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ABREVIATIONS 

 AA : Acide aminé 

 AIA : Acide indole 3-acétique 

 AAT : Anthocyanines acyl transférases 

 AHCT : Anthocyanine O-hydroxycinnamoyltransferase 

 Amp : ampicilline 

 ADN : Acide désoxyribonucléique 

 ADNc : ADN complémentaire 

 ADNg : ADN génomique  

 ADN-T : ADN de transfert 

 ARD: Agricultural Research for Development 

 ARF: ADP-ribosylation Factor 

 ARN : Acide ribonucléique 

 ARNm : ARN messager 

 Amp : Ampicilline 

 ATP : Adénosine Tri Phosphate 

 BAHD : nomination basée sur la première lettre des 4 premières enzymes 
biochimiquement caractérisées de la famille des acyl transférases : BEAT, AHCT, 
HCBT, DAT. 

 BAP : 6-benzyl aminopurine 

 BCIP: Sel de 5-bromo-4-chloro-3’-indolyphosphate p-toluidine  

 BET : Bromure d’éthidium 

 BEAT: Benzyl alcolhol O-acetyl transferase 

 BEBT: benzoyl coenzyme A: benzyl alcohol benzoyl transferase 

 C3’H : p-coumaroyl shikimate/quinate 3’-hydroxylase 

 CAD : Cinnamyl Alcohol Deshydrogenase 

 CaMV : Cauliflower mosaic virus/ virus de la mosaïque du chou-fleur 

 CAS : Chemical Abstracts Service 

 CAT : Chloramphénicol acétyl transférases 

 CCT : Hydroxycinnamoyl-CoA : caféoyl-meso-tartrate hydroxy-cinnamoyl 
transférase 

 C4H : Cinnamate-4-hydroxylase 

 Céfo : Céfotaxime 

 CGA : Chlorogenic acid ou acide chlorogénique 

 CHI : Chalcone isomérase 

 CHS : Chalcone synthase 

 CIP : Centre International de la Pomme de terre 

 CIV : Culture in vitro 

 CmR : gène de résistance au chloramphénicol 
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 CoA : Coenzyme A 

 COMT : 5-hydroxyférulique/caféique-O-méthyltransférase 

 CQT : caféoyl-CoA/quinique caféoyl transférase 

 Ct: Cycle threshold ou cycles seuils 

 CTA : Caftaric acid 

 Ctrl : Contrôle 

 CTT : hydroxycinnamoyl-CoA:meso-tartrate hydroxycinnamoyl transférase 

 dH2O : eau distillée 

 DAT: Deacetyl vondoline 4-O-acetyl transferase 

 DCQ : Dicaffeoylquinic acid ou acide dicaféoyl-quinique 

 Dir: directe 

 DMSO: diméthylsulfoxyde 

 dNTP: deoxynucleotides triphosphates 

 DO : Densité optique 

 DTT : Dithiothréitol 

 EDTA: Ethylene diamine tetra-acetic acid 

 EF1α: Facteur d’élongation 1α 

 ESI: Electronebulization Source of Ionisation  

 FAO: Food and Agricultural Organization of the United Nations 

 FD: Fast Digest 

 GST: Glutathion-S-transferase 

 Gw : Gateway® 

 HCT : hydroxycinnamoyl shikimate/quinate acyl transférases 

 HCBT: N-hydroxy cinnamoyl benzoyl transferase 

 HQT: hydroxycinnamoyl shikimate/quinate acyl transférases 

 HiFi : High fidelity 

 HPLC : High Performance Liquid Chromatography/ chromatographie liquide à 
haute performance 

 hpt : gène codant pour l’hygromycine phospho transférase 

 HTT : hydroxycinnamoyl-CoA : tartrate hydroxycinnamoyl transférase 

 4-CL : 4-coumarate : coenzyme A ligase ou 4-hydroxycinnamoyl CoA ligase 

 Ib : Ipomoea batatas 

 ID : Identité 

 INCI: International Nomenclature of Cosmetic Ingredients  

 IPTG : Isopropyl-β-D-thiogalactopyranoside 

 IUPAC : International Union of Pure and Applied Chemistry (Union Internationale 
de Chimie Pure et Appliquée) 

 Kana : Kanamycine 

 LB (1) : Lysogeny Broth 

 LB (2) : Left Border 
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 LC-MS : Chromatographie Liquide couplée à une spectrométrie de masse 

 LDL : Low-density lipoprotein 

 MCS : Multiple cloning site 

 MS : Murashige et Skoog 

 MS : Mass spectrometry ou spectrométrie de masse 

 m/v : masse/volume 

 NAA : 1-naphtalene acetic acid 

 NBT : Nitro-blue tetrazolium chloride 

 NCBI : National Center for Bioinformatic Information 

 Ni-NTA : Ni2+-nitrilotriacetic acid 

 NO : Nitric oxyde 

 Npt : gène codant pour la néomycine phospho transférase II 

 Nt : Nicotiana tabacum 

 OGM : Organisme Génétiquement Modifié 

 OmpT : Omptin protéase 

 OMT : O-methyltransferase 

 Ori : Origine de réplication 

 p/v : poids/volume 

 PAL : Phenylalanine ammonia lyase 

 PAT SA : Plant Advanced Technologies SA 

 PBS : Phosphate Buffer Sodium ou tampon phosphate sodium 

 PDA : Photo Diode Array 

 PDA : Potato Dextrose Agar 

 PDB : Potato Dextrose Broth 

 P35S : Promoteur 35S du virus de la mosaïque du chou-fleur 

 Pb : Paires de bases 

 PLD : Phospholipase D1 

 Pnos : Promoteur de la nopaline synthase 

 PPO : Polyphenol oxydase 

 PT7 : Promoteur T7 

 pTi : Plasmid Tumor inducing  

 PVDF : polyvinylidene fluoride 

 qPCR : PCR en temps réel ou PCR quantitative 

 RAS : Rosmarinic acid Synthase 

 RB : Right Border 

 RBS : Ribosomal binding site 

 Rev : Reverse 

 Rif : Rifampicine 

 RMN : Résonance Magnétique Nucléaire 

 ROS : Reactive Oxygen Species/espèces réactives à l’oxygène 
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 RPL : L ribosomal protein 

 RQ : Relative quantity 

 RT-PCR : Reverse transcriptase polymerase chain reaction 

 SBP : Site Binding Pocket ou site de liaison 

 SCP : Serine Carboxy Peptidase 

 SDS : Sodium dodecyl sulphate 

 SDS-PAGE : Sodium dodecyl sulphate poly acrylamide gel electrophoresis 

 STS : Stilben synthase 

 Spec : Spectinomycine 

 Strep : Streptomycine 

 TAE : Tris acetate EDTA 

 TAL : Tyrosine ammonia-lyase 

 Taq : Thermophilus aquaticus 

 TCQ : Tricaffeoylquinic acid ou acide tricaféoylquinique 

 TE : Tris EDTA 

 Tm : Melting temperature/ température de fusion 

 Tnos : Terminateur de la nopaline synthase 

 UA : Unité arbitraire 
 UGCT : caféoyl glucoside : UDP glucose : t-cinnamate glucosyl transferase 
 UCGQT : Hydroxycinnamoyl UDP-glucose : quinate hydroxycinnamoyl 

transférase 
 UPLC : Ultra Performance Liquid Chromatography 
 UV : Ultra-violet 

 V : volume 

 Var : variété 

 VIGS : Virus-induced gene silencing 

 VIH : Virus de l’immunodéficience Humaine 

 Vir : gènes de virulence 

 V8 : Vegetable 8 

 WT : Wild-Type ou sauvage 

 YEB : Yeast extract beef extract 
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ESPECES CITEES 

Arabidopsis thaliana (arabette des dames)  
Arachis glabrata      

Artemisia annua (armoise annuelle)   
Avena sativa (avoine)     
Catharanthus roseus (pervenche de Madagascar) 
Chlorella sorokiniana 

Chrysanthemum morifolium (chrysanthème) 
Chrysanthemum coronarium (chrysanthème) 
Clarkia breweri        
Coffea arabica (café Arabica) 
Coffea canephora (café Robusta) 
Coleus blumei ; syn. Solenostemon scutellarioides (plectranthe fausse-scutellaire) 
Coptis japonica  
Cichorium intybus (endive)   
Cynara cardunculus (artichaut) 
Cynara scolymus (artichaut) 
Dahlia variabilis  

Dianthus caryophyllus (œillet commun) 
Dipsacus asper (cardère sauvage) 
Echinacea angustifolia (rudbeckie pourpre, échinacée) 
Echinacea purpurea (rudbeckie pourpre, échinacée) 
Echinacea pallida (échinacée) 
Equisetum arvense (prêle des champs)  
Erythroxylum coca (coca)    
Filipendula ulmaria (reine des prés)        
Gentiana trifolia (gentiane) 
Ginkgo biloba         

Glycyrrhiza glabra (réglisse) 
Gossypium arboreum (cotonnier en arbre) 
Helianthus tuberosus (artichaut de Jérusalem)     
Hordeum vulgare (orge commune) 
Ipomoea batatas (patate douce)    
Kalimeris indica        
Laggera alata 

Lavandula augustifolia (lavande) 
Lithospermum erythrorhizon (grémil des teinturiers )  
Lonicera japonica (chèvrefeuille du Japon) 
Lonicera maackii (chèvrefeuille de Maack) 
Matricaria chamomilla (camomille)   
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Mikania micrantha (liane américaine) 
Nicotiana attenuata 

Nicotiana benthamiana (tabac) 
Nicotiana sylvestris (tabac sylvestre) 
Nicotiana tabacum (tabac) 
Oryza sativa (riz) 
Panicum vergatum (panic érigé) 
Papaver somniferum (pavot somnifère) 
Pastinaca sativa (panais) 
Petunia hybrida (pétunia)  
Phoenix dactylifera (datte) 
Pinus radiata (Pin de Monterey ou Pin insigne) 
Platycoton grandifolium (platycodon) 
Populus nigra (peuplier noir)  
Rosa Hybrida (rose) 
Rauwolfia serpentina  
Salix alba (saule blanc)  
Solanum lycopersicum (tomate) 
Solanum melongena (aubergine) 
Solanum pennelli 

Solanum tuberosum (pomme de terre) 
Sorghum bicolor (sorgo commun) 
Taxus brevifolia (if de l’Ouest) 
Theobroma cacao (cacaoyer) 
Trifolium pratense (trèfle violet) 
Valeriana officinalis (valériane officinale) 
Vitis vinifera (vigne) 
Xanthium 

Zea mays (maïs) 
 
 
Espèces bactériennes 
Agrobacterium tumefaciens 

Erwinia chrysanthemi 

Escherichia coli  
Pseudomonas syringae 

 
 

Espèces fongiques        

Blumeria graminis        
Botrytis cinerea 
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Fusarium solani 

Gibberella zeae   
Phytophthora capsicii 

Phytophthora parasitica 

Plasmopora viticola 

Rhizopus stolonifera 

 
                                                                                
Parasites 

Plasmodium falciparum 
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INTRODUCTION 

Au cours de l’évolution, les végétaux ont développé des stratégies diverses et variées pour 
s’adapter à des conditions environnementales souvent hostiles. Parmi les processus adaptatifs 
on trouve un métabolisme spécialisé très actif permettant la synthèse d’un arsenal de molécules. 
Certaines de ces molécules sont produites de manière constitutive tandis que la synthèse 
d’autres peut être induite en réponse à divers types de stress. La diversité de ces molécules est 
quasiment illimitée. En effet, plusieurs milliers de molécules différentes sont produites dans les 
plantes et chaque plante dispose d’un profil métabolique différent. On estime qu’il existe 
environ 400 000 espèces végétales (www.theplantlist.org) et seules 10 000 à 15 000 ont fait 
l’objet d’études phytochimiques (Roth et Lindorf, 2013). Le réservoir de ces molécules est donc 
loin d’être épuisé à ce jour. 

Ces molécules actives sont essentielles à la plante mais peuvent également être utilisées par 
l’Homme pour diverses applications. Les propriétés de ces molécules de défense suscitent, par 
exemple, un intérêt tout particulier en agronomie dans le contexte du plan Ecophyto 2 publié 
en octobre 2015 qui stipule une réduction de produits phytosanitaires de 25% d’ici à 2020. Dans 
ce cadre, les substances naturelles extraites à partir de plantes peuvent être utilisées comme une 
solution de biocontrôle pour lutter contre des ravageurs, des maladies cryptogamiques ou 
encore contre des adventices.  

 

 

Tableau 1: Exemples de produits pharmaceutiques d’origine végétale à valeur commerciale 

(Miralpeix et al., 2013). 

Ces molécules sont aussi largement exploitées pour leurs propriétés thérapeutiques. La 
première molécule végétale active responsable d’un effet pharmacologique a été découverte il 
y a environ 200 ans. Il s’agit de la morphine, utilisée pour ses propriétés analgésiques. Cette 
substance, extraite du pavot (Papaver somniferum), a été purifiée par le pharmacien allemand 

Produit Utilisation Espèce végétaled’origine Coût ($/kg)

Artémisinine anti-malarial Artemisia annua 400

Berbérine
traitement des 
maladies intestinales

Coptis japonica 3250

Morphine analgésique Papaver somniferum 340 000

Shikonine anti-bactérien Lithospermum erythorhizon 4500

Taxol anti-cancer Taxus brevifolia 600 000

Vincristine anti-leucémique Catharanthus roseus 2 000 000

Vinblastine anti-leucémique Catharanthus roseus 1 000 000



Introduction 

25 
 

Friedrich Sertürner en 1805. La deuxième molécule fut l’acide salicylique, proche parent de 
l’« aspirine », qui fut purifiée à partir du saule en 1839 (Rischer et al., 2013). Depuis ces travaux 
pionniers, les métabolites végétaux ont pris une part importante des médicaments mis sur le 
marché (Tableau 1).  

Près de 50% des substances actives contre le cancer ou les infections microbiennes sont 
produites par les plantes. Par exemple, l’artémisinine, extraite d’Artemisia annua, est utilisée 
comme médicament anti-paludique. Le taxol, produit par l’If est un anti-cancer. Un autre 
composé, le resvératrol impliqué dans la défense contre les attaques parasitaires chez la vigne, 
est un antioxydant utilisé dans le traitement contre certains cancers (Wang et al., 2016).  

Devant cet engouement croissant pour les molécules d’origine végétale, l’approvisionnement 
est devenu un challenge d’envergure. La culture des plantes médicinales en champ représente 
environ 14 000 hectares de surface en France pour une production d’environ 12 000 tonnes/an. 
Les plantes les plus cultivées à destination des laboratoires pharmaceutiques sont le pavot, le 
ginkgo biloba, la valériane officinale ou encore la reine des prés (source : www.cpparm.org) 
qui sont respectivement des sources d’alcaloïdes, de flavonoïdes, de sesquiterpènes et d’acide 
salicylique (Seehuber, 1990; Houghton, 1999; Cheng et al., 2009; Toiu et al., 2011). Certaines 
de ces molécules sont extraites directement des plantes. Mais ces ressources sont limitées et ce 
mode de production peut être confronté à divers freins comme la pureté des molécules (métaux 
lourds, herbicides, radioéléments, problèmes bactériologiques) ou les rendements de production 
faibles liés à des fluctuations de récolte (Terryn et al., 2006). Pour pallier ces limites, une 
première solution vise à synthétiser ces molécules par voie chimique. Cette approche s’avère 
être souvent compliquée à mettre en œuvre en raison de la grande complexité et diversité des 
structures moléculaires. Une autre solution consiste à produire ces molécules en utilisant des 
approches de génie métabolique. Cette stratégie consiste à transférer les gènes codant les 
enzymes d’une voie de biosynthèse dans le génome d’un organisme hétérologue comme les 
micro-organismes ou une autre espèce végétale. Cette approche a d’ores et déjà été mise en 
œuvre pour la production de morphine (Minami, 2013). Ces approches peuvent être combinées 
pour améliorer la production et l’adapter à l’échelle industrielle. C’est le cas par exemple pour 
la synthèse de l’artémisine. Des précurseurs sont d’abord produits par voie chimique puis sont 
biotransformés en artémisine dans des levures génétiquement modifiées (Lévesque et 
Seeberger, 2012; Zeng et al., 2012).     

L’entreprise Plant Advanced Technologies (PAT) est une société de biotechnologies végétales 
qui produit des actifs végétaux rares et dotés de propriétés d’intérêt à destination des marchés 
cosmétiques, pharmaceutiques et agrochimiques. Le cœur d’activité de PAT est fondé sur un 
brevet déposé par l’Institut National Polytechnique de Lorraine-INRA (INPL) en 1999. Ce 
brevet décrit la technologie « Plantes à Traire® » qui repose sur l’extraction de molécules de 
plantes par exsudation racinaire. Pour compléter le panel de techniques mises en œuvre et 
augmenter la diversité des produits proposés, l’entreprise développe depuis 2012 un nouvel axe 
de recherche centré sur l’ingénierie métabolique. L’objectif de ce nouvel axe de recherche 
consiste à produire ou à modifier par voie enzymatique, des molécules présentes naturellement 
dans les plantes. 
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Mon travail de thèse s’inscrit dans la mise en œuvre d’approches d’ingénierie métabolique, 
pour la production de molécules dérivées d’acide caféoyl-quinique. La première partie de ce 
manuscrit dressera un état de l’art au travers d’une synthèse bibliographique centrée sur les 
métabolites secondaires et plus particulièrement sur les dérivés d’acide caféoyl-quinique, 
molécules qui ont été au centre de mes activités de recherche durant ma thèse. Après une 
présentation générale de ces molécules, je ferai un état des lieux des connaissances actuelles 
sur leur synthèse. Je me pencherai notamment sur une famille d’enzymes impliquées dans la 
synthèse de ce type de molécules. Par la suite, je repositionnerai les objectifs de mon travail de 
thèse qui s’inscrivent dans le cadre stratégique de développement d’applications industrielles 
de PAT.  

Dans la seconde partie de ce manuscrit, je présenterai les résultats obtenus concernant 
l’identification et la caractérisation fonctionnelle de gènes impliqués dans la synthèse de dérivés 
d’acide caféoyl-quinique.  

Enfin, je terminerai en explicitant certaines perspectives qui découleront de ce travail.  
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SYNTHESE BIBLIOGRAPHIQUE 

1 Les métabolites secondaires : une grande diversité chez les végétaux 

 

 

Figure 1 : Exemples et localisation de quelques phénylpropanoïdes induits par un stress. 

D’après Dixon et Paiva, 1995. 

Les métabolites secondaires, encore appelés métabolites spécialisés, représentent des milliers 
de molécules propres à chaque plante et produites en réponse à des conditions 
environnementales diverses et variées (Figure 1). Souvent, ils sont produits ponctuellement et 
leur synthèse peut être induite par un stress comme une blessure ou une attaque par un 
pathogène (La Camera et al., 2004). De nombreux travaux indiquent que ces molécules agissent 
comme des agents antibiotiques, anti-fongiques et anti-viraux (Chen et al., 2009; Vaishnav et 
Demain, 2011; Sánchez-Maldonado et al., 2016). Ils jouent des rôles de défense contre les 
insectes et les herbivores (phytoalexines) et sont impliqués dans des interactions avec d’autres 
plantes (allélopathie) (Cipollini et al., 2008a). Ils permettent également de préserver les plantes 
contre des stress biotiques et peuvent, par exemple, absorber les rayonnements UV, protégeant 
ainsi les plantes des dommages causés par la lumière du soleil (Croteau et al, 2000).  
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Les métabolites secondaires sont classiquement subdivisés en trois classes de molécules : les 
terpénoïdes, les alcaloïdes et les phénylpropanoïdes (Dixon et Paiva, 1995). Les terpénoïdes, 
ou isoprénoïdes, dérivent d’entités isoprènes à cinq carbones plus ou moins assemblés dont on 
distingue les formes simples comme les hémiterpènes (C5), les monoterpènes (C10) et autres 
formes plus polymérisées (di-, tri-terpènes, etc…). Les alcaloïdes sont des molécules possédant 
un squelette hétérocyclique azoté. Les deux groupes les plus représentés sont les alcaloïdes 
isoquinoléiques (plus de 1500) et indoliques (plus de 700). Enfin, les phénylpropanoïdes 
constituent une famille majeure de molécules dérivant du métabolisme de l’acide p-coumarique. 
Dans la suite de ce manuscrit, je me restreindrai à cette dernière classe de molécules qui ont été 
au cœur de mes travaux.  

 

2 Les phénylpropanoïdes et dérivés 

2.1 Structure générale des composés phénoliques 

Le nom « phénylpropanoïde » tient son origine d’un groupement phénol aromatique (phényl) 
lié à une chaîne latérale de trois carbones (propane) (Figure 2).  

 
Figure 2 : Structure de base d’un groupement phénol aromatique (A) et structure C6-C3 (B) ; 

structure de la phénylalanine (C). Le cycle benzénique (C6) est représenté en bleu et la chaîne 

latérale à 3 carbones (C3) en rouge. 

Cette structure C6-C3, dérive directement de deux acides aminés aromatiques : la L-
phénylalanine ou la L-tyrosine. La structure de base d’un phénol se définit par la présence d’un 
ou plusieurs groupements hydroxyle (-OH) sur un noyau benzénique (C6). On distingue ainsi 
les monophénols (un seul groupement phénol), les diphénols (deux groupements phénol) ou 
plus généralement les polyphénols (ensemble de plusieurs groupements phénol) (Macheix et 

al., 2005 ; Rischer et al., 2013). Cette fonctionnalisation n’est pas restreinte au groupement 
hydroxyle et d’autres dérivés sont décrits dans la littérature présentant des oxydations, des 
glycosylations, des estérifications ou encore des méthylations. 

 

2.2 Les polyphénols disposent de propriétés antioxydantes reconnues 

Les polyphénols suscitent une attention particulière car ils permettent de se prémunir contre le 
stress oxydatif à l’origine de nombreuses pathologies comme le cancer, le vieillissement des 
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cellules et les problèmes cardiovasculaires (Yoshimoto et al., 2002). Ces propriétés 
antioxydantes incluent la capacité à piéger les radicaux libres, la chélation des métaux, 
l’inhibition de la peroxydation des lipides et la production d’oxyde nitrique (NO) (Pisoschi et 
Pop, 2015). 

Ces propriétés antioxydantes sont dépendantes de la structure des molécules, et plus 
particulièrement du nombre et de la position des groupements hydroxyles portés par les 
groupements aromatiques (Balasundram et al., 2006). Il en découle que les monophénols ont 
des propriétés antioxydantes moins puissantes que les polyphénols (Hsieh et al., 2005). La 
présence de ces groupements n’est cependant pas la seule responsable de ces propriétés. Ainsi, 
les acides hydroxycinnamiques ont une activité antioxydante plus forte que les acides 
hydroxybenzoïques, liée à la présence d’un groupement CH=CH-COOH (Rice-Evans et al., 
1996). Il a également été rapporté que la structure catéchol des acides phénoliques et des 
flavonoïdes est essentielle au piégeage des radicaux libres et aux effets de chélation des métaux. 
Les dérivés d’acide caféoyl-quinique qui ont une structure catéchol sous forme libre sont donc 
particulièrement intéressants de ce point de vue (Kim et al., 2011). Toutes ces molécules sont 
synthétisées à partir d’une voie générale commune et sont divisées en plusieurs classes que nous 
allons commenter par la suite (cf δ 2.4).   

 

2.3 La voie de biosynthèse est régie par une cascade de réactions enzymatiques 

 

Figure 3 : Représentation schématique des deux voies alternatives de biosynthèse de l’acide p-

coumarique. Figure inspirée de Rosler et al., 1997 et Tzin et Galili, 2010. 
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Figure 4 : Représentation simplifiée des différentes voies de biosynthèse des 

phénylpropanoïdes. Figure adaptée de Vogt, 2010. PAL : Phénylalanine Ammonia Lyase ; 
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C4H : Cinnamate-4-hydroxylase ; 4CL : 4-coumarate : coenzyme A ligase ; CHS : Chalcone 

synthase ; STS : Stilbène synthase ; CHI : Chacone isomérase. R : radical. 

La diversité des phénylpropanoïdes est directement liée à plusieurs voies de biosynthèse qui 
permettent la conversion enzymatique de deux acides aminés par des décarboxylations, des 
oxydations/réductions, des hydroxylations, des glycosylations, des méthylations ou encore des 
acylations (Pichersky et Gang, 2000). Ces acides aminés précurseurs, issus de la voie du 
shikimate, sont soit de la phénylalanine, qui est majoritaire chez les plantes, soit de la tyrosine 
(Figure 3). 

Dans le premier cas, la première enzyme mise en jeu dans cette voie est la phénylalanine 
ammonia-lyase (PAL). La PAL appartient à la famille des ammonia-lyases, enzymes permettant 
la rupture de liaisons carbone-azote. Ainsi, elle catalyse la désamination de la phénylalanine 
pour former l’acide trans-cinnamique. Plusieurs études ont montré qu’au sein d’une espèce, la 
PAL peut être codée par plusieurs gènes, le nombre de gènes dépendant de l’espèce considérée 
(Cochrane et al., 2004 ; Reichert et al., 2009). L’exemple le plus remarquable est la famille 
multigénique identifiée chez la tomate, au sein de laquelle une vingtaine de gènes sont identifiés 
(Chang et al., 2008). La seconde étape de la synthèse de ces molécules consiste en la conversion 
de l’acide trans-cinnamique en acide para-coumarique, par une réaction d’oxydation réalisée 
par la cinnamate 4-hydroxylase (C4H). Cette enzyme appartient à la superfamille des 
cytochromes P450 (Koukol et Conn, 1961; Teutsch et al., 1993) (Figure 3). 

Dans le second cas, c’est la tyrosine qui subit une désamination catalysée par la tyrosine 
ammonia-lyase (TAL) et qui génère directement le p-coumarate. Si la PAL est majoritairement 
impliquée dans la synthèse des polyphénols chez les végétaux, on retrouve tout de même la 
TAL chez certaines familles de plantes, et en particulier chez les monocotylédones (Neish, 
1961).  

 

Lors de la troisième étape de la synthèse des phénylpropanoïdes, l’acide p-coumarique est 
transformé en 4-coumaroyl-CoA par la 4-coumarate : CoA ligase (4CL) (Figure 4). Chez 
Arabidopsis thaliana, il existe trois 4CL différentes codées par trois gènes différents. Il a été 
mis en évidence que les trois isoenzymes ont des fonctions différentes. La première isoenzyme 
participe à la synthèse des flavonoïdes tandis que les deux autres sont impliquées dans la 
synthèse de la lignine et d’autres composés phénoliques. Une étude phylogénétique de ces gènes 
chez les angiospermes révèle une classification en deux groupes majeurs distincts en fonction 
des propriétés enzymatiques et des conditions d’expression (Ehlting et al., 1999).  

Le p-coumaroyl-CoA est le point d’embranchement de plusieurs voies de biosynthèse car c’est 
le précurseur des différents dérivés phénylpropanoïques à savoir les flavonoïdes, les stilbènes, 
les coumarines, les acides hydroxycinnamiques et les lignines (Figure 4). La diversité de ces 
molécules résulte d’une série de réactions principalement assurées par des hydroxylases, des 
ligases, des transférases et notamment des méthyltransférases (Vogt, 2010). 
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2.4 Les principales classes de phénylpropanoïdes 

 

Tableau 2 : Classification des phénylpropanoïdes. 

Une classification basée sur la structure chimique distingue diverses molécules allant des 
formes simples en C6 (qui n’existent pas naturellement chez les végétaux), à des structures de 
type flavonoïdes en C15, jusqu’à des formes plus complexes résultant de la condensation de 
plusieurs molécules (Bravo, 1998) (Tableau 2). Je présente, dans la section suivante, les 
principales classes les plus fréquemment rencontrées. 

 

2.4.1 Les flavonoïdes 

Les flavonoïdes sont des molécules à 15 carbones arrangés en une configuration C6-C3-C6 d’où 
découlent plus de 4500 molécules. La structure générale consiste en deux noyaux aromatiques 
(A et B) reliés par un hétérocycle central (C) (Figure 5). Des modifications aussi bien au niveau 
de l’hétérocycle central qu’autour de la structure globale génèrent plusieurs classes de 
flavonoïdes (Figure 5). Sur cette structure de base des flavonoïdes peuvent se greffer un certain 
nombre de groupements plus complexes comme des groupements glucidiques ou encore des 
groupements isoprènes (Kumar et Pandey, 2013). 
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Figure 5 : Squelette moléculaire des flavonoïdes et classification générale des dérivés. Figure 

inspirée de Manach et al, 2004. Source de la photo : https://gobotany.newenglandwild.org. Le 

groupement prényl est surligné en vert. 

Ces composés ont été décrits comme jouant des rôles très divers au sein des plantes. Les 
anthocyanidines comme la péonidine, la pélargonine et la cyanidine, sont responsables de la 
pigmentation des fleurs chez la pivoine, le pélargonium et la rose respectivement. Les flavonols 
comme le kaempférol protègent les plantes contre les rayonnements UV-B. Des flavones 
comme l’apigénine sont importantes dans des interactions symbiotiques (Benedito et Modolo, 
2014).  

En dehors de leur rôle physiologique, il a été montré dans de nombreux travaux que les 
flavonoïdes disposaient de propriétés physico-chimiques leur conférant un intérêt 
thérapeutique. Par exemple, le kaempférol dispose de propriétés prometteuses pour le 
traitement du cancer pancréatique (Zhang et al., 2008). D’autres travaux indiquent que plus la 
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molécule est hydroxylée et plus les propriétés antioxydantes sont importantes 
(Kongpichitchoke et al., 2015). La baïcaléine représente ainsi un exemple de molécule à fort 
potentiel pour l’industrie cosmétique (Li et al., 2010). Enfin d’autres molécules, les flavonoïdes 
prénylés sont dotées d’activités anti-microbiennes, antioxydantes et anti-inflammatoires. Leurs 
propriétés sont liées au pouvoir lipophile du groupement prényl (Figure 5) qui leur confère une 
forte affinité pour les membranes cellulaires ou des protéines cibles comme par exemple le 
récepteur estrogène humain (Simons et al., 2012; Yang et al., 2015). La glabridine qui est 
extraite des racines de réglisse, est qualifiée de phytoestrogène et est utilisée notamment dans 
les traitements pour les cancers de type hormonaux et l’ostéoporose. Ce composé est également 
répertorié dans la nomenclature internationale des ingrédients pour la cosmétique (INCI), décrit 
comme agent d’anti-vieillissement de la peau (Simmler et al., 2013).    

 

2.4.2 Les stilbènes 

 

Figure 6 : Classification des stilbènes et structure moléculaire des composés. R : radical 

Relativement proches des flavonoïdes, les stilbènes sont caractérisés par la structure de base 
C6-C2-C6 (Figure 6). Ces molécules sont issues de la condensation de plusieurs molécules de 
malonyl-CoA sous l’action de la stilbène synthase (Rupprich et Kindl, 1978).  

Chez les plantes, les stilbènes jouent un rôle dans la protection contre les infections fongiques. 
Par exemple chez la vigne, le stilbène majoritaire est le resvératrol. Cette molécule est 
impliquée dans la défense contre l’agent pathogène Plasmopora viticola responsable du mildiou 
(Pezet et al., 2004). Présent dans la peau du raisin rouge, le resvératrol est une phytoalexine qui 
contribue à la résistance du pathogène fongique Botrytis cinerea responsable de la pourriture 
grise du fruit. Le resvératrol peut être glycosylé pour donner le picéide et peut se condenser 
pour donner les viniférines également impliqués dans la résistance contre ses agresseurs (Adrian 
et al., 1997).  

Le resvératrol est également connu pour ses effets bénéfiques sur la santé humaine en tant 
qu’agent anti-cancer, antioxydant et anti-inflammatoire, tout comme son analogue, le 
picéatannol (Nichols et Katiyar, 2010; Piotrowska et al., 2012).  
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2.4.3 Les coumarines 

 

Figure 7 : Classes des coumarines et exemples de structures moléculaires représentatives de 

chaque classe. 

Les coumarines appartiennent à une large famille de métabolites végétaux avec plus de 1500 
molécules décrites. Leur structure de base dérive des acides phénoliques : C6-C3-C6. Cette 
classe comprend les coumarines simples, les furanocoumarines linéaires et angulaires, les 
pyranocoumarines linéaires et angulaires et les phénylcoumarines (Bourgaud et al., 2006) 
(Figure 7). Chez les plantes, les coumarines jouent un rôle de défense comme lors d’une attaque 
par un herbivore. Parmi ces molécules, certaines sont photo-sensibilisantes et peuvent être 
toxiques pour l’homme. Par exemple, le 8-methoxypsoralène, présent dans les feuilles de 
panais, peut causer une photo-dermatose par simple contact sur la peau après exposition aux 
radiations UV-A (Caffieri et al., 1996). Leurs propriétés physico-chimiques remarquables font 
que ces molécules disposent d’activités biologiques prometteuses pour des traitements 
thérapeutiques, comme c’est le cas, par exemple, de la 4-méthoxycoumarine utilisée comme 
anti-coagulant (Mueller, 2004). 

Ces molécules résultent d’une succession de réactions catalysées par des acides trans/cis-
hydroxycinnamiques isomérases, des diméthylallyl transférases, des cytochromes P450 et des 
O-méthyltransférases. 
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2.4.4 Les lignines 

La famille des lignines représente des molécules complexes ayant pour structure commune : 
(C6-C3)2. Ce sont des polymères d’alcools (p-coumarylique, coniférylique et synapylique) 
dérivés d’esters hydroxycinnamoyl (p-coumaroyl-, caféoyl-, féruloyl-, synapoyl-CoA). Ces 
assemblages constituent les trois unités monolignols de la lignine : guaiacyl (G), syringyl (S) et 
p-hydroxyphényl (H) (Figure 8) (Dixon et al., 2001; Vanholme et al., 2010).  

 

 

Figure 8 : Structure et formation des trois unités monolignols composant les lignines. CAD : 

cinnamyl alcohol deshydrogenase.  

La lignine, présente dans les parois cellulaires végétales, est le constituant principal du bois 
avec la cellulose et l’hémicellulose. La composition de la lignine est un élément majeur dans le 
contrôle développemental de la plante (Osbourn et Lanzotti, 2009). Certains stress peuvent 
changer la composition et la teneur en lignine comme la sécheresse, les rayonnements UV et la 
carence en minéraux (Moura et al., 2010). La lignine augmente la rigidité des parois, ce qui 
constitue un moyen de défense contre les pathogènes (Bhattacharya et al., 2010). Le 
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renforcement des parois secondaires est essentiel à divers processus biologiques, comme la 
déhiscence des anthères et l’éclatement des siliques pour la libération des graines ou encore 
l’imperméabilité à l’eau (Boerjan et al., 2003 ; Zhong et al., 2011 ; Yoon et al., 2015). La 
qualité de la lignine conditionne l’accessibilité aux constituants glucidiques dans les parois 
végétales qui est importante pour la digestion du forage par les ruminants (Baucher et al., 1999).  

En industrie, la lignine est une ressource naturelle qui sert de matière première pour la 
fabrication de biocarburants (Kennes et al., 2016).  

La biosynthèse de la lignine débute par la formation des unités monolignols sous l’action d’une 
cinnamyl alcool deshydrogénase (CAD), suivi de leur polymérisation par des peroxydases et/ou 
des laccases (Hirano et al., 2012).  

 

2.4.5 Les acides hydroxybenzoïques 

Les acides hydroxybenzoïques dérivent de l’acide benzoïque avec une formule de base de type 
C6-C1 (Figure 9).  

 

 

Figure 9 : Structure de base des acides hydroxybenzoïques et quelques exemples de formes 

simples. R : radical 

Parmi les formes simples, l’acide gallique (Figure 9) est trouvé en fortes quantités (jusqu’à 
2,5% de matière sèche) dans le thé (Cabrera et al., 2003). C’est aussi un constituant des tanins 
présents dans le vin. Cette molécule peut se dimériser pour former l’acide ellagique, extrait de 
certains arbres comme le chêne et le châtaignier et utilisé en industrie pharmaceutique 
notamment pour les traitements anti-viraux et anti-microbiens ((Richter et al., 1993; Sepulveda 
et al., 2011) 

Les acides hydroxybenzoïques se présentent souvent dans les tissus végétaux sous la forme 
d’esters ou de glucosides comme l’acide salicylique dont le glucoside ou les esters méthyliques 
ou glucosylés représentent des formes de stockage ou de circulation dans la plante. Chez la 
plante, ce composé joue un rôle dans l’interaction plante/micro-organisme. Sur le plan 
pharmacologique, cette molécule, extraite du saule, est utilisée en cosmétique dans de 

R1

R2

R3

R4

COOH R1 = R2 = R3 = R4 = H Acide benzoïque (non phénolique)
R1 = R2 = R4 = H, R3 = OH Acide p-hydroxybenzoïque
R1 = R4 = H, R2 = R3 = OH Acide protocatéchique
R1 = R4 = H, R2 = OCH3, R3 = OH      Acide vanillique
R1 = H, R2 = R3 = R4 = OH Acide gallique
R1 = H, R2 = R4 = OCH3, R3 = OH      Acide syringique
R1 = OH, R2 = R3 = R4 = H Acide salicylique
R1 = R4 = OH, R2 = R3 = H Acide gentisique



Synthèse bibliographique 

41 
 

nombreux traitements pour la peau (Figure 10a) (Arif, 2015). Son dérivé, l’acide 
acétylsalicylique, est le principe actif de l’aspirine (Figure 10b). 

 

 

Figure 10 : a) Acide salicylique, extrait du saule, un ingrédient actif utilisé en cosmétique ; b) 

Dérivés naturels de l’acide salicylique. Source : https://gobotany.newenglandwild.org. 

Les acides hydroxybenzoïques sont souvent libérés après hydrolyse alcaline du matériel 
végétal, en particulier de la lignine et de certains tanins. Peu de données dans la littérature 
décrivent leur voie de biosynthèse. Deux voies ont été proposées à partir du t-cinnamate. La 
première, décrite chez le pétunia, est une voie oxydative qui met en jeu une 3-kéto-acyl-CoA-
thiolase via un coenzyme A (CoA) (Van Moerkercke et al., 2009). La deuxième, décrite chez 
le muflier, est une voie non-oxydative qui implique une benzadéhyde déshydrogénase via un 
benzoyl-CoA et un benzaldéhyde (Long et al., 2009). L’acide salicylique est formé à partir de 
l’acide benzoïque par une 2-hydroxylase de la famille des cytochromes P450 mono-oxygénases 
(León et al., 1995). 

 

2.4.6 Les acides hydroxycinnamiques 

La dernière classe de polyphénols correspond aux acides hydroxycinnamiques (Figure 11). Leur 
structure de base en C6-C3 dérive de celle de l’acide t-cinnamique. Les formes simples sont 
l’acide caféique, l’acide férulique, l’acide p-coumarique et l’acide synapique (Figure 11). 

Salix alba

(saule)
Acide salicylique
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O-CO-CH3
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Salicylate de méthyle

COO-glucose
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Figure 11 : Structure de base des formes simples d’acides hydroxycinnamiques et principales 
classes des formes simples et conjuguées. La double liaison dans la chaîne latérale est marquée 

en rouge.  

Rarement présents à l’état libre, ces acides peuvent se conjuguer à d’autres molécules 
organiques. Les liaisons impliquent souvent la fonction carboxylique (R-COOH) conduisant 
alors à des esters avec le glucose ou avec différents alcools-acides comme les acides quinique, 
tartrique, et shikimique (Robards et al., 1999). L’acide quinique peut être estérifié avec de 
l’acide caféique, de l’acide férulique, de l’acide p-coumarique et plus rarement de l’acide 
sinapique (Nishizawa et al., 1987). Les liaisons peuvent également se faire par l’intermédiaire 

R1 COOH

R3

R2

R1 = R2 = R3 = H acide cinnamique 
R1 = R3 = H, R2 = OH acide p-coumarique
R1 = R2 = OH, R3 = H acide caféique
R1 =  OCH3, R2 = OH, R3 = H      acide férulique
R1 = R3 =  OCH3, R2 = OH           acide sinapique

Formes simples

Formes conjuguées

COOH

COOH

Acide caféoyl-tartrique
(acide caftarique)

COOH

Acide rosmarinique

COOH

►Acide caféoyl-shikimique

Formes complexes

Acide 1,3-dicaféoyl-quinique 
(cynarine)

Acide dicaféoyl-tartrique 
(acide cichorique)
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de l’une des fonctions phénoliques, conduisant alors à des glucosides (Jaiswal et Kuhnert, 
2010).   

