26
BstZ | 3;
Amp' Ncol 3
BstZ | 43
pGEM-T Easy  /acZ — Noti | 43
5 Sac ll 49
(30150p} Ecor| | 52
Spel 64
coR | 10
Not | 17
Bsti | 17
_ Pst | 88
ari Sail 90
Nde | a7
Sac| 109
BsrXl | 118
Nsi | 127
141
SP6

Figure 18 : carte du vecteur de clonage pGEM-T easy (Promega).

La réaction de ligation des produits PCR dans IEM®-T easy est réalisée dans un volume
final de 10 pL contenant le tampon de ligation 2Xrfexe 4), 50 ng du vecteur, 3 U d’ADN

ligase T4 et 1,5 pL d’insert. Afin de s’assurerriélbonne efficacité de la ligation, l'insert est
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concentré en respectant un rapport insert/vecte8 :d1, en accord avec les instructions du

kit. La ligation dans le vecteur pPGEM®-T easy ségandant une nuit a 4°C.

2. Transformation des bactéries JM109 pour le clonage, la

mutiplication et la conservation des génes.

Deux pL d'une réaction de ligation sont ajoutés G 5L de bactéries compétentes,
Escherichia coliJM 109 (kit pGEM®-T easy vector system I, Promeddensemble est
placé 20 min dans la glace, puis incubé 50 sec@ paur transformer les bactéries par choc
thermique. Aprés passage de 2 min dans la glasdydetéries sont transférées dans 950 uL
de milieu SOC (Annexe 4). Elles sont incubées &3¥&ndant 1h30 sous agitation a 200 xg,
pour permettre leur multiplication et I'expressidu gene de résistance. Cent uL de bactéries
sont étalées sur milieu LB agar (Annexe 3) avetatepicilline a 100 pg/mL, de I'lPTG a
0,5 mM et du 5-Br-4-Cl-3-D-galacturonide a 50 pg/net placées une nuit a 37°C. Les
bactéries comportant un plasmide recombinant fotrmdas colonies blanches, sont prélevées
et mises en culture pendant une nuit dans 3 mLibeuhB (Annexe 3) avec de I'ampicilline

a 100 pg/mL. Pour vérifier la taille des insertss @amorces universelles (Tableau 12) bordant

le site multiple de clonage du vecteur pGEM®-T esmyt utilisées.

Tableau 12 : couples d’amorces utilisés pour vérifier la taille de I'insert RhPAAS.

Amorces Séquences 5'-3'
T7 TAATACGACTCACTATAGGG
Sp6 ATTTAGGTGACACTATAGAA

3. Extraction de plasmides par lyse alcaline

Deux mL de culture bactérienne sont centrifugésigen2 min a 5000 xg. Le culot bactérien
est repris avec 100 pL d’'une solution de lyse (@tec50mM ; EDTA 10 mM pH 8 ; Tris-HCI
25 mM pH 8 ; lyzozyme 4 mg/mL) et incubé 5 min enp&rature ambiante. Aprés la lyse des
bactéries, 200 puL d’'une solution de SDS 1% (m/\l@DH 0,2 M sont ajoutés. L'ensemble
est incubé 5 min dans la glace, puis additionnélsie@ uL d'une solution d'acétate de
potassium 3 M ajusté a pH 4,8 avec de l'acide quétiglacial et placé a nouveau dans la
glace pendant 5 min. Aprés une centrifugation 832 g pendant 5 min a 4°C, le surnageant
est récupéré et 500 pL d'une solution de phénarofdrme/ alcool isoamylique (25 : 24 : 1)

sont ajoutés. Une centrifugation de 5 min a 1285@st réalisée, puis la phase aqueuse est
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récupérée et additionnée de 1 mL d’éthanol absddmsemble est laissé 5 min a température
ambiante pour permettre la précipitation de 'ADNbrées 5 min de centrifugation & 12 850 g,
le surnageant est éliminé et le culot est lavélparl d’éthanol a 70 %, puis séché sous la
hotte Sorbone. Le culot obtenu est repris dansl5@’'une solution de Tris-RNase (Tris 10
mM pH 8; RNase A 40 pg/mL) et conservé a -20°C.skguencage des plasmides a été
réalisé par la société MWG (Eurofins MWG operoneisberg, Germany).

4. Vérification de la qualité des ADN par spectrophotométrie.

La concentration d’'acides nucléiques estimée dstidégar une mesure de la densité optique
a 260 nm, en admettant que 1 unité de DO a 260 quivaut a 40 pug/mL d’ARN ou 50
pg/mL d’ADN. La pureté est estimée par une mesweD® a 280 (contamination des
protéines) et 230 nm (contamination des polysacdésy. Des rapports Digd nid DO230 nm €t
DO2s0 nidDO2g0 nmproches de 2 indiquent une bonne purificationatgdes nucléiques.

VIII. Analyse informatique et/ou statistique des

données

La recherche de la séqueriRBPAASest réalisée dans les banques de données du &lation

Center for Biotechnologyh(tp://www.ncbi.nlm.nih.gok La recherche d’homologies dans les

banques de données générales est effectuée a I'dide programme BLAST
(http://www.ncbi.nlm.nih.goy

Les alignements multiples d’ADN sont réalisés aleedogiciel CLUSTAL W du logiciel
BioEdit (Hall et al., 1999) version 7.0.5.3 (Pararages : options full multiple alignement).
Pour affiner I'alignement des séquences entre ,aefjaslques corrections manuelles ont été

effectuées.

Le logiciel Primer3 Plus est utilisé pour définesdamorces spécifiques (Untergrasser et al.,

2007). Pour vérifier la dimérisation éventuelle dasorces, le logiciel PerlPrimer est utilisé.