Les esters d’acides hydroxycinnamiques ont été mis en évidence chez de nombreux végétaux. 
On les trouve en quantité importante dans certains fruits comme la pomme, la cerise et la poire 
(Amiot et al., 1992 ; Gao et Mazza, 1995) et pour les légumes l’artichaut et la patate douce 
(Adzet et Puigmacia, 1985; Naczk et Shahidi, 2006; Harrison et al., 2008). L’acide caféique 
peut être estérifié par le tartrate générant l’acide caféoyl-tartrique (encore nommé acide 
caftarique ou CTA) (Figure 11) identifié chez le raisin (Zhang et al., 2013). D’autres molécules 
sont estérifiées par l’acide shikimique comme les acides caféoyl-shikimiques (Figure 11) 
présents dans la datte (Ziouti et al., 1996). Des molécules plus complexes résultant de multiples 
estérifications ont été décrites notamment chez le café (acides dicaféoyl-quiniques ou DCQ) et 
l’endive (acide cichorique ou diCTA) (Figure 11) (Fritsche et al., 2002; Jaiswal et Kuhnert, 
2010; Lee et Scagel, 2013).  

Enfin, il est intéressant de noter que ces acides hydroxycinnamiques forment les éléments 
constitutifs de la lignine et que l’existence d’une double liaison dans la chaîne latérale (Figure 
11) est à l’origine de deux isomères (cis ou trans) dont la forme trans est naturellement 
prépondérante (Macoy et al., 2015).  

Chez les végétaux, les acides hydroxycinnamiques ont un rôle dans la structuration de la paroi 
et dans la défense contre les pathogènes (Faulds et Williamson, 1999; Zhu et al., 2004). Ces 
molécules sont également à l’origine de caractéristiques organoleptiques particulières chez le 
café (Kaiser et al., 2013). Comme la plupart des molécules du métabolisme spécialisé, ces 
acides hydroxycinnamiques sont dotés de propriétés physico-chimiques remarquables et sont 
largement utilisés en cosmétologie et en pharmacologie. Les propriétés de ces molécules sont 
essentiellement liées au degré de fonctionnalisation du noyau benzénique au travers 
d’hydroxylations, de méthylations et d’estérifications (Teixeira et al., 2013).  

 

Comme mentionné précédemment, les acides hydroxycinnamiques comptent un grand nombre 
de familles de molécules dont les acides caféoyl-quiniques et leurs dérivés. C’est sur cette 
famille que je me suis concentrée dans le cadre des travaux de ma thèse et que je vais aborder 
par la suite. 

 

2.5 Les dérivés d’acide caféoyl-quinique 

Comme précédemment évoqué (δ 2.2), les dérivés d’acide caféoyl-quinique présentent des 
propriétés antioxydantes valorisables en industrie. La société PAT souhaite produire ces 
molécules à de hauts rendements à destination du secteur cosmétique. Dans ce contexte, nous 
avons étudié de manière plus approfondie cette famille de composés en vue d’exploiter leur 
voie de biosynthèse par des approches d’ingénierie métabolique. 
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2.5.1 Description structurale des formes isomériques 

Les acides caféoyl-quiniques sont une famille d’esters formés d’un acide quinique (Q) et 
d’acide caféique (C), regroupés sous le nom d’« acides chlorogéniques » (CGA) (Figure 12). 
Ils existent sous forme de plusieurs isomères dont la présence et l’abondance dépend de l’espèce 
végétale et du tissu considéré (Tableau 3) (Joët et al., 2009). L’acide néochlorogénique (5-
CGA) résulte de l’estérification de l’acide caféique en position 5 sur l’acide quinique (Figure 
12). Les formes mono-, di- et tri-esters et plus rarement les tétra-esters se distinguent par le 
nombre, et la position des résidus caféoyl sur l’acide quinique. De nombreuses plantes 
produisent des CGA par estérification sur les positions 3, 4 et 5 de l’acide quinique, et plus 
rarement en position 1 dont l’isoforme (1-CGA) est présente chez l’artichaut (Schütz et al., 
2004; Clifford et al., 2005).  

 

 

Figure 12 : Structures moléculaires des acides caféoyl-quiniques et exemples de dérivés. 5-

CGA : acide 5-O-caféoyl-quinique ; 3,5-DCQ : acide 3 ,5-dicaféoyl-quinique. Q = acide 

quinique ; C = acide caféique. La structure colorée en vert correspond au groupement caféoyl. 

Les acides dicaféoyl-quiniques (DCQs), également appelés acides isochlorogéniques, et les 
acides tri- et tétra-caféoyl-quiniques résultent de la condensation de plusieurs molécules d’acide 
chlorogénique (Eich, 2008; Guo et al., 2015). Par exemple, l’acide 3,5-dicaféoyl-quinique (3,5-
DCQ) est formé par substitution du 5-CGA en position 3 par un groupement caféoyl d’une autre 
molécule d’acide chlorogénique (Figure 12). Cette molécule a été mise en évidence pour la 
première fois chez Xanthium et la pomme de terre (Taylor et Zucker, 1966). La cynarine (1,3-
DCQ), une autre molécule identifiée chez l’artichaut, résulte d’une acylation en position 1 sur 
le noyau quinique de l’acide chlorogénique (Adzet et Puigmacia, 1985; Clifford et al., 2005).  
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Tableau 3 : Les différents isomères d’acides caféoyl-quiniques classés sous forme monoester, 

diester ou triester. Le numéro CAS représente le numéro d’enregistrement unique à chaque 

substance auprès de la banque de données de Chemical Abstracts Service (CAS), division de 

l’American Chemical Society (ACS). La numérotation IUPAC représente la nomenclature des 

composés chimiques organiques. D’après Clifford et al, 2000 et 2005 et Pubchem (NCBI).  

Les formes monomériques comme les 3- et 4-CGA et les formes dimériques comme le 3,4-
DCQ et le 4,5-DCQ, peuvent être produits par trans-estérication chimique du 5-CGA et du 3,5-
DCQ respectivement sous l’effet du pH (Friedman et Jurgens, 2000). Le 3,5-DCQ peut 
également s’isomériser en 4,5- par un transfert spontané du groupement acyle en position 3- ou 
4- (Lallemand et al., 2012). Les climats chauds favorisent les processus de trans-estérification 
car une isomérisation spontanée peut se produire sous l’effet de la chaleur (Hanson, 1965; 
Dawidowicz et Typek, 2010). Des chercheurs ont noté une isomérisation du CGA dépendante 
de la température dans les racines de stockage de patate douce après chauffage (Takenaka et 

al., 2006). D’autres hypothèses penchent pour une isomérisation enzymatique (Joet et al., 
2010). A l’instar de la température, certains traitements chimiques ont un effet sur 
l’isomérisation. Par exemple, le 1,5-DCQ est converti entièrement en 1,3-DCQ et en 5-CGA 
après un traitement avec du tétraméthyl ammonium hydroxide (Clifford et al., 1989). 

 

Nom et abréviation Synonyme N° CAS Nombre R1 R3 R4 R5

Monesters d’acide
1-O-caféoylquinique (1-CGA)
3-O-caféoylquinique (3-CGA)
5-O-caféoylquinique (5-CGA)
4-O-caféoylquinique (4-CGA)

Diesters d’acide
1,3-di-O-caféoylquinique (1,3-DCQ)
1,4-di-O-caféoylquinique (1,4-DCQ)
1,5-di-O-caféoylquinique (1,5-DCQ)
3,4-di-O-caféoylquinique (3,4-DCQ)
3,5-di-O-caféoylquinique (3,5-DCQ)
4,5-di-O-caféoylquinique (4,5-DCQ)

Triesters d’acide
1,3,5-tri-O-caféoylquinique (1,3,5-
TCQ)
3,4,5-tri-O-caféoylquinique (3,4,5-
TCQ)

néochlorogénique
cryptochlorogénique

isochlorogénique B
isochlorogénique A
isochlorogénique C

1241-87-8
327-97-9
906-33-2
905-99-7

30964-13-7
1182-34-9

19870-46-3
14534-61-3
2450-53-5
57378-72-0

1073897-80-9

437611-66-0

I
II
III
IV

V
VI
VII
VIII
IX
X

XI

XII

C
H
H
H

C
C
C
H
H
H

C

H

H
C
H
H

C
H
H
C
C
H

C

C

H
H
H
C

H
C
H
C
H
C

H

C

H
H
C
H

H
H
C
H
C
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2.5.2 Distribution dans le règne végétal 

2.5.2.1 Les familles de plantes accumulatrices et quelques exemples de plantes 

médicinales  

Les acides caféoyl-quiniques sont largement distribués dans le règne végétal (Clifford, 2000). 
Certaines familles de plantes comme les Astéracées, les Rosacées, les Solanacées ou les 
Rubiacées sont capables de les accumuler en fortes concentrations (Jaiswal et al., 2012; Murthy 
et al., 2014a). Parmi les acides hydroxycinnamiques, les esters d’acide caféique prédominent 
chez les Solanacées (Molgaard et Ravn, 1988). Elles ont, par exemple, été décrites et quantifiées 
chez la tomate, l’aubergine et la pomme de terre (Whitaker et Stommel, 2003; Mattila et 
Hellström, 2007; Erba et al., 2013).  

L’acide chlorogénique est l’acide hydroxycinnamique le plus répandu chez les végétaux, 
majoritairement sous la forme 5-CGA. Les feuilles d’artichaut, par exemple, accumulent les 
acides caféoyl-quiniques jusqu’à 4% de matière sèche principalement sous forme 5-CGA 
(Hausler et al., 2002). Cependant, l’isomère 3-CGA est la forme majoritaire chez les 
Brassicacées et les fruits à noyaux comme la prune (Nakatani et al., 2000). Parmi les Rubiacées, 
le café est une source d’acides caféoyl-quiniques avec 45 formes différentes représentant 
jusqu’à 8% de la matière sèche dont 70% est du 5-CGA (Campa et al., 2003 ; Jaiswal et al., 
2010a ; Kuhnert et al., 2011).  

 

 

Tableau 4 : Les formes majoritaires de DCQ (acide dicaféoyl-quinique) et leurs teneurs dans 

plusieurs familles de plantes accumulatrices. 

Plante Patate douce Artichaut Café Tomate

Famille Convolvulacée Astéracée Rubiacée Solanacée

Partie de la 
plante

racines feuilles feuilles
graines de 

café
fruit

Forme
majoritaire de 

DCQ
3,5-DCQ 3,5-DCQ 1,3-DCQ 3,5-DCQ 3,4-DCQ

Teneur 
moyenne en % 
(g/100g) ou en 

mg/g de 
matière sèche 

3 
mg/100g

0,9-3 % 1 % 0,9 % 1,3 mg/100g

Références
Bellail et 

al, 2012
Islam et al

2002

Wang et al, 
2003; 

Moglia et 

al, 2008

Duarte et al, 
2010

Chanforan et 

al, 2012
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Pour ce qui est des formes complexes, les isomères d’acides di- et tri-caféoyl-quiniques sont 
plus rares dans les plantes et leurs concentrations peuvent varier au sein d’une espèce voire 
même entre les variétés ou les tissus au sein d’une même plante (Tableau 4). Par exemple, le 
3,4,5-TCQ a été détecté dans les graines mâtures de café Robusta mais il est absent chez la 
variété Arabica (Jaiswal et Kuhnert, 2010). Le 3,5-DCQ semble être l’isoforme de DCQ la plus 
rencontrée (da Silva et al., 2006). Les isomères 3,4-, et 4,5-DCQ sont trouvés chez de 
nombreuses autres espèces comme le café, la tomate et la laitue (Ke et Saltveit, 1988; Duarte 
et al., 2010 ; Chanforan et al., 2012). Dans les feuilles d’artichaut, l’acide 1,3-DCQ (cynarine) 
est le principal isomère (Moglia et al., 2008). Si cette disparité est liée à la famille de plante 
considérée, elle provient également de la synthèse des molécules qui semble être régulée de 
manière spatio-temporelle au sein d’un même individu. Chez le café, ces molécules sont 
généralement produites au moment de la phase d’expansion de l’endoderme (Jaiswal et al., 
2012). Le 5-CGA et le 3,5-DCQ sont accumulés très tôt pendant la phase de développement de 
la graine mais dans un temps très court du fait de la croissance de l’endoderme et de leur 
remobilisation partielle pour la synthèse de lignine. La teneur en 3,5-DCQ est plus forte dans 
les graines immatures et diminue au fur et à mesure de la maturité (Joët et al., 2009). Chez 
d’autres plantes, cette distribution temporelle est différente. Par exemple chez la tomate, leur 
teneur atteint son maximum dans les fruits entièrement mûrs et plus particulièrement dans la 
peau (Moglia et al., 2014). 

Ces composés sont également particulièrement trouvés dans de nombreuses plantes médicinales 
connues pour certains effets thérapeutiques (Tableau 5). Commercialisée dans les officines 
pharmaceutiques, l’échinacée est une plante médicinale utilisée pour le traitement du rhume 
(Echinacea purpurea), ou encore comme phyto-immunostimulant pour le traitement des 
allergies (E.  pallida et E. angustifolia) (Bauer et al., 1988 ; Hudson, 2010). Cette plante est 
riche en esters d’acide caféique de types glycosides (ex : échinacoside), acides caféoyl-
quiniques (CGA, DCQs) et en esters d’acide tartrique (ex : acide caftarique) (Pietta et al., 1998). 
L’espèce Echinacea angustifolia contient particulièrement dans ses racines du 1,3-DCQ, réputé 
pour ses propriétés cholérétiques et cholagogues (Speroni et al., 2002; Murthy et al., 2014b). 
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Tableau 5 : Exemples de familles de plantes médicinales et alimentaires contenant des acides 

caféoyl-quiniques et dérivés. En caractères gras sont les acides caféoyl-quiniques utilisés 

comme principes actifs. 

 

2.5.2.2 La localisation cellulaire et tissulaire 

Beaucoup de métabolites spécialisés hydrophiles sont stockés dans la vacuole, alors que les 
molécules hydrophobes sont localisées dans la membrane plasmique, les vésicules 
membranaires ou la paroi (Wilson et Roberts, 2012). Dans ce second cas, l’extraction des 
molécules s’avère plus complexe car elle nécessite l’utilisation de procédés particuliers comme 
l’utilisation de cellulase impliquant de nombreux traitements. C’est le cas par exemple du 
paclitaxel dont 90% s’accumule dans la paroi.  

Le cas des acides caféoyl-quiniques est un peu particulier. On les retrouve sous forme libre et 
soluble dans le compartiment intracellulaire et ils peuvent former des complexes avec l’acide 
caféique dans la vacuole (Waldhauser et Baumann, 1996). Comme cela a déjà été mentionné 
précédemment, ces molécules font également partie intégrante des lignines. Dans ce cas, les 
molécules ne sont bien entendu plus solubles. Ces dérivés d’acide caféoyl-quinique sont alors 
considérés comme des formes de stockage (Aerts et Baumann, 1994; Schoch et al., 2001). 

Famille de 
plantes

Exemples 
d’espèces

Parties 
de la 

plante

Esters 
caféiques

Utilisations 
médicinales/
alimentaires

Références

Astéracées

Laggera alata D. feuilles 3,4-DCQ Anti-hépatite B
Wu et al, 

2012

Cynara

cardunculus L.
feuilles

1-CGA, 5-
CGA, 1,3-

DCQ, 1,5-DCQ

Hépatoprotecteur, 
cholérétique et 

diurétique

Zhu et al, 
2004

Echinacea 

angustifolia L.
racines

5-CGA, acide 
caftarique, 1,3-

DCQ, 1,4-DCQ, 
3,4-, 3,5-DCQ, 
échinacoside

Anti-
inflammatoire, 
cicatrisante, 

immunostimulant

Murthy et 

al, 2014; 
Speroni et 

al, 2002

Chrysanthemum

coronarium L.
feuilles

5-CGA, 3,5-
DCQ

Hypotenseur
Clifford et 

al, 2000

Solanacées
Solanum

lycopersicum L.
fruit

5-CGA, 
3,4-, 3,5-, 4,5-

DCQ,
TCQs

Réduction des 
maladies 

cardiovasculaires

Chanforan
et al, 2012

Dipsacacées
Dipsacus asper

W.
racines

3,4-, 3,5-, 4,5-
DCQ

Analgésique, anti-
inflammatoire

Hung et al, 
2006
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Du point de vue histologique, ces molécules ont souvent été mises en évidence dans la peau et 
les tissus externes de racines (Harrison et al., 2003). 

   

2.5.3 Rôles physiologiques dans la plante 

2.5.3.1 Rôles anti-microbiens 

De nombreux travaux ont permis de démontrer que les acides caféoyl-quiniques jouaient un 
rôle important dans la défense des plantes contre les agressions par divers pathogènes. Il a ainsi 
été démontré que la concentration en acide chlorogénique augmentait de manière significative 
lors d’attaque par des virus, des bactéries ou des champignons (Harrison et al., 2008).  

L’effet anti-fongique des acides caféoyl-quiniques a été mis en évidence chez Helianthus 

tuberosus. Des extraits de feuilles inhibent la croissance de certains champignons 
phytopathogènes comme Botrytis cinerea ou Phytophthora capsicii. L’analyse phytochimique 
de la fraction active révèle la présence d’acide chlorogénique, de cynarine (1,3-DCQ), de 1,5-, 
de 3,4-, de 3,5- et de 4,5-DCQ (Chen et al., 2013). Cette étude montre aussi que le 3,4-DCQ et 
le 1,5-DCQ sont les composés les plus actifs contre Gibberella zeae, un agent pathogène 
responsable de fusarioses chez le maïs et le blé (Chen et al., 2013). Le 3,5-DCQ inhibe la 
croissance de Rhizopus stolonifer, un pathogène fongique responsable des maladies post-récolte 
chez la patate douce (Stange Jr et al., 2001). Dans le même ordre d’idée, la croissance de 
Fusarium solani est inhibée par l’acide caféique, l’acide chlorogénique et le 3,5-DCQ (Harrison 
et al., 2001).  

En parallèle des propriétés anti-fongiques, ces molécules disposent également de propriétés 
anti-bactériennes. Certains travaux mettent en exergue une spécificité entre le type d’acide 
caféoyl-quinique et la nature de l’agent microbien. Au travers des travaux de Zhu et ses 
collaborateurs, on peut voir que les dérivés d’acide caféoyl-quinique, identifiés dans des extraits 
de feuilles de Cynara scolymus, agissent presque tous contre les six bactéries testées, tandis que 
l’acide caféique, le 3,5- et le 4,5-DCQ n’ont aucun effet (Zhu et al., 2004). D’autres travaux 
montrent que l’acide chlorogénique et le 3,4-DCQ inhibent la croissance de Pseudomonas 

syringae chez la tomate, tandis que la croissance de Erwinia chrysanthemi est uniquement 
bloquée par le 4,5-DCQ (Pilar Lopez-Gresa et al., 2011). 

Les diverses propriétés anti-microbiennes de ces molécules présentent un intérêt dans la 
conservation des fruits et des légumes au cours de leur stockage (Gyawali et Ibrahim, 2014). 
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2.5.3.2 Rôles allélopathiques 

Des travaux réalisés par Cipollini et ses collaborateurs mettent en évidence chez Lonicera 

maackii l’effet inhibiteur de l’acide chlorogénique sur la croissance d’Arabidopsis thaliana 

(Cipollini et al., 2008b). De nombreux autres articles soulignent les propriétés allélopathiques 
des acides caféoylquiniques. Par exemple, des travaux publiés par Beninger et ses 
collaborateurs indiquent que ces molécules pouvaient avoir des propriétés allélopathiques, 
notamment dans la compétition avec d’autres végétaux en empêchant la croissance d’autres 
plantes. Ils ont montré que l’acide chlorogénique et le 3,5-DCQ extraits des feuilles de 
Chrysanthemum morifolium avaient un effet herbicide sur la lentille d’eau qui se traduit par une 
réduction de la photosynthèse et de la croissance cellulaire (Beninger et al., 2004). De même, 
d’autres chercheurs ont observé que des extraits racinaires de Mikania micrantha inhibent la 
germination des graines et la croissance des tiges d’Arabidopsis et l’analyse phytochimique de 
cet extrait révèle que le 3,5-DCQ est la substance active (Xu et al., 2013). 

 

2.5.3.3 Autres rôles 

Les acides phénoliques sont considérés comme des composés importants dans les défenses 
induites ou constitutives contre les agressions par des herbivores. Ces mécanismes de défense 
peuvent se mettre en place très rapidement après la blessure d’une feuille et se caractérisent par 
une accumulation d’acide chlorogénique (Matsuda et al., 2003a). Summers et Felton postulent 
que ces mécanismes de défense sont liés à l’effet pro-oxydant de l’acide caféique et de l’acide 
chlorogénique qui induit un stress oxydatif dans les tissus digestifs de larves de lépidoptères 
identifiés comme des ravageurs du maïs (Summers et Felton, 1994). Dans d’autres cas, la 
protection des plantes agressées se traduit par une réduction des protéines de digestion et de la 
biodisponibilité des acides aminés chez les insectes. C’est le cas pour les larves de la fausse 
arpenteuse du chou dont la croissance est ralentie en présence d’acide chlorogénique et d’acide 
3,5-DCQ présent dans un extrait de feuilles de chrysanthème (Beninger et al., 2004). 

Comme nous l’avons vu, ces molécules sont donc essentielles pour les plantes et jouent un rôle 
primordial contre les agressions biotiques. Des travaux récents montrent que ces molécules 
protègent aussi les plantes contre des agressions abiotiques. Des analyses d’histo-localisation 
dans les feuilles de café indiquent que les acides caféoyl-quiniques sont localisés dans les jeunes 
feuilles et plus précisément dans les cellules du chlorenchyme qui sont associées aux 
chloroplastes. Sur la base de ces observations, certains auteurs émettent l’hypothèse d’un rôle 
dans la protection contre la lumière (Mondolot et al., 2006). Ces travaux sont corroborés par 
une étude sur des extraits de feuilles d’artichaut qui met en évidence, par des approches de 
transcriptomique et de biochimie, le rôle des DCQs dans la protection contre les UV-C (Moglia 
et al., 2008). 
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2.5.4 Applications thérapeutiques 

 

Tableau 6 : Exemples de propriétés biologiques conférées par les acides caféoyl-quiniques et 

dérivés. 

Certains métabolites spécialisés sont des molécules actives dotées de propriétés physico-
chimiques remarquables. Les dérivés d’acide caféoyl-quinique en font partie. Nous avons vu 
jusque-là que ces molécules étaient essentielles pour la plante, mais de nombreuses études ont 
également révélé les effets bénéfiques de ces molécules sur la santé humaine (Tableau 6). Ces 
composés ont de fait attiré l’attention pour leurs intérêts thérapeutiques en tant que « phyto-
nutriments » ou en tant que produits phyto-pharmaceutiques. 

 

Activité
thérapeutique

Molécules
caféoylquiniques actives

Références

Anti-inflammatoire
3,4-DCQ; 3,5-DCQ; 4,5-
DCQ
1,5-DCQ

Zhong et al, 2015

Antioxydante
4,5-DCQ; 3,5-DCQ; 3,4-
DCQ; 1,5-DCQ > acide 
caféique > CGA

Yang et al, 2013; Kim et al, 
2011; Cao et al, 2010

Anti-VIH

3,4,5-TCQ; 3,5-DCQ; 4,5-
DCQ
3,4-DCQ
1,4,5-TCQ

Heyman et al, 2015
Tamura et al, 2006

Anti-hépatite B 3,4-DCQ Wu et al, 2012

Effet neuro-protecteur
3,5-DCQ, 3,4-DCQ; 1,5-
DCQ

Kim et al, 2005

Anti-collagénase 3,5-DCQ, 4,5-DCQ Teramachi et al, 2005

Anti-spasmodique 3,5-DCQ Trute et al, 1997

Effet hépato-
protecteur

4,5-, 3,4, 3,5-DCQ Wu et al, 2009

Anti-cholestérol 3,4-, 3,5-, 4,5-DCQ Hung et al, 2006

Anti-tyrosinase 3,5-, 3,4-, 4,5-DCQ, CGA Iwai et al, 2004

Chémoprévention 3,5-, 3,4-, 4,5-DCQ, CGA Iwai et al, 2004

Anti-mutagène
3,4,5-TCQ > 3,4-DCQ > 
3,5-DCQ = 4,5-DCQ > 3-
CGA

Yoshimoto et al, 2002
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2.5.4.1 Antioxydant 

Il a été prouvé que les acides hydroxycinnamiques présentent un intérêt thérapeutique grâce à 
des propriétés antioxydantes liées à leur capacité à piéger les radicaux libres (Teixeira et al., 
2013). Ces molécules sont capables de protéger le corps humain contre le stress oxydatif, mis 
en cause dans de nombreuses maladies dont le cancer et les maladies cardiovasculaires (Kurata 
et al., 2007 ; Zhu et al., 2010). L’acide chlorogénique est d’ores et déjà utilisé dans les 
compléments alimentaires et joue un rôle dans la prévention des diabètes de type 2 par 
inhibition de l’absorption du glucose intestinal et exerce des effets anti-carcinogènes en agissant 
sur la réparation de l’ADN (Kono et al., 1995 ; Shibata et al., 1999; Kasai et al., 2000). Les 
molécules plus complexes, comme les acides dicaféoyl-quiniques extraits de plantes 
médicinales ont un large spectre de propriétés pharmacologiques, comme le résume le Tableau 
6. Islam montre que ces molécules ont des activités antioxydantes quasiment deux fois plus 
importantes que l’acide chlorogénique ou que le tocophérol et l’acide ascorbique qui sont les 
antioxydants de référence (Islam, 2006). Cette différence d’efficacité est en lien direct avec le 
nombre de résidus caféoyl présents sur la molécule (Iwai et al., 2004 ; Harrison et al., 2008). 
Les 3,4-, 3,5- et 4,5-DCQ inhibent la peroxydation des lipides, ayant pour effet de diminuer 
l’accumulation du mauvais cholestérol (LDL), et peuvent être utilisés pour le traitement de 
l’athérosclérose (Hung et al., 2006). Les composés caféoyl-quiniques ont également une 
activité anti-hyperglycémique (Guan et al., 2006).  

 

2.5.4.2 Inhibiteurs d’enzymes 

Les scientifiques et les industriels ont rapidement compris les avantages que l’on pouvait tirer 
de ces molécules, notamment dans le domaine de la cosmétologie. Par exemple, certaines études 
indiquent que les acides dicaféoyl-quiniques inhibent l’activité de la tyrosinase, une enzyme 
impliquée dans la pigmentation de la peau et empêchent par-là, la formation de dopachrome à 
partir de la L-tyrosine. Cette propriété est recherchée en cosmétique pour le blanchiment de la 
peau. Leur activité est plus forte que les inhibiteurs conventionnels tels que l’acide 
chlorogénique, l’arbutine et l’acide ascorbique. La présence de la double liaison en position C7 
du groupement caféoyl semble être essentielle à cette activité anti-tyrosinase (Iwai et al., 2004). 
Le 3,5- et le 4,5-DCQ inhibent également la collagénase qui est responsable de la réduction du 
collagène. Le collagène maintient l’élasticité et cette propriété est importante pour empêcher le 
vieillissement de la peau. L’acide caféique est moins efficace que les 3,5- et 4,5-DCQ semblant 
indiquer que le nombre de groupements caféoyl estérifiés augmente cette activité (Teramachi 
et al., 2005).  

Mais le domaine cosmétique n’est pas le seul à pouvoir tirer des bénéfices de ces molécules. 
Les DCQs, isolés des plantes médicinales traditionnelles, sont des inhibiteurs de l’intégrase du 
VIH, ce qui empêche la réplication de l’ADN du virus (Zhu et al., 1999). Une étude a montré 
par des outils de « target-binding » (étude du mode de liaison des molécules) que le 3,4-DCQ 
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se lie à un complexe inhibiteur de l’intégrase (Hu et al., 2010). Les isomères de DCQ les plus 
actifs sont les 3,4- et 3,5-DCQ et le 3,4,5-TCQ semble avoir l’activité spécifique la plus forte 
(Wu et al., 2012). Les DCQs et TCQs peuvent être considérés comme des candidats potentiels 
pour le développement de nouveaux médicaments pour des combinaisons thérapeutiques de 
l’infection du VIH (Tamura et al., 2006). 

 

2.5.4.3 Anti-inflammatoire 

Certains travaux montrent que les activités anti-inflammatoires et antioxydantes des acides 
caféoyl-quiniques contribuaient à une activité hépato-protectrice (Wu et al., 2012). En effet, un 
extrait d’acides phénoliques (dont les composés majoritaires sont le 3,4-, le 3,5 et le 4,5-DCQ) 
contenus dans Laggera alata a un effet hépato-protecteur (Wu et al., 2009). Une autre étude 
indique que les formes 1,5-, 3,4-, 3,5- et 4,5-DCQ contenus dans un extrait de Kalimeris indica 
ont une activité anti-inflammatoire et inhibent la production de NO et des cytokines TNF-α 
(Zhong et al., 2015). En revanche, un travail plus ancien indique que le 3,4,5-TCQ n’a pas 
d’activité anti-inflammatoire (Peluso et al., 1995). 

 

2.5.4.4 Neuroprotecteur 

En luttant contre le stress oxydatif des neurones, les acides dicaféoyl-quiniques ont des effets 
neuroprotecteurs. Des travaux traitant de l’effet du 3,5-DCQ sur l’apoptose des neurones 
indiquent une diminution de la mort cellulaire causée par le peroxyde d’hydrogène (H2O2). Si 
le 3,5-DCQ a un effet neuroprotecteur à 50µM, il peut cependant engendrer un effet cytotoxique 
au-delà de cette concentration (Kim et al., 2005). Le 3,5-DCQ peut être un agent thérapeutique 
potentiel pour le traitement ou le ralentissement des maladies neurodégénératives comme 
l’Alzheimer et le Parkinson. Similairement, le 1,5-DCQ protège les astrocytes de la mort 
cellulaire causée par le stress oxydatif en piégeant les radicaux libres (Cao et al., 2010). 

 

2.5.4.5 Anti-cancer 

Les DCQ montrent également une activité anti-proliférative des cellules cancéreuses plus fortes 
que les acides mono-caféoylquiniques. Ces composés servent d’agents de protection contre les 
espèces réactives à l’oxygène et peuvent être utilisés pour des traitements chémopréventifs 
(Iwai et al., 2004). 
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2.5.4.6 Rôle anti-malarial 

Des auteurs ont montré que des extraits d’Artemisia annua contenaient des acides mono-, di- et 
tri-caféoyl-quiniques impliqués dans la résistance contre le parasite Plasmodium falciparum, 
l’agent responsable de la malaria. Les acides 3,4- et 4,5-DCQ ont des activités inhibitrices sur 
le pathogène, comparables à celles de l’artémisinine. Ces molécules exercent également un effet 
synergique avec d’autres substances actives. Par exemple, l’acide chlorogénique (3-CGA) et 
l’acide rosmarinique potentialisent l’effet de l’artémisinine (Suberu et al., 2013).  
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2.5.5 Voie de biosynthèse de l’acide chlorogénique 

 

 

Figure 13 : Représentation simplifiée des voies proposées pour la biosynthèse d’acide 
chlorogénique chez les plantes. Les 3 voies possibles sont encadrées et numérotées 1, 2 et 3. 
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UGCGT : UDP glucose : cinnamate glucosyl transférase ; UCGQT : Hydroxycinnamoyl D-

glucose : quinate hydroxycinnamoyl transférase (Hoffmann et al., 2003 ; Niggeweg et al., 2004 

; Schoch et al., 2001 ; Villegas et Kojima, 1986). 

La voie de biosynthèse de l’acide chlorogénique a fait l’objet de nombreuses recherches 
détaillées chez différentes espèces de Solanacées. Trois voies sont proposées pour sa 

biosynthèse (Figure 13) (Villegas et Kojima, 1986 ; Schoch et al., 2001 ; Hoffmann et al., 
2003; Schoch et al., 2001) :  

- La première voie se déroule en deux étapes enzymatiques : la trans-estérification du p-

coumaroyl-CoA sur l’acide quinique est suivie par l’hydroxylation en position 3 sur le noyau 
aromatique du p-coumaroyl-quinate pour former le 5-CGA.  

L’étape d’hydroxylation par la p-coumaroyl ester 3’-hydroxylase (C3’H) a été caractérisée pour 
la première fois chez Arabidopsis thaliana. Par des approches de génomique fonctionnelle, il a 
été montré que cette enzyme de la famille des cytochromes P450 peut réagir avec soit le p-

coumaroyl-shikimate, soit le p-coumaroyl-quinate pour former les dérivés d’acide caféique 
correspondants (Schoch et al., 2001). Chez le café, cette enzyme est codée par deux gènes dont 
les fonctions sont clairement distinctes par rapport à la spécificité du substrat (Mahesh et al., 
2007). Cette voie semble être privilégiée chez les Solanacées et le café (Niggeweg et al., 2004; 
Comino et al., 2009; Joet et al., 2010). 

- La deuxième voie implique 4 étapes : 1) l’estérification de l’acide shikimique sur le p-

coumaroyl-CoA ; 2) l’hydroxylation du p-coumaroyl-shikimate pour former l’acide caféoyl-
shikimique ; 3) sa désestérification pour produire du caféoyl-CoA ; lui-même de nouveau 
estérifié avec de l’acide quinique pour former le 5-CGA (4). Cette voie semble être empruntée 
chez l’artichaut et mais aussi chez le café (Comino et al., 2007, 2009 ; Joet et al., 2010).  

- La troisième voie a été décrite pour la première fois chez la patate douce par les travaux de 
Villegas et Kojima en 1986. Cette étude explique que le CGA est synthétisé par trans-
estérification entre un caféoyl-D-glucose et un acide quinique sous l’action d’une 
hydroxycinnamoyl D-glucose : quinate hydroxycinnamoyl transférase (UCGQT) (Villegas et 
Kojima, 1986).  

 

2.5.6 Voie de biosynthèse des acides dicaféoyl-quiniques 

Jusqu’à aujourd’hui, très peu de données dans la littérature décrivent la voie de biosynthèse des 
acides dicaféoyl-quiniques. Quelques études suggèrent que les acides dicaféoyl-quiniques 
dérivent de l’acide chlorogénique. Compte tenu de la similarité de structure de ces deux 
molécules, cette hypothèse semble être plausible. 

La réaction de synthèse du DCQ a été pour la première fois abordée par des approches de 
traçage moléculaire. Ces travaux mentionnent que le 3,5-DCQ est détecté dans des disques 
foliaires de Xanthium après incubation avec de l’acide chlorogénique marqué au carbone 14C 
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(Taylor et Zucker, 1966). Par ces mêmes approches, une autre expérimentation a été réalisée en 
1985 sur un extrait brut protéique issu de racines de patate douce en présence de 3-CGA où l’on 
constate l'apparition d'acide isochlorogénique (3,5-DCQ), identifié par RMN. Ces résultats 
mettent en évidence une activité enzymatique appelée « isochlorogénate synthase » capable de 
catalyser la conversion de l'acide chlorogénique en acide isochlorogénique (Kojima et Kondo, 
1985). Les observations faites par ces auteurs n'ont cependant pas été approfondies à l'échelle 
moléculaire jusque-là (Villegas et al., 1987). Des travaux récents réalisés par Legrand semblent 
indiquer que cette enzyme appartienne à la famille des lipases mais aucun gène n’a été identifié 
formellement à ce jour (Legrand, thèse 2015). 

Bien que recherchée par de nombreux scientifiques, la caractérisation biochimique de la 
synthèse de ces molécules a été infructueuse pendant de nombreuses années. Plusieurs 
hypothèses penchent pour l’implication d’une caféoyl-CoA/quinique caféoyl transférase (CQT) 
mais le mécanisme enzymatique n’a pas encore été identifié (Koshiro et al., 2007 ; Murthy et 

al., 2014b). Des travaux récents ont commencé à lever le voile sur la synthèse des acides 
dicaféoyl-quiniques et mettent en évidence le rôle des acyltransférases que nous allons détailler 
par la suite.  

 

2.5.7 Rôle des acyltransférases de la famille des BAHD dans la synthèse des dérivés 

d’acide caféique 

2.5.7.1 Définition de la famille des transférases BAHD 

Les transférases sont des enzymes qui catalysent le transfert d’un groupe fonctionnel d’une 
molécule à une autre. Ces enzymes sont très présentes chez les plantes et sont souvent 
impliquées dans la synthèse des métabolites spécialisés.  

La mise en relation des séquences génétiques accessibles dans les banques de données 
bioinformatiques avec les caractéristiques biochimiques et structurales des enzymes a permis 
de mettre en évidence une cinquantaine de transférases regroupées sous une même famille 
dénommée « BAHD ». Cet acronyme correspond aux noms des quatre premières enzymes 
biochimiquement caractérisées de cette famille : la BEAT (benzylalcolol O-acetyl-transferase), 
l’AHCT (anthocyanin O-hydroxy-cinnamoyl transferase), l’HCBT (N-hydroxy-cinnamoyl-
benzoyl transferase) et la DAT (deacetylvindoline 4-O-acetyl transferase) (St-Pierre et De Luca, 
2000a). On trouve ainsi dans cette famille les benzoyl/hydroxycinnamoyl acyltransférases 
comme la HCBT identifiée chez Dianthus caryophyllus (Yang et al., 1997) ou encore l’AHCT 
isolée de Gentiana trifolia (Fujiwara et al., 1998). On y trouve également des acétyltransférases 
comme la BEAT, isolée chez Clarkia breweri (Dudareva et al., 1998) et la DAT identifiée chez 
Catharanthus roseus (St-Pierre et al., 1998).  

Les BAHD caractérisées à ce jour sont toutes des enzymes monomériques avec un poids 
moléculaire compris entre 48 et 55 kDa. Puisqu’aucun peptide signal ou autre séquence 
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d’adressage vers un organite n’a été identifié, la localisation de ces enzymes semble être 
cytosolique. Les séquences peptidiques de ces enzymes sont relativement proches et partagent 
au moins 25% d’identité (Ma et al., 2005).  

 

2.5.7.2 Les motifs conservés des BAHD 

 

Figure 14 : Structure cristallisée de la vinorine synthase. Diagramme représentant la première 

structure d’une acyltransférase BAHD. L’acétyl-coenzyme A est présent vers le centre de la 

structure et dessiné en noir. Les hélices α sont représentées en rouge-orange et les brins β en 
vert (D’Auria, 2006). 

Ces enzymes ont en commun dans leur séquence peptidique des motifs conservés. Le premier 
domaine HXXXD (His153-Asp157), localisé dans la région centrale de l’enzyme (Figure 14), 
est présent chez toutes les acyltransférases qui utilisent le thio-ester de CoA comme donneur 
d’acyle (par exemple le caféoyl-CoA). Ce motif a été démontré comme étant important dans la 
fonction catalytique de transfert d’acétyle par les chloramphénicol acétyltransférases (CAT) 
(Shaw, 1992). Le résidu histidine (H) participe à la déprotonisation de l’oxygène ou de l’azote 
porté pas le substrat accepteur où va se greffer le groupement acyle du thio-ester de CoA 
(D’Auria, 2006).  

L’autre région fortement conservée est le motif DFGWG (Asp382-Gly386) qui est localisé à 
l’extrémité C-terminale de la protéine (Ma et al., 2005). Il a été montré par des approches de 
mutagénèse dirigée, que la modification de cette séquence entraînait une diminution 
considérable de l’activité enzymatique (Bayer et al., 2004). De plus, le motif faiblement 
conservé LSXXLXXXYXXXG (aminés acides 83-95) est présent dans presque toutes les 
séquences (Aharoni et al., 2000). 

N-terminal C-terminal
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2.5.7.3 Fonction des BAHD 

Les acyltransférases sont définies comme des enzymes capables de transférer un groupement 
acyle (R▬ C ═ O-) sur une autre molécule. Les principales sources actives de donneurs d’acyle 
peuvent être des sucres ou des protéines, liées à un groupement acyle ou un coenzyme A thio-
ester (CoA SH). L’acylation sur une fonction amine (NH3) aboutit à la formation d’un amide. 
L’acylation peut également former un ester si elle se produit sur une fonction alcool (-OH).  

 

2.5.7.4 Classification des BAHD 

 

Figure 15 : Arbre phylogénétique de la superfamille BAHD des acyltransférases. Figure 

adaptée de D’Auria, 2006. 

Afin de comprendre l’évolution de la fonction des transférases BAHD, l’analyse des séquences 
(peptidiques et nucléiques) et des caractéristiques biochimiques des enzymes a permis d’établir 
un arbre phylogénétique organisé en cinq clades principaux (Figure 15). Cette classification a 
été basée sur le type de substrat pris en charge et sur les conditions d’expression des enzymes 
et des gènes.  
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Certaines enzymes aux fonctions identiques ou proches appartiennent au même clade. Cette 
représentation distingue ainsi les enzymes impliquées dans la synthèse d’un large spectre de 
métabolites secondaires (Figure 15) (D’Auria, 2006). 

- Le clade I comprend des membres de la famille des acyltransférases BAHD impliquées dans 
la synthèse des anthocyanes, notamment les anthocyanes acyltransférases (AAT) comme la 
Gt5AT responsable de la synthèse de la gentiodelphine qui colore en bleu les fleurs de la 
gentiane (Nakayama et al., 2003). 

- Le clade II relie les deux gènes Glossy2 de Zea mays et CER2 d’Arabidopsis thaliana qui 
interviennent dans la production des cires épicuticulaires servant de barrières de protection et 
d’imperméabilité des tissus envers l’extérieur (Costaglioli et al., 2005).   

- Le clade III regroupe les acétyltransférases qui acceptent les substrats alcool et utilisent pour 
la plupart l’acétyl-CoA comme donneur d’acyle. Une sous-famille de ce clade inclut les 
acétyltransférases responsables de la production des alcaloïdes, notamment des composés 
d’intérêt pharmaceutique comme la vindoline et la morphine (St-Pierre et al., 1998; Grothe et 

al., 2001). Une autre sous-famille regroupe les acétyltransférases participant à la biosynthèse 
des esters volatiles chez certaines fleurs et certains fruits. On y trouve par exemple la RhAAT1 
de Rosa Hybrida impliquée dans la production du géraniol caractérisé par une odeur de rose 
(Shalit et al., 2003). 

- Le clade IV est représenté par l’agmatine coumaroyl transférase (ACT) que l’on retrouve 
chez l’orge. Cette enzyme catalyse la synthèse d’un précurseur de l’hordatine, un antifongique 
contre Blumeria graminis (Burhenne et al., 2003). 

- Le clade V peut être subdivisé en plusieurs sous-groupes. Le premier sous-groupe comprend 
des acyltransférases comme la benzoyl coenzyme A : benzyl alcohol benzoyl transferase 
(BEBT) identifiée chez Clarkia breweri et impliquée dans la synthèse de benzyl benzoate 
volatile, un composant des parfums floraux (D’Auria et al., 2002). Le deuxième sous-groupe 
inclut les acyltransférases BAHD issues de Taxus spp. et impliquées dans la synthèse de 
paclitaxel, un alcaloïde utilisé comme anti-cancéreux (Hu et al., 2002). Le troisième sous-
groupe comprend les enzymes qui catalysent le transfert d’un groupement 
hydroxycinnamoyl/benzoyl-CoA (donneur d’acyle) vers un substrat accepteur. Parmi ces 
enzymes se trouvent les hydroxycinnamoyl transférases impliquées dans la synthèse des dérivés 
d’acide caféique utilisés comme intermédiaires à la synthèse de lignine (Hoffmann et al., 2005).  

 

2.5.7.5 Les hydroxycinnamoyl transférases 

2.5.7.5.1 Présentation générale 

Les hydroxycinnamoyl transférases jouent un rôle crucial dans la synthèse des esters d’acide 
caféique et de manière plus générale dans la protection de la plante contre les pathogènes et 
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dans le développement de la plante (Wagner et al., 2007 ; Sander et Petersen, 2011). Ces 
enzymes ont été identifiées chez de nombreuses plantes productrices d’esters 
hydroxycinnamiques comme la tomate, le café (Niggeweg et al., 2004; Lallemand et al., 2012) 
ou encore l’artichaut (Comino et al., 2007, 2009). Certaines d’entre elles ont été 
fonctionnellement caractérisées in vitro comme l’acide rosmarinique synthase (CbRAS) issue 
de Coleus blumei. Le clonage du gène correspondant et son expression chez E. coli a montré 
que l’enzyme contribue à la synthèse d’acide rosmarinique à partir d’acide 4-hydroxy-
phényllactique et de p-coumaroyl-CoA (Sander et Petersen, 2011).  

Dans d’autres cas, ces enzymes n’ont été décrites que sur le plan biochimique, l’identification 
des gènes correspondants reste encore à déterminer. Ainsi chez la prêle, plusieurs 
hydroxycinnamoyl transférases ont été partiellement purifiées comme l’hydroxycinnamoyl-
CoA:meso-tartrate hydroxycinnamoyl transférase (CTT) impliquée dans la synthèse d’acide 
caftarique (CTA) à partir d’acide tartrique couplé à un caféoyl-CoA. Une autre enzyme, 
l’hydroxycinnamoyl-CoA : caféoyl-meso-tartrate hydroxycinnamoyl transférase (CCT), 
catalyse le transfert d’un caféoyl-CoA vers un deuxième CTA pour donner le diCTA (acide 
cichorique) (Hohlfeld et al., 1996). Plus tard, la même activité de synthèse de CTA a été décrite 
chez Arachis glabrata via une hydroxycinnamoyl-CoA : tartrate  hydroxycinnamoyl transférase 
(HTT) (Sullivan, 2014).  

Une autre catégorie de cette famille d’enzymes regroupe les hydroxycinnamoyl 
shikimate/quinate acyltransférases (HCT et HQT) capables de transférer un groupement caféoyl 
ou p-coumaroyl vers un acide quinique ou shikimique. Certaines d’entre elles ont été 
caractérisées au niveau moléculaire comme mentionné ci-après. 

 

2.5.7.5.2 Les hydroxycinnamoyl shikimate/quinate acyltransférases (HCT et 
HQT) 

2.5.7.5.2.1 Rôles dans la synthèse des acides caféoyl-quiniques 

Deux gènes paralogues, codant deux enzymes, l’HCT et l’HQT, ont été identifiés chez les 
Solanacées et leur fonction enzymatique a été caractérisée par expression hétérologue. Le 
clonage de l’ADNc codant une hydroxycinnamoyl transférase (HCT) de tabac et la 
caractérisation fonctionnelle de l’enzyme correspondante exprimée dans un système bactérien 
montre que l’enzyme utilise le quinate comme donneur d’acyle et le caféoyl-CoA comme 
accepteur pour former du caféoyl-quinate (acide chlorogénique) (Hoffmann et al., 2003).  

Une étude menée par des approches de transgénèse a mis en évidence le rôle de l’HQT dans la 
biosynthèse d’acide chlorogénique chez le tabac et la tomate. En effet, la production fortement 
diminuée d’acide chlorogénique suite à l’extinction du gène codant cette enzyme suggère que 
l’HQT est essentielle à la biosynthèse d’acide chlorogénique. D’après ces résultats, la voie 1 
faisant intervenir l’HQT dans la synthèse de CGA (Figure 13) prédomine chez les Solanacées 
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(Niggeweg et al., 2004). D’autre part, la surexpression du gène codant cette enzyme chez la 
tomate conduit à une suraccumulation d’acide chlorogénique dans les feuilles, soulignant un 
rôle important dans l’accumulation du 5-CGA. Cette augmentation d’acide chlorogénique est 
corrélée à une augmentation de l’activité antioxydante et de la résistance aux infections 
bactériennes (Niggeweg et al., 2004).  

Chez Cynara cardunculus, la même activité biosynthétique a été montrée par expression 
hétérologue des gènes codant l’HCT et l’HQT (Comino et al., 2007, 2009). Chez cette espèce, 
l’HCT présente une meilleure affinité pour le quinate que le shikimate et accepte 
préférentiellement le p-coumaroyl-CoA comme substrat, alors qu’elle a une meilleure affinité 
pour le shikimate chez les Solanacées et le café (Hoffmann et al., 2003 ; Niggeweg et al., 2004; 
Lallemand et al., 2012). L’HQT présente quasiment les mêmes activités, à l’exception que 
celle-ci n’utilise pas ou très peu le shikimate comme substrat. Ces résultats nous font déduire 
que la fonction de l’HQT est plus affiliée à la voie 1 pour la synthèse de p-coumaroyl-quinate 
et à la dernière étape de la voie 2, c’est-à-dire la conversion du caféoyl-CoA et de l’acide 
quinique en acide chlorogénique (Figure 13) (Comino et al., 2007, 2009). 

 

2.5.7.5.2.2 Rôles dans la synthèse des acides dicaféoyl-quiniques 

Récemment ces enzymes ont été décrites pour une nouvelle activité, celle de la synthèse des 
acides dicaféoyl-quiniques. Pour la première fois, une HCT impliquée dans ce rôle a été 
identifiée chez Coffea canephora et a été étudiée par une méthode d’expression hétérologue en 
système bactérien. La caractérisation biochimique de la protéine recombinante montre que cette 
enzyme catalyse la réaction entre deux molécules de 5-CGA et un coenzyme A pour former du 
3,5-DCQ et du caféoyl-CoA (Lallemand et al., 2012).  

Une deuxième étude mentionne le rôle de l’HQT dans la synthèse des acides dicaféoyl-
quiniques (1,5-, 3,5- et 4,5-DCQ) chez la tomate. Les chercheurs ont utilisé une méthode qui 
consiste à identifier le gène à partir d’une activité enzymatique détectée. Cette activité 
dénommée « chlorogénate : chlorogénate transférase (CCT) », catalyse la conversion de l’acide 
chlorogénique en acides dicaféoyl-quiniques (1,5-, 3,5- et 4,5-DCQ). La séquence peptidique 
isolée de la fraction portant l’activité CCT a été analysée par des approches de bioinformatique 
et correspond au gène codant une HQT. L’expression de la protéine recombinante SlHQT chez 
E. coli montre que l’enzyme catalyse in vitro la synthèse des acides dicaféoyl-quiniques en 
présence de fortes quantités d’acide chlorogénique (Moglia et al., 2014). Chez l’artichaut, 
l’HQT peut être codée par deux gènes distincts et les deux isoformes de HQT contribuent à la 
synthèse de CGA mais leur fonction peut s’étendre à d’autres voies de biosynthèse comme c’est 
le cas de l’HQT 1 impliquée dans la synthèse de 1,3-DCQ (Sullivan, 2009; Sonnante et al., 
2010). 

 



Synthèse bibliographique 

63 
 

2.5.7.5.2.3 L’expression spatio-temporelle des HCT et HQT 

Si l’on s’intéresse à l’expression tissulaire de l’HCT, une étude d’immuno-localisation a révélé 
son expression dans les tissus vasculaires du tabac (Hoffmann et al., 2004).  

Pour aller plus loin, la localisation subcellulaire a été étudiée sur l’HQT de tomate. L’ADNc de 
SlHQT, fusionné à des séquences codant des protéines fluorescentes, a été introduit par 
bombardement dans des tissus épidermiques d’oignon. Ces tissus ont l’avantage d’être 
dépourvus de chloroplastes susceptibles d’interférer avec la fluorescence. La fluorescence a été 
détectée dans le cytoplasme et plus tardivement (96h après incubation) dans la vacuole. La 
vacuole est un compartiment acide et contient de grandes quantités d’acide chlorogénique, car 
elle constitue un lieu de stockage. La double localisation de cette enzyme peut s’expliquer par 
le fait qu’elle peut effectuer des fonctions différentes selon le compartiment cellulaire où elle 
se trouve. Comme précédemment évoqué, l’HQT est capable de réaliser la synthèse d’acide 
chlorogénique et d’acides dicaféoyl-quiniques. L’hypothèse attendue est que l’HQT catalyse la 
synthèse d’acide chlorogénique dans le cytoplasme. Lorsque le CGA est synthétisé dans le 
cytoplasme en quantités suffisantes, celui-ci est transporté dans la vacuole, où il sera utilisé par 
l’HQT pour conduire à la synthèse de DCQs (Moglia et al., 2014). 

L’expression de l’HCT dépend non seulement de sa localisation mais aussi de l’âge du tissu où 
sont accumulés les esters caféoyl-quiniques. Chez le café, le niveau transcriptionnel du gène 
codant l’HCT et l’accumulation d’acide chlorogénique varient en fonction du stade de 
développement de la graine de café (Joet et al., 2010). Chez la tomate, il a été observé que la 
quantité de DCQ et l’expression des gènes homologues codant l’HQT augmentent au cours de 
la maturité et atteignent leur maximum dans les fruits mûrs (Moglia et al., 2014).   

 

2.5.7.5.2.4 Etude structurale et identification des sites catalytiques pour la 

synthèse des acides mono- et di-caféoyl-quiniques 

L’analyse de la structure tridimensionnelle de l’HCT de café sous sa forme cristallisée a permis 
d’identifier des résidus importants impliqués dans la spécificité du substrat et l’activité 
catalytique (Lallemand et al., 2012). Des approches de mutagénèse dirigée soulignent le rôle 
de plusieurs acides aminés. Le résidu His-153, situé dans la région fortement conservée 
HXXXD commune aux BAHD, fait partie du site actif de l’HCT de café et est essentiel à 
l’activité de synthèse de 3,5-DCQ. Le pH peut avoir une influence sur ce résidu et ainsi affecter 
l’activité de l’HCT. Le résidu His-154 est également très conservé chez l’HCT tandis qu’il est 
très variable chez les HQT. Un autre acide aminé du site catalytique a été identifié. Il s’agit du 
résidu His-35 important pour la synthèse de 5-CGA. La conformation de la boucle entre Val-
31 et Pro-37 joue un rôle important dans la conformation de la chaîne latérale du site catalytique. 
D’autres résidus sont importants dans la spécificité du substrat comme les acides aminés Leu-
400 et Phe-402. Trois sites de liaison du substrat (SBP) situés à l’extrémité C-terminale de la 
protéine ont été identifiés à proximité du site catalytique. Le site accepteur d’acyle SBP1 
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interagit avec le coenzyme A. Les deux autres sites interagissent avec le noyau 
hydroxycinnamoyl au niveau de l’acide quinique en position 3 pour SBP 2 et en position 5 pour 
SBP3 (Lallemand et al., 2012). 

Comparé à l’HCT, l’HQT présente des sites catalytiques différents comme il a été montré par 
l’analyse prédictive de la structure tridimensionnelle de l’HQT de tomate. Basés sur les mêmes 
approches que précédemment, les résultats indiquent que la présence de l’histidine en position 
276 (His-276) est essentielle à l’activité de synthèse des DCQs. Ce résidu participe au site 
catalytique et permet l’interaction avec le noyau quinate de l’acide chlorogénique utilisé comme 
donneur d’acyle. De façon intéressante, l’HQT d’artichaut, qui a un résidu tyrosine à la place 
de l’histidine, a une très faible activité. Cela suggère que la capacité à assurer la production de 
DCQs peut être limitée aux enzymes HQT chez les Solanacées à cause de la présence de ce 
résidu (Moglia et al., 2014). 

L’alignement des séquences de ces enzymes issues des Solanacées, de l’artichaut et du café 
montre que le résidu Tyr-296 est commun à toutes les HCT et HQT à l’exception de l’HQT de 
tomate dont le résidu équivalent est le His-276. Il est intéressant de noter la ressemblance de 
cette activité HQT avec celle observée dans les travaux de Villegas et al., 1987. Cette étude a 
précédemment montré qu’une activité enzymatique peut utiliser l’acide chlorogénique comme 
donneur et accepteur d’acyle dans les extraits racinaires de patate douce, laissant supposer qu’il 
y ait un lien entre ces deux enzymes (Moglia et al., 2014). 

 

2.5.7.5.2.5 Les autres rôles et le lien avec la synthèse de lignine 

D’autres combinaisons de substrats peuvent être utilisées par les HCT et HQT selon leur affinité 
pour certains composés. L’HCT, parfois référencée sous l’abréviation HST (Sander et Petersen, 
2011), montre une préférence pour le shikimate et participe indirectement à la synthèse de 
lignine selon différentes voies : soit en conduisant à la synthèse de l’acide 5-O-caféoyl-
shikimique (Wagner et al., 2007; Sander et Petersen, 2011), soit par conversion du 4-
coumaroyl-CoA en 4-coumaroyl shikimate (Schoch et al., 2001; Hoffmann et al., 2005; Walker 
et al., 2013), ces produits étant des précurseurs à la synthèse des monolignols composant la 
lignine. Le même rôle a été démontré chez Pinus radiata par des approches de répression et de 
surexpression du gène, soulignant l’importance de l’HCT dans la synthèse des unités guaiacyl 
et syringyl composant la lignine, ce qui constitue une caractéristique commune aux 
angiospermes et gymnospermes (Wagner et al., 2007).  

Par ailleurs, il a été clairement démontré que les réactions catalysées par ces enzymes sont 
réversibles (Hoffmann et al., 2003, 2005 ; Lee et al., 2011; Lallemand et al., 2012). Ainsi, 
l’HCT peut réaliser la réaction inverse de la synthèse d’acide chlorogénique, c’est-à-dire la 
transformation du caféoyl-quinate en caféoyl-CoA (Figure 13) (Niggeweg et al., 2004; Comino 
et al., 2007). Ce dernier est utilisé par la 5-hydroxy-férulique/caféique-O-méthyl transférase 
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(COMT) pour produire du féruloyl-CoA intervenant dans la synthèse de lignine et de subérine 
essentielles au développement du tubercule de la pomme de terre (Valiñas et al., 2015). 

Notons qu’il existe un lien entre la synthèse d’acide chlorogénique et la synthèse de lignine via 
l’HCT. En effet, la répression in planta du gène codant l’HCT de tabac et celle d’Arabidopsis 

thaliana entraîne une accumulation de 5-CGA dans les tissus vasculaires. Cette répression a 
également des répercussions sur la composition de la lignine qui se traduit par un phénotype de 
nanisme de la plante. D’après ces observations, il semble que le rôle de l’HCT soit plutôt 
attribué à la remobilisation du 5-CGA pour la synthèse de la lignine chez les plantes vasculaires 
(Hoffmann et al., 2004). Ces résultats se confirment dans une étude menée chez le café par 
analyse de l’expression des gènes (qPCR) au cours du développement des graines. L’expression 
de l’HCT augmente dans les tissus lignifiés et est corrélée à la synthèse de CGA, soulignant 
son rôle dans la synthèse de la lignine et dans l’accumulation du CGA (Lepelley et al., 2007). 

Si les HCT et les HQT peuvent jouer des rôles différents entre les espèces végétales, plusieurs 
isoformes peuvent coexister au sein d’une même espèce avec des fonctions distinctes (Chen et 

al., 2015). Chez le trèfle violet, on trouve deux isoformes de HCT. Les deux séquences ne 
partagent que 34% d’identité d’acides aminés et des différences sont notées au niveau de leur 
rôle. L’HCT1 catalyse la trans-estérification entre un caféoyl-CoA ou un p-coumaroyl-CoA 
vers un shikimate tandis que l’HCT2 transfère le groupement caféoyl sur l’acide malique pour 
former le caféoyl-malate (acide phasélique) (Sullivan, 2009). Celle-ci peut également jouer un 
rôle dans la synthèse d’esters d’hydroxycinnamoyl-malate (Sullivan et Zarnowski, 2011). 
Comme évoqué dans le δ 2.5.7.5.2.2, deux HQT sont présentes chez la tomate, dont l’une 
(HQT1) intervient dans la synthèse de 1,3-DCQ (Sonnante et al., 2010). 

Un autre exemple d’isoforme, rencontrée chez Populus nigra, est l’HCT1 impliquée dans la 
conversion du p-coumaroyl-CoA en p-coumaroyl-shikimate, en étroit lien avec la synthèse de 
lignine, mais les autres isoformes potentielles n’ont pas été décrites (Vanholme et al., 2013).   

 

Pour résumer, les HCT et HQT peuvent accepter un large panel de substrats donneurs d’acyle, 
à savoir le p-coumaroyl-CoA, le caféoyl-CoA et le féruloyl-CoA, et se distinguent en fonction 
de leur affinité pour le substrat accepteur (Lallemand et al., 2012). Les HCT ont une préférence 
pour le shikimate chez les Solanacées. La spécificité du substrat peut varier en fonction de 
l’espèce végétale mais également par rapport aux isoenzymes présentes dans la même espèce. 

Ces enzymes partagent au moins 64% d’identité de séquence peptidique et concourent aux 
mêmes rôles dans la biosynthèse de CGA et plus indirectement dans la synthèse de lignine. 
L’HCT semble jouer un rôle dans la synthèse d’acide chlorogénique en lien avec la synthèse de 
lignine chez les plantes vasculaires. Par contraste, les HQT homologues sont étroitement 
associées aux plantes accumulatrices d’acide chlorogénique comme le café, l’artichaut, la 
tomate et le tabac.  
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En plus des rôles évoqués précédemment, ces deux enzymes sont impliquées dans la synthèse 
des acides dicaféoyl-quiniques selon la plante concernée, qui peut être soit une HQT chez la 
tomate, soit une HCT chez le café. La multifonctionnalité de ces enzymes peut varier en 
fonction de leur localisation tissulaire et subcellulaire. Si l’on regarde la séquence peptidique, 
le résidu H276 spécifique à l’HQT de tomate est essentiel à l’activité de synthèse des acides 
dicaféoyl-quiniques. Par ailleurs, les HCT et HQT qui n’ont pas le résidu H276 peuvent utiliser 
d’autres mécanismes pour synthétiser du DCQ. Il est possible que des voies alternatives 
puissent s’être développées au cours de l’évolution des différentes familles de plante (Sullivan, 
2009). Bien que ces avancées aient permis de comprendre la voie de synthèse des DCQs chez 
le café et la tomate, cette voie de biosynthèse reste encore à élucider chez d’autres espèces 
végétales qui en accumulent en grande quantité comme la patate douce.   

 

 

3 Ipomoea batatas L (patate douce) 

3.1 Description botanique 

 

Figure 16 : Représentation schématique de la plante Ipomoea batatas L. Source : International 

Potato Center (CIP), Agricultural Research for Development (ARD). www.cipotato.org. 

Ipomoea batatas, connue sous le nom commun de « patate douce », est une plante dicotylédone 
de la famille des Convolvulacées. L’ipomée est le nom générique qui regroupe l’ensemble des 
espèces du genre Ipomoea.  

C’est une plante vivace herbacée et rampante à croissance pérenne. Ses tiges longues et fines 
s’étendent sur le sol. Contrairement à la pomme de terre, la patate douce a des racines de 

Racines de stockage

Racines latérales
Racine principale
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stockage (ou racines tubéreuses) décrites comme des racines latérales et élargies, et non pas des 
tubercules. Les racines ont une croissance rapide et en se propageant, forment de nouvelles 
racines de stockage. Chaque plant produit quelques racines de stockage sur le site de plantation 
(10 environ), pesant entre 0,1 et 1 kg (Figure 16). 

Il existe un grand nombre de variétés dont la chair des racines de stockage peut être blanche, 
orange ou violette (Figure 17). La chair orange vient du β-carotène qu’elle contient et la couleur 
violette provient de sa richesse en anthocyanes. 

 

 

Figure 17 : Les différentes variétés de patate douce à chair violette, blanche et orange. Source: 

International Potato Center (CIP). 

 

3.2 Conditions de culture 

La patate douce est facile à cultiver et est peu exigeante en termes de conditions de culture. Sa 
température optimale de croissance est entre 21°C et 26°C et est bien adaptée à la chaleur et à 
la sécheresse. Elle peut se développer sur des sols très pauvres et peut même être cultivée à des 
altitudes pouvant atteindre 2500 mètres. Il a également été démontré que ces plantes sont plus 
tolérantes à des maladies, des ravageurs et à l'humidité élevée comparé à d’autres légumes-
feuilles cultivés dans les régions tropicales (Nedunchezhiyan et al., 2012). Cette plante se 
développe mieux sur des sols acides (pH optimum 5,5-6,5) et préfère une exposition ensoleillée. 
La patate douce est cultivée par propagation végétative, en réalisant des boutures à partir des 
tiges (source : International Potato Center ; CIP).  

L’ipomée est également un des rares légumes qui peut être cultivé facilement pendant les 
saisons de mousson. Les feuilles de cette plante sont parmi les seules légumes verts disponibles 
dans certains pays après une inondation ou un typhon (Islam et al., 2003; Loebenstein et 
Thottappilly 2009). 
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3.3 Distribution géographique et production 

La patate douce est une plante originaire du Yucatan au Mexique et de Honduras et fut 
découverte à l’époque de Christophe Colomb. Depuis, sa culture s’est étendue dans les régions 
tropicales et sous-tropicales (Chine, Etats-Unis, Inde, Japon, etc…).  

Elle est actuellement classée au 5ème rang mondial parmi les plus grandes cultures agronomiques 
comme le maïs et le blé. Selon les statistiques de la FAO, la production mondiale s'élevait en 
2013 à 110 millions de tonnes (http://faostat3.fao.org/) dont la Chine est le leader mondial avec 
80% de cette production (Source : AgMRC ; www.agmrc.org et www.cipotato.org).   

Son rendement de productivité dépasse de loin celui des autres cultures, avec un taux de 22 
kg/ha/jour en termes de matières sèches contre 18 pour le riz et la pomme de terre 
(www.fao.org). 

 

3.4 Valeurs nutritionnelles et propriétés médicinales 

Parallèlement à ses caractéristiques culturales, cette plante a également attiré l’attention en 
raison de ses qualités nutritionnelles et de ses propriétés thérapeutiques.  

La patate douce est une plante entièrement comestible. On peut aussi bien consommer les 
feuilles que les racines (Padmaja, 2009).  

Les feuilles, qui sont consommées comme un légume frais, ont l’avantage d’être récoltées 
plusieurs fois par an. De fait, leur production annuelle est beaucoup plus importante que celle 
d’autres légumes verts. Elles sont riches en vitamine B, fer, calcium, zinc et protéines (Guan et 

al., 2006). 

 

 

Figure 18 : Teneurs en macronutriments et valeur énergétique de la patate douce pour 100g 

de matière fraîche. Source : International Potato Center (CIP). 

Les racines tubéreuses présentent un apport énergétique de 76 kcal/ha/jour contre 50 pour le riz 
et la pomme de terre (source : FAO) (Figure 18). C’est l’un des produits alimentaires cibles 
pour la production d’ingrédients à haute valeur nutritive et pour ses apports bénéfiques sur la 

http://www.fao.org/
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santé humaine. Les composés actifs (rutine, acide chlorogénique, quercétine, acide caféique, et 
vitamine C) sont concentrés particulièrement dans la peau de la patate douce.  

Plusieurs études montrent que les acides phénoliques et les anthocyanes contribuent à l’activité 
antioxydante dans les racines de patate douce  (Oki et al., 2002; Rumbaoa et al., 2009). En 
effet, la corrélation entre l’activité antioxydante et la teneur en polyphénols totaux est très 
élevée dans les feuilles, ce qui indique que les polyphénols sont des antioxydants importants 
(Sun et al., 2014). Les acides caféoyl-quiniques contribuent également à l’activité antioxydante 
(Bellail, 2012). Les variétés à chair orange sont une source de β-carotène avec des 
concentrations jusqu’à 20mg/100g de matière fraîche. Les anthocyanes, responsables de la 
pigmentation dans la chair violette de la patate douce, ont des activités antioxydantes très fortes 
et font l’objet d’études pour des traitements préventifs contre le cancer colorectal (Lim et al., 
2013). Pour toutes ces raisons, l’ipomée fait partie des plantes choisies par la NASA pour 
effectuer des études de culture en milieu contrôlé et a été choisie comme une des plantes qui 
pourrait être une source primaire de nourriture dans le cadre de projets de colonisation spatiale 
(Islam et al., 2003).  

 

3.5 Une grande richesse en acides caféoyl-quiniques 

La patate douce est une plante connue pour sa forte résistance aux bactéries, aux champignons, 
aux insectes et aux parasites. Cette robustesse est étroitement reliée à sa richesse en composés 
phénoliques, en particulier les acides caféoyl-quiniques et dérivés (Duke et al., 2003). En effet, 
des études phytochimiques mettent en évidence une forte teneur en polyphénols et notamment 
en acide caféique et en dérivés d’acide caféoyl-quinique plus ou moins complexes.  

La patate douce contient un large panel d’acides caféoyl-quiniques dominés par l’acide 
chlorogénique, les acides 3,5- et 4,5-dicaféoyl-quiniques. Le profil biochimique, la distribution 
tissulaire et la teneur en acides caféoyl-quiniques peuvent varier selon l’origine géographique 
(Zheng et Clifford, 2008). Par exemple, le 3,4,5-TCQ présent dans les feuilles des variétés du 
Japon n’est pas détecté dans celles provenant de Chine et des Etats-Unis. Les acides caféoyl-
quiniques sont peu présents dans les racines des variétés de Chine et absents dans les feuilles 
des variétés du Japon (Truong et al., 2007).  

Les teneurs en acides phénoliques varient considérablement selon les variétés (Padda et Picha, 
2008). Par exemple, la teneur en 3,5-DCQ varie de 0,9 à 3% de matière sèche dans les feuilles 
entre les différentes variétés du Japon (Islam et al., 2002). 

La plus forte teneur en dérivés d’acide caféoyl-quinique est mesurée dans les feuilles (de 1,42 
à 17,1g/100g de matière sèche) où sont présents la majeure partie des différents composés 
(Figure 19) (Islam et al., 2002). L’analyse biochimique de 14 variétés commerciales provenant 
d’Europe et des Etats-Unis révèle que le 3,5-DCQ prédomine dans les feuilles, suivi de l’acide 
chlorogénique (Padda et Picha, 2008). Les formes majoritaires d’acide chlorogénique sont le 3- 
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et le 5-CGA. On détecte également en moindre quantité la forme 3,4,5-TCQ dont la teneur peut 
aller jusqu’à 1% de matière sèche dans les feuilles selon la variété (Islam et al., 2002). 

 

 

 

Figure 19 : Distribution des acides caféoyl-quiniques et dérivés dans les différentes parties de 

la plante Ipomoea batatas ; Jung et al, 2011. 

Dans les racines, les teneurs en dérivés d’acide caféoyl-quinique sont variables entre les variétés 
à chair blanche, orange et violette. La molécule majoritaire dans les racines peut être soit l’acide 
chlorogénique (5-CGA) soit le 3,5-DCQ selon la variété et l’acide caféique est le moins 
abondant (Truong et al., 2007).  

Une étude a montré que toutes les variétés à chair violette ont la même activité antioxydante et 
la meilleure teneur en composés phénoliques totaux. La plus forte teneur en acide chlorogénique 
est trouvée chez une variété à chair blanche, tandis que la plus forte teneur en 3,5-DCQ est 
trouvée dans une variété à chair violette (50mg/100g de matière sèche). Celles à chair orange 
ont des teneurs variables en CGA et DCQ (Padda et Picha, 2008). Parmi elles, la variété 
« Beauregard » est l’une des plus étudiées et l’une des plus riches en 3,5-DCQ avec une teneur 
d’environ 3mg/100g de matière sèche dans les racines (Bellail, 2012). Les auteurs Padda et 
Picha ont montré que les petites racines de stockage de cette variété (diamètre de 1,2cm) ont 
des teneurs en acides caféoyl-quiniques plus fortes que dans les racines plus larges (Padda et 
Picha, 2008).  
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Figure 20 : Représentation schématique d’une coupe transversale d’une racine de stockage de 

patate douce. 

Une analyse des racines indique qu’approximativement 78% des acides caféoyl-quiniques sont 
trouvés dans la peau et jusqu’à 5mm de profondeur de la racine de stockage (Son et al., 1991). 
L’acide chlorogénique et le 3,5-DCQ sont localisés dans le périderme et la stèle et sont 
particulièrement concentrés dans le cortex à des taux similaires (Figure 20). Le 3,5-DCQ a une 
teneur plus forte que l’acide chlorogénique dans le périderme. Le 3,5-DCQ représente 80% de 
la teneur en acides dicaféoyl-quiniques totaux dans la racine (Harrison et al., 2001, 2008). 

Des chercheurs ont mis au point un système de culture cellulaire à partir de racines de stockage 
de patate douce pour la production d’acide chlorogénique, de 3,4-, 3,5- et 4,5-DCQ ainsi que 
de 3,4,5-TCQ. Le composé majeur produit par les cellules était le 3,5-DCQ pouvant atteindre 
un niveau d’accumulation de 80mg/100g de matière fraîche (Konczak et al., 2004, 2005). 
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OBJECTIFS DE LA THESE 

Cette thèse s’inscrit dans le cadre d’un contrat CIFRE financé par l’entreprise Plant Advanced 
Technologies, située à Vandœuvre-lès-Nancy, et en collaboration avec l’UMR1121 Université 
de Lorraine/INRA Laboratoire Agronomie et Environnement (LAE). 

La société PAT produit des extraits racinaires d’ipomée par la technologie dite des ʺPlantes à 

Traire® ̏ avec une teneur moyenne en 3,5-DCQ de 1g/L. Cette molécule fait l’objet d’un contrat 

de production avec CHANEL notamment pour la confection de crèmes anti-rides. Les niveaux 
de production peuvent parfois varier en fonction des conditions de culture et la production ne 
peut être maintenue en continu toute l’année due aux changements de saison.  

En parallèle de la technologie Plantes à Traire®, l’entreprise souhaite développer de nouvelles 
plateformes de production de molécules d’intérêt en élaborant des outils d’ingénierie 
métabolique ou de biologie de synthèse. Les molécules dérivées des acides caféoyl-quiniques 
constituent une des familles de molécules cibles. Pour produire ces molécules à l’échelle 
industrielle, une stratégie consiste dans un premier temps à isoler les gènes impliqués dans leur 
voie de biosynthèse chez l’ipomée. Dans un second temps, ces gènes pourront être utilisés pour 
stimuler la production de DCQ chez la plante par des approches de génie génétique, ou alors 
pour produire directement ces molécules dans des systèmes hétérologues comme des micro-
organismes.  

Pour comprendre les mécanismes moléculaires mis en jeu dans la synthèse de ces molécules, 
des travaux ont été initiés au LAE en 2006 au travers d’une collaboration avec l’Université de 
Turin. Ces travaux ont, jusque-là, permis de caractériser un certain nombre d’étapes clés de la 
voie de biosynthèse chez l’artichaut et ont été valorisés par deux publications (Comino et al., 
2007, 2009). En 2011, le LAE a initié une collaboration avec la société PAT pour identifier les 
gènes candidats impliqués dans la synthèse des dérivés d’acide caféoyl-quinique chez Ipomoea 

batatas, la patate douce. Ce projet a permis la construction d’une banque RNAseq basée sur des 
ARNs extraits de racines d’ipomée surproduisant du 3,5-DCQ. Une analyse de cette banque a 
mené à l’identification d’une dizaine de séquences codant des acyltransférases correspondant à 
des candidats potentiellement impliqués dans la synthèse de la molécule d’intérêt. 

Dans le cadre de mon travail de thèse, j’ai été amenée à réaliser des choix entre ces différents 
gènes afin d’identifier et de caractériser celui qui pourrait jouer un rôle dans la synthèse de 
DCQ. Ce travail a été réalisé en trois étapes. 

La première étape a reposé sur une approche de qPCR différentielle couplée à une analyse 
phytochimique. Une recherche de corrélation entre l’expression des gènes candidats et la 
production de DCQ dans des racines d’ipomée a permis de faire un tri parmi les différents 
candidats identifiés dans la banque RNAseq. 



Objectifs de la thèse 

73 
 

La seconde étape a consisté à réaliser la caractérisation fonctionnelle des gènes candidats en 
exprimant les protéines correspondantes dans un système d’expression hétérologue bactérien et 
en réalisant des tests enzymatiques in vitro. 

La troisième étape m’a amenée à étudier la fonction de l’enzyme dans la plante en introduisant 
le gène dans le génome du tabac, une plante ne produisant pas ou peu de DCQ. Ces plantes 
transgéniques ont également été testées pour leur résistance à des maladies fongiques. 
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MATERIEL ET METHODES 

1 Le matériel biologique 

1.1 Le matériel végétal 

1.1.1 Nicotiana tabacum var Samsung 

Les graines de Nicotiana tabacum var Samsung ont été fournies par l’INRA de Colmar (Dr 
Philippe Hugueney, Laboratoire de Génétique et d’Amélioration de la Vigne, UMR1131, 
INRA, Université Louis Pasteur Strasbourg). Elles ont été mises en germination en condition 
in vitro.  

 

1.1.2 Ipomoea batatas 

1.1.2.1 La variété 

La variété a été fournie par la société d’horticulture DELACOUR. Cette variété a été multipliée 
par bouturage chez PAT. 

 

1.1.2.2 La culture des plantes en serre 

 Les milieux de culture 

 

Tableau 7 : Composition des engrais N.P.K dans les milieux de culture des ipomées.           

N : azote ; P : phosphore ; K : potassium. 

Les mêmes conditions de culture que celles utilisées chez PAT ont été utilisées. Les milieux de 
culture renferment des engrais fertilisants conventionnels commercialisés sous forme de poudre 
fabriquée par Plantprod (Tableau 7). Ce milieu contient des éléments nutritifs qui sont l’azote, 
le phosphate et le potassium (N, P, K) présents à l’état pur. Ces minéraux sont solubilisés dans 
l’eau pour être bio-disponibles pour la plante. Ces milieux peuvent être de composition variable 

N 
(azote)

P 
(phosphore)

K 
(potassium)

Ref
fournisseur
(Plantprod)

Condition « contrôle » 15 10 30 11345201

Condition « azote limitant » 0 15 40 16250801
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selon le rapport N.P.K. Dans le cadre de notre étude, nous avons utilisé deux modalités de 
milieu : une modalité « contrôle » composée des 3 éléments minéraux (ratio N/P/K : 15-10-30) 
et une condition « azote limitant » dont l’engrais ajouté dans le milieu est dépourvu d’azote 
(ratio N/P/K : 0-15-40). Le ratio N.P.K de ces deux engrais est indiqué dans le Tableau 7. Les 
solutions nutritives sont préparées par dissolution des engrais dans l’eau du robinet et la teneur 
en électrolytes est ajustée à une électroconductivité de 1,2 mS.cm-1 final.   

 

 Les systèmes aéroponiques 

Il s’agit d’une technique qui découle de l’évolution de la culture hydroponique. Les parties 
aériennes poussent à l’air libre sous serre et les racines sont confinées dans un circuit fermé où 
l’irrigation est assurée par la brumisation de la solution nutritive. Deux boutures de plante sont 
mises dans des pots ajourés remplis de billes d’argile. Les pots sont transférés sur des plaques 
Barthélémy placées sur le système aéroponique (d’une surface de 1,96m2) pouvant loger 32 
pots. Les plaques sont disposées sur un container fermé à l’intérieur duquel le milieu est diffusé 
par des buses d’aspersion. Le système est connecté à une pompe contrôlée par un 
programmateur pour régler le cycle d’arrosage. La durée d’aspersion est de 30 secondes suivie 
d’un temps d’arrêt de 3 minutes. Le bac de milieu nutritif est rempli de 40L de milieu dont 
l’électroconductivité est ajustée à 1,2mS en rajoutant de l’engrais en poudre (N/P/K : 0.15.40 
pour la modalité sans azote et 15.10.30 pour la modalité avec azote) ou en diluant à l’eau tous 
les 2 jours avec un électroconductimètre.  

 

1.1.3 Le prélèvement des tissus 

Pour Ipomoea batatas, les prélèvements sont réalisés aléatoirement sur trois racines coupées 
longitudinalement. Les tissus sont broyés à l’azote liquide et la poudre est divisée en deux 
parties. Une partie a été réservée pour réaliser les extractions d’ARN (δ 4.1.1) et l’autre partie 
pour la préparation d’extraits hydro-éthanoliques servant aux analyses phytochimiques (δ 
7.4.2). Pour les tabacs transgéniques cultivés in vitro, nous avons prélevé en condition stérile 
des jeunes feuilles d’environ 2 cm de largeur et 4 cm de longueur avec le pétiole. Les tissus 
sont congelés immédiatement dans l’azote liquide et placés à -80°C. 
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1.2 Les souches bactériennes 

1.2.1 Escherichia coli 

1.2.1.1 Les souches d’Escherichia coli utilisées pour le clonage des gènes 

d’intérêt 

1.2.1.1.1 La souche Genehogs® 

La souche Genehogs® est commercialisée par InvitrogenTM (ThermofisherScientific, Waltham, 
Massachusetts, USA). Cette souche dérive des bactéries E. coli DH10B et a été spécialement 
conçue pour cloner des fragments d’ADN de grande taille. Elle a pour génotype : F- mcrA 

Δ(mrr-hsdRMS-mcrBC) φ80lacZΔM15 ΔlacX74 recA1 araD139 Δ(ara-leu)7697 galU galK 

rpsL (StrR) endA1 nupG fhuA::IS2. 