Pour le test dy?, les valeurs des produits détectés en CPG sontdies en pourcentage des
COV totaux. Si un composé est a I'état de traceaseur est fixée arbitrairement a 0,001 ug

équivalent camphregg
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Caractérisation des oléosomes de
pétales de rose par fractionnement

cellulaire : résultats

I. Caractérisation de la fraction lipidique des

pétales de rose

Dans ce travail, nous cherchons a caractérisevdsgules observées dans les pétales de
roses. Des travaux antérieurs (Bergougnoux et2@D7) ont en effet mis en évidence la
présence de nombreuses vésicules lipidiqgues damdium de diamétre, souvent a proximité
de la membrane plasmique des cellules de I'épidedmepétale de rose, ainsi que des
vésicules plus volumineuses renfermant des terpéngesmblerait que ces particules soient
des oléosomes ou des veésicules de bourgeonnemdatndembrane plasmique (Hudak et
Thompson, 1996 et 2000). Leur particularité egirissence de certaines protéines telles que
les oléosines et de lipides caractéristiques, (&sAinsi, pour démontrer cette hypothése, une
étude de la composition en lipides et en protéiessveésicules est proposée. Nous cherchons
€également a montrer si ces vésicules sont implgjEns le stockage des COV. Pour
localiser ces COV a l'intérieur des vésicules dlpé de roses, des colorants spécifiques et
une analyse en CPG sont utilisés.

A. Etude histochimique sur pétales frais

Afin de mettre en évidence des COV particulierstEpenes a l'intérieur des cellules de
I'épiderme supérieur du pétale et de préciserlmalisation vésiculaire ou non, la coloration
au NaDi a été mise en ceuvre sur les pétales feaissks parfuméd?. x hybridaThe Mac
Cartney Rose’. Les veésicules lipidiques contena® tgérpenes apparaissent alors en violet.
Les résultats montrent que dans les cellules cesigie I'épiderme supérieur d'un pétale de
R. x hybrida‘The Mac Cartney Rose’ connues pour produire desetees, des vésicules
colorées en violet sont observées en microscoptauay confirmant la présence d'un
contenu terpénique (Figure 19A). Ce résultat cordircelui obtenu par Bergougnoux et al.

(2007). Ce méme pétale préalablement coloré au Ri#é qui marque spécifiguement des
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lipides neutres, c’est-a-dire le plus souvent dés montre des vésicules lipidiques colorées
en jaune (Figure 19B). Une superposition des imagdesnues avec les deux “colorants*
indique que les vésicules sont de nature lipidefusontiennent des terpénes (Figure 19C).

NaDi Nile Red Superposition

Figure 19 : micrographie optique : A) aprés une coloration avec le réactif de NaDi. La
fleche rouge indique une vésicule contenant des terpénes. B) aprés une coloration au Nile
Red. La fleche rouge indique une vésicule lipidique. C) superposition des images A et B.
Les colorations sont réalisées sur des pétales de R. x hybrida ‘The Mac Cartney Rose’ au

stade FE. Les barres représentent une échelle de 10um.
B. Extraction des vésicules lipidiques des pétales

Les vésicules lipidiques du cytosol des pétalesode ont été isolées par flottaison dans un
gradient de saccharose (Figure 20). Cette techragéte® mise au point au laboratoire en se
basant sur des travaux préliminaires de Master dBddissiére et S. Bonnard et a partir des
protocoles utilisés pour isoler des vésicules iqids dans les pétales d'ceillets (Hudak et
Thompson, 1996). Pour avoir une quantité suffisaleterésicules, 100 g de pétales de roses

R. x hybriddThe Mac Cartney Rose’ ont été nécessaires.

Figure 20 : anneau de vésicules obtenu aprés extraction sur gradient de saccharose.

Afin de vérifier que les vésicules observées auasimope (Figure 19) sont bien extraites, les

mémes colorations au réactif de NaDi et au Nile Badété réalisées sur la fraction lipidique
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et sur le tampon 0,4 M juste au-dessous de cettidn. Avec le réactif de NaDi quelques
vésicules colorées en violet sont observées dafradaon lipidique (Figure 21A) mais pas
dans le tampon 0,4 M (Figure 21B). Ces vésiculésupa taille de pres de 2 um. Avec le Nile
Red, de trés nombreuses vésicules jaunes sontvébsedans la fraction lipidique (Figure
22A) mais pas dans le tampon 0,4 M (Figure 22B} @ssicules ont une taille de 0,6 a 1,3
um mais plus rarement proches de 2 um. Il sembhe dpie les vésicules contenant des
parallele avec I'observation des vésicules lipidgjudonc colorables au Nile Red, dans tous
les tissus du pétale mais I'observation de vésicplesitives au NaDi uniquement dans les
épidermes. Il a aussi été démontré que la biosyatheés COV ne se faisait que dans les

épidermes (Bergougnoux et al., 2007).

A

Figure 21 : A) micrographies optiques aprés coloration avec le réactif de NaDi des
vésicules des pétales de R. x hybrida ‘The Mac Cartney Rose’ au stade FE. La barre
représente une échelle de 10 ym. B) Micrographies optiques aprés coloration avec le
réactif de NaDi de la fraction 0,4 M du gradient de saccharose des pétales de R. x hybrida

‘The Mac Cartney Rose’ au stade FE. Les barres représentent une échelle de 10 pm.
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Figure 22 : A) micrographie optique du culot des vésicules isolées sur la variété R. x
hybrida ‘The Mac Cartney Rose’ coloré au Nile Red. La barre d’échelle représente 20 um.
B) Micrographie optique de la fraction 0,4 M du gradient de saccharose colorées au Nile

Red. Les barres d’échelle représentent 20 um.

En conclusion, cette technique de fractionnemehtlage permet de séparer les vésicules
lipidiques du reste du pétale. Elles sont situgequement au dessus de la fraction 0,4 M.
Cependant, il faut noter que la réaction au Nal&im® si elle est donnée pour étre spécifique
des terpenes, doit étre considérée comme une fimdicat d’autres preuves convergentes
devront étre amenées. Le méme type de remarquétdmiftormulé pour la coloration au Nile

Red : elle est spécifique des lipides neutres mhfasidra démontrer que, dans les pétales, les
lipides neutres sont essentiellement composés deCES résultats sembleraient pourtant
indiquer que les COV produits dans les épidermesrap@nt s’accumuler dans les vésicules

lipidiques des cellules épidermiques.