 

1.2.1.1.2 La souche MC 1022 

Cette souche, développée par un laboratoire américain (Casadaban et Cohen, 1980), est utilisée 
pour le clonage de vecteurs de grande taille (d’environ 14kb). Dérivée de la souche K12 
d’Escherichia coli, son génotype est le suivant : araD139 (ara leu)7697 Δ(lacZ)M15 galU galK 
strA.  

 

1.2.1.2 Les souches utilisées pour l’expression des protéines recombinantes 

1.2.1.2.1 Les souches BL21 (DE3) et RosettaTM 2 

Dérivée de la souche E. coli B, la souche BL21 (DE3) (Novagen) a été optimisée pour 
l’expression des protéines recombinantes. Son génome renferme une région contenant le gène 
lacI, le promoteur lacUV5 et le gène codant l’ARN polymérase T7. Son génome est 
naturellement dépourvu des protéases OmpT et Lon, ce qui conduit à une production des 
protéines recombinantes intactes avec des hauts rendements. Le suffixe « DE3 » indique que 
l’hôte est un lysogène de DE3, portant une copie chromosomique du gène codant la T7 RNA 
polymérase sous le contrôle du promoteur inductible lacUV5. Cette souche est utilisée pour 
produire des protéines recombinantes après induction du promoteur T7 par l’IPTG.  

L’autre souche utilisée est RosettaTM 2 (Novagen) qui est une souche BL21(DE3) modifiée pour 
faciliter l’expression des protéines eucaryotes. Elle contient un plasmide qui porte le gène 
codant les ARN-t requis pour la traduction des codons rarement présents chez les procaryotes. 
Ce plasmide confère la résistance au chloramphénicol. Elle est caractérisée par le génotype 
suivant : F- ompT hsdSB (rB

- mB
-) gal dcm pRARE2 (CamR).  
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1.2.1.2.2 La souche M15 [pRP4] 

Cette souche est commercialisée par Qiagen. Elle contient dans son génome un plasmide pREP4 
qui confère la résistance à la kanamycine et qui exprime constitutivement le répresseur lac 
empêchant l’expression basale de la protéine d’intérêt. Elle convient au clonage des systèmes 
plasmidiques de type pQE sous le contrôle du promoteur T5. 

 

1.2.2 Agrobacterium tumefaciens     

Dans le cadre de ce travail, nous avons utilisé la souche d’Agrobacterium tumefaciens 
LBA4404 pour la transformation de Nicotiana tabacum. Son plasmide de virulence (pAL4404) 
contient le gène de résistance à la streptomycine. L’Agrobactérie porte également un gène de 
résistance à la rifampicine (RifR) sur son chromosome.  

 

1.3 Les souches fongiques 

Les souches fongiques ont été fournies par la Mycothèque de l’Université Catholique de 
Louvain (MUCL/BCCM, Belgique). Ces espèces fongiques ont été choisies d’une part parce 
qu’elles sont peu exigeantes à cultiver et d’autres parts parce qu’elles sont décrites comme étant 
sensibles à des dérivés d’acide chlorogénique (Dan et al., 2010; Chen et al., 2013).  

 

1.3.1 Botrytis cinerea 

Pour les tests d’infection fongique, nous avons utilisé la souche MUCL 43837 de Botrytis 

cinerea aggr. Ce phytopathogène est classé parmi les Ascomycètes. Il est polyphage, c’est-à-
dire qu’il ne présente pas de spécificité d’hôte. Il peut attaquer de nombreuses espèces 
végétales, y compris la tomate et le tabac (Swartzberg et al., 2008). Pour le cultiver in vitro, ce 
champignon se développe sur un milieu PDA à 25°C et à l’obscurité. 

 

1.3.2 Phytophthora parasitica 

Les tests d’infection fongique ont été effectués avec la souche de Phytophthora parasitica 
Dastur MUCL 41915 (collection CCMM/INRA P196) originaire du Maroc. C’est un Oomycète 
responsable de nombreuses maladies dévastatrices en agriculture. Ce parasite est capable 
d’infecter un large spectre de plantes hôtes en particulier les Solanacées comme le tabac, la 
tomate et la pomme de terre (Benson, 1997; Attard et al., 2008; Meng et al., 2014). C’est un 
micro-organisme biotrophe, c’est-à-dire qu’il a besoin d’un tissu vivant pour acquérir les 
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nutriments nécessaires à sa croissance (Chang et al., 2015). En laboratoire, ce champignon se 
cultive sur un milieu V8 à 25°C.  

 

1.4 Les plasmides 

1.4.1 Le plasmide TA pCRTM8 

Le kit « pCRTM8 /GW/ TOPO® TA Cloning » est commercialisé par InvitrogenTM. Cette 
appellation sera simplifiée par le terme « pCR8 ». C’est un plasmide à haut niveau de copies de 
2817pb. Son système TOPO® permet de cloner en 5 minutes le produit PCR et est accessible 
au séquençage. Le vecteur se présente sous forme linéaire, avec un nucléotide 3’-thymidine (T) 
à chaque extrémité. La topoisomérase I est liée de façon covalente au niveau des sites CCCTT 
et catalyse la ligation du produit PCR entre les deux sites (Figure 21).  

Ce vecteur bénéficie de la technologie Gateway® (GW), ce qui permet de transférer le gène 
d’intérêt vers un vecteur de type Gateway par recombinaison sur des sites spécifiques.   

 

 

Figure 21 : Représentation schématique du plasmide pCR8/GW/TOPO. Taille : 1817 pb. attL 

1 et 2 : sites de recombinaison Gateway®. rrnB T1 et T2 : sites de terminaison de la 

transcription. P(SpecR) : promoteur du gène de résistance à la spectinomycine. M13 Dir et 

Rev : sites d’aide au séquençage de l’insert. T7 pro : promoteur T7. pUC ori : origine de 

réplication du plasmide. TOPO : TOPO isomérase. 

Ce plasmide comporte plusieurs éléments (Figure 21) : 

- L’origine de réplication pUC (ori) permet la réplication du plasmide à hautes copies et 
son maintien dans la bactérie. 
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- Les sites de terminaison de la transcription rrnB T1 et T2 réduisent la toxicité potentielle 
dans E. coli de l’expression basale du produit de PCR. 

- Le promoteur T7 est reconnu par l’ARN polymérase et participe à la transcription in 

vitro. Cette séquence peut s’hybrider à des amorces universelles qui aident au 
séquençage de l’insert. 

- Les sites universels M13 Dir et M13 Rev ne sont pas utilisés pour le clonage, mais 
aident au séquençage pour vérifier la séquence du fragment d’intérêt. 

- Les sites attL1 et attL2 sont reconnus par des clonases qui réalisent des recombinaisons 
entre le plasmide donneur et le plasmide receveur de type Gateway®, permettant le 
transfert du gène d’intérêt.  

- La cassette « TOPO® cloning » est le site d’insertion du produit PCR. Les deux sites de 
restriction EcoRI encadrant le site de clonage permettent une excision simple de l’insert 
pour vérifier la présence de l’insert recombiné par digestion enzymatique. 

- Le promoteur du gène de résistance à la spectinomycine permet d’activer l’expression 
du gène. 

- Le gène de résistance à la spectinomycine (aadA1) permet de sélectionner les bactéries 
ayant reçu le plasmide. 

 

1.4.2 Les plasmides d’expression des protéines recombinantes 

1.4.2.1 Le plasmide pET28b 

Le plasmide pET28b provient de chez Novagen®. Le système pET est conçu pour le clonage et 
l’expression des protéines recombinantes chez E. coli. Ce plasmide d’expression est équipé 
d’un promoteur T7 contrôlant l’expression du gène d’intérêt uniquement en présence de l’ARN 
T7 polymérase (dérivant du bactériophage T7) dans la cellule hôte. Cette enzyme dont le gène 
est placé sous le contrôle du promoteur lacUV5 inductible est activée par l’IPTG. L’ajout 
d’IPTG dans le milieu induit l’expression de l’ARN T7 polymérase qui consécutivement aboutit 
à l’expression du gène cible.  

 

 



 

82 
 

 

Figure 22 : Représentation schématique du plasmide pET28b. Taille : 5368pb. MCS : site de 

clonage multiple. T7 tag : étiquette T7. His6 tag : étiquette hexa-histidine. T7 pro : promoteur 

T7. T7 ter : terminateur T7. Thr : site de clivage par la thrombine. P LacI : promoteur du gène 

lacI (gène codant le répresseur lac). ori : origine de réplication du plasmide. 

Ce plasmide comprend les éléments suivants (Figure 22) : 

- Le site F1 ori représente l’origine de réplication du plasmide qui indique l’orientation 
de l’insert.  

- L’étiquette de fusion hexa-histidine ou « His6-tag » facilite la détection par des 
techniques immunologiques et la purification de la protéine d’intérêt par 
chromatographie d’affinité. Le plasmide permet la construction de protéines de fusion 
possible avec une étiquette His6 soit à l’extrémité N-terminale soit à l’extrémité C-
terminale de la protéine recombinante. L’étiquette placée à l’extrémité C-terminale peut 
être optionnellement retirée en gardant le codon stop sur la séquence d’intérêt ou en 
l’éliminant plus tard avec la thrombine. Cette protéase a un site de clivage spécifique à 
cette région.  

- Le promoteur inductible T7 induit l’expression du gène d’intérêt en présence de l’ARN 
polymérase T7 activée par une source. Ainsi, la protéine n’est exprimée qu’après ajout 
d’IPTG dans le milieu. Cela permet de contrôler dans le temps la production de 
protéines fragiles ou potentiellement toxiques pour la bactérie.  

- Le gène conférant la résistance à la kanamycine permet de sélectionner les bactéries 
transformées.  

- Le site MCS correspond au site de clonage multiple contenant les sites de restriction où 
peut être inséré le transgène. 

- Le terminateur T7 situé à la fin de la région MCS, est nécessaire à l’expression efficace 
de la protéine. Sa séquence est hybridée par des amorces universelles pour faciliter le 
séquençage de l’insert.  

pET-28b (+)

5368 pb lacI

P lacI

T7 ter

T7 pro
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- Le gène lacI code le répresseur lac qui permet d’empêcher l’expression basale de la 
protéine à cause d’une expression résiduelle de l’ARN T7 polymérase par le promoteur 
lacUV5. 
 

La carte du pET28b est identique aux autres systèmes plasmidiques pET28 à l’exception d’un 
nucléotide « C » qui a été supprimé en amont du site de reconnaissance (GGATCC) de BamHI, 
(Figure 23). Ce vecteur s’exprime donc à partir du triplet GAT du site BamHI.  

 

 

Figure 23 : Séquence nucléotidique de la région d’expression du système pET comprenant les 

sites de restriction et les étiquettes de fusion His-Tag. rbs : site de fixation du ribosome essentiel 

à la traduction. Le nucléotide « C » surligné en jaune est absent dans la séquence nucléotidique 

du plasmide pET28b. 

 

1.4.2.2 Les constructions plasmidiques utilisées comme témoins positifs dans ce 

travail  

1.4.2.2.1 Le plasmide pET3a-CyHCT 

L’HCT d’artichaut a été utilisée comme témoin positif pour le test de synthèse de DCQ. Le 
gène codant l’HCT d’artichaut (CyHCT) a été cloné dans le pET3a (Figure 24) par Dr. Cinzia 
Comino (Laboratoire « Plant Genetics and Breeding », Université de Turin, Italie)(Comino et 

al., 2007) et la protéine a été exprimée dans la souche RosettaTM 2 d’E. coli.  
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Figure 24 : Représentation schématique du plasmide pET3a. Ori : origine bactérienne de 

réplication, AmpR : gène de résistance à l’ampicilline ; PAmpR : promoteur du gène AmpR ; 

T7ter : terminateur T7 ; PT7 : promoteur T7 ; ROP : gène « repressor of Primer », dont les 

effets régulent le nombre de copies du plasmide dans la bactérie. 

C’est un plasmide de 4640pb à faible nombre de copies qui permet le clonage et l’expression 
de gènes dans la bactérie E. coli. Ce plasmide dispose de sites de restriction uniques permettant 
de cloner un gène d’intérêt sous le contrôle du promoteur T7 (Figure 24) et est inductible par 
l’IPTG. Le plasmide pET3a est commercialisé par Novagen®. 
 
 

1.4.2.2.2 Le pGEX-NtHCT 

L’HCT de tabac (NtHCT) a été utilisée comme témoin positif pour confirmer l’activité de 
synthèse d’acide chlorogénique. Ce gène a été transmis directement dans le pGEX-KG par Dr 
Laurent Hoffmann (IBMP, Université Louis Pasteur, Strasbourg) et la protéine a été exprimée 
chez la souche Rosetta 2 d’E. coli. 

Le plasmide pGEX-KG (Amersham Biosciences) dérive du plasmide pBR322 et contient le 
gène de résistance à l’ampicilline. Il contient un promoteur tac qui peut être induit par l’IPTG 
pour induire l’expression de protéines recombinantes fusionnées à des étiquettes glutathion-S-
transférase (GST). 

 

1.4.2.3 Le pQE30-4CL 

Le plasmide pQE30 est commercialisé par Qiagen. Sa taille est de 3,4kb et son origine de 
réplication est représentée par la région ColE1 (Figure 25). Ce plasmide est doté de plusieurs 
propriétés : 

- Il confère la résistance à l’ampicilline grâce au gène bla. 

T7ter

PT7

Ori

pET3a
4640 pb

C
yH

C
T
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- Il est équipé du promoteur fort T5 qui active la transcription de la région codante (ORF) 
d’intérêt insérée dans le site multiple de clonage (MCS) en présence d’une source 
inductible. L’IPTG est utilisé pour induire l’expression de la protéine d’intérêt. En son 
absence, le répresseur LacI interagit avec l’opérateur LacO et réprime l’expression du 
gène d’intérêt. Ce vecteur s’exprime dans des souches d’E. coli spécifiques comme la 
souche M15[REP4]. 

- Il contient une séquence 6xHis en 5’ qui permet d’avoir une protéine « his-taggée » à 
l’extrémité N-terminale. 

La région codante de la 4CL1 a été isolée de Nicotiana tabacum dont l’activité de l’enzyme 
codée a été décrite par Lee et Douglas (Lee et Douglas, 1996). La séquence a été clonée dans 
le plasmide pQE30 par le Professeur Douglas (Département de Botanique, Université de 
Colombie Britannique, Vancouver, Canada).  

 

 

Figure 25 : Représentation schématique du pQE30. PT5 : promoteur T5. RBS : site de fixation 

au ribosome. 6xHis : étiquette 6xHis fusionnée à la séquence codante en 3’. Ampicilline : gène 

bla codant pour la -lactamase. Lac O : opérateur lac. 

 

1.4.2.4 Le plasmide binaire pGWB2-GW 

Le plasmide pGWB2-GW a été développé et envoyé par l’équipe de Tetsuya Kimura 
(Nakagawa et al., 2007). Ce vecteur de destination est utilisé pour le clonage et l’expression 

pQE30
3461 pb
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constitutive d’un gène d’intérêt lors de transformation de plantes (stable ou transitoire). Il 
contient un ADN-T entre les bordures gauches (LB) et droites (RB) composé des éléments 
suivants (Figure 26) : 

- Le promoteur 35S issu du virus de la mosaïque du chou-fleur (CaMV), placé en amont 
du gène d’intérêt, permet une expression constitutive.  

- Le gène hpt (codant l’hygromycine phosphotransférase), placé sous le contrôle du P35S, 
confère la résistance à l’hygromycine pour permettre de sélectionner les cellules 
végétales transformées.  

- Les sites de recombinaison attR1 et attR2, reconnus par la LR clonase, permettent le 
clonage directionnel du gène dans le plasmide par LR recombinaison avec les sites attL1 
et attL2 de pCR8.  

- Le gène nptII (codant la néomycine phospho transférase II), placé sous le contrôle du 
promoteur et du terminateur de la nopaline synthase (Pnos et Tnos), permet la sélection 
par la kanamycine des cellules bactériennes transformées. 
 

 

Figure 26 : Représentation schématique du plasmide pGWB2-GW. Taille : 17236 pb. De 

LB (Left border) à RB (Right Border) sur l’ADN-T : P35S promoteur du virus de la mosaïque 

du chou-fleur ; hpt : gène de résistance à l’hygromycine. Tnos : terminateur de la nopaline 

synthase. attR1, attR2 : sites de recombinaison pour la LR recombinaison; RfB : cassette de 

recombinaison ; ccdB : gène de létalité d’E. coli. CmR : gène conférant la résistance au 

chloramphénicol ; nptII : gène codant la néomycine phosphotransférase ; Pnos : promoteur du 

gène codant pour la nopaline synthase. KanR : gène de résistance à la kanamycine. 

- La cassette RfB est encadrée par les sites att. Elle contient le gène ccdb qui entraîne la 
létalité cellulaire chez E. coli. Afin de multiplier le plasmide qui présente ce gène, nous 
utilisons une souche de bactérie résistante : la ccdB survivalTM. La cassette renferme 

pGWB2-GW
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Npt II
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également le gène CmR qui confère la résistance au chloramphénicol permettant ainsi 
de sélectionner et de maintenir le plasmide non recombiné dans la bactérie. 

 

En dehors de l’ADN-T, le plasmide pGWB2-GW contient le gène KanR qui confère aux 
bactéries transformées la résistance à la kanamycine.  

 

2 Les outils de bioinformatique 

Les 13 séquences candidates ont été récupérées à partir de la banque RNAseq de PAT et ont été 
alignées avec des acyltransférases BAHD récupérées sur Genbank (Annexe 12) en utilisant 
l’outil Clustal W (matrice Blosum80) via le logiciel BioEdit (version 7.2.3). Les régions 
consensus ont été recherchées avec un seuil d’acceptation de conservation des séquences de 
95%. Un arbre phylogénétique a été construit à l’aide du logiciel MEGA 6 (version 6.06) en 
utilisant la méthode Neighbour-Joining (model Poisson ; distance de séparation : 4). Les valeurs 
des Bootstraps ont été calculées avec 1000 répétitions. L’acyltransférase EcATA (ID : 
NP_312354.1) issue d’E. coli a été choisie comme groupe extérieur pour enraciner l’arbre. 

La recherche d’homologie des séquences peptidiques a été réalisée avec l’outil d’alignement 
BLAST.  

 

3 Les outils de microbiologie  

3.1 Mise en place des conditions stériles 

La manipulation des micro-organismes doit se dérouler sous un poste de sécurité 
microbiologique (PSM). Pour maintenir les conditions stériles, les champignons et les bactéries 
sont manipulés sous une hotte à flux laminaire vertical. Les milieux de culture et la verrerie 
(erlenmeyers, bouteilles Schott, etc…) sont stérilisés à l’autoclave (120°C, 20 min, 1 bar). Les 
milieux gélosés sont préparés dans des boîtes de Pétri stériles de 9 cm de diamètre. A chaque 
utilisation, les instruments métalliques (anses, pipettes Pasteurs, pinces, etc...) sont plongés 
dans l’éthanol 70% puis flambés. Les solutions stériles sont également ouvertes près d’une 
flamme.  
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3.2 Les conditions de culture des bactéries 

3.2.1 Les milieux de culture 

Les bactéries sont cultivées en milieu liquide ou sur un milieu solidifié avec 2% d’agar. Leur 
température optimale de croissance est de 37°C pour les souches dérivant d’E. coli et 28°C pour 
les Agrobactéries. Le milieu LB (Lysogeny Broth) est utilisé pour la culture d’E. coli. Sa 
composition et sa préparation sont indiquées dans le Tableau 8. Pour la culture des 
Agrobactéries, on utilise le milieu YEB (Yeast Extract Beef extract) (Tableau 9). Pour assurer 
une bonne oxygénation des cellules, les cultures liquides sont maintenues sous agitation 
rotatoire (200 rpm) dans des erlenmeyers en respectant un rapport de volume liquide/air de 1 :3.  

 

 

Tableau 8 : Composition du milieu LB (Lysogeny Broth) 

 

 

Tableau 9 : Composition du milieu YEB (Yeast Extract Beef extract). 

 

Composé Concentration (g/L) Poudre commerciale 

Tryptone
Extrait de levure

NaCl
Agar (si milieu solide)

10
5
10
20

- Ref. L3522, Sigma-Aldrich 
- Préparation: 25g/L dans H2O 

distillée

pH 7,5

Composé
Référence fournisseur 

(Sigma-Aldrich)
Concentration

(g/L)

Extrait de bœuf
Extrait de levure

Peptone
Saccharose

MgSO4

Agar (si milieu solide)

B4888
92144
73049
84100
434183
A5306

10
5
10
15
0,5
20

pH 7,2
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3.2.2 Les antibiotiques utilisés 

Certains milieux sélectifs doivent être préparés en rajoutant l’antibiotique approprié. Les 
concentrations des antibiotiques et leur mode de préparation sont indiqués dans le Tableau 10. 

 

 

Tableau 10 : Liste des antibiotiques utilisés comme agents de sélection des bactéries. * Kalys, 

Bernin, France. 

 

3.3 Les conditions de culture des champignons 

 

Tableau 11 : Composition des milieux de culture pour les espèces fongiques étudiées. 

Antibiotique
Références 
Fournisseur

Concentration
stock

Concentration 
finale (mg/L)

Spectinomycine S0188*
100 mg/mL dans
DMSO/H2O 1:1

100

Streptomycine S0148*
100 mg/mL dans
EDTA 1mM

100

Kanamycine K0126*
50 mg/mL dans

dH2O 25

Rifampicine R0146*

50 mg/mL dans 
dH2O

100

Ampicilline A0104* 100

Hygromycine H0192* 100

Chloramphénicol C0113* 100

Espèce fongique Milieu de culture Composition du milieu pour 1L

Botrytis cinerea

PDB (Potato Dextrose 
Broth) 

- 24g de poudre PDB (Ref. P6685, Sigma-
Aldrich)

PDA (Potato Dextrose 
Agar)

- 39g de poudre PDA (Ref. 70139, Sigma-
Aldrich)

- 2g de glucose

Phytophthora 

parasitica
V8 5% agar

- 200mL de jus V8® Campbells
- 2g CaCO3

- 20g d’agar Bacto (Ref. A5306, Sigma-
Aldrich)
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Les cultures sont renouvelées en disposant trois fragments d’agar issus de la culture d’origine 
sur le milieu de culture approprié (Tableau 11). Les boîtes de Pétri sont incubées à l’obscurité 
à 25°C pendant 10 jours pour Botrytis cinerea et 15 jours pour Phytophthora parasitica.  

 

4 Les outils de biologie moléculaire  

4.1 L’extraction et la détection des acides nucléiques 

4.1.1 Extraction des ARN 

Avant d’entreprendre une extraction d’ARN, le matériel et le plan de travail doivent être 
nettoyés au RNAseZap (AM9780, Thermofisher Scientific, Waltham, Massachusetts, USA) 
pour éliminer les RNAses. Les ARN totaux sont extraits à l’aide du kit « RNeasy Plant Mini 
Kit » (74903 ; Qiagen, Courtaboeuf, France) dont le protocole est décrit en Annexe 2. Après 
purification, il peut rester quelques traces d’ADN génomique qui pourraient donner de faux 
positifs dans des réactions d’amplification. L’ADNg est donc éliminé par un traitement à la 
DNAse avec le kit TURBO DNA-freeTM (Ambion, ThermoFisher Scientific, Waltham, 
Massachusetts, USA). Les procédures sont indiquées en Annexe 3. Les échantillons doivent 
être conservés à -20°C ou -80°C en cas d’utilisation ultérieure. La qualité des ARN doit être 
vérifiée sur gel d’agarose. L’observation des 2 bandes correspondant aux ARN ribosomiques 
indique l’absence de dégradation des ARN (Annexe 3). L’absence d’ADNg est vérifiée par une 
PCR contrôle sur ARN où l’on ne doit obtenir aucune amplification.    

 

4.1.2 Extraction de l’ADN génomique 

Les extractions d’ADN génomique ont été effectuées pour la caractérisation des tabacs 
transgéniques en suivant les indications données dans le protocole fourni dans le kit « DNeasy 
Plant Mini Kit » (Annexe 4). Les ADNg ont été obtenus à partir de jeunes feuilles de vitro 
plants de tabac. Les ADNg sont dosés au Qubit (InvitrogenTM) (cf δ 4.2) et leur présence est 
vérifiée par une PCR contrôle avec des amorces spécifiques d’un gène ubiquitaire comme 
l’actine.   

 

4.1.3 Extraction d’ADN plasmidique à partir de bactéries transformées 

Une colonie bactérienne possédant le plasmide est mise en culture dans 2mL de LB stérile (avec 
les antibiotiques de sélection) afin de multiplier le plasmide. Après 18h de culture, la suspension 
bactérienne est centrifugée pendant 3 minutes à 12400xg. Les bactéries sont lysées par un 
détergent en milieu alcalin afin de libérer l’ADN génomique et plasmidique. L’ADN 
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plasmidique est extrait selon les procédures du kit GenEluteTM Plasmid Miniprep Kit (PLN350, 
Sigma-Aldrich, St Louis, MO, USA) détaillées en Annexe 5.  

 

4.1.4 Migration sur gel d’électrophorèse et révélation des acides nucléiques 

Les acides nucléiques (plasmides, ADNc, ADNg, produits de PCR, ARN) sont séparés par 
électrophorèse sur un gel d’agarose 1 à 1,5% (m/v) préparé dans du tampon TAE (Tris acétate 
40mM, EDTA 1mM, pH8).  

 

4.1.5 Extraction d’un gène à partir d’un gel d’électrophorèse 

Le fragment d’ADNc amplifié par PCR doit être extrait du gel d’agarose et purifié afin de le 
cloner dans un plasmide d’expression. La bande correspondant au gène cible est excisée du gel 
sous lampe UV et le gène est purifié selon les procédures du kit « MinElute PCR purification » 
(28004, Qiagen) décrites en Annexe 10.  

 

4.2 La quantification des acides nucléiques et des protéines 

Les acides nucléiques sont quantifiés à l’aide du fluorimètre QubitTM 3.0 (InvitrogenTM). Ce 
système utilise des marqueurs fluorescents qui se fixent spécifiquement à la molécule cible 
(ADN, ARN, protéine). La détection de la fluorescence est plus sensible, plus précise et plus 
spécifique que les mesures d’absorbance UV à 260 nm (ADN et ARN) et 280 nm (protéines) 
au spectrophotomètre. La limite de détection de l’appareil est de 10ng/mL pour l’ADN, 
250ng/mL pour l’ARN et 12,5µg/mL pour les protéines totales.  

Une solution de dilution est préparée en mélangeant N µL de fluorophore et N x 199 µL. N 
représente le nombre d’échantillons et d’étalons. 10µL de solution de référence sont dilués dans 
200µL final et 2-20µL d’échantillon selon la concentration attendue en ADN, ARN et protéine. 
Les échantillons sont immédiatement vortexés et peuvent être analysés au bout de 2 minutes 
pour les acides nucléiques et 15 minutes pour les protéines. Avant de faire les mesures, 
l’appareil doit être calibré avec les solutions de référence. L’appareil donne directement les 
valeurs de concentration de l’échantillon. Si l’échantillon n’est pas compris dans la gamme de 
référence ou est en dehors du seuil de détection, il doit être dilué et sa concentration doit être 
multipliée par le facteur de dilution.  
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4.3 La synthèse des ADNc ou transcription inverse 

La transcription inverse consiste en la conversion des ARN messagers (ARNm) en ADNc. La 
transcription est effectuée par l’ADN polymérase ARN dépendante (ou transcriptase inverse). 
Les ADNc sont synthétisés avec le kit « High capacity cDNA Reverse Transcription » 
(4368814, Applied Biosystem, Thermofisher Scientific) en suivant les recommandations du 
fournisseur. Dans un microtube de 200µL, la réaction se fait avec 10µL de tampon de réaction 
RT 2x (contenant les dNTP, des amorces aléatoires, et la MultiScribeTM reverse transcriptase), 
et 10µL d’ARN totaux (0,02µg à 2µg). Les étapes du programme de la réaction sont résumées 
dans le tableau ci-dessous : 

 

Les ADNc synthétisés peuvent être utilisés pour étudier l’expression des gènes par qPCR ou 
pour l’amplification de séquences codantes par PCR suivi d’un clonage dans un plasmide 
d’expression. La RT peut être couplée à une PCR en une seule étape comme décrit ci-après. 

 

4.4 La RT-PCR 

La RT-PCR est une technique qui permet d’amplifier directement l’ADNc à partir de l’ARNm. 
Cette réaction se fait en une seule étape avec le kit « SuperScriptTM One-step RT-PCR system 
with Platinum® Taq DNA polymerase » qui combine simultanément les réactions de 
transcription et d’amplification. La Taq polymerase Platinum catalyse la synthèse du second 
brin d’ADNc en utilisant le premier brin comme matrice. Sa particularité est d’être activée après 
l’étape de dénaturation à 94°C, ce qui améliore la sensibilité et la spécificité. Puis la PCR va 
amplifier le fragment d’ADNc. Les réactions s’effectuent suivant le protocole décrit en Annexe 
9.  

 

4.5 L’amplification des gènes d’intérêt par PCR et la PCR en temps réel (qPCR) 

4.5.1 Les applications ciblées 

Dans le cadre de ce travail, les conditions de PCR et les amorces utilisées ont été déterminées 
en fonction de diverses applications :  

- L’amplification des gènes candidats à partir des racines d’ipomée (Tableau 16) 
- Le clonage de séquences codantes dans un plasmide d’expression hétérologue 

Etape 1 Etape 2 Etape 3 Etape 4

Température (°C) 25 37 85 4

Durée 10 min 120 min 5 min ∞
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- L’analyse de l’expression des gènes (qPCR) 
- Le criblage et l’identification des bactéries recombinantes et des plantes transgéniques 

(tabacs in vitro) 
- La vérification de l’insertion d’un gène dans un plasmide et de son sens d’insertion. 

Dans le cas d’un criblage de bactéries, la PCR peut s’effectuer directement sur la colonie 
bactérienne en la piquant avec une pointe de cône et en plongeant la pointe dans le mélange 
réactionnel. Dans l’autre cas, elle se réalise avec 1µL du plasmide isolé de la bactérie. La 
sélection des tabacs transgéniques est effectuée sur de l’ADN génomique extrait d’un tissu. 

 

4.5.2 L’élaboration des amorces de PCR et de qPCR 

Chaque amorce est caractérisée par sa température de fusion (Tm). Le Tm peut être calculé de 
différentes manières. Pour les réactions de PCR réalisées dans ce travail, nous avons utilisé la 
formule mathématique suivante :  

Tm = 59,9 + (41x GC/N) - (675/GC). 

N représente le nombre de nucléotides dans l’amorce et GC correspond au nombre de 
nucléotides GC dans la séquence oligonucléotidique. Cette équation est utilisée pour des 
amorces de taille supérieure à 20 nucléotides. Ce Tm a été utilisé pour les réactions de PCR 
effectuées avec le kit Master mix (Tableau 19). 

Pour les réactions de PCR réalisées avec la Taq HiFi, le Tm des amorces a été calculé avec le 
logiciel Oligo Calc (http://www.basic.northwestern.edu/biotools/oligocalc.html). Cette 
application donne des valeurs de Tm autour de 60°C, ce qui augmente la spécificité de 
l’enzyme.   

Pour la PCR en temps réel (qPCR), les amorces ont été élaborées à l’aide du logiciel 
Primer3Plus (http://www.bioinformatics.nl/cgi-bin/primer3plus/primer3plus.cgi). Les Tm ont 
été calculées par ce logiciel.  

 

4.5.2.1 Les amorces utilisées pour le clonage des gènes candidats dans le 

plasmide d’expression 

En vue de cloner ces gènes dans le plasmide pET28b, les amorces sont imaginées en fonction 
des caractéristiques du plasmide et du gène d’intérêt (Tableau 12).  
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Tableau 12 : Amorces spécifiques des séquences candidates d’Ipomoea batatas pour le clonage 
dans les plasmides d’expression. Tm calculé avec la formule mathématique ou avec le logiciel 
OligoCalc. 

Nom
Site de 

restriction
Gène

amplifié
Séquence de l’amorce (5’ 3’)

Tm 
( C)

Tm ( C) 
Calculator

Taille de 
l’amplicon

(pb)

IbHCT
Dir

BamHI HCT 
d’Ipomoea

batatas

CGG TTT GGA TCC AAT GAA 
GAT CAG CGT GAA GGA G

60 60

1296
IbHCT
Rev

XhoI
CGC TCG AGA ATA TCA TAC 
AGG AAC TCT TTG AAG 

56 57

IbHQT
Dir

BglII
HQT 

d’Ipomoea

batatas

CGA GAT CTG ATG GCA AGT 
GAG AAG TTT AAG ATT AGC A

63 63

1224
IbHQT
Rev

HindIII
CGA AGC TTT CCT TGT TTG 
GGG CTG GG

62 63

Ib3
Dir

NdeI
Séquence 

n°3

CCC ATA TGG AGA ACG GAA 
ACG GGT GCA A

58 63

1317
Ib3
Rev

HindIII
CGA AGC TTG AAA TGG TGC 
GGC ATA AGG C

58 63

Ib4
Dir

NcoI
Séquence 

n°4

CGC CAT GGT TGC TAA GAG 
AGA TTT GAG C

56 61

1395
Ib4
Rev

XhoI
CGC TCG AGA TTC AAA TCA 
AGG TAT TCA GAA G

55 61

Ib5
Dir

BamHI
Séquence 

n°5

GGG TTT GGA TCC AAT GCC 
TTC GTC TTC GAT TGT TG

60 65

1374
Ib5
Rev

HindIII
CGA AGC TTC TCA CTG CGA
AGT CCG GCC AT

60 66

Ib6
Dir

NcoI
Séquence 

n°6

CGC CAT GGA ACA CCA TTG 
GCT GCC

57 62

1332
Ib6
Rev

XhoI
CGC TCG AGA ATC AAG CCA 
AGA TAT TCA GAG GTG AT

58 63

Ib7
Dir

NcoI
Séquence 

n°7

CGC CAT GGA ACA CCA TTG 
GCT GCC

57 63

1332
CGC TCG AGA ATT CAA ATC 
AAG GTA TTC AGA AGT CAT

57 63Ib7
Rev

XhoI

Ib8
Dir

NcoI
Séquence 

n°8

CGC CAT GGC GCT AAA AGT 
TGA AAT ACA TCA GAA AGA

58 63

1332
Ib8
Rev

XhoI
CGC TCG AGC TGC GAA GTG 
GGC AGT T

59 64

Ib9
Dir

NdeI
Séquence 

n°9

CCC A TGG TGT GGT CGT TTC 
CTC CAC

57 63

1417
Ib9
Rev

XhoI
CGC TCG AGG GAC GAA TTA 
GTC ATC TTC TTT G

58 63

Ib10
Dir

NcoI
Séquence 

n°10

CGC CAT GGG TGT TAA GAT 
AGA AAG CAC GAG AAT C

59 64

1317
Ib10
Rev

XhoI
CGC TCG AGA GAG AAT AGC 
AAT TGC GCT GGA A

59 64



 

95 
 

Chaque séquence d’amorce contient un site de restriction compatible avec la région MCS du 
plasmide pET28b. Ces sites de restriction ne doivent pas être présents dans la séquence du gène 
pour que le gène reste intact lors de la digestion enzymatique. Dans les amorces « Directe » 
contenant les sites de restriction BamHI, un nucléotide « A » supplémentaire a été inséré avant 
le codon « ATG » ou « start » (qui marque le début de la traduction) de sorte que le codon 
« start » soit en phase avec le premier codon « GAT » présent dans le site BamHI (cf δ 1.4.2.1) 
qui indique le cadre de lecture. Le codon stop a été enlevé de la séquence Reverse afin de 
fusionner la séquence hexa-histidine à l’extrémité C-terminale de la protéine. Pour la 
construction des plasmides pET28b-IbHCT et pET28b-Ib9, les séquences Ib9 et IbHCT ont été 
récupérées à partir de la banque RNAseq de PAT. Ces gènes ont été isolés à partir de racines 
de plantes stressées à l’azote. Les ARN ont été extraits et rétro-transcrits. Les ADNc ont été 
ensuite amplifiés par RT-PCR avec les amorces du Tableau 12.  

 

4.5.2.2 Les amorces utilisées pour l’isolement des séquences d’HCT d’autres 
espèces 

 

Tableau 13 : Amorces utilisées pour l’amplification des séquences codant les HCT de café et 
d’artichaut. 

En parallèle de l’HCT d’ipomée, nous avons cloné des séquences codant des HCT d’autres 
espèces végétales. Ces gènes, dont la séquence est disponible dans la Genbank, ont été amplifiés 
en utilisant les amorces listées dans le Tableau 13. Les amorces spécifiques du gène 
correspondant à l’HCT de café ont été conçues de sorte à cloner le gène dans les plasmides 
d’expression. La séquence a été synthétisée avec le site de restriction BamHI en 5’ et le site 
SacI en 3’ pour la cloner dans le vecteur pET28b.  

Les amorces spécifiques du gène de l’HCT d’artichaut (CyHCT) ont été conçues pour cloner le 
gène dans le plasmide pET3a.  

 

Nom
Site de 

restriction
Gène amplifié

Séquence de l’amorce 
(5’3’)

Tm 
( C)

Taille de 
l’amplicon

(pb)

CcHCT
Dir

BamHI HCT de Coffea

canephora

n°EF137954 
(NCBI)

CCCGGATCCAATGAAAATC
GAGGTGAAGGA

50

1336
CcHCT
Rev

XhoI GGCTCGAGAATGTCATACA
AGAAACTCTGGA

51

CyHCT
Dir

- HCT de Cynara

cardunculus 

n°DQ104740
(NCBI)

GGAGATGAAGATCGAGGT
GAGAGAATCA

54

1310
CyHCT
Rev

- TTTAGATATCATATAGGAA
CTTGCTGAAAAGCTTC

53
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4.5.2.3 Amorces utilisées pour la caractérisation moléculaire des tabacs 

transgéniques  

Les oligonucléotides qui ont servi à amplifier les ADNg dans les tabacs transgéniques sont 
présentées dans le Tableau 14. Ces amorces ont été utilisées pour vérifier la présence du 
transgène dans le génome des tabacs transformés avec les HCT correspondantes.  

La séquence nucléotidique pNep2 correspond à une séquence partielle du promoteur du gène 
codant la népenthésine 2, une protéase synthétisée dans les glandes digestives d’une plante 
carnivore du genre Nepenthes. Cette séquence n’est pas fonctionnelle car elle est incomplète. 
De plus, ce gène n’existe pas chez le tabac et n’a aucun lien avec la synthèse des dérivés d’acide 
caféoyl-quinique. Cette séquence a été clonée dans le pGWB2 afin de l’utiliser comme témoin 
négatif pour obtenir des plantes transgéniques sans le gène d’intérêt.   

 

 

Tableau 14 : Amorces utilisées pour amplifier les fragments des gènes d’intérêt dans les ADNg 
des tabacs transgéniques. * séquence isolée chez Ipomoea batatas IDN°033 (n° accession du 

brevet). 

 

Nom Gène amplifié Séquence de l’amorce (5’3’)
Tm 
( C)

Taille de 
l’amplicon

(pb)

IbHCT
Dir HCT d’Ipomoea

batatas*

AGA TCA GCG TGA AGG AGT CGA CGA TG 59

266
IbHCT
Rev

GCC GGC GCC ATT ACA GTC AAT CTC AA 56

CcHCT
Dir

HCT de Coffea

canephora

n°EF137954 
(NCBI)

CCC GGA TCC AAT GAA AAT CGA GGT GAA 
GGA

56

1336
CcHCT
Rev

GGC TCG AGA ATG TCA TAC AAG AAA CTC 
TGG A

56

pNep2
Dir Promoteur du 

gène pNep2

TGG GTT AGA TAT AGT TCC TCA ACC TCG 
TG

55

352
pNep2
Rev

CCT CAA ATT ATT AGT CTC TGT AGA AGA
AGG TGT 

54

NtAct
Dir Actine de 

Nicotiana 

tabacum

CGT CTG TGA TAA TGG GAC TGG AAT GGT 
CA 

56

301
NtAct
Rev

GTC CGA CTT TAC TCG AAC CTC GTG AG 56
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4.5.2.4 Les amorces utilisées pour l’analyse de l’expression des gènes candidats 
chez l’ipomée 

4.5.2.4.1 Les amorces spécifiques des gènes de référence 

La quantification relative du gène cible doit être normalisée par rapport à un gène de référence 
afin de limiter les variations d’expression liées aux conditions expérimentales. Un gène de 
référence est un gène dont l’expression est ubiquitaire et ne varie pas quel que soit le stade de 
développement ou le tissu étudié. Pour analyser l’expression des gènes candidats chez l’ipomée, 
plusieurs gènes de référence ont été sélectionnés sur la base des travaux décrits dans la 
littérature (Czechowski et al., 2005; McGregor, 2006; Park et al., 2012). Quatre gènes de 
référence ont été utilisés (Tableau 15).  

 

 

Tableau 15 : Amorces utilisées pour les analyses de qPCR pour l’expression des gènes 
candidats chez Ipomoea batatas. Fragments amplifiés par qPCR analysés sur gel d’agarose. 
Les amorces ont été dessinées à partir des séquences des gènes ARF (ID : JX177359.1), RPL 

(ID : AY596742), PLD (JX177360) et EFα (ID : AF120093).  

 

4.5.2.4.2 Les amorces spécifiques des gènes candidats 

Les amorces spécifiques de chaque gène sont consignées dans le Tableau 16. Le profil 
d’expression de ces gènes est comparé entre les 2 conditions étudiées afin de sélectionner les 
gènes qui répondent à la synthèse d’acide chlorogénique et de 3,5-DCQ.  

Nom
Séquence de l’amorce

(5’ 3’)
Tm 
( C)

Taille de 
l’amplicon

(pb)

ARF (ADP-ribosylation

Factor)

Dir: CTTTGCCAAGAAGGAGATGC
60 185

Rev: TCTTGTCCTGACCACCAACA

RPL (protéine ribosomique 

du chloroplaste)

Dir: TTTGACCGAAATGCCCTTAG
58 160

Rev: TTCTGGTTCACCCCAACATT

PLD
(phospholipase D1)

Dir: ATCGGAATCAGCAGTGATGG
60 144

Rev: ATGATGAGGCAAGCAGTGTG

Efα (facteur d’élongation 1α)

Dir: TGA GAT GCA CCA CGA AGC TC

67 51Rev: CCA ACA TTG TCA CCA GCA 
AGT G
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Tableau 16 : Amorces de qPCR spécifiques utilisées pour l’analyse de l’expression des gènes 
chez Ipomoea batatas. 

 

Nom Séquence de l’amorce (5’3’) Taille de 
l’amplicon (pb)

IbHQT_Dir AAGAATGGACGACGAGTACCTAAGAT
61

IbHQT_Rev AGAGATCCGGTTGGCATTCC

IbHCT_Dir ACCTCCAATCCAAGCCTGTCT
53

IbHCT_Rev CCAACGCGCCGTGAA

Ib3_Dir TCGGGCTTCGTCTGGAAAG
53

Ib3_Rev CTGCTCCGGCTTCATTCG

Ib4_Dir AGCCCTGACGAGGGAACAT
58

Ib4_Rev CGGACGGTGGGCTTCA

Ib5_Dir TTTCCTCGTTCCAGTCCTTGA
57

Ib5_Rev TTCCTGGCGCGGGTTAC

Ib6_Dir TGCCTACTCGGCCAACATG
64

Ib6_Rev GGCTTGGCCTGAGCTACCT

Ib7_Dir GCCTACTCGGCCAACATGTT
62

Ib7_Rev GCGGTTTGGCCTGAGCTA

Ib8_Dir TGGAATGACAATCGAGTGCAA
54

Ib8_Rev AACATTCGCCCGCACAA

Ib9_Dir ACGAGGCCCCCATGCT
54

Ib9_Rev CCCACCACTCGAAGTCAAAGA

Ib10_Dir TCAAGCCATCTGCGTCATTG
58

Ib10_Rev AAGCTCGACCACCCCCTTA

Ib11_Dir TCCATGCTGCCATTGAACTTAG
57

Ib11_Rev CGAATCTCCGGGACTCAATC
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4.5.2.4.3 Les amorces spécifiques des gènes de la voie de biosynthèse des 
phénylpropanoïdes chez l’ipomée  

 

Tableau 17 : Amorces de qPCR spécifiques des gènes de la voie des phénylpropanoïdes chez 

Ipomoea batatas. C4H (ID : GQ373157), 4CL (ID : AB469557 .1). 

Les amorces des gènes impliqués dans la voie des phénylpropanoïdes ont été conçues à partir 
des séquences disponibles dans la base de données NCBI (Tableau 17).  

 

4.5.2.5 Les amorces utilisées pour l’expression des gènes d’intérêt dans les 
tabacs transgéniques 

 

Tableau 18 : Amorces spécifiques des gènes de référence et des gènes d’intérêt pour l’analyse 
de l’expression par qPCR. IbHCT (ID N°033 du brevet FR2991326) et CcHCT (ID (Genbank) : 

EF137954). 

Nom Séquence de l’amorce (5’3’)
Taille de 
l’amplicon

(pb)

IbC4H-dir ATT CTT GTC GCC ATT GTT GTG T
57

IbC4H-rev CCG GCG GGA GCT TGT AC

Ib4CL-dir CTG GCG CTG GCC AAG A

57
Ib4CL-rev CAC CCG AAT CGA GCT CAAA AT

Nom Séquence de l’amorce (5’3’) Tm
( C)

Taille de 
l’amplicon

(pb)

G
èn

es
 d

e 
ré

fé
re

nc
e

EF1α-Dir TGA GAT GCA CCA CGA AGC TC
67 51

EF1α-Rev CCA ACA TTG TCA CCA GCA AGT G

L25-Dir CCC CTC ACC ACA GAG TCT GC
60 51

L25-Rev AAG GGT GTT GTT GTC CTC AAT CTT

G
èn

es
 d’

in
té

rê
t IbHCT-Dir ACCTCCAATCCAAGCCTGTCT

58 53
IbHCT Rev CCAACGCGCCGTGAA

CcHCT-Dir CGACGGGATCATCGAATTTC
57 56

CcHCT-Rev TCGGCTCAAAGCGTCCTTT
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Dans le cadre de l’analyse de l’expression des gènes d’intérêt dans les tabacs transgéniques, 
deux gènes de référence interne sont décrits dans la littérature comme étant fiables pour ce type 
d’analyse : EF1α et L25 (Schmidt et Delaney, 2010). Les amorces des gènes d’intérêt ont été 
synthétisées à partir des séquences qui ont servi à la transformation des tabacs (Tableau 18). 
L’intérêt de cette analyse est de vérifier l’expression des gènes d’intérêt (HCT d’ipomée et de 
café) dans les différents événements de transformation. L’amplification avec ces amorces 
conduit à des fragments d’environ 50pb qui sont ensuite vérifiés sur gel (Tableau 18). 

 

4.5.3 Les conditions de PCR 

Les conditions de PCR varient en fonction du type de polymérase utilisée, de la sensibilité de 
l’enzyme mais également de la matrice à amplifier. Les différentes méthodes de PCR utilisée 
dans ce travail sont consignées dans le Tableau 19. 

 

  

Tableau 19 : Mode de préparation et conditions de PCR pour l’amplification des gènes et 
composition du mélange réactionnel. 

L’amplification du gène codant l’HCT d’ipomée a été réalisée avec la Platinum® Taq 
polymérase High Fidelity (Taq Hifi). Cette amplification n’ayant pas marché pour le gène Ib9, 
un autre kit a été testé en utilisant la Prime Star® Max DNA polymérase (TAKR045A ; Ozyme). 

Taq Polymérase 
utilisée

Utilisation
Composition du mix 

réactionnel
Programme

PCR

Master Mix 

(Invitrogen,

Thermofisher

Scientific)

- Vérification de 
l’insertion dans 
un plasmide

- Caractérisation 
moléculaire des 
plantes

- 10µL Master Mix 2x
- 1µL amorce Dir 10µM
- 1µL amorce Rev 10µM
- Qsp 20µL H2O ultra-pure 

stérile
- 1µL matrice

- 94°C, 5min
- 94°C, 15 sec
- Tm amorces, 15sec
- 72°C, 2 min
- 72°C, 10 min
- 4°C, ∞

Platinum® Taq

DNA 

Polymerase

High Fidelity

(Invitrogen,

Thermofisher

Scientific)

Isolement de 
IbHCT pour le 
clonage dans le 
pCR8

- 2,5µL Tampon HiFi 10x
- 0,5µL dNTPmix 0,2mM
- 1µL MgSO4 50 mM
- 1µL amorce Dir 10µM
- 1µL amorce Rev 10µM
- 0,25µL Taq polymérase 

HiFi
- 2µL ADNc
- Qsp 25µL H2O Ultra-pure 

stérile

- 94°C, 5min
- 94°C, 30 sec
- Tm amorces, 30 sec
- 68°C, 1,5min
- 68°C, 10min
- 4°C, ∞

Prime Star® 

Max DNA

polymerase

(Takara)

Isolement du gène 
Ib9 pour le clonage 
dans le pET28b

- 25µL Prime Star mix
- 1µL amorce Dir (10µM)
- 1µL amorce Rev (10µM)
- Qsp 50µL H2O ultra-pure 

stérile

- 94°C, 5min
- 98°C, 10sec
- 60°C, 15sec
- 72°C, 1min
- 72°C, 10min
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Grâce à sa haute-fidélité et son efficacité d’hybridation, cette enzyme est plus processive et 
facilite l’extension des produits PCR (30-60 sec/ kb), ce qui permet d’utiliser des plus grandes 
quantités de matrice (>200ng) dans le cas où le gène est faiblement exprimé. C’est une enzyme 
« Hot start » c’est-à-dire qu’elle ne s’active qu’à partir de 98°C pendant la dénaturation, ce qui 
limite les hybridations aspécifiques à température ambiante et la dégradation des amorces et 
matrices. L’enzyme est conditionnée dans un tampon de réaction 2x (contenant les 4 dNTP et 
Mg2+). Cependant cette enzyme ne rajoute pas les nucléotides A aux extrémités du fragment 
amplifié comme le fait la Taq polymerase dans les réactions de PCR classique (cf 4.5.3). Il est 
donc nécessaire de les rajouter après la réaction. Pour procéder à ce traitement, 1µL du tampon 
Master Mix est ajouté à 3µL du produit PCR purifié (cf δ 4.1.5). Le tout est incubé pendant 10 
minutes à 72°C. Le produit PCR-A (nucléotides A ajoutés sur les deux bouts du fragment) est 
ensuite cloné dans le plasmide pCR8 (cf δ 4.6.1).      

 

4.5.4 Les conditions de qPCR 

La PCR en temps réel permet de mesurer l’amplification d’un fragment d’ADN au cours du 
temps (« en temps réel »). A chaque cycle d’amplification, la quantité d’ADN formée est 
mesurée grâce à un signal fluorescent. L’augmentation de la fluorescence est directement 
proportionnelle à la quantité d’amplicons générés durant la réaction de PCR. Le marqueur 
fluorescent utilisé est le SYBR® Green, qui émet un signal fluorescent lorsqu’il se lie à l’ADN 
double brin. 

En comparaison avec la PCR, c’est une méthode plus spécifique (température d’hybridation 
plus élevée) et plus sensible (détection grâce à un fluorophore et non un agent intercalant) qui 
permet d’obtenir des données quantitatives.   

Chaque échantillon est caractérisé par son cycle seuil ou Ct (Cycle threshold) qui correspond 
au nombre de cycles minimum à partir duquel la quantité du produit formé est distinct du bruit 
de fond. La valeur du Ct permet d’estimer le niveau d’expression du gène. Plus le Ct est petit, 
plus le nombre de copies initiales de la cible est important, donc plus le gène est exprimé. Le 
Ct marque le début de la phase exponentielle de la courbe d’amplification représentant la 
fluorescence mesurée en fonction du nombre de cycles. 

La précision et la fiabilité de la détection de l’échantillon dépendent de la spécificité des 
amorces. Une gamme étalon est préparée à partir d’un échantillon d’ADN connu (plasmide, 
ADNg). Une courbe étalon est établie afin de déterminer le pourcentage d’efficacité 
d’hybridation. Plus le pourcentage d’efficacité est proche de 100%, plus les amorces sont 
fiables (Annexe 6Annexe 7Annexe 8). Les courbes de fusion mesurées pour chaque amorce 
indiquent qu’un seul produit PCR a été amplifié, ce qui atteste la spécificité de l’amplification 
(Annexe 6Annexe 7 Annexe 8). 

La réaction est réalisée avec le kit « SYBR qPCR Premix Ex Taq (Tli RNAseH Plus) d’Ozyme 
(Ref : TAKRR420W). Le mix réactionnel est préparé en mettant 10µL de tampon SYBR 
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Premix, 0,4µL du marqueur fluorescent ROX, 0,4µL d’amorce 10µM, 2µL d’ADNc (200ng) 
complété à 20µL avec de l’eau ultra-pure stérile. Trois répétitions de réaction sont réalisées. 
Les échantillons sont analysés dans un thermocycleur (Biorad, C1000 Touch) 
préprogrammé (95°C 10 min, 40 x (95°C 15sec ; 60°C 60sec)). Les données sont traitées avec 
le logiciel StepOne Software. 

L’expression relative (RQ) du gène est calculée selon la méthode de Liu et Saint, 2002 

ΔCt = Ct moy (gène d’intérêt)  ̶  Ct moy (gène de référence) 

ΔΔCt = ΔCt (plante transformée)  ̶  ΔCt (Plante de référence) 

RQ = (E + 1)̶ ΔΔCt où E est l’efficacité d’amplification 

 

4.5.5 La digestion par des enzymes de restriction 

La digestion enzymatique sert à tronquer le gène d’intérêt et le plasmide à des sites précis sur 
la séquence. La réaction se produit avec des enzymes de restriction Fast Digest® (FD) 
commercialisées par Thermofisher Scientific. Elle est très rapide du fait de la vélocité des 
enzymes. Les enzymes sont actives dans le même tampon, ce qui facilite les digestions 
multiples.  

Les produits sont digérés en mettant 1µg de plasmide ou 0,15µg de produit PCR et 1µL de 
chaque enzyme FD dans 2µL du tampon FD 10x (le tampon de charge est déjà inclu dans le 
tampon Fast Digest® GreenBuffer) et en complétant à 20µL avec de l’eau ultra-pure stérile. Le 
mélange est incubé à 37°C pendant 5-15 minutes, puis les produits de digestion sont analysés 
sur gel. 

 

4.6 Les techniques de clonage 

4.6.1 Clonage dans le plasmide pCR8 via le système « TOPO TA cloning » 

Le système TOPO® permet de cloner le produit PCR. La ligation du gène d’intérêt au plasmide 
se produit entre les nucléotides T présents sur le plasmide et les nucléotides A rajoutés par la 
Taq polymérase sur le produit PCR. C’est ce que l’on appelle le « TA cloning » (Figure 27).   
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Figure 27 : Schéma représentatif de la ligation dans le pCR8 avec la méthode « TOPO TA 

cloning ». 

La ligation s’effectue en ajoutant dans un tube 0,5µL de pCR8 (pCR™8/GW/TOPO® TA 
Cloning®

 Kit, K2500-20SC (InvitrogenTM), 0,5-1µL de solution saline, 0,5-4µL de produit PCR 
complété à 3µL avec de l’eau distillée stérile. Le mélange est homogénéisé délicatement et 
incubé pendant 5 minutes à température ambiante puis 5 minutes dans la glace pour arrêter la 
réaction. 1µL du produit de ligation est utilisé pour transformer les bactéries E. coli (Genhogs 
et MC1022) par électroporation (cf δ 4.8.1.2). La sélection des transformants se fait en présence 
de spectinomycine. Cette étape de clonage intermédiaire sert à multiplier le plasmide avant de 
cloner le gène dans le plasmide d’expression.  

Ce plasmide peut être utilisé ensuite comme vecteur d’entrée pour transférer un gène vers un 
vecteur de destination de type Gateway® pour l’expression du gène d’intérêt dans n’importe 
quel système. Dans notre cas, nous avons réalisé le clonage dans le pGWB2-GW (cf δ 4.6.2.4).  

 

4.6.2 Clonage des gènes d’intérêt dans le plasmide pET28b 

4.6.2.1 Digestion enzymatique et déphosphorylation du plasmide pET28b 

Le plasmide est d’abord digéré avec les mêmes enzymes qui ont coupé aux extrémités du gène 
d’intérêt (cf δ Tableau 12). Une étape de déphosphorylation est couplée simultanément à la 
digestion enzymatique pour éviter que le plasmide linéarisé ne se recircularise sur lui-même. 
Cette réaction est catalysée par la phosphatase alcaline qui va déphosphoryler les extrémités en 
5’ du plasmide.  

En plus des réactifs de digestion, 1µL de phosphatase alcaline (Ref.18009027, InvitrogenTM, 
Thermofisher Scientific) est ajouté et la réaction dure 30 minutes à 37°C.  

 

P

CCCTT
GGGA

AGGG
TTCCC

TOPO

3’ phosphate
+ A

AProduit PCR

5 min à 
température 

ambiante A
AProduit PCRCCCT  T

GGGA
AGGG

T TCCC
P

Sites de reconnaissance 
de la topoisomérase I

TOPO

Produit amplifié 
par la Taq DNA

polymérase

Vecteur de clonage 
« TA cloning »

TOPO

Topoisomérase I libérée

Ligation complète

TOPO
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4.6.2.2 Reconcentration du plasmide digéré 

Le protocole utilisé comprend des étapes de centrifugation à 4°C à vitesse maximale (12400 
xg). Aux 200µL du produit de digestion sont ajoutés 200µL de phénol-chloroforme. 
L’ensemble est vortexé pendant 30 secondes puis centrifugé pendant 10 minutes. La phase 
aqueuse (phase supérieure contenant l’ADN) est récupérée et transférée dans un nouveau tube 
auquel on ajoute du NaCl 200mM final, 2,5 volume d’éthanol absolu froid et 1µL de glycogène 
(InvitrogenTM, 10814010). Après 1h d’incubation à -20°C, le mélange est centrifugé pendant 
20 minutes. Le surnageant est éliminé et 1mL d’éthanol 70% froid sont ajoutés. L’ADN est 
culotté par une centrifugation de 10 minutes. L’éthanol est ensuite évaporé à 37°C jusqu’à 
séchage total puis est resuspendu dans 10µL d’eau ultra-pure stérile. Le plasmide digéré est 
sous forme linéaire, il migre donc plus vite que le plasmide non digéré de forme circulaire 
(Figure 28a). 

 

4.6.2.3 Ligation des gènes d’intérêt dans le pET28b par la T4 DNA ligase  

La ligation du gène d’intérêt s’effectue avec le kit « T4 DNA Ligase » (Ref.15224-041, 
InvitrogenTM). La réaction est réalisée avec un ratio molaire insert : plasmide de 3 :1. Le volume 
réactionnel est composé de 5µL de plasmide déphosphorylé (3-30fmol), 10µL d’insert (9-
90fmol), 4µL de tampon ligase 5x (250mM Tris-HCl pH7,6, 50mM MgCl2, 5mM ATP, 5mM 
DTT, 25% p/v polyéthylène glycol-8000) et 1µL de la T4 DNA ligase (5U/µL). Après 18h 
d’incubation à 16°C, le produit de ligation est reconcentré comme précédemment (δ 4.6.2.2). 
Le produit de ligation apparaît comme un « smear » (trainée de bandes) au-delà de 3000pb 
(Figure 28b).  

 

Figure 28 : Etapes conduisant au clonage du gène d’intérêt dans le pET28b. A : plasmide 

pET28b digéré et non digéré. B : produit de ligation.  

MM

A B

5368

1500

3000
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Le clonage initial de l’ADN d’intérêt dans le vecteur pET28b s’effectue dans des souches d’E. 
coli comme MC1022 ou Genehogs (cf δ 1.2.1.1) utilisées pour multiplier et maintenir le nombre 
de copies du plasmide recombiné. Des bactéries optimisées pour l’expression des protéines 
recombinantes (BL21, Rosetta 2) sont ensuite transformées par choc thermique.    

 

4.6.2.4 Clonage dans le plasmide pGWB2-GW 

La technologie Gateway est basée sur une recombinaison site-spécifique pour un clonage 
directionnel. Le fragment d’ADN, bordé par les sites att, va être transféré du vecteur d’entrée 
au vecteur de destination sous l’action de la LR clonase (Figure 29). Le plasmide ayant reçu le 
gène d’intérêt devient alors le vecteur d’expression. Le mécanisme de recombinaison est illustré 
dans la Figure 29.  

 

 

Figure 29 : Représentation schématique du clonage en système binaire du gène d’intérêt entre 
le pCR8 et le plasmide de destination pGWB2-GW.  

Lors de la recombinaison, le gène ccdb étant toxique pour la cellule, va être remplacé par le 
gène d’intérêt. Seules les bactéries ayant incorporé le plasmide recombinant (qui ne possèdent 
plus le gène ccdB) pourront se développer.  

La ligation a été réalisée en suivant le protocole fourni par le kit « LR clonaseTM » (Ref. 
11791043, InvitrogenTM). Dans un tube de 1,5mL, 50ng de pCR8 sont mis en présence avec 
150ng de pGWB2-GW et 2µL de LR clonaseTM. Le mélange est ensuite incubé 1h à température 
ambiante. La réaction est arrêtée en ajoutant 1µL de protéinase K (2µg/µL) et en incubant 
pendant 10 minutes à 37°C.  
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4.7 Le séquençage du gène 

Le séquençage est sous-traité par la société Eurofins Genomics (Ebersberg, Allemagne).  

 

4.8 La transformation d’E. coli  

4.8.1 Transformation par choc électrique 

4.8.1.1 Obtention d’E. coli électro-compétentes 

Ce protocole comprend des étapes de centrifugation qui s’effectuent pendant 15 minutes à 
4000xg à 4°C sans frein et sans accélération. A partir d’un stock glycérol de bactéries, 2mL de 
LB stérile sont ensemencés puis mis sous agitation à 37°C pendant 24h. Un mL de la préculture 
est transféré dans 100mL de LB. La culture est incubée sous agitation (200rpm) à 37°C jusqu’à 
atteindre une DO600 de 0,7 pour être en phase exponentielle de croissance (environ 3h). La 
culture est ensuite placée sur de la glace durant 30 minutes puis centrifugée. Le culot est 
resuspendu délicatement dans 20mL d’eau ultra pure froide et stérile. Les bactéries sont ensuite 
centrifugées puis lavées à nouveau. Après le dernier lavage, le culot est resuspendu dans 20mL 
de glycérol 10% froid stérile puis centrifugé. Les bactéries compétentes sont resuspendues dans 
1mL de glycérol 10%, aliquotées (40µL) et congelées dans l’azote liquide avant d’être stockées 
à -80°C. Les bactéries sont alors compétentes pour une transformation par choc électrique. 

 

4.8.1.2 Le choc électrique ou électroporation 

Cette méthode de transformation repose sur le transfert de l’ADN dans les bactéries rendues 
électro-compétentes sous l’action d’un champ électrique très court ce qui va déstabiliser la 
membrane cellulaire et faciliter la pénétration du plasmide dans la cellule.  

Pour réaliser cette opération, un aliquot de 40µL de bactéries électro-compétentes stockées à -
80°C est transféré dans la glace. Une fois décongelées, les bactéries sont mises en contact avec 
1 à 10ng de plasmide ou de produit de ligation. Le tout est transféré dans une cuve 
d’électroporation (2mm de séparation entre les deux électrodes) et mis dans un pulseur (Biorad 
micropulseurTM, V= 2,5 kV ; R=200 Ω ; C = 25 µF ; EcI) pour appliquer le choc électrique. Les 
bactéries sont rapidement resuspendues dans 500µL de milieu LB stérile et placées à 37°C 
pendant 1 heure avant d’être étalées sur un milieu sélectif contenant les antibiotiques auquel le 
plasmide intégré confère la résistance.       
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4.8.2 Transformation par choc thermique 

4.8.2.1 Obtention d’E. coli chimio-compétentes 

Une colonie d’E. coli est transférée dans 20mL de LB liquide sans antibiotique de sélection. La 
culture est placée pendant une nuit à 37°C. Un mL de cette préculture est utilisé pour 
ensemencer 50mL de milieu LB pour les remettre en culture. Lorsque la DO600 atteint 0,5, les 
bactéries sont centrifugées à 4000 xg pendant 10 minutes à 4°C sans frein et sans accélération. 
Le culot est repris délicatement dans 10mL de solution de CaCl2 stérile à 100mM. Une dernière 
centrifugation à 4000 xg pendant 10 minutes permet de culotter les bactéries qui sont ensuite 
resuspendues dans 1mL de CaCl2. Les bactéries sont alors laissées dans la glace pendant 1 heure 
avant d’être utilisées pour une transformation par choc thermique.   

 

4.8.2.2 Le choc thermique 

Le choc thermique consiste à faire subir à la cellule un changement de température bref et fort 
ce qui rend la membrane plasmique momentanément perméable (formation transitoire de 
micropores) permettant à l’ADN plasmidique de rentrer dans la cellule.  

Pour ce faire, 1 à 5µl de construction plasmidique (à 1ng/µL) est ajouté à un aliquot de 100µL 
de bactéries rendues chimio-compétentes (cf δ 4.8.2.1). L’ensemble est homogénéisé 
délicatement puis remis dans la glace pendant 30 minutes. Au bout de ce temps, les cellules 
vont subir un choc thermique par un passage de 42°C pendant 45 secondes à une incubation 
dans la glace pendant 5 minutes. Les cellules sont ensuite remises à une température normale 
de croissance (37°C) dans 500µL de LB pendant 30 minutes. Un aliquot de 100µL est étalé sur 
LB solide contenant les antibiotiques adéquats. 

 

4.9 La transformation d’Agrobacterium tumefaciens par choc thermique 

4.9.1 Préparation des Agrobactéries chimiocompétentes 

Les Agrobactéries disponibles en stock glycérol sont étalées sur une boîte de Pétri contenant du 
milieu YEB solide supplémenté des antibiotiques adéquats (Tableau 10 ; Figure 26). Les boîtes 
sont placées à 28°C pendant 3-4 jours. Une colonie est prélevée et suspendue dans 2 mL de 
milieu YEB avec les mêmes antibiotiques. Après une incubation sous agitation (200 rpm) à 
28°C toute la nuit, cette préculture est transférée dans 50mL de milieu YEB (contenant toujours 
les antibiotiques) et cultivée jusqu’à ce que la densité optique (λ = 595nm) soit de 0,7+/- 0,1 
(environ 3-4 heures). La culture est ensuite centrifugée à 3000 x g pendant 20 minutes à 4°C. 
Le culot d’Agrobactéries est resuspendu dans 5mL de tampon TE (10 mM Tris HCl, 1 mM 
EDTA, pH8) stérile et froid. La suspension est centrifugée 5 minutes à 3000 xg à 4°C. Ce culot 
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est ensuite repris délicatement dans 5mL de YEB et aliquoté en volume de 500µL que l’on peut 
directement utiliser ou conserver à -80°C dans 10% de glycérol.      

 

4.9.2 Application du choc thermique 

La transformation est réalisée à partir d’un aliquot d’Agrobactéries chimio-compétentes 
préparées selon le protocole décrit précédemment (cf δ 4.9.1). Dans cet aliquot, 0,5 à 1µg de 
plasmide binaire (pGWB2) recombinant est ajouté et l’ensemble est mélangé délicatement. 
Pour effectuer le choc thermique, les cellules sont plongées pendant 30 secondes dans l’azote 
liquide puis dans un bain-marie à 37°C pendant 5 minutes. La transformation est terminée par 
un repos de 30 minutes dans la glace. A la suspension bactérienne est ajouté 1mL de milieu 
YEB que l’on incube à 28°C pendant 2h pour permettre de relancer la croissance. Après cette 
régénération, un aliquot de 200µL est étalé sur un milieu YEB solide contenant les antibiotiques 
appropriés y compris l’antibiotique auquel le plasmide recombinant doit conférer la résistance 
afin de sélectionner les bactéries transformées. Les boîtes sont incubées à 28°C pendant 3-4 
jours jusqu’à l’apparition de colonies blanches d’environ 4mm de diamètre.  

 

5 Les outils de production et d’analyse de protéines 

5.1 Induction de l’expression de la protéine recombinante à l’ITPG chez E. coli 

Vingt mL de milieu LB liquide stérile additionné des antibiotiques de sélection (Tableau 10) 
sont ensemencés avec une colonie de bactérie recombinante et incubée 18h à 37°C. 2mL de la 
préculture sont transférés dans 200mL de LB frais avec les mêmes antibiotiques. La culture est 
incubée à 37°C jusqu’à l’obtention d’une DO600 = 0,6 contrôlée au spectrophotomètre par 
rapport au milieu LB non inoculé. L’IPTG est ajouté dans le milieu à 1mM final pour induire 
l’expression de la protéine recombinante. L’induction est effectuée pendant 20h à 18°C. La 
culture est ensuite transférée dans 4 tubes de 50mL. Les bactéries sont culottées par 
centrifugation à 4000 xg pendant 15 minutes à 4°C. Le surnageant est éliminé et chaque culot 
est resuspendu dans 1mL de tampon de lyse froid. La composition du tampon dépend de 
l’utilisation finale : NaPi 0,1M pH7 pour réaliser un extrait brut ou NaPi 10mM pH8 si la 
protéine doit être purifiée par chromatographie d’affinité Ni-NTA. Si le culot n’est pas 
immédiatement utilisé, il peut être conservé à -20°C.  
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5.2 Extraction des protéines totales d’Escherichia coli 

5.2.1 Lyse des cellules par broyage à l’azote 

Le culot en suspension est versé goutte à goutte dans un mortier et broyé dans l’azote liquide 
avec un pilon. Le lysat est transféré dans un tube de 2mL et centrifugé à 12400 xg pendant 30 
minutes à 4°C. Le surnageant est récupéré et constitue l’extrait brut contenant les protéines 
totales.  

 

5.2.2 Lyse des cellules par sonication 

Les cellules sont lysées par sonication (3 fois 30 secondes à des intervalles de 30 secondes 
d’arrêt) à l’aide d’un sonicateur (Bandelin SonoPlus HD 2070) programmé (5 cycles, puissance 
40%) et d’une sonde MS73 à une intensité de 200W/cm2. La sonde est plongée dans le liquide 
maintenu à froid dans de la glace. Le lysat est centrifugé pendant 15 minutes à 16000 xg à 4°C 
afin de précipiter les débris cellulaires et les protéines insolubles. Le surnageant contenant les 
protéines solubles dont les protéines cibles (4CL et HCT) constitue l’extrait brut et peut être 
purifié et dessalé par la suite. 

 

5.3 Purification de la protéine d’intérêt en conditions natives 

5.3.1 Les solutions tampon 

Les solutions tampon jouent un rôle majeur dans la purification des protéines car elles 
permettent d’isoler la protéine d’intérêt en fonction de ses propriétés physiques. L’objectif de 
la purification est de conserver la plus grande quantité de protéines fonctionnelles avec moins 
de contaminants (sels, débris cellulaires par exemple) possibles. Ces tampons contiennent des 
sels utilisés comme stabilisateurs ioniques. Les sels permettent d’augmenter la solubilité de la 
protéine. La composition des tampons est indiquée dans le Tableau 20.   
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Tableau 20 : Composition des solutions tampon utilisées pour la purification des protéines 

« his-taggées » par chromatographie d’affinité et le dessalage.   

 

5.3.2 Purification par chromatographie d’échange cationique 

5.3.2.1 Purification sur colonne spin Ni-NTA 

La chromatographie d’affinité sur colonne Ni-NTA permet de purifier les protéines fusionnées 
à une étiquette poly-histidine (His6-tag). La phase stationnaire est une matrice d’agarose 
réticulée greffée au ligand Ni-NTA. Les résidus histidine chargés négativement (à pH8) se lient 
sur les ions Ni2+ ce qui va retenir la protéine d’intérêt. L’élution se fait en augmentant la force 
ionique avec des concentrations croissantes en imidazole dans le tampon (Tableau 20). Les 
rendements moyens obtenus avec des résines Ni-NTA sont entre 5 et 10mg/mL.  

Les protéines recombinantes his-taggées sont purifiées selon les recommandations de Qiagen 
(Ni-NTA Spin Kit). Le culot obtenu après centrifugation (1minute, 15000 xg) de 1mL de culture 
bactérienne (cf δ 5.1) est solubilisé dans 630mL de tampon de lyse NPI-10 (Tableau 20). 70µL 
de lysozymes (10mg/mL) sont ajoutés et le tout est incubé sur la glace pendant 15-30 minutes. 
Au bout de ce temps, le lysat est centrifugé à 15000xg pendant 10 minutes à 4°C. 600µL de 
surnageant sont déposés sur la colonne Ni-NTA pré-équilibrée (ajout de 600µL de tampon NPI-
10 et centrifugation pendant 2 minutes à 1000xg). Les protéines non fixées à la matrice Ni-
NTA sont éliminées par une centrifugation de 5 minutes à 1000xg. La colonne est lavée 2 fois 
avec 600µL de tampon NPI-20 et une centrifugation de 2 minutes à 8000xg entre chaque lavage. 
La protéine recombinante « his-taggée » est ensuite éluée par trois passages de 300µL de 
tampon NPI-500 espacées par des centrifugations de 2 minutes à 8000xg. Les fractions 
collectées sont ensuite dosées au Qubit (cf. δ 4.2) et analysées en SDS-PAGE. 

Nom Utilisation Composition

Tampon de 
lyse

NaPi
0,1M 
pH7

Extrait brut protéique, tampon 
de dessalage sur colonne G25. 

A partir des solutions stock à 
1M: mélanger 57,7mL de 
NaHPO4 + 42,3mL de NaH2PO4.

NPI-10 
pH8

Purification sur colonne 
d’affinité contre l’étiquète 
histidine

50mM NaH2PO4, 300mM NaCl, 
10 mM imidazole, pH8

Tampon de 
lavage

NPI-20
Purification sur colonne spin Ni-
NTA 

50mM NaH2PO4, 300mM NaCl, 
20 mM imidazole, pH8

Tampon 
d’élution

NPI-500
Purification sur colonne spin Ni-
NTA 

50mM NaH2PO4, 300mM NaCl, 
500 mM imidazole, pH8

NPI-250 Purification en Batch Ni-NTA
50mM NaH2PO4, 300mM NaCl, 
250 mM imidazole, pH8
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5.3.2.2 Purification sur colonne His-Trap HP 

Ce système fonctionne sur le même principe que la purification sur colonne spin Ni-NTA et 
permet de purifier jusqu’à 5mL d’extrait brut. La colonne His-Trap HP, constituée de sépharose 
saturée en Nickel, est commercialisée par GE Healthcare Life Sciences. Le protocole débute 
par une phase d’équilibre de la colonne avec 5mL de tampon NPI-10 (Tableau 20). 2mL 
d’extrait brut sont déposés sur la colonne qui est ensuite lavée avec 3mL de tampon NPI-20 
afin d’éliminer les contaminants. La protéine recombinante est éluée avec 2,5mL de NPI-500. 

 

5.3.2.3 Purification en système Batch 

Dans la mesure où les systèmes précédents ne sont pas adaptés à des volumes supérieurs à 5mL, 
il a donc été nécessaire de mettre au point un protocole permettant de purifier en une seule fois 
15mL d’extrait brut. Le système Batch se prête à des purifications sur des extraits pouvant être 
10 fois concentrés (culot issu de 40mL de culture bactérienne repris dans 4mL de tampon de 
lyse) sans nécessité d’utiliser une colonne. La matrice Ni-NTA est composée de billes d’agarose 
pouvant être mises en solution dans le tampon NPI-10. Nous avons donc suivi les indications 
du kit Qiagen « The QIA expressionist, Batch Purification of 6xHis tagged proteins from E. 

coli under native conditions ». 3,75mL de la matrice en suspension sont mélangés avec 15mL 
de l’extrait brut. Le mélange est mis sous agitation à 200rpm à 4°C pendant 1 heure puis 
centrifugé 10 minutes à 12000 xg. Le surnageant est éliminé et le culot est lavé 2 fois avec 8 
mL de tampon NPI-20 et centrifugé après chaque lavage. La protéine recombinante « his-
taggée » est éluée avec 2,5mL de tampon NPI-250 (Tableau 20).  

A la fin de la purification, la concentration en sels est très élevée après élution avec 250 ou 
500mM d’imidazole. De plus, le fait d’éluer avec de grands volumes conduit à des rendements 
très faibles. La présence des sels peut entraîner un encombrement stérique autour de la protéine 
et par conséquent gêner son interaction avec les autres molécules. Pour y remédier, il faut 
procéder par un dessalage et une reconcentration de la protéine.    

 

5.3.3 Dessalage et concentration 

5.3.3.1 Les colonnes SephadexTM G-25 

La chromatographie d’exclusion permet de séparer les protéines globulaires (entre 1000 et 
5000Da) en fonction de leur poids moléculaire (à force ionique et pH constant). La colonne 
SephadexTM G-25 est présentée sous la forme d’un gel de filtration. L’indice G-25 indique la 
granulométrie des billes de gel (50-150µm), permettant de séparer les biomolécules (ayant un 
poids moléculaire d’au moins 5000Da) des petites molécules. Les molécules de taille inférieure 
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à 5000Da comme les sels sont totalement retardées dans le gel tandis que les biomolécules au-
delà de 5000Da comme les protéines sont exclues et sont éluées dans le volume d’exclusion. 

Le gel de filtration (Ref. 17-0032-01, GE Healthcare Life Sciences) est coulé dans une colonne 
pour un volume de 5mL. Ce système peut dessaler jusqu’à 2,5mL d’extrait. La colonne est 
conditionnée au préalable avec 5mL de NaPi0,1M pH7 (Tableau 20). Pour procéder au 
dessalage, 2-2,5mL d’échantillon sont chargés avec une seringue sous pression sur la colonne 
suivie de 10mL de tampon NaPi 0,1 pH7. Plusieurs fractions de 0,5mL sont collectées et sont 
analysées au spectrophotomètre à 280nm. Les fractions les plus concentrées sont assemblées 
puis analysées en SDS-PAGE.  

 

5.3.3.2 Les colonnes Centricon de 10 kDa 

Ce produit est distribué par Merck Millipore. Le système Centricon est constitué d’un filtre 
Amicon Ultra-15 inséré dans un tube de centrifugation de 50mL. Cette technique est employée 
pour concentrer des protéines diluées ou pré-purifiées issues d’éluats de colonnes. Il peut 
également servir au dessalage. La membrane de 10 kDa permet de retenir les protéines de poids 
moléculaire au-delà de cette limite. 10mL de l’extrait dilué sont déposés sur le filtre. Le tube 
est mis à centrifuger à 5000 xg pendant au moins 20 minutes à 4°C jusqu’à concentrer 4 fois 
l’extrait. L’extrait peut être redilué avec le tampon NaPi 0,1M pH7 et repassé plusieurs fois sur 
la colonne afin de diminuer la concentration en imidazole. Le volume retenu par la colonne est 
ensuite récupéré. Les différentes fractions obtenues lors des concentrations sont analysées sur 
gel SDS-PAGE. La protéine purifiée et reconcentrée est quantifiée à l’aide du Qubit (cf δ 4.2). 

 

5.4 Séparation des protéines totales par SDS-PAGE 

L’analyse SDS-PAGE permet de séparer les protéines en fonction de leur poids moléculaire 
sous l’influence d’un champ électrique. Les protéines sont donc soumises à un traitement de 
dénaturation de la manière suivante : x µL d’échantillon sont mélangés à x µL de tampon de 

charge 2x (Tris HCl 125mM pH6,8, SDS 5%, glycérol 20%, -mercaptoéthanol 5% ; bleu de 

bromophénol 0,05%). Le -mercaptoéthanol rompt les ponts disulfure ce qui va entraîner le 
déroulement de la protéine. Le SDS recouvre uniformément la protéine de charges négatives. 
L’extrait est chauffé à 100°C pendant 10 minutes.  