C. Composition lipidique des vésicules de pétales de

rose

Pour démontrer que les vésicules sont des oléosdnfiest prouver qu’elles sont constituées

de TG enveloppés d’une hemi-membrane de phosptesipi

Les oléosomes de graines contiennent typiguement @B % de TG (Huang, 1992)
enveloppés d’'une hemi-membrane de phospholipidea @ %). Afin de déterminer la
composition lipidiqgue des vésicules de pétalesodeR. x hybridaThe Mac Cartney Rose’,
les lipides totaux ont été extraits par une sofutle chloroforme et séparés par CCM (Figure
23).
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lipase

Trilinolénate de glycéryle

Acide linoléique

Dipalmitate

Monopalmitate

Figure 23 : séparation des lipides de la fraction vésiculaire de graines et de pétales par
CCM. A droite de la CCM, des standards : monopalmitate, dipalmitate, acide linoléique et
trilinoléate. Les pistes 1 et 3 correspondent a la fraction vésiculaire de pétales de R. x
hybrida 'The Mac Cartney Rose’ respectivement sans et avec lipase. Les pistes 2 et 4
correspondent a la fraction vésiculaire de graines de R. canina respectivement sans et
avec lipase. Les pistes 5, 6 et 7 correspondent aux standards. La piste 5 correspond a

I'action de la lipase sur le trilinoléate de glycéryle.

Les standards déposés sur la plague de silicesepent differentes classes de lipides.
L’acide linoléique représente les acides gras sibke monopalmitate, les monoglycérides, le
dipalmitate, les diglycérides et le trilinoléate digcéryle, les triglycérides. Les vésicules
lipidiques de graines d’églantier sont des oléosoateont la caractéristique de contenir une
grande quantité de TG. Ces vésicules de grainesdmit un contrdle positif ce qui est
confirmé par 'examen de la Figure 23 qui montrerésence des TG dans les oléosomes. La

présence tout a fait naturelle des acides grassliest également notée.

L’identification des lipides est réalisée par comgigon de rapport frontal (Rf) en utilisant les
guatre solutions étalons de standards. Les résidtatt reportés dans le tableau ci-dessous
(Tableau 13). Les plus importants dans notre éode'acide linoléique avec un Rf de 0,5 et

le trilinoléate de glycéryle avec un Rf de 0,7.
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Tableau 13 : résultats des Rf des standards de migration sur CCM.

Rf
DL-o-palmitine 0,02
Dipalmitine 0,10
Acide linoléique 0,50
Trilinoléate de glycéryle 0,70

Pour les vésicules de pétales, un spot majoritsteobservé sur la plaque de silice qui
comigre avec le trilinolénate de glycéryle (Rf Z)0et les oléosomes de graines d’églantier,

ce qui permet d’affirmer que les vésicules de pétde roses contiennent des TG.

Pour confirmer la présence des TG dans les vésiculee lipase &spergillus oryzaeest
testée sur les vésicules de graines et de pét@lede lipase a pour caractéristique
d’hydrolyser spécifiguement les TG en acides gitaed. Un contrble positif d’action de la
lipase est effectué en digérant le standard ttémate de glycéryle. Un nouveau spot apparait
comigrant avec l'acide gras libre, I'acide linolée&y(Rf = 0,5). Aprés action de la lipase sur
les extraits lipidiques totaux des vésicules dengset de pétales, un spot majoritaire est
observé sur la plaque de silice comigrant (Rf 9 @y&c I'acide linoléique alors que la tache
correspondant au TG a disparu. Ces expériencesegienthd’affirmer que les vésicules des

pétales contiennent majoritairement des TG qui destlipides neutres.

Afin de connaitre la composition en acides grasTdgsces lipides sont estérifiés et méthylés.
Les esters méthyliques d’acide gras obtenus sdatilgoet peuvent ainsi étre analysés en

CPG-SM. L’expérience est réalisée trois fois aéncdnfirmer les résultats (Tableau 14).

Tableau 14 : composition en acides gras des vésicules de graines et de pétales. La
moyenne des trois valeurs obtenues représente les pourcentages de |‘aire du pic total des
chromatogrammes de CPG-SM. Le pourcentage de l'acide gras est calculé par rapport

aux acides gras totaux.

Graines Pétales
Acide myristique C14:0 2% 4%
Acide palmitique C16:0 24 % 37 %
Acide stéarique C18:0 40 % 38 %
Acide oléique C18:1 15 % 10 %
Acide linoléique C18:2 7% 8 %
Acide arachidique C20:0 12 % 3%
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La comparaison entre les vésicules de grainesatiégl et les vésicules de pétales de rose
montre une similarité dans la composition des acmglas. Trois classes d’acides gras sont

retrouvées dans les vésicules de pétales :

les acides gras saturés : C14, C16, C18, C20
les acides gras mono-insaturés tels que C18:1

les acides gras poly-insaturés tels que C18:2

Cette composition des vésicules de pétales en saagdes est une composition typique des
oléosomes de graines. Par exemple, les huiles deesol contenant des oléosomes
possédent une haute proportion de C16, C18:1, GD§&r et al., 2008), ce qui est en accord
avec nos résultats. Les vésicules des pétalessdecomtiennent donc des TG caractéristiques

des oléosomes.

En conclusion, notre technique d’extraction padgmat de saccharose a permis de récupérer
la fraction vésiculaire observée en microscopies ésicules lipidigues contiennent des TG
caractéristiques de ceux des oléosomes de graidgkamtiers ce qui semble indiquer la
présence de ces derniers dans les pétales. Pofirnmncette théorie, des marqueurs

protéiques de ce compartiment ont été rechercheés.