Les échantillons dénaturés sont déposés sur un gel de polyacrylamide préparé en 2 phases 
comme indiqué dans le Tableau 21. Le gel de concentration permet de concentrer les 
échantillons au même niveau. Le gel de résolution est la zone de migration des protéines qui 
vont être séparées plus ou moins vite selon leur poids moléculaire. Le TEMED et le persulfate 
déclenchent la polymérisation du gel dès lors qu’ils sont ajoutés. Le gel polymérisé est ensuite 
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placé dans une cuve remplie du tampon de migration (190mM glycine, 25mM Tris HCl pH8, 
0,1% SDS).  La migration se fait pendant 1h30 à 100V. 

La révélation s’effectue en présence du bleu de Coomassie. Ce réactif sert de marqueur par sa 
capacité à se lier aux protéines. Le gel est immergé dans le bain de Coomassie (Coomassie 
Brillant Blue G-250 0,1% p/v, 45% éthanol, 5% acide acétique) pendant 1h à température 
ambiante sous agitation douce, puis dans un bain de décoloration (acide acétique 10%, méthanol 
20% ; H2O 70%) pendant 1h. Après rinçage à l’eau distillée, les protéines sont visualisées sous 
forme de bandes bleues. Un marqueur de taille (SM0441, Fermentas, Thermofisher Scientific) 
migre en parallèle et donne le poids moléculaire apparent de la protéine.  

 

 

Tableau 21 : Protocole de préparation du gel SDS-Page. 

 

5.5 Détection immunologique par Western Blot des protéines His-taggées 

L’analyse en Western Blot permet la détection et l’identification de la protéine d’intérêt grâce 
à l’utilisation d’anticorps spécifiques. La détection immunologique se déroule en deux étapes. 
Dans un premier temps, un anticorps primaire se fixe à la protéine par reconnaissance spécifique 
d’un marqueur lié à la protéine cible. Dans le cadre de ce travail, cet anticorps est dirigé contre 
l’étiquette poly-histidine (His6-tag) fusionnée à l’extrémité C-terminale de la protéine.    

Dans un deuxième temps, l’anticorps primaire est reconnu spécifiquement par un autre 
anticorps. Cet anticorps dit « secondaire » est couplé à une phosphatase alcaline capable de 
transformer le NBT (Nitro Blue tétrazolium chloride) et le BCIP (5-bromo-4-chloro-3’-
indolyphosphate p-toluidine) en un produit violet.    

Cette méthode requiert la technique du SDS-PAGE pour séparer les protéines. Toutes les étapes 
se déroulent à température ambiante sous agitation douce. Les protéines sont électro-transférées 
depuis le gel SDS-PAGE sur une membrane PVDF (Polyvinylidène difluoride, GE Healthcare 
Amersham-P) préalablement imbibée à l’éthanol puis dans le tampon de transfert (190mM 

Réactif
Gel 
de résolution 10% (B)

Gel de 
concentration (A)

Acryl 30% mix 3,3mL 0,83mL

Tris HCl 1M 3,75mL, pH8,8 0,63mL, pH6,8

H2O distillée 2,79mL 3,4mL

SDS 10% 100µL 50µL

TEMED 8µL 5µL

Persulfate 25% 40µL 20µL

A

B
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glycine, 25mM Tris HCl pH8, 0,1% SDS, éthanol 20%). Le gel en contact avec la membrane 
est soumis à un champ électrique dans le tampon de transfert. Le transfert s’effectue pendant 
45 minutes à 80V. A la fin du transfert, la membrane imprégnée des protéines est rincée 5 
minutes dans du PBS-Tween (150mM NaCl, 1,4mM KH2PO4, 10mM Na2HPO4, 2,7mM KCl, 
1% v/v Tween 20) puis immergée pendant 10 minutes à température ambiante dans du PBS-
Tween supplémenté de 5% de lait en poudre afin de bloquer les sites aspécifiques entre la 
membrane et les anticorps. Le même bain est renouvelé en mettant en présence la membrane 
avec l’anticorps primaire (Novex®, Life Technologies, Ref. 46-0693) dilué au 1/5000ème. 
L’incubation est réalisée à température ambiante pendant 2 heures. Au bout de ce temps, la 
membrane est rincée 3 fois pendant 10 minutes au PBS-Tween avant d’être incubée pendant 
1h30 dans un bain PBS-Tween en présence de l’anticorps secondaire (Sigma-Aldrich, Ref. 
A3563) dilué au 1/2000ème. Après un rinçage et 2 lavages de 20 minutes dans du PBS-Tween, 
la membrane est rincée 2 fois 10 minutes dans du tampon Tris-NaCl (Tris 0,1M Ph 9,6, 0,1M 
NaCl). Puis la révélation se fait en ajoutant à ce dernier tampon 0,375% de BCIP et 0,5% de 
NBT à l’obscurité. Les tâches correspondant aux protéines « His-taggées » commencent à 
apparaître au bout de quelques minutes.     

 

6 Les outils de culture in vitro (CIV) 

6.1 Pratique de la culture in vitro 

La culture in vitro nécessite de travailler dans un environnement stérile. Pour ce faire, les étapes 
de manipulation se déroulent sous une hotte à flux laminaire vertical ou horizontal. Le plan de 
travail est désinfecté à l’éthanol 70%. Différentes méthodes de stérilisation sont adaptées au 
matériel solide et liquide. Les milieux et la verrerie (pots en verre, boîte de Pétri en verre, 
bouteilles Schott) sont stérilisés par autoclavage (120°C, 20 min, 1bar). Les outils métalliques 
(pinces, scalpels) sont stérilisés préalablement au four Pasteur (1h, 80°C) et sont flambés à 
l’éthanol 96% avant chaque manipulation. Les milieux sont préparés dans de l’eau distillée afin 
que les milieux soient de composition exacte. Les solutions stock d’antibiotiques et de 
phytohormones sont diluées dans l’eau distillée stérile et filtrées à 0,2µm puis stockées à -20°C.  

 

6.2 Le milieu de culture de base 

6.2.1 Le milieu MS (Murashige and Skoog) 

C’est le milieu de base utilisé pour la culture des plantes in vitro. Sa composition est décrite en 
Annexe 11. Ce milieu est disponible commercialement sous la forme de poudre (Ref. M0221, 
Kalys) contenant tous les éléments à l’exception des régulateurs de croissance, du sucre et de 
l’agar. Le pH est ajusté à pH 5,8 avant passage à l’autoclave.  
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6.2.2 Les éléments ajoutés au milieu MS (Murashige et Skoog, 1962) 

Le milieu MS de base est additionné de vitamines, de 3% de saccharose et de 7,5 g/L d’agar 
pour un milieu solide. D’autres composants peuvent être ajoutés pour la préparation de milieux 
spécifiques, comme certaines hormones végétales. Les milieux de sélection sont additionnés 
des antibiotiques appropriés après autoclavage. Les additifs et leurs concentrations sont 
récapitulés dans le Tableau 22.  

 

 

Tableau 22 : Composants ajoutés au milieu de base après stérilisation. a : St-Louis MO, USA; 

b: Bernin, France. 

 

Composé
Référence et 
fournisseur

Concentration 
stock

Concentration 
finale dans le 

milieu

Vitamines

Avec source 
d’azote

Acide nicotinique
N0761,
Sigma-
Aldricha

100 mg/L 1 mg/L

Pyroxidine HCl
V-018, 
Sigma-
Aldricha

100 mg/L 1 mg/L

Thyamine HCl
T1270, 
Sigma-
Aldricha

1000 mg/L 10 mg/L

Sans source 
d’azote Myo-inositol

I7508, 
Sigma-
Aldricha

10000 mg/L 100 mg/L

Hormones
végétales

Type de 
cytokinines

NAA (acide 1-
naphtalène acétique)

N0903, 
Kalysb

1 g/L dans 
NaOH 1N

0,1 mg/L

0,5 mg/LType de 
d’auxines

6-BAP (6-
benzylazminopurine)

B0904, 
Kalysb

Source de carbone Saccharose
84100, 
Sigma-
Aldricha

30 g/L

Agent d’élimination des 
agrobactéries

Céfotaxime
C0111, 
Kalysb

100 mg/L dans 
dH2O

250 mg/L

35 mg/LAgent de sélection des 
plantes transformées

Hygromycine
H0192, 
Kalysb
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6.3 La mise en germination des graines de tabac 

Les graines de tabac sont stérilisées par un bain de 30 secondes dans l’éthanol 95%, un bain de 
5 minutes dans de l’eau distillée stérile supplémentée de 2% de chlore actif (eau de Javel à 2% 
de chlore actif), et 3 bains de 5 minutes afin d’éliminer le surplus d’eau de Javel. Les graines 
sont ensuite transférées sur le milieu de germination solide en boîte de Pétri, dont la composition 
est la suivante : le milieu minéral MS, les vitamines MS diluées deux fois par rapport à la 
solution stock (Tableau 22), 30g/L de saccharose, 7,5 g/L d’agar HP696 à pH5,8. Les graines 
de tabac commencent à germer généralement au bout de deux semaines. Les plantules sont 
ensuite placées individuellement sur un milieu MS solide supplémenté de sucre préalablement 
coulé dans des pots en verre stériles (pots de 200mL V0633, avec couvercle MagentaTM B8648, 
Sigma-Aldrich, St Louis, MO, USA).   

Les plantes obtenues in vitro (ou vitro plants) et les boîtes de Pétri sont mis en culture en 
phytotron, sous 40% d’humidité relative et 160 µmol/m2.s-1 d’intensité lumineuse, avec une 
photopériode jour/nuit de 16h/8h. La température est ajustée à 25°C le jour et à 20°C la nuit. 

 

6.4 La transformation génétique du tabac via Agrobacterium tumefaciens 

6.4.1 Les milieux de culture 

 

Tableau 23 : Composition des milieux utilisés pour la transformation génétique du tabac 

médiée par Agrobacterium tumefaciens.  

Chaque milieu est composé du milieu de base MS additionné de vitamines et de saccharose. 
Certaines hormones sont ajoutées pour améliorer la régénération des plantes. La présence 

Nom du milieu Composition

Milieu de resuspension (MR) 
des agrobactéries

MS (x1), Vitamines (x1), 3% de saccharose. pH=5,8

Milieu de co-culture (CO)
MS (x1), Vitamines (x1), 3% de saccharose, 0,5 
mg/L de 6-BAP et 7,5 g/L d’agar HP696. pH=5,8

Milieu liquide (ML) 
d’élimination d’agrobactéries

MS (x1), Vitamines (x1), 3% de saccharose, 250 
mg/L céfotaxime. pH=5,8

Milieu de sélection (SE) des 
cellules végétales transformées

MS (x1), Vitamines (x1), 3% de saccharose, 0,5 
mg/L de 6-BAP, 250 mg/L céfotaxime, 35 mg/L 
d’hygromycine et 7,5 g/L d’agar HP696. pH=5,8

Milieu d’enracinement (ME) 
des plantules transformées 
génétiquement

MS (x1), Vitamines (x1), 3% de saccharose, 0,1 
mg/L de NAA, 250 mg/L céfotaxime, 35 mg/L 
d’hygromycine et 7,5 g/L d’agar HP696. pH=5,8
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d’antibiotiques permet de sélectionner et de maintenir le gène d’intérêt dans le génome. La 
composition des milieux est indiquée dans le Tableau 23.  

 

6.4.2 Le protocole de transformation 

 

Tableau 24 : Etapes de la transformation génétique du tabac via Agrobacterium tumefaciens 

depuis l’infection d’un explant foliaire jusqu’à la régénération d’une plante génétiquement 
transformée avec le gène d’intérêt. 

Etape de 
transformation

Matériel biologique

E
ta

pe
1 Préparation de 

l’inoculum 
bactérien

- Incubation des Agrobactéries modifiées dans 30 mL de milieu YEB 
liquide stérile additionné des antibiotiques appropriés. Culture sous 
agitation pendant 36h à 28°C. 

- 4h avant infection: ajout de 0,1 mM d’acétosyringone pour activer la 
virulence de la bactérie. 

- Dès que DO (595nm) = 0,7+/-0,1, centrifugation à 1500 xg pendant 15 
minutes à température ambiante.

- Resuspension du culot dans 30 mL de YEB frais stérile. 
- Renouvellement du lavage deux fois avec 30 mL de YEB (au total 3 

lavages) pour éliminer le reste d’antibiotiques.
- A la dernière centrifugation, élimination du surnageant et homogénéisation 

du culot dans 30 mL de milieu de resuspension (tableau 24). 

E
ta

pe
 2 Infection 

d’explants foliaires 
par Agrobacterium 

tumefaciens

- Découpage de feuilles de vitro plants pour obtenir des rectangles de 1 cm 
de longueur. 

- Immersion des explants foliaires 1 minute dans la suspension bactérienne 
et séchage sur un papier filtre stérile pour enlever le surplus de bactéries. 

E
ta

pe
 3 Coculture des 

bactéries avec les 
explants foliaires

- Transfert des explants sur un milieu de co-culture (tableau 24) et 
incubation 2 jours à 23°C à la lumière. 

E
ta

pe
 4

Elimination des 
Agrobactéries

- Immersion des explants foliaires pendant 10 minutes dans le milieu ML 
liquide en présence de céfotaxime pour éliminer les bactéries. 

- Absorption du surplus de liquide sur du papier filtre stérile. 

E
ta

pe
 5 Sélection et 

régénération des 
plantes entières et  

- Disposition des explants sur milieu SE (tableau 24) en présence de
l’antibiotique de sélection. En présence de 6-BAP, des tiges feuillées
génétiquement transformées vont se développer sous pression de
sélection à l’antibiotique dès 3 semaines après transformation. 

- Repiquage des jeunes plantules (taille d’environ 5 cm) sur milieu ME 
(tableau 24). Ce milieu est supplémenté d’un analogue de l’AIA, le NAA 
pour induire les racines. 
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La plante qui a intégré le plasmide recombiné va présenter une résistance à l’hygromycine, ce 
qui permettra de sélectionner les plantes transformées. 

Le protocole de transformation a été adapté d’une publication (Gallois et Marinho, 1995) par 
Dr. Sissi Miguel (S. Miguel, thèse 2013), en prenant comme matériel végétal des explants 
foliaires de vitro plants de tabacs. Les étapes de la transformation se déroulent comme indiquées 
dans le Tableau 24. 

Plusieurs séries de transformations sont réalisées pour obtenir des événements de 
transformation indépendants. Pour chaque série de transformation, au moins 3 plantes par 
construction sont transformées.  

 

6.4.3 Caractérisation des plantes transgéniques 

La présence du gène d’intérêt doit être vérifiée sur les plantes résistantes à l’hygromycine. Les 
ADN génomiques sont extraits à partir de jeunes feuilles et une PCR est réalisée avec les 
amorces spécifiques du gène d’intérêt présentées dans le Tableau 14. L’expression du gène est 
vérifiée par une analyse de qPCR à partir des plantes révélées positives par la première PCR 
(Tableau 18).  

 

6.4.4 Préparation des cultures cellulaires 

6.4.4.1 Initiation des cals et mise en suspension liquide 

L’induction des cals est contrôlée par un équilibre hormonal qui dépend de l’espèce végétale et 
du tissu considéré. Les teneurs en auxine et cytokinines nécessaires à l’initiation des cals à partir 
de feuilles de tabac ont été adaptées à partir du protocole de Vasilev et al., 2014. Pour ce faire, 
des explants foliaires de tabac sont déposés sur un milieu MS solide contenant les vitamines et 
le sucre et supplémenté de 0,1mg/L de 6-BAP et 0,8mg/mL de NAA. La pression de sélection 
des cellules transformées est maintenue en présence d’hygromycine (35mg/L). Les cals 
commencent à se former au bout de 3 semaines et ont un aspect friable. Nous avons prélevé les 
cals après 6 semaines. Un gramme de cals est transféré dans des erlenmeyers contenant 100mL 
de milieu MS avec les mêmes teneurs en agents de croissance et antibiotiques. Les suspensions 
cellulaires sont maintenues sous agitation rotatoire à 200rpm à 25°C à l’obscurité et des sous-
cultures sont préparées toutes les 2 semaines en renouvelant le milieu de culture.  
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6.4.4.2 Vérification de la viabilité des cellules végétales et mesure de la densité 

cellulaire 

Les cellules végétales sont observées au microscope (Obj x40) afin, d’une part, de contrôler la 
viabilité des cellules et, d’autre part, de vérifier l’absence de contamination par des micro-
organismes. La suspension cellulaire est homogénéisée v/v avec une solution de bleu de Trypan 
préparée à 0,04% p/v dans une solution de PBS (NaCl 140mM, KH2PO4 4,4mM). Ce colorant 
pénètre uniquement dans les cellules mortes et les colore en bleu ce qui les distingue des cellules 
vivantes.  

 

6.4.5 Mesure des paramètres de culture 

Le pH du milieu est mesuré à l’aide d’une bandelette de papier pH universel (1-14). Toutes les 
cultures ont un pH égal à 6 en présence ou en l’absence d’acide chlorogénique. 5mL de la 
culture sont prélevés et déposés sur un papier filtre Whatman n°1 et la biomasse de cellules 
fraîches est collectée par filtration sous dépression (40 sec, 800mBar) sur un filtre Büchner. Les 
cellules sont pesées et la teneur en biomasse fraîche est déterminée par rapport au volume 
prélevé. Ces données nous permettent de calculer le taux de croissance cellulaire avec la 
formule suivante : 

 

 

Les cellules (environ 1g de matière fraîche) sont ensuite séchées à 50°C pendant 20 minutes 
puis pesées à nouveau afin de déterminer la teneur en matière sèche. 

 

Biomasse fraîche mesurée – biomasse fraîche initiale

biomasse fraîche initiale
x 100Taux de croissance (%) =
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7 Les tests enzymatiques et l’analyse des composés phénoliques 

7.1 Solutions étalon et substrats 

7.1.1 Les composés en solution stock 

 

Tableau 25 : Liste des composés utilisés comme étalons ou substrats pour les analyses 

biochimiques et les tests d’incubation enzymatique. SA : Sigma-Aldrich 

Les composés utilisés dans le cadre des analyses phytochimiques et des réactions enzymatiques 
sont commandés chez Sigma-Aldrich. La préparation des molécules en solution stock est 
décrite dans le Tableau 25.  

 

Composé Solution stock
Solution 
étalon

Fournisseur
/référence

Acide chlorogénique
(5-CGA)

100 mM dans EtOH75%
25µM dans 

méthanol 50%
C3878, SA

Acide 3,5-dicaféoyl-
quinique (3,5-DCQ)

20 mM dans méthanol70% 
pH3

20µM dans 
méthanol 50%

Produit en 
interne par 

PAT

Acide quinique 100 mM dans l’eau ultra-pure
50µM dans 

méthanol 50%
1594506, 

SA

Acide caféique 100 mM dans EtOH75%
50µM dans 

méthanol 50%
C0625, SA

Acide p-coumarique 100 mM dans EtOH75%
50µM dans 

méthanol 50%
C9008, SA

Acide t-cinnamique 100 mM dans EtOH75%
50µM dans 

méthanol 50%
C80857, SA

Acide shikimique 100 mM dans l’eau ultra-pure
50µM dans 

méthanol 50%
S5375, SA

Acide férulique 100 mM dans EtOH50%
50µM dans 

méthanol 50%
128708, SA

Coumaroyl-quinate
100mM dans tampon NaPi

pH7 50µM dans 
méthanol 50%

obtenus en 
HPLC 

préparative
au 

laboratoire
Coumaroyl-shikimate

100mM dans tampon NaPi
pH7
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7.1.2 La synthèse des esters de CoA via la 4CL 

Les esters de coenzyme A (p-coumaroyl-, caféoyl, cinnamoyl-, féruloyl- CoA) ont été 
synthétisés via la 4CL1 en s’inspirant du protocole décrit par Beuerle et Pichersky, 2002. Le 
protocole initial de synthèse a été modifié afin d’obtenir des concentrations d’esters de CoA 
suffisants pour être identifiés en UPLC-MS et les utiliser pour les tests d’incubation avec 
l’HCT. 

Les réactifs et les concentrations utilisés dans la réaction ainsi que la durée d’incubation sont 
indiquées dans le Tableau 30. La réaction s’est déroulée à 30°C à l’obscurité et a été arrêtée par 
addition de 10µL d’HCl 4N. 

Le suivi de la synthèse enzymatique est effectué au spectrophotomètre UV en utilisant une cuve 
en quartz. Les produits concentrés sont dilués au 1/100ème dans le tampon de la réaction et la 
densité optique de chaque produit est mesurée à 346, 310, 333 et 333nm correspondant aux 
longueurs d’ondes d’absorption maximale du caféoyl-CoA, du cinnamoyl-CoA, p-coumaroyl-
CoA et féruloyl-CoA dans l’ordre respectif. Les concentrations sont calculées avec la loi de 
Beer-Lambert de formule suivante : 

 

Ces composés étant instables même conservés à -20°C, sont immédiatement utilisés comme 
substrats pour les tests d’incubation avec l’HCT. 

Pour l’identification en HPLC, les composés sont purifiés par une extraction liquide-liquide à 
l’acétate d’éthyle (cf. δ 7.4.1). 

 

7.2 Tests d’incubation de l’HCT recombinante avec les substrats 

7.2.1 Réaction de synthèse des esters d’acide hydroxycinnamique 

La réaction enzymatique a été effectuée dans un volume total de 400µL avec les réactifs 
suivants : 0,6mM d’ester de CoA synthétisé, 0,6mM d’acide quinique, 15mg/mL de HCT 
recombinante complété avec du tampon NaPi 0,1M pH7. Le mélange réactionnel est incubé 
pendant 1h à 30°C à l’obscurité. La réaction est arrêtée par ajout de 10µl d’acétonitrile : HCl 
2N. Une centrifugation de 10 minutes à 10000xg à température ambiante permet d’éliminer les 
débris de protéines. Les produits sont ensuite purifiés par extraction liquide-liquide à l’acétate 
d’éthyle (cf δ 7.4.1).  

 

A =  x l x C
A = Absorbance ou densité optique (DO)
 : coëfficient d’extinction molaire (L.mol-1.cm-1)
C: Concentration molaire en mol.L-1 
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7.2.2 Réaction de synthèse du 3,5-DCQ par l’HCT recombinante 

Le test d’incubation de l’HCT d’ipomée en présence d’acide chlorogénique est préparé de la 
façon suivante pour un volume final de 200µL : 0,1mM de CoA, 0,1mM de CGA, 15mg/mL 
de HCT recombinante complétés avec du tampon NaPi 0,1M pH6. La réaction est incubée 15h 
à l’obscurité à température ambiante. 5µL d’acétonitrile : HCl 2N sont ajoutés à la fin de la 
réaction. La protéine est précipitée par une centrifugation de 10 minutes à 10000xg. Le produit 
est ensuite analysé en HPLC et identifié en MS. 

 

7.3 Test d’incubation des extraits foliaires de tabacs transgéniques avec l’acide 
chlorogénique 

100mg de jeunes feuilles fraîches sont broyées dans 500µL de tampon NaPi0,1M pH6. Les 
extraits sont ensuite centrifugés pendant 10minutes à 10000xg à 4°C. Le surnageant est ensuite 
récupéré et les protéines totales sont dosées au Qubit. La réaction est ensuite réalisée avec 
20mg/mL final de protéines totales dans les conditions décrites au δ 7.2.2. 

 

7.4 Extraction des acides phénoliques 

7.4.1 Extraction liquide-liquide à l’acétate d’éthyle 

Les produits de la réaction enzymatique sont extraits 2 fois à l’acétate d’éthyle (v/v). Une 
centrifugation de 10 minutes à 12400 xg à température ambiante est effectuée après chaque 
extraction. Le volume est fractionné en deux phases. La phase supérieure (organique) contenant 
les esters de CoA est récupérée. Le solvant est évaporé dans un « speedvac » afin de concentrer 
les produits. Enfin, le culot est resolubilisé dans 50µL de méthanol 50%. Le contenu en 
métabolites est analysé en HPLC.   

 

7.4.2 Extraction hydro-éthanolique des tissus végétaux 

L’extraction hydro-éthanolique est une méthode classique d’extraction effectuée à partir de 
matière sèche. Les tissus sont broyés à l’azote liquide puis lyophilisés. La poudre est ensuite 
solubilisée dans de l’éthanol 70% froid à raison de 10mg/mL. Le mélange est mis sous agitation 
à 1000rpm à température ambiante pendant 30 minutes puis centrifugé à 10000 xg pendant 10 
minutes. Le surnageant est récupéré et filtré sur 0,2µm avant d’être transféré dans des vials 
HPLC.  
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7.5 Méthodes de détection des acides phénoliques 

7.5.1 Détection à l’HPLC 

Une méthode HPLC permettant d’identifier le 3,5-DCQ a été mise au point au laboratoire. Cette 
méthode est utilisée pour doser l’acide chlorogénique et le 3,5-DCQ et a été appliquée pour la 
détection des autres esters d’acide hydroxycinnamique.  

Le système HPLC (Shimadzu Prominence XR) utilisé est muni d’un détecteur PDA à balayage 
photodiode permettant de détecter les composés entre 220 et 370nm.  

Les composés sont séparés sur une colonne C18 en phase inverse LiChroCart 250-4 
(Licrospher® 100 RP-18, 5µm, Merck Millipore). La phase mobile est composée d’eau ultra-
pure : acide ortho-phosphorique pH2,6 pour le solvant A et de méthanol pur pour le solvant B. 
La concentration de B initiale est de 23% et monte en gradient sur une durée totale de 
60 minutes (43min : 55% ; 50min : 70% ; 55min : 70% ; 60min : 23%). 20µL d’échantillon et 
10µL d’étalon sont injectés avec un débit de 0,7mL/min. Les teneurs en 3,5-DCQ et acide 

chlorogénique dans l’échantillon x sont déterminées à partir du rapport aire/concentration avec 

l’étalon selon la formule suivante : 

 

 

7.5.2 Identification en UPLC-MS 

La spectrométrie de masse est une méthode d’analyse physico-chimique permettant de détecter 
et d’identifier les composés par mesure de leur masse. Son principe réside dans la séparation en 
phase gazeuse de molécules chargées (ions) en fonction de leur rapport masse/charge (m/z).  

Le système UPLC (Shimadzu X-Terra) est muni d’une pompe délivrant un solvant binaire et 
d’un détecteur PDA. L’appareil est couplé à un spectromètre de masse en simple quadripole 
équipé d’une source d’ionisation par électro-nébulisation (ESI) en mode positif et négatif. Les 
paramètres de la méthode sont optimisés pendant la calibration de l’appareil (température 
d’interface : 300°C ; T°capillaire : 250°C ; température de la colonne : 40°C). La phase 
stationnaire est une colonne XB-C18 Phenomenex Kinetex, (L100mm x l2,1mm, taille des 
billes 2,6µm). Les composés sont séparés sous l’influence de la phase mobile (A : H2O-AF 
0,1% ; B : acétonitrile) paramétrée avec un gradient de B (0 min : 5% ; 13,5min : 40% ; 14min : 
40% ; 15min : 5% ; 17min : 5%). Les échantillons sont injectés avec un volume de 5µL et 
analysés avec un débit de 0,5mL/min. La détection MS des composés se fait à l’aide d’un 
balayage de 100-1000m/z. Les données sont traitées avec le logiciel LabSolution version 5.60 
SP2.         

Cx = 
Airex x Cétalon

Aireétalon
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8 Test d’infection sur disques foliaires de tabac 

8.1 Test anti-fongique sur les molécules pures  

8.1.1 Les molécules testées et les témoins 

 

Tableau 26 : Composition des molécules tests et des témoins utilisés dans les tests anti-

fongiques. 

La solution mère de chitosan est préparée à 5g/L dans 0,5% d’acide acétique et 0,5% de 
Tween20. Les solutions stock d’acide chlorogénique et de 3,5-DCQ sont préparées comme 
indiqué dans le Tableau 26. Les solutions sont ensuite filtrées sur 0,2µm avant d’être 
incorporées dans les milieux de culture. 

 

8.1.2 Test d’inhibition des molécules sur la croissance fongique 

Le test d’inhibition du champignon est réalisé sur les milieux de culture propres à chaque 
champignon (cf. δ 3.3) en y incorporant les molécules testées (5-CGA et 3,5-DCQ) à 0 / 17,5/ 
35 / 75 / 125 / 250 et 500mg/L.  

Des disques d’agar de 6mm de diamètre sont prélevés sur une culture âgée de 10 jours pour 
Botrytis cinerea et 15 jours pour Phytophthora parasitica et sont placés au centre de la gélose. 
Les boîtes sont scellées et incubées à l’obscurité à 25°C pour Phytophthora parasitica et 20°C 
pour Botrytis cinerea.  

 

 

Solution stock

Molécules
5-CGA 10mg/mL dans l’eau distillée stérile

3,5-DCQ 10mg/mL dans éthanol 5%

Témoins

T +: 
chitosan

5mg/mL dans acide acétique 0,5%+
Tween 20 0,5%

T1 – eau pH3

T2 – Ethanol 5%

T3 – acide acétique 0,5%+ Tween 20 
0,5%
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Le diamètre de l’hyphe est mesuré tous les jours jusqu’à ce que l’hyphe atteigne les bords de la 
boîte. Le pourcentage d’inhibition de la croissance est calculé avec la formule suivante : 

 

Des boîtes témoins (Tableau 26) sont inoculées dans les mêmes conditions que les molécules 
tests. Le chitosan, connu pour inhiber ces champignons (Junguang Xu, 2007; Reglinski et al., 
2010) est utilisé comme témoin positif. 

  

8.2 Test d’infection fongique sur feuille détachée 

8.2.1 Préparation de la suspension de spores de Botrytis cinerea 

Pour obtenir les spores de Botrytis cinerea, un fragment d’agar prélevé d’une culture a été 
déposé sur des feuilles de vitro plants de tabac. Les feuilles ont été placées dans des boîtes de 
Pétri sur un papier filtre stérile imbibé d’eau stérile. Les boîtes sont incubées à 25°C au 
phytotron pendant 10 jours. La suspension de spores est préparée selon les indications de la 
publication de Carstens et al., 2003. Les spores sont récoltées en inondant la surface avec 1mL 
de milieu PDB stérile. La suspension de spores est filtrée sur 100µm (filtres Miracloth) et la 
concentration est ajustée à 2,5 x 106 spores par mL à l’aide d’un haemocytomètre.  

 

8.2.2 Inoculation des feuilles détachées 

Les feuilles prélevées sur des plantes âgées de 2 mois sont placées dans des boîtes de Pétri 
contenant un papier filtre imbibé d’eau. Cinq répétitions sont réalisées sur 3 plantes 
transgéniques (événements de transformation indépendants). Deux points d’inoculation de 2µl 
de suspension de spores à 2,6.106 spores/mL sont réalisés sur la surface adaxiale (face brillante) 
de la feuille. La viabilité des spores est vérifiée en parallèle avec un haemocytomètre. Les boîtes 
sont scellées pour avoir 100% d’humidité et sont placées à 25°C. Les symptômes sont observés 
tous les jours. 

 

 

 

% inhibition = 
(C-T)

(C-n) 
x 100

C, T: moyennes des 3 réplicats
C: contrôle
T: Traitement
n: diamètre du disque d’agar inoculé 
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RESULTATS ET DISCUSSION 

1 Chapitre 1 : Identification des gènes impliqués dans la biosynthèse des 

dérivés d’acide caféoyl-quinique 

1.1 Etude phylogénétique 

Un premier travail a été initié par Dr Barbara Menin, en post-doctorat au LAE, afin de 
déterminer la nature de l’enzyme impliquée dans la réaction d’estérification de l’acide 
chlorogénique. Des conditions optimales ont été mises en place par PAT afin d’augmenter la 
production de 3,5-DCQ à partir de racines d’ipomées en les cultivant en condition d’azote 
limitant. La présence en forte concentration de 3,5-DCQ dans les racines d’ipomée sous-entend 
la présence en grande quantité d’enzymes potentiellement impliquées dans la synthèse de 3,5-
DCQ, et des ARN messagers codant ces enzymes dans ces tissus. Pour identifier ces enzymes, 
l’approche utilisée a consisté à générer une base de données bioinformatique (banque de 
RNAseq) contenant les séquences correspondant à l’ensemble des ARN messagers présents 
dans les racines d’ipomées soumises à un stress azoté pour stimuler la production de 3,5-DCQ. 
Pour cela, les ARN totaux ont été extraits de ces tissus et séquencés par pyro-séquençage lors 
de l’année 2012 (Technologie 454 GS FLX de Eurofins MWG). L’exploration de cette base de 
données a permis de sélectionner 13 séquences candidates présentant des homologies de 
séquence avec les HCT et HQT décrites par ailleurs dans la littérature (Hoffmann et al., 2004, 
2005; Niggeweg et al., 2004; Comino et al., 2007, 2009; Lepelley et al., 2007). Les séquences 
sont répertoriées dans la demande de brevet n°WO2013/17805 A1 déposée en 2013 (Annexe 
1). 

A l’issue de ces travaux, les 13 séquences nucléiques candidates ont été traduites in silico avec 
le logiciel Expasy. Les séquences peptidiques ont été alignées avec d’autres séquences 
d’acyltransférases BAHD caractérisées du point de vue moléculaire ou fonctionnel (Annexe 
12). Une analyse phylogénétique a été réalisée sur les 13 protéines déduites des séquences 
codantes identifiées. Ces séquences ont été comparées avec des enzymes de la superfamille des 
acyltransférases BAHD. Au moins deux séquences protéiques ont été choisies comme membres 
représentatifs des clades I, II, III, IV et V d’après la classification donnée par D’Auria, 2006. 
Récemment, une nouvelle classification a été proposée et indique que le clade V est subdivisé 
en deux groupes : le sous-clade Va regroupe les acyltransférases impliquées dans la formation 
d’esters volatils principalement ; le sous-clade Vb est représenté par les HCT et HQT 
impliquées dans la synthèse de l’acide chlorogénique et des monolignols (Tuominen et al., 
2011).  

L’arbre phylogénétique le plus parcimonieux a été construit avec la méthode algorythmique 
Neighbour-Joining et le logiciel MEGA 6. Parmi les acyltransférases connues, la protéine 
EcoATA issue d’Escherichia coli est considérée comme l’une des plus ancestrales. Elle a donc 
été choisie comme groupe extérieur pour enraciner l’arbre (Wang et al., 2015). Les différents 
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clades de l’arbre phylogénétique sont basés sur la classification de D’Auria, 2006 et Tuominen 
et al., 2011.  

 

Figure 30 : Arbre phylogénétique des séquences candidates avec des membres représentatifs 

des acyltransférases de la famille des BAHD caractérisées sur le plan moléculaire ou 

biochimique (d’après D’Auria, 2006; Tuominen et al., 2011). Le clade des HCT est marqué en 

rouge et le clade des HQT en vert. Les séquences candidates sont marquées en caractère gras. 

Construction avec la méthode Neighbour-Joining. Groupe extérieur : EcATA (acyltransférase 

d’E.coli). La distance des branches représente le lien de proximité entre les protéines et les 

valeurs de Bootstrap (1000 répétitions) sont indiquées au niveau des nœuds qui génèrent les 
clades (Cd). Les abréviations des espèces sont les suivantes : As : Avena sativa ; At : 

Arabidopsis thaliana ; Cb : Coleus blumei ; Cc : Coffea canephora ; Cs : Cucumis sativus ; 

Cy : Cynara cardunculus ; Dc : Dianthus caryophillus ; Dv : Dahlia variabilis ; Ec : 

Eryhtroxylum coca ; Eco : Escherichia coli ; Gt : Gentiana trifolia ; Hv : Hordeum vulgare ; 

Ib : Ipomoea batatas ; La : Lavandula augustifolia; Lj : Lonicera japonica ; Mt : Medicago 

truncatula ; Nt : Nicotiana tabacum ; Os : Oryza sativa ;  Pg : Platycodon grandifolium ; Pv : 

Panicum vergatum ; Rs : Rauvolfia serpentina ; Sb : Sorghum bicolor; Sp : Solanum penellii ; 



Résultats et discussion 

130 
 

Sl : Solanum lycopersicum ; St : Solanum tuberosum ; Tp : Trifolium pratense ; Zm : Zea mays. 

Les numéros d’accession sont listés comme suit : AsHHT1 : BAC78633 ; AT1 : AET80688 ; 

AtCER2 : AAM64817 ; AtHCT : NP_199704.1 ; CbBEAT : AAN48360 ; CbHCT2 : 

CBI83579 ; CbRAS : A0PDV5 ; CcHCT : ABO47805 ; CcHQT : ABO77957 ; CyHQT : 

ABK79689 ; CsHCT : NP_001295843.1 ; CsHQT : ACF3707957 ;  DcHCBT2 : O23917 ; 

Dv3MAT : AAO12206 ; EcHQT : AFF19203 ; EcoATA : NP_312354.1 ; Gt5AT : BAA74428 ; 

HvACT : AAO73071 ; IbHCT : BAJ14794 ; IbHCBT : BAA87043 ; IbHQT : BAJ14795 ; 

LaAAT1 : ABI48360 ; LjHQT : ACZ52698 ; MtHCT : XP_013454529 ; NtHCBT : AAN09798 ; 

NtHCT : CAD47830 ; OsHCT4 : NP_001057003 ; PgHCT : AEM63675 ; PvHCT1 : 

AFY17066 ; RsVs : CAD89104 ; SbHCT : EES05411 ; NtHQT : CAE46932 ; SlHQT : 

NP_001234850 ; SpAAT1 : NP_001310384 ; StHQT : ABA46756 ;  TpHCT1 : ACI16630. 

L’arbre phylogénétique révèle une classification très dispersée des séquences candidates 
(Figure 30). Ces séquences sont divisées en deux catégories : clusters (plusieurs séquences dans 
un même groupe) ou clade unique (une seule séquence). Certaines sont regroupées dans le 
même clade que des acyltransférases de la famille des BAHD de fonction connue. Le clade I 
qui regroupe des enzymes impliquées dans la synthèse des anthocyanines (Fujiwara et al., 1997; 
Suzuki et al., 2002). Parmi les 13 séquences candidates, aucune n’est comprise dans ce clade.  

 

 

Tableau 27 : Comparaison par alignement BLAST de la séquence n°1 déterminée in silico chez 

Ipomoea batatas, avec d’autres séquences d’HCT répertoriées dans la Genbank. 

La première séquence (seq1) prédite de la banque de RNAseq de PAT est classée dans le sous-
groupe Vb regroupant les hydroxycinnamoyl shikimate/quinate acyltransférases (HCT et 
HQT). Un certain nombre de transférases à activité HCT catalysant la synthèse d’acides 
caféoyl-quiniques ont été décrites dans la littérature (Hoffmann et al., 2004; Niggeweg et al., 
2004; Comino et al., 2007, 2009). En réalisant une comparaison de séquences avec l’outil 
BLAST, on constate une très forte ressemblance entre ces séquences. Elle partage également 
98% d’identité d’acides aminés avec une transférase d’ipomée déjà répertoriée dans la banque 

N accession Protéine
Identité d’acides aminés 

avec  la séquence 1

BAJ14794  HCT d’Ipomoea batatas (IbHCT) 99%

AB047805 HCT de Coffea canephora (CcHCT) 85%

CAD47830 HCT de Nicotiana tabacum (NtHCT) 84%

AAZ80046 HCT de Cynara cardunculus (CyHCT) 82%

AEM636675 HCT de Platycodon grandifolium (PgHCT) 80%

NP_199704 HCT d’Arabidopsis thaliana (AtHCT) 77%

AC1228534 HCT1 de Trifolia pratense (TpHCT) 76%

XP_013454529 HCT de Medicago truncatula (MtHCT) 76%
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de données Genbank (ID : BAJ14794) qui n’a pas été caractérisée sur le plan fonctionnel. Dans 
la suite de ce travail, la séquence 1 sera nommée « IbHCT ». Cette séquence possède 85% 
d’identité d’acides aminés avec l’HCT de Coffea canephora (ID : AB047805), suivie de 84% 
avec celle du tabac (ID : CAD47830) et de 82% avec celle de Cynara cardunculus (ID : 
AAZ80046). Le pourcentage d’identité est relativement élevé entre ces trois protéines. Les HCT 
caractérisées chez d’autres espèces n’ont en commun qu’une identité en termes d’acides aminés 
inférieure à 80% (Tableau 27). 