II. Recherche de caractéristiques propres aux

d’'oléosomes

Pour démontrer la présence d’oléosomes dans lakepéte roses, un protéome a été réalisé
sur la fraction de vésicules afin de connaitre Eamposition générale en protéines et de la
comparer aux protéomes d’oléosomes disponibleslddribliographie, avec en particulier, la

présence ou I'absence de protéines marqueurs.
A. Recherche de marqueurs protéiques

Pour l'analyse protéomique, 500 g de pétales ost téités selon le protocole de
fractionnement cellulaire mis au point précédemmeaur faciliter la récupération de la
fraction lipidique vésiculaire, le tampon 0,2 M dgradient a été supprimeé. Aprés avoir extrait
et mis en suspension les protéines, un gel d'@pleborése en 1D de type SDS-PAGE a été
réalisé pour séparer, en fonction de leur massediféérentes protéines qui composent les

vésicules, puis coloré a I'lnstantblue (Figure 24).
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Figure 24 : séparation des protéines de la fraction vésiculaire de pétales de R. x hybrida
‘The Mac Cartney Rose’ par électrophorése de type Nupage coloré a l'Instanblue. Les
protéines sont déposées dans 5 puits a cause du volume important de l'extrait.
L'expérience est réalisée deux fois. L'échelle de poids moléculaire PageRuler (Fermentas),
5 uL.

Des bandes correspondantes a des protéines vésisula tailles variables allant de 15 a 95
KDa sont observées. Les bandes correspondant aadles inférieures a 15 KDa et
supérieures a 95 KDa ne sont pas prises en coraptertbtre étude car leur intensité est trop
faible pour étre ensuite détectées par chromatbggragn phase liquide. Les protéines de
différents poids moléculaires ont été récupéréemnatysées par chromatographie en phase
liquide avec ionisation par electrospray coupléspactre de masse (LC-nano ESI-MS/MS)
par le Centre Commun de Microséquencage des Pesté®CMP, IFR 128, IBCP, Lyon).
Les résultats d’identification des protéines desicrdes de pétales de x hybridaThe Mac

Cartney Rose’ sont présentés dans le tableau sedsgTableau 15).
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Tableau 15 : résultats des protéines séquencées. X : protéine trouvée une seule fois dans

les deux protéomes. XX : protéine trouvée dans les deux protéomes réalisés. Le score

généré par l'algorithme Paragon du logiciel Protein Pilot permet de hiérarchiser les

résultats obtenus en fonction de la précision de mesure, du nombre de peptides matchés

et la couverture de séquences. Un score de 2 correspond a 99 % de certitude. VL :

vésicules lipidiques animales ou fongiques.

Localisation dans

Noms de protéines Répétition Score Groupes fonctionnels d Py
es vesicules
Lipoxygénase X 2,5 Oléosomes
O-méthyltransférase XX 9 Synthése du parfum
Caroténoide dioxygénase XX 14 Plastoglobules
HSP70 XX 10 VL
HSC70 XX 9,43 VL
HSP90 XX 4 VL
BiP XX 6,4 VL
HSP81 XX 4 Stress
HSP101 X 3,2
2-cysteine péroxiredoxine X 3,2
Protéine 14-3-3 XX 3
Superoxide dismutase X 8
GRP ARN X 15,1 Stress/synthese des protéines
Ubiquitine XX , , i
I Stress/protéasome/protéolyse
Polyubiquitine X 5,25
265 protéase X 6 Stress/protéasome
CDC48 X 3,2
Chaperone DnakK X 5,6
Chaperone Clp X 6,4 Stress/protéolyse
Complexe protéase Clp X 3,3
Fibrillines XX 4 Plastoglobules
Tubuline XX 4 Protéine de structure VL
Actine XX 8,7 VL
H+-ATPase membrane plasmique X 10 Pompe a proton éog0mes
Facteur de_ribosylation ADP X 6,4 Transduction du signal VL
(=ARF)
Catalase X 2 Photosynthése VL
Phospholipase D X 7 Métabolisme des lipides VL
Isocitrate déshydrogénase X 4
Malate déshydrogénase XX 5 Cycle de Krebs
Aconitase X 4
GAPDH XX 16
3-phosphoglycerate kinase XX 2,48
Pyruvate kinase X 4
Fructose bisphosphate aldolase XX 9 Glycolyse
Phosphoglucose isomérase X 2,3
Enolase XX 13
IPGAM X 3,5
PEP carboxylase XX 5 Divers métabolismes

87



Localisation dans

Noms de protéines Répétition Score Groupes fonctionnels des vésicules
Pyruvate décarboxylase X 4
6-phosphogluconate
déshydrogénase XX 3 Voie des pentoses phosphate
Transcétolase X 8
Serine hydroxyméthyltransferase X 6
Aspartate kinase Il / complexe
homoserine déshydrogénase 3.2
IPGAM X 3,5  Métabolisme des acides aminés
Adénosylhomocystéinase XX 12
S-adénosylméthionine synthétase XX 7,1
Met synthase VitB12 independent XX 10
Ribosome 40S XX 8,4
Ribosome 60S X 9,6
Facteur d'initiation de traduction X 7,2 Synthése protéique
Facteur d’élongation XX 7
Cyclophiline XX 2
Phosphoglucomutase XX 6
UDP-glucose déshydrogénase X 4.4
Invertase XX 2 Métabolisme des sucres et de
a-xylosidase X 2,3 I'amidon
UDP-glucose pyrophosphorylase X 13
Saccharose synthase XX 3,5

Les protéines identifiées sont réparties par greujeactionnels incluant notamment les
protéines impliquées dans le métabolisme primd@es la voie de biosynthése des parfums,
dans le stress et dans le protéasome. Il est & qotecertaines protéines sont communes a

deux groupes de fonctions différents.

Les protéines du métabolisme primaire comprenrenplotéines du cycle de Krebs, de la
glycolyse, de la voie des pentoses phosphate, daboissme des acides aminés, de la
synthese protéique et du métabolisme des sucrds Bamidon. Elles ont été trouvées en
grand nombre (46 %). Beaucoup de ces protéines esgtusoliques et proviennent
vraisemblablement d’'une contamination lors de Eppration des vésicules lipidiques ; leur
présence n'a jamais été démontrée dans les oléssdhae exemple, la D-fructose-1,6-
biphosphate aldolase, des invertases et des saselaynthases ont été identifiées dans notre
protéome. Dans d’autres travaux, la D-fructosekipBrosphate aldolase, isolée de I'épinard,
du pois, du blé et de la fraise, a été observés danx compartiments cellulaires, le cytosol
et les chloroplastes (Lebherz et al., 1984 ; Armlerst Pacold 1972 ; Gasperini et Pupillo ;
1983 ; Schwab et al., 2001), jamais dans des akesolLa méme recherche bibliographique

peut-étre faite pour les invertases. Elles intemvent dans le métabolisme des sucres pour
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hydrolyser le saccharose en glucose et fructosez Gbs plantes, il existe trois types
d’invertases : deux fonctionnent a pH acide (=5aett localisées dans la vacuole et la paroi,
la troisieme fonctionne a pH alcalin (=7,5) et kstalisée dans le cytosol. Cependant les
invertases ne sont pas les seules enzymes a detgagbecharose. La saccharose synthase,
soluble ou membranaire, hydrolyse le saccharosdriaose et UDP-glucose de fagon
réversible (Roistch et Gonzalez, 2004). Chez leantpk, lI'ensemble des réactions
enzymatiques de la glycolyse se déroule a la faissde cytoplasme et dans les plastes
(Plaxton, 1996). Par exemple, la glycéraldéhyddr@sphate déshydrogenase (GAPDH) est
une enzyme cytosolique et plastidiale qui convelgittacon réversible la glycéraldéhyde-3-
phosphate en 1,3-biphophoglycérate. Elle joue uea é@alement dans la gluconéogenese
(Plaxton, 1996). Chez les plantes, le glucose étultose sont rapidement phosphorylés en
glucose-6-phosphate et en fructose-6-phosphaterpatrer dans la glycolyse et dans la voie
des pentoses phosphates. Cette derniere a lieu ldaogtosol. Elle est principalement
responsable de la synthése de NADPH a partir de ZNAElle démarre avec I'oxydation du
glucose-6-phosphate pour produire du ribulose-&Bst la seule voie de dégradation des
hexoses qui permet la réduction du NADP+. Elle pibdgalement I'érythrose-4-phosphate
qui est utilisé dans la voie de I'acide shikimiglesribulose-5-phosphate pour la synthése de
I'isopentényl pyrophosphate (IPP) et des composgdadparoi cellulaire et le ribose-5-
phosphate, précurseur des nucléotides (Taiz eteZei98; Bramley, 1997). Le cycle de
Krebs ou cycle des acides tricarboxyliques, resploiesde la dégradation du pyruvate, se
déroule dans la matrice ou au niveau de la membnéeme de la mitochondrie. Par exemple,
I'isocitrate déshydrogénase est localisée dansatzice mitochondriale (Galvez et al., 1998).
Comme on le voit, pas une seule de ces voies nl&abs et pas une des enzymes liées a ces
voies n'a jamais été localisée dans des oléosoBPesplus, il n'existe aucune hypothese
bibliographique permettant de supposer que degetdp la glycolyse, de la gluconéogenese
ou des voies que nous venons de décrire se détoslenou dans les oléosomes. La

conclusion est donc qu'il s’agit de protéines coritantes.

Treize % des protéines de nos protéomes ont déjiedlisées dans les corps lipidiques des
animaux ou des levures. Parmi ces protéines, negaont des protéines de structures comme
la tubuline et I'actine, d’autres sont des protsitiées au stress, notamment HSP70 et la BiP
qui sont des chaperonnes. Des pompes H+-ATPasa uherbrane plasmique ont déja éte
identifiees dans les vésicules lipidiques des pstal'eeillet (Hudak et Thompson, 2000).

L’ARF ou « ADP ribosylation factor », protéine farg partie de la famille des protéines G,
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est commune a notre protéome et a celui des aninkaugffet, chez les souris, 'ARF-GFP a
été détecté en microscopie confocale a la surfasecdrps lipidiques. Pour confirmer cette
présence dans ce compartiment, une colocalisatibe EARF et la protéine marqueur des
adipocytes a été mis en évidence (Nakamura et2@05). La catalase a également été
identifiée et elle est retrouvée dans les corpditines des levures. Elle a un réle de catalyser
la dismutation de I'eau oxygénée (Veenhuis et EH89). La phospholipase D dans les
vésicules lipidiques des pétales de rose est cormrawelle des animaux. Chez la souris, en
« Western-blot », la phospholipase D a été miséwahence dans la fraction vésiculaire. Sa

localisation a été confirmée en microscopie corlto@dakamura et al., 2005).

Deux % des protéines sont liées au COV dont trog/mmes des voies de biosynthese du
parfum retrouvées dans ces deux protéomes. Laéoaide dioxygénase produisant dgda
ionone a déja été montrée dans les plastoglobiRebiq et al., 2008), la lipoxygénase
donnant des dérivés des acides gras odorants, otb§@rvée, en microscopie, dans les
oléosomes (Radetzky et al., 1993) et I'O-méthylférase, la présence de cette derniére

n'ayant jamais été démontrée dans les corps lipediqScalliett et al., 2006).

Une autre protéine tres intéressante, la fibrillime été mise en évidence et marque
spécifiguement les plastoglobules. Cependant, latépre marqueur des oléosomes,
I'oléosine, n'est pas été trouvée dans ces dewéqamres.

En conclusion, I'analyse protéomique a montré cudraction lipidique vésiculaire des

pétales de rose contient des protéines déja oleselens d’'autres protéomes de vésicules
lipidiques (vésicules lipidiques animales ou fongig, oléosomes et plastoglobules).
Certaines de ces protéines ont été localisées BRrda immunocytochimie sur des vésicules
lipidiques (Tableau 15). Celles qui nous intéresserplus sont bien sdr les enzymes de
biosynthese de COV. Cependant, concernant lesipesténarqueurs de cet organite, seule la

fibrilline strictement associée aux plastoglobwdgsu étre identifiée.
B. Expression d'une oléosine exogéne

L’oléosine est un marqueur des oléosomes des graingu tapetum chez toutes les espéeces
végétales étudiées. De par sa structure, cett@ipeose replie au travers des membranes
phospholipidiques a simple feuillet entourant lésosomes. Afin de démontrer I'existence

d'une telle membrane dans les vésicules lipidiqdes pétales de rose, un protocole
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d’expression transitoire avec une oléosine fusiertnéa GFP a été mis au point. En effet, il
est possible de faire exprimer a des cellules denfaransitoire, des genes grace a des
techniques d'infiltration d’'une soucheAd’tumefaciensenfermant le plasmide dans lequel le
gene d'intérét est fusionné a la GFP. Cette tectniegt utilisée en routine pour un grand
nombre d’études de localisation subcellulaire,gp@mple chez le tabac (Batoko et al., 2000).
Ce dernier travail a servi de base pour mettre @ot pa technique d’expression transitoire

dans les pétales de roses in planta (Figure 25).