Le clade Vb est subdivisé en 2 sous-groupes, celui des HCT et celui des HQT. Ces dernières 
ont été caractérisées biochimiquement chez de nombreuses espèces comme la tomate et 
l’artichaut (Hoffmann et al., 2003; Comino et al., 2009). Dans ce cluster, on retrouve les 
séquences 2 et 13 qui sont quasiment identiques (99%) et sont donc potentiellement des variants 
l’une de l’autre. Ces séquences possèdent un haut pourcentage d’identité (99%) avec une HQT 
et une HCBT d’ipomée déposées chez Genbank (ID ; HQT : BAJ14795 ; HCBT : BAA87043) 
dont les activités n’ont pas été élucidées. Cette conservation en acides aminés est cependant 
plus faible que dans le cas de la séquence peptidique des HCT de café et d’artichaut. Cette 
différence en termes de composition en acides aminés plaide fortement en faveur d’une fonction 
différente que celle des enzymes déjà décrites dans la littérature. Nous appellerons dans ce 
travail la séquence 2 sous le nom « IbHQT » et la séquence 13 : « IbHCBT ». Ces séquences 
partagent environ 80% d’identité avec les HQT de tomate, de tabac et de café et 71% avec celle 
d’artichaut (Tableau 28). 

 

 

Tableau 28 : Comparaison par alignement BLAST de la séquence n°2 identifiée in silico chez 

Ipomoea batatas avec d’autres séquences d’HQT de la banque Genbank. 

A côté du clade Vb, les séquences 3 et 9 sont comprises dans le clade Va qui inclut l’HCBT de 
tabac (ID : AAN09798), bien qu’elles ne partagent que respectivement 37% et 41% d’identité 
avec celle-ci. La séquence 3 présente 33% d’identité avec l’HCT de café et 31% avec celle de 
tabac. Elle possède 29,9% d’identité avec l’HQT de Coffea canephora et 32% avec celle de 
Cynara cardunculus. Cette séquence est néanmoins semblable à une autre HQT de café (ID : 

N accession Protéine
Identité d’acides 

aminés avec  Seq 2

BAJ14795 HQT d’Ipomoea batatas (IbHQT) 99%

NP_001234850 HQT de Solanum lycopersicum (SlHQT) 81%

AJ582652
HQT de Lycopersicum esculentum

(LeHQT)
83%

CAE46932 HQT de Nicotiana tabacum (NtHQT) 83%

ABO77957 HQT de Coffea canephora (CcHQT) 79%

ACF37072 HQT de Cynara cardunculus (CyHQT) 71%
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CAT00082) avec laquelle elle partage 77% d’identité au niveau peptidique. La séquence 9, 
quant à elle, montre une homologie plus forte (48%) avec une méthanol O-anthraniloyl 
transferase-like (SpAAT1) de l’espèce Solanum pennellii (NP_001310384) impliquée dans la 
synthèse des esters volatils (Goulet et al., 2015).  

Les autres séquences candidates sont assez éloignées des HCT et HQT de café et d’artichaut 
puisqu’elles présentent moins de 30% d’identité avec celles-ci. Ces séquences sont rassemblées 
dans des clades d’enzymes BAHD ayant une toute autre fonction que les HCT et HQT. Parmi 
elles, la séquence 10 appartient au clade IV représenté par l’acyltransférase HvACT impliquée 
dans la synthèse d’agmatine (Burhenne et al., 2003b), mais elle n’a que 50% d’identité avec 
celle-ci. Elle est plus proche (66% d’identité) de la protéine AT1 de Nicotiana attenuata (ID : 
AET80688) qui catalyse la formation de putrescine. Chez l’ipomée, la voie de biosynthèse de 
la putrescine connue actuellement fait intervenir une autre enzyme de la famille des peroxidases 
(Castillo et al., 2003), mais aucune acyltransférase n’a été identifiée dans cette fonction.  

Si l’on regarde les autres clades représentatifs des BAHD, on retrouve dans le clade II la 
séquence 12 voisine (à 40% d’identité) de la protéine AtCER2 (ID : AAM64817), impliquée 
dans la synthèse des cires épicuticulaires (Xia et al., 1996). Bien que distante des HCT et des 
HQT initialement identifiées (moins de 30% d’identité), cette séquence est plus proche d’une 
HCT potentielle de Gossypium arboreum (ID : KHG00208.1) avec 52% d’identité.  

Les séquences 8 et 11 sont regroupées dans le clade III avec la vinorine synthase (ID : 
CAD89104) et CbBEAT (ID : AAN48360) (D’Auria et al., 2002b; Bayer et al., 2004), bien 
qu’elles n’ont en commun que 30% d’identité. L’alignement réalisé par BLAST sur Genbank 
montre que ces gènes partagent tout de même une homologie plus importante avec une 3’-N-
debenzoyl-2’-deoxytaxol N-benzoyl transférase de Theobroma cacao (ID : XP_007037900.1) 
potentielle, avec une identité de 40% pour la séquence 11 et de 38% pour la séquence 8.  

Certaines séquences présentent une homologie plus importante avec des transférases 
potentielles mais aucune fonction n’a été attribuée aux enzymes qui se trouvent dans ce clade. 
C’est le cas des séquences 4, 5, 6 et 7. Bien que plus distantes des HCT et HQT d’artichaut et 
de café (environ 26% d’identité), les analyses réalisées par BLAST sur Genbank montrent que 
les séquences 4, 6 et 7 ont 93% d’identité entre elles, et ressemblent fortement (68% d’identité) 
à une shikimate-O-hydroxycinnamoyl tranferase-like isolée à partir de Nicotiana tabacum 
(XP_009781170) encore non caractérisée fonctionnellement. La séquence 5 est plus proche 
(78% d’identité) d’une acétyltransférase At3g50280 isolée de Nicotiana sylvestris de fonction 
inconnue à ce jour. Elle possède aussi 66% d’identité avec une acyltransférase BAHD DCR-
like de Vitis vinifera (XP_002278801) de fonction non identifiée. 

 

D’après l’analyse phylogénétique basée sur les séquences protéiques, les protéines IbHQT et 
IbHCT sont les enzymes les plus proches des HCT de café, de tomate et d’artichaut impliquées 
dans la synthèse des esters d’acide caféoyl-quinique. Nous avons donc choisi de nous focaliser 
sur ces enzymes dans un premier temps.  
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1.2 Comparaison par alignement avec des séquences d’acyltransférases de la famille 
des BAHD et recherche des séquences consensus 

Afin d’identifier les séquences consensus, les séquences candidates ont été alignées avec des 
membres représentatifs de la structure des acyltransférases BAHD (Figure 31 et Figure 32). 
L’alignement a été réalisé avec l’outil clustalW2 et les séquences consensus ont été mises en 
évidence à l’aide du logiciel BioEdit. Dans toutes les séquences alignées, on constate la 
présence des motifs HXXXD et DFGWG (Figure 31 et Figure 32) caractéristiques des 
acyltransférases de la famille des BAHD (D’Auria et al., 2002b) identifiés comme des sites 
actifs notamment pour le transfert du groupement acétyl (Suzuki et al., 2003; Unno et al., 2007). 
Comme le souligne la publication de Lallemand et al (2012), certains résidus semblent être 
impliqués dans l’interaction substrat-enzyme propre aux HCT et HQT. Chez l’ipomée, nous 
notons qu’il y a une conservation de séquence relativement forte entre l’HCT et l’HQT. Les 
résidus K237, D282, R286, R371 et le motif « YSSY » en position 252-256 identifiés dans la 
séquence d’IbHCT sont présumés être les sites de liaison au coenzyme A (Figure 31). Pour 
l’HQT, les résidus sont quasiment identiques à l’exception d’une tyrosine à la place d’une sérine 
en position 253. Un grand nombre de résidus ont été identifiés comme étant potentiellement à 
l’origine de l’interaction avec le noyau hydroxycinnamoyl chez IbHCT (T36, P37, S38, M151, 
H153, H154, G158, G161, L162, H163, W369, L372, M387). Certains de ces résidus sont 
différents pour l’HQT (L45, L46, V151, T154, S161). D’autres sont supposés être les sites de 
réception du groupement acyl dans IbHCT (P32, F34, T36, I279, A280, T302, R354, F359, 
GITS en position 365-368, W369, Y394, L397, F399) qui varient cependant chez IbHQT (G32, 
I34, L45, V279, N365, N367, T397, Y399).  

Un autre motif très conservé au sein des HCT et des HQT est le motif SNLDL situé à 
l’extrémité N-terminale de la protéine (Figure 31). Cette région semble être spécifique au clade 
Vb d’après Tuominen et al., 2011. Ces auteurs ont réalisé une étude prédictive de localisation 
subcellulaire en émettant l’hypothèse que ce motif pourrait être un peptide signal. Ces 
recherches restent encore à approfondir par des approches de mutagénèse et de caractérisation 
structurale. 
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Figure 31 : Alignement des séquences codant des HCT et HQT avec des membres représentatifs 

de la famille des acyltransférases BAHD. Les résidus conservés à 95% sont surlignés en rouge 

et en gris pour les résidus conservés à 90%. Les motifs conservés sont encadrés en noir. Les 

résidus prédits dans l’interaction avec les substrats sont marqués par des étoiles vertes pour 
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les noyaux accepteurs d’acyl, par des ronds bleus pour les noyaux hydroxycinnamiques et par 

des ronds orange pour le CoA. Les abréviations des espèces sont les suivantes : Cb : Coleus 

blumei ; Cc : Coffea canephora ; Cy : Cynara cardunculus ; Gt : Gentiana trifolia ; Ib : 

Ipomoea batatas ; Nt : Nicotiana tabacum ; Pg : Platycodon grandifolium ; Sl : Solanum 

lycopersicum ; Tp : Trifolium pratense. Les numéros d’accession sont listés comme suit : 
Gt5AT (Clade I) : BAA74428 ; CbRAS (Clade Va) : A0PDV5 ; CbHCT2 (Clade Vb) : 

CBI83579 ; CcHCT (Clade Vb) : ABO47805 ; CcHQT (Clade Vb) : ABO77957 ; CyHQT 

(Clade Vb) : ABK79689 ; NtHQT (Clade Vb) : CAE46932 ; SlHQT (Clade Vb) : 

NP_001234850 ; TpHCT1 (Clade Vb) : ACI16630 ; IbHCT (Clade Vb) : séquence PAT ; 

IbHQT (Clade Vb) : séquence PAT ; NtHCT (Clade Vb) : CAD47830 ; PgHCT (Clade Vb) : 

AEM63675 ; RsVs (Clade III) : CAD89104. 

Afin de montrer les différences et les ressemblances avec les acyltransférases BAHD, nous 
avons réalisé l’alignement des autres séquences candidates avec certaines séquences de BAHD 
déjà caractérisées.  Comme le montre la Figure 32, on retrouve certains acides aminés communs 
à IbHCT notamment ceux potentiellement impliqués dans la liaison avec les substrats. C’est 
notamment le cas du résidu D358 dans les séquences 3, 4, 6, 7, 9, 10 et 12 équivalent à D282 
dans IbHCT. Le deuxième résidu conservé dans toutes les séquences est le R362 équivalent au 
R286 chez IbHCT. Seule la séquence 9 ne possède pas ce site. Le troisième acide aminé 
identique est l’arginine en position 461 dans les séquences 3, 5, 9, 10 et 11 retrouvée en position 
371 dans la séquence d’IbHCT. Le quatrième résidu conservé est la sérine en position 325 dans 
les séquences 5, 10 et 11 équivalente au S253 chez IbHCT. La présence de ces quatre résidus 
semble être importante pour la liaison au CoA.  

D’autres résidus en commun avec IbHCT sont potentiellement impliqués dans la liaison au 
groupement hydroxycinnamique. Le premier est l’histidine dans le motif HXXXD. Le 
deuxième est le G190 présent dans les séquences 3, 5, 9, 10 et 11, le troisième est le W459 dans 
les séquences 3, 10 et 11 et le dernier est le L462 uniquement présent dans la séquence 3. Les 
sites spécifiques de liaison au groupement accepteur d’acyl identifiés chez IbHCT (Figure 31) 
ne sont pas retrouvés dans les autres séquences. Ces différences de résidus peuvent changer les 
interactions entre la protéine et le substrat et ainsi modifier les propriétés de l’enzyme.  

 



Résultats et discussion 

136 
 

 

Figure 32 : Alignement des séquences protéiques candidates Ib3 à Ib12 avec des membres 

représentatifs de la famille des BAHD. Les résidus conservés à 95% sont surlignés en rouge et 
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les motifs conservés sont encadrés en noir. Les résidus prédits dans l’interaction avec les 
substrats sont marqués par des ronds bleus pour les noyaux hydroxycinnamiques et par des 

ronds orange pour le CoA. Les abréviations des espèces sont les suivantes : At : Arabidopsis 

thaliana ; Cb : Coleus blumei ; Gt : Gentiana trifolia ; Hv : Hordeum vulgare ; Ib : Ipomoea 

batatas ; Nt : Nicotiana tabacum ; Les numéros d’accession sont listés comme suit : AtCER2 : 

AAM64817 ; CbRAS : A0PDV5 ; Gt5AT : BAA74428 ; HvACT : AAO73071 ; NtHCBT : 

AAN09798 ; RsVs : CAD89104. 

 

En conclusion de cette analyse in silico, l’analyse phylogénétique et l’alignement des 

séquences protéiques prédites in silico nous indiquent que les séquences n°1 (IbHCT) et 

n 2 (IbHQT) sont très proches des autres HCT impliquées dans la synthèse de l’acide 

chlorogénique et des DCQs. Nous pouvons alors supposer que ces deux protéines sont les 
enzymes responsables de la synthèse de 3,5-DCQ. Afin de vérifier cette hypothèse, nous 
avons regardé s’il existe une relation entre l’expression des gènes codant ces protéines et la 
synthèse d’acide chlorogénique et de 3,5-DCQ.  

 

 

1.3 Etude comparative en condition d’azote limitant 

Dans la suite de ce travail, nous avons analysé les teneurs en acide chlorogénique et 3,5-DCQ 
et regardé s’il y avait un lien avec l’expression des gènes. Les métabolites ont été analysés dans 
des racines de plantes cultivées en milieu pauvre en azote. L’effet de l’azote a déjà été décrit 
comme un facteur stimulant de la voie des phénylpropanoïdes (Chishaki et Horiguchi, 1997). 
Il a été montré chez Matricaria chamomilla, que les feuilles accumulaient plus d’acides 
phénoliques comme l’acide p-coumarique, l’acide caféique et l’acide férulique chez des plantes 
soumises à une carence azotée (Kovacik et al., 2007). PAT utilise des conditions optimisées 
(déplétion en azote du milieu de culture) pour obtenir les meilleurs taux de production de 3,5-
DCQ. Pour réaliser nos analyses, nous avons cultivé les plantes dans les mêmes milieux utilisés 
par l’entreprise pour se placer dans les conditions optimales de production de 3,5-DCQ. En 
parallèle, des plantes « contrôles » ont été cultivées avec un milieu enrichi en azote. Ces essais 
ont été réalisés en serre, pendant trois périodes consécutives avec trois répétitions biologiques 
(trois plantes différentes) pour chaque condition. Les plantes ont été observées pendant toute la 
période de culture puis ont été analysées par des approches biochimiques et d’analyse 
d’expression des gènes.  
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1.3.1 Observation phénotypique des plantes 

 

Figure 33 : Photographies des racines d’Ipomoea batatas cultivées en aéroponie en condition 

« contrôle » (apport d’azote dans le milieu) et en condition d’azote limitant (sans apport 
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d’azote dans le milieu). A : essai 1 (mars-avril) et B : essai 2 (juillet-Août). Barre d’échelle =5 
cm. 

Pendant les trois expérimentations, les plantes ont été cultivées en système aéroponique, avec 
un apport en microéléments contrôlé, ce qui nous a permis de nous affranchir des conditions 
aléatoires du sol. Un premier essai a été réalisé en mars-avril 2014. Deux autres essais 
consécutifs ont été répétés pendant l’été : juillet-Août pour l’essai 2 et septembre-octobre pour 
l’essai 3. Les plantes ont ainsi bénéficié des conditions optimales de croissance (lumière, 
température, aération).  

Dès 7 jours de culture (Figure 33), les plantes cultivées en condition d’azote limitant présentent 
une biomasse racinaire plus importante que celle des plantes contrôle et la densité racinaire 
augmente chaque semaine. Par augmentation de la densité racinaire, on entend élongation 
racinaire, prolifération des racines latérales et production des racines (Zhang et al., 2007). A 
l’inverse, les parties aériennes se développent moins vite et forment moins de jeunes feuilles 
par rapport au contrôle (Figure 34). Ce phénomène, que l’on peut appeler « stress azoté », est 
bien connu pour son influence sur le développement de la plante (Robinson, 1994; Kovacik et 

al., 2007). Il a été clairement admis que la carence en azote inhibait la croissance des parties 
aériennes et stimulait la croissance des racines. Cette réponse compensatoire est due à une re-
allocation de l’azote dans les racines par rapport aux feuilles (Scheible et al., 1997; Ågren et 
Franklin, 2003). La stimulation de production racinaire s’explique par le fait que la plante 
emploie cette stratégie pour explorer plus de surface et acquérir l’azote minéral disponible dans 
le sol (Hodge, 2004). 

De plus, on observe chez les plantes stressées une coloration rose des racines qui s’accentue à 
mesure que la culture se prolonge, alors que les racines des plantes contrôle sont blanches 
(Figure 33). Ce changement de coloration s’observe également sur les parties aériennes, où l’on 
voit que les feuilles tendent vers une couleur rouge-foncée (Figure 34). Cette pigmentation est 
due à la présence des anthocyanes, dont la synthèse est stimulée en situation de carence azotée 
comme la plupart des métabolites secondaires (Hilbert et al., 2003; Soubeyrand et al., 2014).  
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Figure 34 : Photographies des parties aériennes d’Ipomoea batatas cultivées en aéroponie en 

condition « contrôle » (apport d’azote dans le milieu) et en condition d’azote limitant (sans 
apport d’azote dans le milieu). A : essai 1 (mars-avril) ; B : essai 2 (juillet-Août). 

 

1.3.2 Comparaison des teneurs en acide chlorogénique et en acide 3,5-dicaféoyl-

quinique 

Les racines précédemment observées ont été prélevées à différents temps et congelées dans de 
l’azote liquide avant d’être lyophilisées. Les acides phénoliques ont été extraits des racines 
comme cela a été décrit dans le paragraphe δ7.4.2, et analysées par chromatographie liquide 
(HPLC). Une analyse différentielle des profils obtenus a permis de mesurer les teneurs en acide 
chlorogénique et en 3,5-DCQ par comparaison avec des solutions étalon.   

Les extraits racinaires ont été analysés par HPLC afin de déterminer les teneurs en acide 
chlorogénique et en 3,5-DCQ en rapportant la quantité de molécules à la quantité de matière 
sèche en pourcentage (g de molécules pour 100g de racine lyophilisée) (Figure 35).  
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Figure 35 : Chromatogramme à 330nm d’un extrait contenant de l’acide chlorogénique et du 
3,5-DCQ. A : solution étalon d’acide chlorogénique (5-CGA, Sigma Aldrich Ref.C3878) à 

8,9mg/L ; B : solution étalon de 3,5-DCQ (molécule produite par PAT) à 10mg/L. C : extrait 

hydro-éthanolique à partir de racines d’ipomée broyées et lyophilisées. Tr = Temps de 

rétention. A (pic) : aire du pic détecté. 

3,5-DCQ
Tr = 30,5 min
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Figure 36 : Teneurs en acide chlorogénique dans des extraits hydro-éthanoliques de racines 

lyophilisées d’ipomée. Unité en ordonnée : % (g de 5-CGA pour 100g de matière sèche 

lyophilisée). Les barres d’erreur représentent les écart-types (n=3). Statistiques réalisées avec 

un test de Student (valeur p < 5%). A, B et C : répétitions expérimentales (essais). 

Dans le cas du premier essai (Figure 36a), nous remarquons que les teneurs en acide 
chlorogénique sont beaucoup plus faibles que les autres essais. Pour la condition « azote 
limitant », la teneur augmente au 7ème jour, puis décline par rapport au contrôle. Rappelons que 
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les plantes ont été cultivées en mars-avril sous une serre chauffée avec une luminosité variable. 
A cette saison, les plantes n’étaient pas régulièrement exposées au soleil, or la lumière est un 
facteur important pour la croissance et la synthèse des phénylpropanoïdes dont l’acide 
chlorogénique (Grace et al., 1998; Giorgi et al., 2014). Cette fluctuation peut donc avoir un 
impact sur la synthèse d’acide chlorogénique ce qui peut expliquer ces variations de teneurs.  

Dans le cas des deuxième et troisième essais (Figure 36b et c), nous observons que les plantes 
cultivées en condition d’azote limitant accumulent de forts niveaux d’acide chlorogénique, 
comme cela été démontré par des études précédentes (Fritz et al., 2006; Giorgi et al., 2009). 
Contrairement à l’essai 1, ces deux essais ont été conduits en été avec des plantes cultivées en 
conditions optimales.  

 

En parallèle de l’analyse de CGA, nous avons également évalué l’impact des conditions de 
culture sur la production de 3,5-DCQ. Comme dans le cas du CGA, nous observons que pour 
la culture printanière, il y a une baisse de teneur en 3,5-DCQ par rapport aux cultures estivales 
(Figure 37). Ces problèmes de variabilités saisonnières pourraient être atténués par une culture 
en chambre phytotronique.  

Bien qu’impacté par les conditions de culture, on constate toutefois que dans les trois cas, il y 
a une stimulation de la synthèse de 3,5-DCQ dans les conditions d’azote limitant. La teneur en 
3,5-DCQ est plus élevée que le contrôle dès 7 jours (sauf essai 2), puis augmente jusqu’à un 
maximum atteint à 14 jours. Pour l’essai 2 (Figure 37b), les valeurs sont considérablement plus 
élevées atteignant un seuil de 8,7% +/-1% (g de 3,5-DCQ/100g de matière sèche), alors que les 
valeurs obtenues en production chez PAT sont autour de 3 à 4% (Annexe 13). La réponse des 
plantes au stress est donc quelque chose d’extrêmement variable ce qui est un fait établi de 
longue date pour ce qui concerne le métabolisme secondaire.    

Ces analyses phytochimiques nous montrent qu’une diminution de l’apport en azote provoque 
chez les plantes une stimulation de la synthèse d’acide chlorogénique et de 3,5-DCQ. Ces 
résultats sont similaires à une étude montrant que la carence azotée induit une accumulation 
d’acides phénoliques dont les plus abondants sont l’acide chlorogénique et le 3,5-DCQ chez 
l’achillée (Galieni et al., 2015). Cette stimulation peut être la conséquence de deux causes. 
D’une part, il est bien connu que les stress environnementaux tels qu’une carence azotée 
peuvent augmenter la production d’espèces réactives à l’oxygène (ROS) (Kovacik et al., 2007). 
Pour se protéger des dommages oxydatifs, les plantes ont développé des mécanismes de 
détoxification comme la synthèse de ces composés phénoliques jouant un rôle dans la 
neutralisation des radicaux libres et autres espèces oxydatives (Grace et Logan, 2000). 
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Figure 37 : Teneurs en acide 3,5-dicaféoyl-quinique dans des extraits hydro-éthanoliques de 

racines d’ipomée. Unité en ordonnée exprimée en % : g de 3,5-DCQ pour 100g de matière 

sèche (extrait lyophilisé). Les barres d’erreur représentent les écart-types (n=3). Statistiques 

réalisées avec un test de Student (valeur p < 5%). A, B et C : répétitions expérimentales. 

Une autre raison peut expliquer ce résultat. Cette augmentation semble également résulter d’un 
changement d’équilibre carbone-azote dans la plante (Gebauer et al., 1998; Leser et Treutter, 
2005). Le métabolisme secondaire est dirigé vers la synthèse des métabolites riches en carbone 
comme les phénylpropanoïdes au détriment des métabolites riches en azote comme les 
alcaloïdes, lorsque l’approvisionnement en azote est insuffisant.  
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Ainsi, nous avons pu obtenir des plantes surproductrices d’acide chlorogénique et de 3,5-
DCQ en les cultivant en situation de stress azoté. L’obtention de matériel très contrasté au 
niveau des profils métaboliques nous a permis d’entreprendre une analyse différentielle de 
l’expression de certains gènes potentiellement impliqués dans la production de ces molécules 
d’intérêt. 

 

 

1.3.3 Etude corrélative entre l’expression des gènes d’intérêt et la synthèse des 
métabolites cibles dans les racines d’ipomée 

En partant de l’hypothèse qu’il y a une relation entre le niveau d’expression des gènes impliqués 
dans la synthèse de DCQ et la concentration de ces molécules, nous avons initié une analyse 
quantitative des ARNm correspondant aux différents gènes dans les tissus contrastés du point 
de vue phytochimique. En s’appuyant sur les résultats commentés précédemment, nous avons 
sélectionné les plantes à 21 jours de culture (sous l’effet d’un stress azoté) en parallèle avec les 
plantes contrôle qui présentaient les différences les plus significatives pour les trois saisons 
(Figure 38). Même si les différences sont aussi significatives au-delà de cette durée de culture, 
on peut supposer que ces fortes teneurs résultent non plus de la synthèse mais d’une 
accumulation de ces composés et donc on ne peut exclure une éventuelle diminution des ARNm 
des gènes d’intérêt.    

Globalement, on remarque que l’expression des gènes est très variable entre les différents 
échantillons et d’une expérimentation à l’autre (Figure 38). Il est probable qu’après 21 jours de 
culture, la quantité d’ARNm soit liée non plus à la synthèse des ARNm mais à l’accumulation 
des ARNm. Bien souvent, l’expression des gènes est induite en amont de la synthèse des 
métabolites. Pour vérifier que nous sommes bien dans la phase de synthèse des ARNm, nous 
pourrions mesurer l’expression des gènes dans des tissus prélevés plus précocément comme à 
14 jours où l’on note un début d’augmentation de la production de 3,5-DCQ. Une mesure en 
cinétique de qPCR en parallèle avec un dosage des métabolites à différentes heures sur un jour 
fixe pourrait permettre de cibler plus précisement la phase de synthèse des ARNm corrélée à la 
production de 3,5-DCQ.           
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Figure 38 : Niveaux d’expression relative des gènes candidats issus de la banque d’ADNc de 
PAT et des gènes de la voie des phénylpropanoïdes dans les racines d’Ipomoea batatas. 4CL : 

AB469557 ; C4H : GQ373157.2. Les barres d’erreur représentent les écart-types (n≥ 3). 
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Statistiques réalisées avec un test de Student (valeur p < 5%). Barres en bleu : contrôle ; barres 

en rouge : azote limitant. 

Nous avons étudié le niveau d’expression des gènes impliqués dans la synthèse des dérivés 
d’acide chlorogénique. Parmi les gènes déjà identifiés chez l’ipomée, on trouve les gènes codant 
la C4H et la 4CL. Nous nous sommes donc focalisés sur ces gènes. Dans l’essai 1, leur 
expression est inchangée dans les deux conditions (Figure 38), mais cela peut venir des 
variations de teneur en acide chlorogénique observées au jour 21 (Figure 37a). Dans les essais 
2 et 3, leur expression est 1,5 à 2 fois plus forte par rapport au contrôle, ce qui va dans le même 
sens que la synthèse d’acide chlorogénique (Figure 36b et 1c). Ces observations sont cohérentes 
avec une étude montrant que les transcrits de ces gènes sont positivement corrélés à la teneur 
en acide chlorogénique chez Lonicera macranthoides (Chen et al., 2015).  

La C4H et la 4CL interviennent dans la synthèse du p-coumaroyl-CoA à l’origine de plusieurs 
familles de composés phénoliques. A partir de ce précurseur, les enzymes clés agissant en 
amont de la biosynthèse de l’acide chlorogénique sont l’HCT et l’HQT. Plusieurs articles 
mettent en évidence une corrélation entre l’expression des gènes codant ces enzymes et la 
synthèse d’acide chlorogénique (Niggeweg et al., 2004; Sonnante et al., 2010; Chen et al., 
2015). En revanche, la relation au niveau transcriptionnel avec la synthèse de 3,5-DCQ n’a pas 
été clairement définie. Nous avons alors analysé le profil d’expression de ces gènes sur des 
ipomées surproductrices de 3,5-DCQ. Nous constatons que dans ces plantes, le niveau de 
transcrits d’IbHCT est 1,5 à 2 fois supérieur à celui des plantes contrôle à teneur plus faible en 
3,5-DCQ. Ces résultats sont observés dans les 3 répétitions expérimentales. Le même cas de 
figure se présente pour d’autres gènes étudiés dans ce travail, c’est-à-dire une augmentation du 
niveau d’expression par rapport au control pour les gènes Ib3 (3 à 4 fois supérieur), Ib6 (2,5 à 
6 fois supérieur), et ce dans les 3 essais. Les gènes Ib4 et Ib7 montrent un profil d’expression 
similaire qui se traduit par un nombre de transcrits de 2,5 à 5 fois plus élevé que le control dans 
les essais 2 et 3. Ces gènes sont regroupés dans le même cluster sur l’arbre phylogénétique 
(Figure 30). On peut supposer que ces gènes analogues aient des rôles similaires en lien avec la 
synthèse de 3,5-DCQ. On peut également voir que le niveau d’expression du gène Ib9 est 
significativement (pour les essais 2 et 3) plus fort (d’un facteur 2) dans les tissus riches en 3,5-
DCQ. Du point de vue phylogénétique, Ib3 et Ib9 sont très proches et leurs profils d’expression 
sont similaires. Il est possible que ces gènes jouent parallèlement un rôle dans la synthèse de 
3,5-DCQ.    

Les autres gènes ont des profils d’expression différents. C’est le cas pour le gène Ib5 dont le 
niveau d’expression n’est significatif ni dans l’essai 2 ni dans l’essai 3, pouvant indiquer que 
l’expression de ce gène n’est pas directement reliée à la synthèse de 3,5-DCQ. De plus les gènes 
Ib8 et Ib11 ont une expression très variable entre les 3 essais, donc il semble que ces gènes 
s’expriment indépendamment de la synthèse de 3,5-DCQ. 

Si nous avons remarqué une corrélation entre l’expression de certains gènes et la synthèse de 
3,5-DCQ, nous constatons que le gène Ib10 est un cas d’exception. Celui-ci s’exprime 
fortement (jusqu’à 8 fois) dans le premier essai dans la condition stress, alors que son expression 
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est plus faible que le contrôle dans les essais 2 et 3. L’expression de ce gène ne semble pas 
dépendre de la synthèse des acides caféoyl-quiniques.  

Concernant les gènes IbHQT et IbHCBT, aucune différence d’expression n’est notée entre les 
deux conditions pour les essais 2 et 3 (Figure 39). Ces résultats vont à l’encontre de ce qui a été 
démontré chez d’autres espèces où la quantité de CGA est positivement corrélée à l’expression 
de HQT (Joet et al., 2010; Chen et al., 2015). Néanmoins les résultats sur IbHCBT sont plus 
plausibles puisque la fonction des HCBT est plus affiliée à la synthèse d’esters volatils et 
d’anthranilates qu’à la synthèse d’acide chlorogénique (Yang et al., 1997; D’Auria et al., 
2002a).    

 

 

 

Figure 39 : Profil d’expression des gènes IbHQT et IbHCBT dans les racines d’Ipomoea 
batatas. Comparaison des conditions « contrôle » et « azote limitant ». 1, 2, 3 : N° de la plante 

analysée. 

Parmi les 10 gènes candidats testés, seule l’expression de certains semble être corrélée à 

la synthèse de 3,5-DCQ. Ces gènes peuvent être classés par rapport à leur niveau 

d’expression dans l’ordre croissant suivant : Ib7>Ib6>Ib4>IbHCT>Ib3>Ib9. Il semble 
que ces gènes soient les meilleurs candidats impliqués dans la synthèse de 3,5-DCQ. Afin 
de comprendre la fonction de ces gènes, nous avons initié une étude enzymatique in vitro en 
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exprimant les protéines recombinantes correspondantes dans des systèmes d’expression 
hétérologue. 

1.4 Clonage des séquences codantes et expression des protéines recombinantes 

Pour exprimer les protéines recombinantes et étudier leur fonction in vitro, nous avons choisi 
de cloner les différents gènes dans des plasmides d’expression bactérien. Les séquences 
codantes ont été récupérées à partir de notre banque RNAseq d’ipomée. Les ARN ont été 
extraits à partir de racines de plantes stressées à l’azote et les fragments correspondant aux 
séquences candidates (Tableau 12 : Amorces spécifiques des séquences candidates d’Ipomoea 
batatas pour le clonage dans les plasmides d’expression. Tm calculé avec la formule 
mathématique ou avec le logiciel OligoCalc.) ont été amplifiés par RT-PCR. L’amplification 
du gène Ib3 n’a pas fonctionné soit parce que le gène n’est pas assez exprimé dans les conditions 
de préparation de l’échantillon soit parce que les conditions de PCR n’étaient pas adaptées. Les 
gènes Ib4, Ib6 et Ib7 sont en cours de clonage dans le pCR8. Les cDNA d’Ib9 et IbHCT ont été 
d’abord sous-clonés chacun dans le pCR8 puis clonés dans le pET28b entre les sites de 
restriction BamHI et XhoI pour le gène Ib9 et entre les sites NdeI et XhoI pour le gène IbHCT. 
Après vérification de l’insertion du transgène dans le plasmide, les constructions plasmidiques 
ont été incorporées dans la souche d’E. coli BL21 (DE3) par transformation chimique. En 
parallèle, des bactéries de la souche Rosetta 2 ont été transformées avec le plasmide pET3a 
contenant le gène codant l’HCT de Cynara cardunculus (CyHCT). Comme il a été décrit 
auparavant que cette protéine était impliquée dans la synthèse d’acide chlorogénique et d’acide 
dicaféoyl-quinique (Comino et al., 2007), nous l’avons utilisée comme témoin positif pour 
vérifier l’activité enzymatique des protéines testées.  

Après sélection en présence d’antibiotique, les bactéries ayant incorporé le plasmide portant le 
gène d’intérêt ont été vérifiées soit par digestion enzymatique soit par PCR. L’insertion du gène 
est confirmée par la présence d’une bande autour de 1300pb qui correspond à la taille de 
l’amplicon attendu (1316pb) (Figure 40a).    

Pour sélectionner les bactéries transformées avec la construction pET28b-IbHCT, le plasmide 
a été extrait de la bactérie puis digéré avec les enzymes BamHI et XhoI. Comme le montre la 
Figure 40b, le poids moléculaire apparent de la bande issue de la digestion est 
approximativement de 1300pb, ce qui est cohérent avec la taille attendue de l’insert (1296pb). 
En parallèle, des bactéries ont été transformées avec le plasmide vide (non recombiné) afin de 
comparer l’activité des protéines d’intérêt avec un témoin négatif.  
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Figure 40 : Vérification de l’insertion du gène d’intérêt après transformation d’Escherichia 

coli.  

 A : transformation d’E. coli Rosetta avec pET3a-CyHCT ; PCR directe sur colonie 

avec les amorces Directe et Reverse du gène CyHCT.  

 B : transformation d’E. coli BL21 avec pET28b-IbHCT. Digestion enzymatique avec 

BamHI et XhoI sur le plasmide extrait des bactéries. 

 C : transformation d’E. coli BL21 avec pET28b-Ib9. PCR sur le plasmide extrait 

des bactéries. Amplification avec les amorces Directe et Reverse du gène Ib9. 

 

Pour les bactéries transformées avec la construction pET28b-Ib9, la présence de l’insert a été 
vérifiée par PCR. Comme présenté dans la Figure 40c, la bande visible au poids moléculaire 
apparent de 1400pb correspond à la taille théorique de l’amplicon (1417pb).  

Les gènes isolés ont été ensuite séquencés pour savoir si leur séquence est différente de celle 
prédite de la banque RNA seq. Le séquençage a été réalisé après trois clonages indépendants. 
Nous avons traduit in silico la nouvelle séquence obtenue et l’avons comparée par alignement 
BLAST avec celle de départ et avec des séquences d’HCT disponibles sur Genbank. Dans la 
nouvelle séquence d’IbHCT, on note qu’il y a 9 changements d’acides aminés par rapport à la 
séquence initiale et 6 acides aminés différents par rapport à celle de la base de données NCBI 
(Figure 41). Les trois résultats de séquençage étaient identiques. Il est donc possible que des 
erreurs provenant du pyro-séquençage lors de la création de la banque RNA seq soient à 
l’origine de ces différences. Cette nouvelle séquence présente 85 mésappariements avec la 
séquence d’HCT d’artichaut et 60 mésappariements avec celle de café. Ces changements 
d’acide aminés sont susceptibles de modifier la spécificité du substrat ainsi que les 
caractéristiques enzymatiques d’une HCT à l’autre. 
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IbHCT_nouvelle   MKISVKESTM VRPAEETPRI RLWNSNVDLV VPNFHTPSVY FYRPNGADDF 

IbHCT_initiale   MKISVKESTM VRPAEETPRI RLWNSNVDLV VPNFHTPSVY FYRPNGADDF 

I_bat_HCT_NCBI   MKISVKESTM VRPAEETPRI RLWNSNVDLV VPNFHTPSVY FYRPNGADDF 

CyHCT            MKIEVRESTM VRPAEETPRI NLWNSNVDLV VPNFHTPSVY FYRPNGAANF 

CcHCT       MKIEVKESTM VRPAQETPRR NLWNSNVDLV VPNFHTPSVY FYRPTGSSNF 

 

IbHCT_nouvelle   FESKALKDGL SRALVPFYPM AGRLTRDEDG RIEIDCNGAG VLLVEAESDG 

IbHCT_initiale   FESKALKDGL SRALVPFYPM AGRLTRDEDG RIEIDCNGAG VLLXEAESDG 

I_bat_HCT_NCBI   FESKALKDGL SRALVPFYPM AGRLTRDEDG RIEIDCNGAG VLLVEAESDG 

CyHCT            FDPKVMKDAL SRALVPFYPM GGRLKRDEDG RIEIDCQGQG VLFVEAESDG 

CcHCT       FDAKVLKDAL SRALVPFYPM AGRLKRDEDG RIEIECNGEG VLFVEAESDG 

 

IbHCT_nouvelle   FVDDFGDFAP TLELRQLIPT VDYSQGIESY PLLVLQVTHF KCGGVSLGVG 

IbHCT_initiale   FVDDFGDFAP TLELRQLIPT VDYSQGIESY PLLVLQVTHF KCGGVSLGVG 

I_bat_HCT_NCBI   FVDDFGDFAP TLELRQLIPT VDYSQGIESY PLLVLQVTHF KCGGVSLGVG 

CyHCT            VIDDFGDFAP TLELRKLIPA VDYTLGIESY SLLVLQVTYF KCGGVSLGVG 

CcHCT       VVDDFGDFAP TLELRRLIPA VDYSQGISSY ALLVLQVTYF KCGGVSLGVG 

 

IbHCT_nouvelle   MQHHAADGAS GLHFINTWSD MARGLDLTVP PFIDRTLLRA REPPQPQFQH 

IbHCT_initiale   MQHHAADGAS GLHFINTWSD MSRGLDLTVP PFIDRTLLRA REPPQPQFQH 

I_bat_HCT_NCBI   MQHHAADGAS GLHFINTWSD MARGLDLTVP PFIDRTLLRA REPPQPQFQH 

CyHCT            MQHHAADGAS GLHFINTWSD LARGLDLAVP PFIDRTLLRS RDPPQPAFDH 

CcHCT       MQHHAADGFS GLHFINSWSD MARGLDVTLP PFIDRTLLRA RDPPQPQFQH 

 

IbHCT_nouvelle   VEYQPPPALK ASQP-----Q NATSDTAVSI FKLSRDQISA LKAKSKEDGN 

IbHCT_initiale   VEYQPPPALK ASQP-----Q NATSDTAVSI FKLSRDQISA LKSKSKEDGN 

I_bat_HCT_NCBI   VEYQPPPALK APQP-----Q NVTSDTAVSI FKLSRDQISA LKAKSKEDGN 

CyHCT            IEYQPAPPMK TAPTPTPTDD ESVPETTVSI FKLTRDQVNA LKGKSKEDGN 

CcHCT       IEYQPPPTLK VSPQ-TAK-S DSVPETAVSI FKLTREQISA LKAKPKEDGN 

 

IbHCT_nouvelle   TVAYSSYEML AGHVWRCACR ARGLTEDQET KLYIATDGRS RLRPSLPAGY 

IbHCT_initiale   TVAYSSYEML AGHVWRCACR ARGLTEDQET KLYIATDGRS RLRPSLPTGY 

I_bat_HCT_NCBI   TVAYSSYEML AGHVWRCACR ARGLTEDQET KLYIATDGRS RLRPSLPTGY 

CyHCT            TVNYSSYEML SGHVWRCVCK ARGLPDDQDT KLYIATDGRA RLRPSLPRGY 

CcHCT       TISYSSYEML AGHVWRCACK ARGLEVDQGT KLYIATDGRA RLRPSLPPGY 

 

IbHCT_nouvelle   FGNVIFTATP IAVSGDLQSK PVWFTASKIH GALGRMDNDY LRSALDYLEF 

IbHCT_initiale   FGNVIFTATP IAVSGDLQSK PVWFAASKIH GAXGRMDXDY LRSALDYLEL 

I_bat_HCT_NCBI   FGNVIFTATP IAVAGDLQSK PVWFAASKIH GALGRMDNDY LRSALDYLEL 

CyHCT            FGNVIFTTTP IAVAGDLQSK PTWYAASKIH DALARMDDDY LKSALDYLEL 

CcHCT       FGNVIFTATP IAIAGDLEFK PVWYAASKIH DALARMDNDY LRSALDYLEL 

 

IbHCT_nouvelle   QPDLKALVRG AHTFRCPNLG ITSWVRLPIH DADFGWGRPI FMGPGGIAYE 

IbHCT_initiale   QPDLKALVRG AHTFRCPNXG ITSWVRLPIH DADFGWGRPI FMGPGGIAYE 

I_bat_HCT_NCBI   QPDLKALVRG AHTFRCPNLG ITSWVRLPIH DADFGWGRPI FMGPGGIAYE 

      CyHCT            QPDLKALVRG AHTFKCPNLG ITSWARLPIH DADFGWGRPI FMGPGGIAYE 

 CcHCT       QPDLKALVRG AHTFKCPNLG ITSWVRLPIH DADFGWGRPI FMGPGGIAYE 

 

IbHCT_nouvelle   GLSFMLPSPE NDGSLSIAIS LQEEHMKLFK EFLYDI 

IbHCT_initiale   GLSFMLPSPE NDGSLSIAIS LQEEHMKLFK EFLYDI 

I_bat_HCT_NCBI   GLSFMLPSPE NDGSLSIAIS LQEEHMKLFK EFLYDI 

CyHCT            GLSFVLPSPI NDGSLSIVIS LQAEHMKLFS KFLYDI 

CcHCT       GLSFILPSPT NDGSMSVAIS LQGEHMKLFQ SFLYDI 

 

Figure 41 : Alignement des séquences protéiques des HCT d’ipomée (séquences PAT initiales 

et nouvelles) et celle de la Genbank (ID : AB047805) et des HCT de café (ID : AB047805) et 

d’artichaut (ID : AAZ80046) répertoriées chez Genbank. En vert : régions variables entre les 
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HCTs. En jaune : régions variables entre la nouvelle séquence d’IbHCT, la séquence initiale 
et la séquence NCBI (Genbank ID : BAJ14794).  