Figure 25 : localisation cellulaire de I'oléosine dans les cellules épidermiques de pétales
de roses en microscopie confocale. A-D-G) La premiére colonne correspond aux pétales
colorés au Nile Red. B) pas de construction GFP (contréle). E) Expression transitoire de la
construction témoin 35S::GFP dans des cellules de pétales de rose. H) Expression
transitoire de la construction 35S::oléosine-GFP. C-F-I) Double marquage Nile Red et
GFP. C) Superposition de A et de B. F) Superposition Nile Red et 35S::GFP. 1)
Superposition Nile Red et 35S::oléosine-GFP. Les barres d’échelle représentent une

échelle de 10 ym.
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La coloration au Nile Red des pétales de rose &misvidence les vésicules lipidiques. Elles
possédent une taille d’environ 1 um de diametrsoet visibles chez tous les échantillons
(transformés ou non). Les cellules qui ne sonttpasformées avec une construction GFP,
présentent un léger marquage fluorescent qui edtaptement dd aux anthocyanes et a la
cuticule. Ce signal ne perturbe pas la suite dggrences. Lorsque la GFP n’est pas
fusionnée a une séquence d’adressage, la fluose=t localisée dans le cytoplasme. Le
double marquage avec les vésicules colorées auRéitemontre que les vésicules lipidiques
sont a la périphérie des cellules, c’est-a-diresdarcytoplasme. Dans le cas de la fusion en
C-terminal d’'une oléosine A. thalianaa la GFP, la fluorescence est restreinte a desukés
d’environ 1 um de diametre. Le double marquage de®o/ésicules colorées au Nile Red
montre que l'oléosine colocalise avec les vésicligdiques. Les oléosines, protéines trés
hydrophobes constituées de soixante-douze acidesésnmydrophobes contigus, ont la
particularité de s’enchasser dans des membraridgjlips. Par exemple, chez I'arachide, en
microscopie électronique, la membrane a simplell&uphospolipidiqgue a été mise en
evidence (Yatsu et al., 1972) ou des protéinessejlie les oléosines y sont associées (Slack
et al., 1980). Grace a la mise au point de I'exgogstransitoire sur les pétales de rose, nous
avons mis en évidence que les oléosines exogenesuema les vésicules lipidiques. I
semblerait donc que les TG soient entourées d’anke £ouche de phospholipides. Ces deux
caractéristiques nous permettent d’étayer la teéselon laquelle les vésicules lipidiques

purifiées de pétales de roses sont des oléosomes.

III. Recherche de COV dans les vésicules de

pétales de rose.

Une fois qu’il a été démontré que les vésiculesenkies en microscopie pouvaient
correspondre a des oléosomes de pétale, une reelgws COV dans la fraction lipidique de
roses plus ou moins parfumées a été entreprisex pas d’expériences ont été retenus : une
comparaison des fractions vésiculaires dans dest@amon parfumées et parfumées et une

analyse des COV par CPG-SM dans la fraction lipidide variétés a odeurs tres différentes.

92



A. Recherche d'oléosomes dans des roses non

parfumées

Certaines roses, notamment celles cultivees posr flleurs coupées, sont quasiment
dépourvues de parfum (Gudin, 1995). Nous souhaigaw®ir si les roses non parfumées
contiennent des vésicules lipidigues ou si elles@m dépourvues. Cette expérience nous
permettrait de montrer le réle des vésicules lqids dans le stockage des parfums. Pour
cela, la mise en évidence de vésicules dans less roen parfumées avec le protocole
d’extraction doit étre effectuée sur des roses rmdyisant pas de COV. Ainsi, une
vérification de I'absence de COV a été réalisée PBG-MS sur les pétales des quatre
variétés ‘Duett’, ‘Akito’, ‘Rose de la Belle’ et t#risa’ qui sont commercialisées sur le
marché des roses coupées. Elles sont considénéesecpratiguement inodores. Les résultats

obtenus sont présentés dans Tableau 16.

Tableau 16 : composés organiques volatils extraits des pétales des variétés de roses non
parfumées ‘Duett’, ‘Akito’, ‘Rose de la Belle’, ‘Sonrisa’ et de la variété parfumée R. x
hybrida ‘The Mac Cartney Rose’ au stade FE. Les quantités sont exprimées en ng

équivalent camphre/ger.

The Mac

Composés Duett Akito Rose de la Belle Sonrisa
Cartney Rose
Dérivés d'acides 11000,0 0.4 3,6 2,3 1,2
gras odorants
Composés 290100,0 0,0 0,0 1,0. 3,2
aromatiques
Terpenes et leurs 110800,0 0,0 0,0 0,0 0,0
dérivés
Composés totaux 486600,0 0,4 3,6 3,3 4.4

Une étude comparative de COV est réalisée avecasgeparfumé®. x hybridaThe Mac
Cartney Rose’ (Tableau 16). Les quantités de CQ¥utoextraites des quatre variétés de
roses non parfumées sont beaucoup plus faibleseallgs extraites chez la variété parfumée,
au méme stade de développement. Ainsi, au stadéespétales de la varielé x hybrida
‘The Mac Cartney Rose’ renferment 486,6.1 équivalent camphre/gde COV contre 3,3
ng équivalent camphre/gpour ‘Rose de la Belle’. Pour ces quatre variétésrake non-
parfumées, une classe de composeés est représegjaamement : les dérives d’acides gras
odorants. Cependant, la quantité produite est faikde, comprises entre 0,4 et 3,6 ng
équivalent camphrefg pour les quatre variétés de roses, alors queldavenoyenne pour la
rose parfumée de référence est de 11,0 pug équivedenphre/gr. Les acides gras odorants
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conférent un parfum dit " de note verte ", ayaodéur d’herbe coupée, ils sont d'ailleurs
obtenus par blessure. De plus, pour ‘Rose de l@'Bxl‘Sonrisa’, une trés faible quantité de
DMT, respectivement 1,0 et 3,2 ng quivalent camigiagea été retrouvée donnant une faible
odeur dite " de thé ". Cette expérience permetadirener que les variétés de roses choisies

pour notre étude sont pratiquement dépourvues idenps.

Trois tentatives de fractionnement cellulaires sefféctuées sur les quatre variétés de roses
non parfumées. Dans I'ensemble du gradient de asu®d, aucune vésicule lipidiqgue n’est

observée (Figure 26A).

Figure 26 : A) absence de vésicules aprés extraction sur gradient de saccharose. B)

Présence de vésicules lipidiques chez une rose parfumée.

En conclusion, les quatre variétés de roses nofurpées sont capables de synthétiser des
guantités négligeables de certains COV, notammesit dérivés d'acides gras. Aucune

vésicule lipidique n’est pourtant mise en évidepaela technique d’extraction par flottaison.

B. Recherche de COV dans les oléosomes de pétales de

roses parfumeées

Afin de confirmer la production et/ou le stockages dCOV dans les vésicules de pétales de
roses parfumées, les vésicules sont extraites dmélme facon que précédemment. La
composition en COV extraits des vésicules de petakt comparée a celle des pétales de

roses.
1. Analyse des COV dans les pétales de roses parfumées

Afin de connaitre la composition et la quantit@l®tien COV renfermées dans les pétales, une

analyse est réalisée avec quatre variétés de hogegdes parfumées ‘The Mac Cartney
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Rose’, ‘Caprice de Meilland’, ‘Line Renaud’ et ‘@a@ry Lemarchal’, prélevées au stade FE.
Pour cela, 0,5 g de pétales ont été mélangés a 2'hexane. L'extrait a été récupéré et

analysé en CPG-SM. Le tableau représente lesaésolitenus (Tableau 17).

Tableau 17 : composés volatils majeurs identifiés par extraction dans les pétales au
stade FE des variétés de roses hybrides ‘The Mac Cartney Rose’, ‘Caprice de Meilland’,

‘Line Renaud’, ‘Gregory Lemarchal’. La quantité est exprimée en ng équivalent

camphre/gpr.
Composés The Mgc(:)sceartney Cl\jllgirlll(;enge Line Renaud Grégory Lemarchal
Hexanal 2,4.10 6,0.16 3,5.16 2,4.16
E-2-hexénal 5,1.10 24.,4.16 6,0.10 9,1.10
Hexyl acétate 3,6.70 1,4.16 2,7.16 0,7.16
Z-3-hexényl acétate 0,0 3,8%0 1,2.16 4,1.16
E-2-hexényl acétate 0,0 0,6 0,710 0,0
B-caryophylléne 0,0 0,0 0,0 3,530
B-élemene 0,0 0,0 0,0 1,530
Phénylacétaldéhyde 5,730 0,0 3,3.16 3,3.1G
Citronellyl acétate 0,0 2,0 0,930 0,0
Néral 4,2.18 8,2.10 29,2.16 0,0
Germacréne D 50,0.10 1,9.16 74,9.16 45,4.16
Géranial 17,5.10 85,5.16 39,2.16 3,9.10
5-cadinéne 7,3.170 0,0 8,7.18 2,4.10
Néryl acétate 0,0 3,6.10 0,0 0,0
Citronellol 43,3.16 40,0.18 19,7.16 1,5.16
Nérol 40,5.16 71,3.16 81,1.16 1,1.16
DMT 72,2.1G 46,3.18 20,9.16 4,9.1G
Géraniol 22,8.1d 170,8.16 38,1.16 15,3.18
2-phényléthanol 212,1.30 2,2.16 169,7.18 295,5.18
Farnésol 0,0 28,8.10 12,7.18 27,7.16
Composés totaux 486,630 496,9.16 512,5.18 422,3.16

Dans ces quatre variétés de rose, toutes les sldegeOV sont représentées (dérivés d’'acides
gras, terpenes et composés aromatiques) avec joeténde terpenes. Pour les variétés ‘Line
Renaud’ et ‘Caprice de Meilland’, ils représentesgpectivement 59 % et 83 % des composes
totaux. PouR. x hybridaThe Mac Cartney Rose’ &. x hybrida'Grégory Lemarchal’, ces
COMpOSES représentent un pourcentage moins imporespectivement 38 % et 24 %. Outre
les terpénes, les composés aromatiques sont égdletee composés majeurs du parfum.
Pour R. x hybrida‘The Mac Cartney RoseR. x hybrida‘Caprice de Meilland’ eR. x
hybrida ‘Line Renaud’, ils représentent respectivement6@e%, 10 % et 38 %. Le 2-
phényléthanol est le composé majeur de la var@tédory Lemarchal’ puisqu’il représente
70 % des composés totaux. Par coRtrex hybrida’Caprice de Meilland’ produit trés peu de

2-phényléthanol (< 1 %). D’autres composés, comesederivés d’acide gras, représentent
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une part importante des composés extraits desepét@les composés sont I'hexanal, E-2-
hexénal, hexyl acétate, Z-3-hexényl acétate ethexg&nyl acétate. lls sont produits en plus
faible quantité, de 2 % a 7 %, pour les quatreétdsi Cette étude a permis d’élaborer la

composition de COV pour chaque variété de rosdspaes.

2. Analyse des COV dans les vésicules lipidiques de roses

parfumées

Afin de montrer que les COV restent confinés atdireur des vésicules, une étude
préliminaire a été réalisée sur un mélange d'étalde quatre COV : le germacrene D, le
DMT, le géraniol et le 2-phényléthanol. Ce sont,général, les COV les plus abondants en
guantité dans les pétales de roses parfumées.uateCOV de quantités différentes ont été
mélangés a une solution de 0,8 M de saccharoseostgen par une solution de 0,4 M de
saccharose. Aprés 3 heures de centrifugationydetidns 0,8 M et 0,4 M ont été prélevees,

mélangées volume a volume avec de I'hexane et séedyen CPG-SM (Tableau 18).

Tableau 18 : composés organiques volatils identifiés dans le gradient de saccharose. Les

guantités sont exprimées en ng équivalent camphre.

cov Mélange initial Fraction 0,8M Fraction 0,4M
Germacrene D 2,3 1,1 1,2
3-5 diméthoxytoluene 1,7 1,7 0
Géraniol 15 15,1 0
2-phényléthanol 12,8 12,8 0

Toutes les quantités de DMT, géraniol et 2-phéhgiébdl déposées sont retrouvées dans la
fraction 0,8 M. Par contre, la moitié de la quantiitale de germacrene D est située dans la
fraction 0,4 M ; ce qui semble indiquer que lorslaleentrifugation, ce COV migre dans le
gradient de saccharose. La conclusion est que@®$ @& semblent globalement pas migrer

dans le tampon 0,4 M.

L’étude du stockage des COV dans les vésicules saitenété réalisée sur la fraction

vésiculaire des pétales. Les expériences sonté@&pétois fois et sur quatre variétés de roses.
Les COV ont été extraits de la fraction vésiculalems un volume d’hexane et analysés en
CPG-SM. Au cas ou les vésicules ne soient pastagast laissent échapper des COV lors de
la préparation, le reste du gradient 0,4M a étéeémant analysé. Les résultats semblant peu

reproductibles, un test g@ d’homogénéité a éte réalisé (Tableau 19).
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Tableau 19 : COV identifiés dans les vésicules de pétales et dans la fraction 0,4 M pour

les quatre variétés de roses hybrides parfumées ‘The Mac Cartney Rose’, ‘Caprice de

Les quantités sont exprimées en ng

Meilland’, ‘Line Renaud’ et ‘Grégory Lemarchal’.

titions de chaque

4

4

épé

les trois r

é pour

lent camphre/gpe. Un test de x2 est réalisé

7

equiva

variété de roses parfumées. La valeur critique du tableau de X2 est comparée avec la

valeur calculée (valeur calculée > ou < a la valeur critique). - correspond aux COV non

détectés dans la fraction.
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D’apres ce test, les mesures suivent la mémelisioh sauf pour la fraction de vésicules de
R. x hybridaThe Mac Cartney Rose’ et la fraction « tamponM4 deR. x hybrida‘Line
Renaud'. Il est donc possible de faire les moyesneses résultats obtenus awcx hybrida

‘Grégory Lemarchal’ et ‘Caprice de Meilland’ (Figu27).
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Figure 27 : composés organiques volatils majeurs extraits des vésicules et de la fraction
0,4 M des pétales de roses hybrides parfumées ‘Caprice de Meilland’ et ‘Gregory

Lemarchal’ au stade FE. Les quantités sont exprimées en ng équivalent camphre/gpr.

Pour les deux variétés de roses parfumées, laidnassiculaire représente une faible
quantité de COV, inférieure a 25 ng equivalent damfgr. Dans cette fraction, les
différentes classes de COV sont retrouvées, ledesojras, les terpenes et les composés
aromatiques. La fraction 0,4 M montre une quandigéCOV bien supérieure a celle des
vésicules, sauf pour la variété ‘Grégory Lemarclhoal’la fraction 0,4 M ne contient pas de

parfum.

La composition en COV contenue dans les vésicudekeas et celle des pétales de roses
analysés en CPG est similaire et pour ces deuxs,rdse COV présent dans la fraction
vésiculaire représentent ceux qui sont en plusdgrajuantité dans le pétale entier (Tableau
17). Le 2-phényléthanol est le composé majeur deataété ‘Grégory Lemarchal’ puisqu’il
représente 70 % des composeés totaux et il esukegilondant dans la fraction vésiculaire.
Dans le pétale de ‘Caprice de Meilland’, le gérbngprésente 35 % des COV totaux et la
quantité de ce composé dans la fraction vésicudsitda plus importante. Il est intéressant de
noter que les différents COV présents dans leswiés possédent tous un caractére lipophile

méme si le 2-phényléthanol est le moins lipophdealis (Tableau 6).
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Une grande perte de parfum (facteur 1000) au mordentextraction des vésicules est
observée (Tableau 19 et Figure 27). En effet, dhezariété ‘Caprice de Meilland’ 40 ng
équivalent camphrefg sont retrouvés aprés I'extraction vésiculaire m®mr96,9.18 ng

équivalent camphreggdans les pétales de roses.

En conclusion, il semble que la technigue de foamctement cellulaire conduise a une grande
perte de COV. Beaucoup semblent se retrouver @afingdtion 0,4M. Les résultats obtenus ne
permettent pas de valider I'hypothése selon laguedl vésicules produisent et/ou stockent les
Cov.
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Caracteérisation des oléosomes de
pétales de rose par fractionnement

cellulaire : conclusion et discussion

Ce travail de these porte sur le parfum des rossarda compréhension des mécanismes de
production et d’émission des COV chez la rose.eqatbblématique a été abordée a différents
niveaux. Nous avons cherché a caractériser lesulésiobservées dans des pétales de roses
parfumées et également a montrer si ces veésicoles isipliguées dans le stockage des
enzymes des voies de biosynthése des COV ou desddD®vhémes. Dans cet objectif, nous
avons travaillé sur les trois caractéristiguesaléesomes : contenu en TG, hémi-membrane
et protéines de structure (oléosines). A la lumpkes résultats obtenus, les points suivants

peuvent étre discutés.

I. Caractérisation de la fraction lipidique des

pétales de rose

Afin de caractériser les vésicules extraites patethnique de flottaison, une coloration au
Nile Red, marquant spécifiquement les TG a étds@él Cette coloration a aussi permis
d’observer des vésicules lipidiques de tailles ardtrientre 0,6 et 1,3 um. Ceci est en
corrélation avec les vésicules lipidiques trouvdgss d’autres especes telles que les oignons,
les choux et les graines de coton puisqu’elles meswenviron 1 um de diamétre (Yatsu et
al., 1971).

Pour démontrer que les vésicules des pétales @s pmfumées sont des oléosomes, leur
composition lipidiqgue a été d’ab