Nous avons également fait une analyse BLAST entre la nouvelle séquence 9 et la séquence 
prédite de départ après le clonage de la séquence dans un plasmide pCR8. On remarque que les 
deux séquences sont quasiment identiques avec seulement 3 changements d’acides aminés 
(Figure 42). 

  

Ib09_nouvelle   MVWSFPPRFS IKLSRPELVP PKSPTPKEKK ALSDLDDQAS LRYQMPGLWF 

Ib09_initiale   MVWSFPPRFS IKLSRPELVP PKSPTPKEKK ALSDLDDQAS LRYQMPGLWF 

 

Ib09_nouvelle   YENKESMVGR DPAAVIKEGL GKALVFYYPL AGRLIEGPNK KLIVDCNGEG 

Ib09_initiale   YENKESMVGR DPAAVIKEGL GKALVFYYPL AGRLIEGPNK KLIVDCNGEG 

 

Ib09_nouvelle   VLFLKAEANI ALHKLGDFIH SPSPYLSKLQ YNVPGSQGIT GCPLLLIQVT 

Ib09_initiale   VLFLKAEANI ALHKLGDFIH SPSPYLSKLQ YNVPGSQGIT GCPLLLIQVT 

 

Ib09_nouvelle   RFTCGGIALG VRLNHTMVDG YGMVLFLKAL CELALGGSMP SVLPVWDREM 

Ib09_initiale   RFTCGGIALG XRXNHTMVDG YGMVLFLKAX CELALGGSXP SVLPVWDREM 

 

Ib09_nouvelle   LSATANPNPT CSHALYEAPC FRNNFKLFDF EWWANKIFNV EKLASQPLFF 

Ib09_initiale   LSATANPNPT CSHALYEAPC FRNNFKLFDF EWWANKIFNV EKLASQPLFF 

 

Ib09_nouvelle   FFPKILKPIF VQSSFIVGPK EIQALRDQAI AQDYGRCTTF ELITACLWKC 

Ib09_initiale   FFPKILKPIF VQSSFIVGPK EIQALRDQAM AQDYGRCTTF ELITACLWKC 

 

Ib09_nouvelle   RTIALQPYPN ATVRLTFPTD MRQKSLEGLK LSPGYYGNAI VMQSATSTAK 

Ib09_initiale   RTIALQPNPN ATVRLTFPTD MRQKSLEGLK LSPGYYGNAI VMQSATSTAK 

 

Ib09_nouvelle   LLCDSPITYA IQLIREAKNK VNVDYVKSVI DFMVTRGRPR MSVLRNMLVS 

Ib09_initiale   LLCDSPITYA IQLIREAKNK VNVDYVKSVI DFMVTRGRPR MSVLRNMLVS 

 

Ib09_nouvelle   DISRIGMEKI DFGWGDAIYA GASIAAYGAT FLERPKSSDS TTEKSILVPI 

Ib09_initiale   DISRIGMEKI DFGWGDAIYA GASIAAYGAT FLERPKSSSS TTEKSILVPI 

 

Ib09_nouvelle   SLPHIYMQIF THEFKKMTNS S 

Ib09_initiale   SXPHIYMQIF THEFKKMTNS S 

 

Figure 42 : Alignement des séquences protéiques de la nouvelle et de l’ancienne séquence 
d’Ib9. En jaune : régions variables entre les HCT d’ipomée. 

Ces modifications d’acides aminés peuvent être la conséquence de mutations liées au clonage 
ou bien à des erreurs du pyro-séquençage lors de la création de la banque RNAseq.  

 

1.5 Conclusion relative à la sélection des gènes potentiellement impliqués dans la 
synthèse du 3,5-DCQ 

Dans cette première partie, nous avons réalisé une sélection plus affinée des 13 gènes candidats 
pour le rôle dans la synthèse du 3,5-DCQ. L’analyse phylogénétique montre que les séquences 
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peptidiques déduites in silico font partie de la famille des acyltransférases BAHD. Les 13 
séquences montrent des différences importantes au niveau de leur séquence peptidique, allant 
de 21 à 94% d’identité entre elles. Ces gènes partagent des séquences consensus avec des 
acyltransférases de la famille des BAHD comme le motif HXXXD. Par des approches de 
bioinformatique, nous avons pu identifier des séquences très proches avec des HCT et des HQT 
impliquées dans la synthèse des dérivés d’acides caféoyl-quiniques. Grâce à l’analyse par 
BLAST, les séquences 1, 2 et 3 ont été respectivement identifiées comme étant une HCT, une 
HQT et une HCBT. Des gènes analogues de la même espèce sont répertoriés dans Genbank 
mais leur fonction n’a pas encore été caractérisée. Les séquences peptidiques d’IbHCT et 
d’IbHQT étudiées dans ce travail présentent respectivement 85% et 83% d’identité avec l’HCT 
de café et l’HQT de tomate dont le rôle a été récemment décrit dans la synthèse de DCQ 
(Lallemand et al., 2012; Moglia et al., 2014). Ces gènes représentent donc une piste intéressante 
pour élucider la voie de biosynthèse de DCQ chez l’ipomée. Cela nous a conduits à la question 
suivante : si l’on stimule la production de 3,5-DCQ, est-ce que l’expression de ces gènes est 
aussi augmentée ?  

Pour y répondre, nous avons établi des conditions de culture optimales à la production de 3,5-
DCQ dans la plante. Nous avons vu qu’en cultivant en condition d’azote limitant, nous avons 
obtenu des plantes surproductrices de 3,5-DCQ et d’acide chlorogénique.  

Plusieurs études mettent en évidence un lien étroit entre la synthèse des acides caféoyl-
quiniques et les gènes au niveau transcriptionnel (Comino et al., 2007; Koshiro et al., 2007; 
Chen et al., 2015). Afin d’identifier les gènes dont l’expression est corrélée à la synthèse de 
3,5-DCQ chez l’ipomée, nous avons procédé à des analyses de transcriptomique ce qui a permis 
de trier un certain nombre de gènes. Nous avons mis en évidence que l’expression des gènes 
Ib3, 4, 6, 7, 9 et IbHCT est coordonnée avec la synthèse de 3,5-DCQ. Cependant, les protéines 
correspondantes ne font pas partie du même clade d’après l’arbre phylogénétique, suggérant 
des rôles différents dans la synthèse de 3,5-DCQ. Leur implication peut être plus ou moins 
directe dans cette voie de biosynthèse. Par exemple, d’autres enzymes peuvent entrer en jeu 
comme la C3’H dont on a déjà décrit son rôle chez Arabidopsis thaliana (Schoch et al., 2001).   

Notons que sur le premier essai expérimental, les teneurs en acide chlorogénique et en 3,5-DCQ 
ainsi que le niveau d’expression des gènes étaient considérablement plus faibles que les autres 
essais. Il s’agit ici d’un effet environnement (température, luminosité, hygrométrie, etc…) et 
non lié au génotype de la plante puisque toutes ces plantes proviennent de la même plante mère.  

 

Afin d’étudier la fonction de ces gènes, nous avons utilisé une approche de clonage moléculaire 
dans un système hétérologue bactérien en utilisant E. coli comme modèle. Les gènes IbHCT et 
Ib9 ont été clonés dans le plasmide d’expression pET28b afin de produire la protéine 
recombinante. En analysant la séquence isolée de ces gènes, nous avons relevé des différences 
entre la séquence réellement clonée et la séquence initialement prédite de la banque RNAseq. 
La substitution d’un acide aminé par un autre peut avoir une incidence sur la conformation de 
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la protéine ce qui peut modifier l’activité de l’enzyme. Il est donc nécessaire de s’assurer que 
la protéine produite est fonctionnelle. 
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2 Chapitre 2 : Etude et caractérisation fonctionnelle in vitro de l’HCT 

d’ipomée 

2.1 Synthèse des substrats via la 4-coumarate : coenzyme A ligase (4CL) 

2.1.1 Une alternative économique de production des esters d’acide 
hydroxycinnamique  

 

Tableau 29 : Etude prospective des molécules sur le marché. nd : non disponible ; A: 

Allemagne; US: United States; C: Chine. 

Les HCTs sont impliquées dans la synthèse d’acides hydroxycinnamiques à partir d’esters de 
coenzyme A. Ainsi les thiolesters d’acides p-coumarique, caféique, férulique et plus rarement 
d’acide sinapique, sont les précurseurs de métabolites variés, tels que les lignines, les 
flavonoïdes et les coumarines (Hahlbrock et Scheel, 1989). Afin d’étudier la fonction de l’HCT 
chez l’ipomée, nous avons testé ces divers substrats. Seulement la disponibilité de ces composés 
sur le marché est assez rare d’où leur coût élevé. Par exemple, le p-coumaroylquinate coûte 
247k$ pour un gramme de molécule pure (Tableau 29). Une solution alternative consiste à 

Molécule Numéro CAS
Masse 

moléculaire 
(g/mol)

Laboratoire vendeur Prix ($ ou €)
(pour 1g)

Esters de coA

Caféoyl-CoA 53034-79-0 929,68 TransMIT GmbH (A) 41,25k€

4-coumaroyl-CoA 119785-99-8 913,67 TransMIT GmbH (A) 41k€

Cinnamoyl-CoA 30801-99-1 897,68 TransMIT GmbH (A) 25,8 k€

Féruloyl-CoA 30802-02-9 943,70 MicrocombichemNAT
e.K (A); TransMIT

GmbH (A)

1,95-25,8k€

Acides hydroxy-cinnamiques

4-O-coumaroylquinate 934391-78-3 338,12 Molport (A) 247 k$

4-O-coumaroylshikimate nd 320,29 Endotherm Gmbh (A) 6,25k€

5-O-caféoylquinate 327-97-9 354,31 Sigma –Aldrich; 
TransMIT (A)

85€-11,2k€

5-O-caféoylshikimate 73263-62-4 336,29 Cambridge Chemical 
Products (US)

73 k$

4-O-cinnamoylquinate 5509-70-6 322,31 nd nd

4-O-cinnamoylshikimate nd 304 nd nd

3-féruloylquinate 1899-29-2 368,32 Chem Faces
Biochemical Co. (C)

88,8 k$

féruloylshikimate nd 336 nd nd

Acides dicaféoylquiniques 
(3,4-, 1,3-, 3,5-DCQ)

2450-53-5 516, 45 TransMIT; Sigma 
Aldrich

18-188 k€
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synthétiser ces molécules par voie enzymatique. L’enzyme capable de catalyser ces réactions 
est la 4-coumarate : coenzyme A ligase (4CL). Cette enzyme ATP-dépendante permet la 
formation d’esters de CoA à partir de plusieurs acides hydroxycinnamiques (Figure 43). Nous 
avons donc opté pour la production de ces substrats par cette méthode.  

 

 

Figure 43 : Réaction catalysée par la 4CL ou p-coumarate CoA ligase : la synthèse des esters 

de CoA. Les principaux substrats et produits formés par la 4CL correspondants sont encadrés. 

 

2.1.2 Modification du protocole de synthèse des esters de CoA 

La production des esters de CoA a été effectuée avec la 4CL1 isolée de Nicotiana tabacum. 
L’enzyme a été produite dans E. coli et purifiée par chromatographie d’affinité et dessalée (cf 
δ 5.3.2 et 5.3.3). L’extrait pur obtenu avait une concentration de 14mg/mL et a été utilisé pour 
produire les esters de CoA.  

Pour synthétiser les esters de CoA, nous avons utilisé comme base le protocole décrit par 
Beuerle et Pichersky, 2002. Cependant, les produits formés étaient à des concentrations trop 
faibles pour détecter ces composés en LC-MS et les quantités d’esters de CoA étaient 
insuffisantes pour les utiliser comme substrats dans les tests d’incubation avec l’HCT. Il a donc 
été nécessaire de modifier ce protocole afin de produire plus de substrats (Tableau 30).  

 

R3

R1

R2

Acide hydroxycinnamique

+ CoA

+ ATP

R3

R1

R2

CoAS

Hydroxycinnamoyl-CoA

4CL

+ 2 Pi

+ AMP

R1 = OH, R2 = R3 = H, acide p-coumarique
R1 = R2 = OH, R3 = H, acide caféique
R1 = OH, R2 = OCH3, R3 = H, acide férulique

R1 = OH, R2 = R3 =  H, p-coumaroyl-CoA
R1 = R2 = OH, R3 = H, caféoyl-CoA
R1 = OH, R2 = OCH3, R3 = H, féruloyl-CoA
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Tableau 30 : Protocoles pour la synthèse des esters de CoA par la 4CL. 

 

 

Figure 44 : Suivi cinétique de la synthèse enzymatique du caféoyl-CoA au spectrophotomètre 

UV. La formation du produit est suivie à 346nm. * : DO mesurée sur l’échantillon dilué au 
1/100ème. A : synthèse d’environ 0,1mM de caféoyl-CoA avec le protocole initial. B : synthèse 

d’environ 1,5mM de caféoyl-CoA avec le protocole modifié. 

Nous avons suivi la formation des esters de CoA par mesure spectrophotométrique au cours du 
temps (cf δ 7.1.2). Les courbes cinétiques reflétant l’apparition du caféoyl-CoA sont présentées 
sur la Figure 44. Avec l’ancien protocole, la DO maximale (1,97) du caféoyl-CoA synthétisé 
était atteinte au bout de 15 minutes et la concentration du produit était estimée à 0,1mM, ce qui 
est plus faible que celle obtenue (0,2mM) dans l’article de Beuerle et Pichersky, 2002. Ces 
différences peuvent venir des sources de manipulation (méthodes de quantification des 
protéines différentes par exemple). En améliorant ce protocole, la DO maximale est passée à 

Composition Protocole initial Nouveau protocole

Concentration 
finale (mM)

Concentration finale 
(mM)

Tampon Napi 0,1M pH7 qsp 350µL qsp 350µL

MgCl2 2,5 4

DTT 1 1,5

ATP 2,5 4

Coenzyme A 0,2 2

Substrat (ac. caféique, p-

coumarique, cinnamique, férulique)
0,2 2

4CL 0,04 mg/mL 0,25 mg/mL

Temps d’incubation (en minutes) 20 60

0,1

0,2

0,3

10 20 30 50

DO346

min

1,5 mM de caféoyl- CoA 

40 60

DOmax = 0,262*

1,0

2,0

3,0

5 10 15

DO346

min

0,1mM de caféoyl-CoA

DOmax = 1,97

A B
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0,262 (après dilution au 1/100ème) en 50 minutes ce qui revient à une concentration de caféoyl-
CoA d’environ 1,5mM (Figure 44b). 0,01mg d’enzyme ont été rajoutés quand la réaction a 
atteint son plateau afin de s’assurer que tout le substrat soit consommé. Mais au-delà des 50 
minutes d’incubation, on constate que la courbe décline. Ceci reflète une hydrolyse de la liaison 
thiolester qui cause une instabilité des esters de CoA (Hoffmann, thèse 2003). 

La synthèse de la molécule est également suivie par l’apparition d’une coloration jaune. Cette 
couleur jaune s’intensifie au fur et à mesure de l’apparition du produit, surtout pour le caféoyl-
CoA et le féruloyl-CoA et très légèrement pour le p-coumaroyl-CoA (Figure 45). Le cinnamoyl-
CoA reste cependant incolore. Cet aspect qualitatif nous indique que l’enzyme est 
catalytiquement active in vitro.  

 

 

Figure 45 : Photographies des produits formés à la fin de la réaction. 

Du point de vue quantitatif, les concentrations des produits ont été déterminées à partir de la loi 

de Beer-Lambert (A =  x L x C) (cf δ 7.1.2). Les valeurs des coefficients d’extinction molaire 
() ont été décrites dans la littérature (Stockigt et Zenk, 1975; Koch et al., 1990). Les 
concentrations des substrats synthétisés sont indiquées dans le Tableau 31. On remarque que 
dans des conditions expérimentales similaires, le p-coumaroyl-CoA est le produit le plus 
concentré (1,7 mM), suivi du caféoyl-CoA (1,5 mM), du féruloyl-CoA (1,3 mM) et enfin le 
cinnamoyl-CoA (0,3 mM). Cela signifie que pendant les 50 minutes d’incubation, la 4CL utilise 
préférentiellement comme substrat le p-coumarate comme cela a été mentionné par Lee et 
Douglas, 1996. Elle catalyse ensuite la formation du caféoyl-CoA, du féruloyl-CoA et puis du 
cinnamoyl-CoA. Le cinnamate est faiblement utilisé par cette enzyme, ce qui explique que la 
concentration est très faible.  

 

Caféoyl-CoA 4-coumaroyl-CoA Féruloyl-CoA Cinnamoyl-CoA
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Tableau 31 : Concentrations déterminées avec la loi de Beer-Lambert (A =  x l x C) à partir 

de la densité optique (DO) mesurée par spectrophotométrie. * valeurs des coëfficients 

d’extinction () d’après Stockigt et Zenk, 1975 et Koch et al., 1990. 

 

Grâce à l’amélioration de ce protocole, nous avons obtenu des esters de CoA plus 

concentrés qu’avec le protocole de départ (environ 0,1 mM). Cette quantité a été suffisante 
pour identifier les produits en LC-MS et pour réaliser les tests d’incubation avec l’HCT.  

Afin de s’assurer de la qualité des esters de CoA synthétisés, nous avons réalisé une 

identification par HPLC. 

 

2.1.3 Contrôle de la qualité des substrats synthétisés 

Les esters de CoA ont été extraits du mélange réactionnel et analysés en HPLC avec une 
méthode de séparation développée au laboratoire (cf δ 7.4.1). Les produits ont été identifiés en 
se basant sur le spectre d’absorption dans l’UV et le temps de rétention de la molécule par 
comparaison avec une solution étalon préparée avec la molécule pure commerciale. 

 

Composé synthétisé l max DOmesurée * Concentration

nm UA mM/cm-1 mM

Caféoyl-CoA 346 0,262 18 1,5

Cinnamoyl-CoA 310 0,07 22 0,3

4-coumaroyl-CoA 333 0,35 21 1,7

Féruloyl-CoA 333 0,24 19 1,3
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2.1.3.1 Production de caféoyl-CoA 

 

Figure 46 : Caféoyl-CoA synthétisé par la 4CL. A : Chromatogramme à 346 nm du produit 

final. B : Spectre UV de l’acide caféique injecté comme solution étalon (E) et spectre UV du 

caféoyl-CoA formé (P1).  

Le chromatogramme (Figure 46a) met en évidence un pic majoritaire détecté à 36 minutes. Le 
spectre d’absorption (Figure 46b) de ce composé (P1) est caractérisé par deux pics 
d’absorption : l’un à 260nm correspondant à l’absorption de l’adénine contenue dans le 
coenzyme A et l’autre à 346nm correspondant à l’absorption maximale de la liaison thiolester. 
Ce spectre est identique à celui du caféoyl-CoA tel qu’il est décrit dans la littérature (Stockigt 
et Zenk, 1975; Hoffmann et al., 2003). Une solution étalon d’acide caféique a été analysée en 
parallèle et le spectre UV de la molécule montre un profil différent du caféoyl-CoA synthétisé 
(Figure 46b). L’acide caféique utilisé comme substrat pour la synthèse de caféoyl-CoA n’est 
pas détecté dans le produit final, il semble donc avoir été totalement consommé (Figure 46a). 
Deux autres pics minoritaires sont détectés à 42 et 49 minutes qui n’ont pas été identifiés. L’un 
de ces deux pics peut correspondre au coenzyme A.   
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2.1.3.2 Production de p-coumaroyl-CoA 

 

Figure 47 : p-coumaroyl-CoA synthétisé par la 4CL. A : chromatogramme à 330 nm du produit 

final. B : spectre UV de l’acide p-coumarique étalon (E) et du produit formé (p-coumaroyl-

CoA). 

Comme vu précédemment, la formation du p-coumaroyl-CoA a été suivie au spectrophotomètre 
et le produit a été séparé de l’acide p-coumarique par extraction liquide-liquide afin d’obtenir 
un composé pur (cf. δ 7.4.1). La qualité du produit a été vérifiée par une analyse HPLC. Sur le 
chromatogramme (Figure 47a), le produit détecté (P2) est élué à 42 minutes. D’après la 
bibliographie, son spectre UV (Figure 47b) correspond au p-coumaroyl-CoA dont l’absorption 
est maximale à 333 nm, ce qui le distingue de l’acide p-coumarique (lmax= 311 nm) (Stockigt 
et Zenk, 1975). Le substrat semble avoir été totalement consommé puisque l’acide p-

coumarique n’est pas détecté (Figure 47). Les deux autres composés sont détectés comme 
précédemment ce qui signifie que l’extraction du composé n’est pas absolue. Cependant, le 
composé majoritaire correspond bien au p-coumaroyl-CoA. 
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2.1.3.3 Production de cinnamoyl-CoA 

 

Figure 48 : Cinnamoyl-CoA synthétisé par la 4CL. A : chromatogramme à 310 nm du produit 

final. B : spectre UV de l’acide cinnamique étalon (E) et du produit formé (cinnamoyl-CoA). 

Le chromatogramme du produit synthétisé est présenté sur la Figure 48a. Le composé 
majoritaire est élué en même temps (Tr ≈ 42 minutes) que l’acide cinnamique injecté comme 
solution étalon (Figure 48a). Les spectres UV de ces deux composés sont identiques ce qui 
confirme la présence d’acide cinnamique (Figure 48b). Cela signifie que le substrat n’a pas été 
converti entièrement en cinnamoyl-CoA et n’a pas été éliminé après extraction. Un autre 
composé est détecté à 53 minutes (P3). L’analyse de son spectre UV indique un pic d’absorption 
à 306nm alors que celui de l’acide cinnamique est de 278nm. Son spectre UV est semblable à 
celui du cinnamoyl-CoA décrit dans la littérature (Stockigt et Zenk, 1975). La synthèse du 
cinnamoyl-CoA n’est donc pas complète car la conversion du substrat en produit n’est pas 
totale. Cela explique pourquoi le cinnamoyl-CoA dosé au spectrophotomètre est faiblement 
concentré (0,3mM). 

 

2.1.3.4 Production de féruloyl-CoA 

Le chromatogramme du produit purifié est montré sur la Figure 49a. Le composé majoritaire 
est élué à 43 minutes et son spectre d’absorption (Figure 49b) montre un maximum à 346 nm. 
Ce spectre a le même profil que celui du féruloyl-CoA authentique déjà publié auparavant 
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(Gross et al., 1973). L’acide férulique, quant à lui, est retrouvé dans l’extrait puisque le temps 

de rétention du pic et son spectre UV (lmax= 323 nm) est semblable à celui de l’étalon (Figure 
49a et b). Le féruloyl-CoA a donc bien été synthétisé, mais il reste de l’acide férulique qui n’a 
pas été entièrement converti. 

 

 

Figure 49 : Féruloyl-CoA synthétisé par la 4CL. A : chromatogramme à 346 nm du produit 

final. B : spectre UV de l’acide férulique étalon (E) et du produit formé (féruloyl-CoA). 

 

La mise au point du protocole était un élément essentiel pour produire des substrats de 

bonne qualité et en quantité suffisante pour les purifier par extraction liquide-liquide et 

les détecter en HPLC. Les esters de CoA ont été synthétisés à des concentrations 

supérieures à celle de 0,1mM initialement obtenue. Cette quantité était nécessaire pour 

utiliser ces substrats dans les tests d’incubation avec les protéines recombinantes en vue 
de caractériser leur fonction. Cependant ces produits étant instables dans le temps à cause des 
réactions d’hydrolyse des liaisons thiolesters, ils sont difficilement conservables. Il a donc fallu 
les synthétiser extemporanément avant de réaliser les tests enzymatiques.   
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2.2 Expression hétérologue de l’HCT d’ipomée et de la protéine Ib9 chez E. coli 

2.2.1 Vérification de l’expression de la protéine 

Afin de vérifier l’expression de la protéine d’intérêt, nous avons d’abord recherché sa présence 
dans l’extrait brut (protéines totales extraites des bactéries) après séparation par SDS-PAGE. 
L’ensemble des protéines est représenté sur le gel (Figure 50a). On remarque que le profil 
protéique général est le même dans tous les extraits. L’extrait contenant la protéine IbHCT 
présente une bande supplémentaire à un poids moléculaire apparent d’environ 50kDa ce qui est 
en accord avec la taille attendue (48kDa) d’après l’estimation faite in silico avec l’application 
Expasy. Une étiquette hexa-histidine a été rajoutée à l’extrémité C-terminale permettant une 
détection immunologique de la protéine par Western Blot. Les résultats du Western Blot 
révèlent une bande à la même taille que celle observée dans le SDS-PAGE, ce qui confirme la 
présence de la protéine IbHCT (Figure 50b).   

 

 

Figure 50 : Vérification de l’expression des protéines recombinantes. A) Séparation des 
protéines totales par SDS-PAGE dans les extraits bruts (surnageants récupérés après 

précipitation des bactéries lysées). TN : Témoin négatif (extrait brut à partir des bactéries 

transformées avec le plasmide vide). B) Western-Blot. Témoin positif : protéine portant une 

étiquette His6 à l’extrémité C-terminale. 

Dans l’extrait brut (surnageant récupéré après lyse des cellules et centrifugation du lysat) issu 
des bactéries transformées avec le gène Ib9, aucune différence n’est observée par rapport au 
témoin négatif, ni en SDS-PAGE ni en Western Blot (Figure 50). L’expression de la protéine 
est peut-être insuffisante pour être détectée. Pour le vérifier, nous avons réalisé une deuxième 
fois une transformation des bactéries BL21 et avons solubilisé le culot dans 2 mL au lieu de 4 
mL de tampon NaPi0,1M pH7 comme décrit dans le protocole initial (cf δ 5.1). Nous n’avons 
cependant pas observé en SDS-PAGE la protéine lors de cette deuxième tentative. Deux cas de 
figure peuvent expliquer l’absence de la protéine. Dans le premier cas, le problème le plus 
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couramment rencontré lorsque le niveau d’expression des protéines chez E. coli est trop élevée, 
est la formation de corps d’inclusion constitués d’agrégats de protéines mal repliées. Ces 
complexes insolubles se retrouvent dans le culot avec les débris cellulaires (Villaverde et 
Carrió, 2003). L’autre cause possible est que le gène ne se soit pas exprimé ou que la protéine 
soit toxique pour la bactérie. La présence de mutations dans la séquence (cf δ1.4) peut avoir un 
impact sur la structure tridimensionnelle de la protéine ou sur des régions fonctionnelles de la 
protéine. Certains codons rares ne sont pas reconnus par les ARN-t de l’hôte ce qui peut 
empêcher la traduction. 

En parallèle des protéines d’intérêt, nous avons exprimé l’HCT d’artichaut dans les mêmes 
conditions d’induction. La protéine est présente à un poids moléculaire apparent approximatif 
de 50 kDa (Figure 50a).  

Ainsi nous avons pu produire l’HCT d’ipomée in vitro. Nous allons par la suite étudier l’activité 
de la protéine en réalisant des tests d’incubation in vitro.  

 

2.2.2 Caractérisation fonctionnelle de l’HCT d’ipomée 

 

Figure 51 : Synthèse d’acide chlorogénique à partir de caféoyl-CoA et de quinate dans l’extrait 
brut contenant l’HCT d’ipomée. Extrait brut : surnageant récupéré après lyse des cellules 

bactériennes. Témoin négatif : extrait brut (protéines totales) issu de bactéries transformées 

avec le plasmide vide. L’extrait brut contenant l’HCT de tabac est utilisé comme témoin positif. 

Les étalons des substrats (5-CGA : ref. C3878 ; acide caféique : ref. C0625, Sigma-Aldrich) et 

du produit sont marqués en pointillés. 
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Dans la littérature, les HCTs ont été caractérisées fonctionnellement chez de nombreuses 
espèces. Par exemple, chez le café, le tabac et l’artichaut, l’expression hétérologue de ces 
protéines montre que l’enzyme est capable de catalyser in vitro la synthèse d’acide 
chlorogénique à partir de caféoyl-CoA et d’acide quinique (Hoffmann et al., 2003; Comino et 

al., 2007; Lepelley et al., 2007). Comme l’HCT d’ipomée est proche de ces enzymes en termes 
de séquence peptidique, nous avons alors regardé si cette protéine présentait la même fonction. 
Afin de tester l’activité de synthèse de CGA réalisée potentiellement par l’HCT d’ipomée, nous 
avons réalisé des incubations avec les protéines totales présentes dans le surnageant de bactéries 
lysées par sonication et surproduisant l’enzyme sous le contrôle du promoteur inductible à 
l’IPTG. L’efficacité du système expérimental a été vérifiée en utilisant comme témoin positif 
l’HCT de tabac.  

Les extraits protéiques ont été mis en présence de caféoyl-CoA et d’acide quinique et les 
produits de la réaction ont été analysés par HPLC. Les chromatogrammes sont représentés sur 
la Figure 51. En présence de l’enzyme IbHCT, un nouveau produit est détecté qui n’apparaît 
pas dans le témoin négatif. Ce pic est élué au même temps de rétention que le pic d’acide 
chlorogénique détecté dans la solution de référence (Figure 51). Ceci indique que l’HCT 
d’ipomée possède l’activité de synthèse d’acide chlorogénique, comme les autres HCT.  

  

2.2.3 Recherche de l’activité de synthèse du 3,5-DCQ par l’HCT d’ipomée 

 

Figure 52 : Synthèse de 3,5-DCQ à partir d’acide chlorogénique dans l’extrait brut contenant 
l’HCT d’ipomée. A : chromatogramme HPLC. E1, E2, E3 : étalon d’acide chlorogénique (E1 ; 

ref. C3878, Sigma-Aldrich), acide caféique (E2, ref. C0625, Sigma-Aldrich) et 3,5-DCQ (E3, 

produit par PAT). 1 : Témoin négatif : extrait brut de bactéries transformées avec le plasmide 

vide. L’extrait protéique total issu des bactéries exprimant l’HCT d’artichaut est utilisé comme 

témoin positif. 
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L’extrait de protéines totales solubles contenant l’HCT d’ipomée a été incubé en présence 
d’acide chlorogénique. Après 15h d’incubation, on remarque l’apparition d’un pic élué au 
même temps de rétention que l’étalon de 3,5-DCQ (Figure 52). Nous verrons par la suite 
l’identification plus détaillée de ce pic par une analyse LC-MS dans le paragraphe δ 2.4.2. La 
concentration de ce produit étant trop faible pour le détecter en LC-MS, il nous a été nécessaire 
de passer par des étapes d’optimisation des conditions de synthèse.  

 

2.3 Optimisation des conditions de synthèse des dérivés d’acide caféoyl-quinique 

2.3.1 Optimisation des techniques de purification et de concentration de la protéine 

Jusque-là nous avons étudié l’activité de l’HCT d’ipomée sur le plan qualitatif. Afin d’étudier 
spécifiquement l’activité de l’enzyme et d’améliorer les conditions d’incubation, nous avons au 
préalable mis au point une méthode de purification de la protéine. La protéine est dotée d’une 
étiquette Hisx6 permettant de la purifier par chromatographie d’affinité (cf δ 5.3.2). Dans ce 
travail, nous avons utilisé trois systèmes de purification différents :  

- 1) Dans les études préliminaires, peu de protéines étaient nécessaires. Nous avons utilisé 
un système de purification sur colonne spin Ni-NTA (Qiagen) effectué à partir de 630µL 
d’extrait de protéines totales.  

- 2) Dans la seconde partie de ce travail, consistant à multiplier les réactions 
enzymatiques, il était nécessaire de disposer de quantités de protéines pures plus 
importantes. Nous avons donc effectué une montée en échelle en utilisant un système 
de purification sur colonne His-Trap (Healthcare) permettant de purifier jusqu’à 5mL 
d’extrait brut. La concentration de protéines restait néanmoins insuffisante 
(9,38mg/mL).  

- 3) Pour obtenir plus de protéines au départ, nous avons réalisé une culture bactérienne 
de 1,4L au lieu de 200mL initial. Après induction à l’IPTG, nous avons lysé les cellules 
avec une sonde de sonication d’une intensité plus importante (500W/cm2) que la 
précédente (200W/cm2). Après extraction des protéines totales, l’extrait a été purifié sur 
un système de purification Ni-NTA en Batch (Qiagen) adapté pour des grands volumes 
allant jusqu’à 15mL d’extrait brut.  

Comme présenté dans la Figure 53, les systèmes de purification utilisés ont permis d’isoler la 
protéine d’intérêt visible sur le gel SDS-Page au poids moléculaire apparent d’environ 50kDa. 
L’intensité des bandes n’est cependant pas aussi importante que ce l’on peut observer 
généralement dans la production des protéines recombinantes chez E. coli (Peng et al., 2013; 
Sekar et al., 2013). Notons que d’autres bandes sont observées à des intensités plus faibles 
indiquant que certaines protéines n’ont pas été éliminées lors de la purification. Cela s’explique 
par le fait qu’il y a des fixations aspécifiques de protéines non « his-taggées » sur la colonne 
qui ne sont pas éliminées pendant les étapes de lavage. Les tampons de lavage n’étaient 
probablement pas assez concentrés en imidazole pour les décrocher de la colonne.    
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Figure 53 : Séparation des protéines par SDS-PAGE sur les extraits obtenus avec les différents 

systèmes de purification et de concentration. TN : témoin négatif (extrait issu des bactéries 

portant le plasmide vide). Les flèches rouges indiquent la protéine IbHCT. HCT1 et HCT2 : 

éluats collectés après 2 purifications sur colonne Ni-NTA en Batch. C1, C2, C3, C4 : 

concentrats 1, 2, 3 et 4 récupérés entre les 4 passages de l’extrait dans la colonne Centricon 
de 10 kDa. 

A la dernière étape de purification avec le système Ni-NTA en Batch, la protéine a été éluée 2 
fois avec 2,5mL de tampon phosphate de sodium contenant 250mM d’imidazole. La présence 
de ces sels est susceptible d’altérer l’activité de l’enzyme. Il est donc nécessaire de réaliser un 
dessalage. La première technique utilisée était une colonne Sephadex, mais la protéine était trop 
diluée pour être détectée par SDS-Page et son activité enzymatique était perdue. Nous avons 
donc poursuivi par une étape de concentration en utilisant une colonne Centricon de porosité 
10 kDa à travers laquelle les molécules de taille inférieure ne sont pas retenues par la colonne. 
La porosité supérieure disponible commercialement étant de 30 kDa était adaptée aux protéines 
de plus de 67 kDa ce qui ne convenait pas à la protéine d’intérêt étant donné son poids de 50 
kDa. La colonne Centricon de 10 kDa a été utilisée à la fois pour concentrer la protéine et pour 
la dessaler. Le volume d’extrait déposé dans la colonne a été réduit de 4 fois après élution. Cette 
opération a été renouvelée 3 fois en diminuant graduellement la concentration en sels dans le 
tampon de dilution. Nous avons récupéré les 4 concentrats obtenus après chaque élution.    

En analysant chaque concentrat par SDS-PAGE (Figure 53), nous remarquons que la protéine 
est conservée dans les 3 concentrats (C1, C2, C3), puis elle est perdue dans le 4ème concentrat 
(C4). Le fait de multiplier les étapes d’élution pour diminuer la concentration en sels peut 
entraîner une perte de la protéine. 

Sur le plan quantitatif, la concentration de l’extrait purifié (36mg/mL) obtenue avec le système 
Ni-NTA Batch était plus forte que celles obtenues avec les deux autres systèmes (Tableau 32). 
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Après concentration sur colonne Centricon 10 kDa, le 1er concentrat est presque 2 fois plus 
concentré que l’extrait de départ, mais les concentrations diminuent dans les concentrats 2 et 3. 
Le système de concentration est donc efficace si l’on ne réalise qu’une seule étape de 
concentration, bien que la protéine ne soit pas 4 fois plus concentrée que ce qui était escompté. 
Cependant, nous devons considérer que l’étape de concentration n’est pas absolue et qu’il y a 
un risque de perdre de la protéine lors des élutions. Nous avons donc récupéré le 1er concentrat 
pour réaliser les tests d’incubation. 

 

 

Tableau 32 : Concentrations des extraits protéiques récupérés sur chaque système de 

purification et de concentration.  

 

2.3.2 Optimisation des conditions de réaction pour la synthèse de 3,5-DCQ 

Après avoir produit et purifié l’enzyme nous en avons initié sa caractérisation fonctionnelle. 

 

2.3.2.1 Détermination du temps d’incubation 

Le temps d’incubation est important pour déterminer les paramètres cinétiques de l’enzyme. 
Nous avons donc étudié ce paramètre sur la réaction de synthèse de 3,5-DCQ à partir d’acide 
chlorogénique par l’HCT d’ipomée. Les premiers tests d’incubation ont été réalisés sur une 
durée d’incubation de 15h. Nous avons donc fait varier ce paramètre à des intervalles de temps 
plus courts pour suivre l’évolution de la formation du DCQ et de la consommation d’acide 
chlorogénique. On constate que le 3,5-DCQ est formé dès 1h d’incubation et sa quantité 
augmente même au bout de 15h d’incubation (Figure 54a). Cette durée d’incubation était 
suffisante pour détecter correctement en LC-MS le 3,5-DCQ. Cependant ce temps est trop long 
pour pouvoir déterminer les constantes cinétiques.  

 

Extrait
brut

Extrait purifié
Extrait reconcentré et 

déssalé

Système de 
purification

Ni-NTA spin 
colonne

His-Trap Ni-NTA Batch Colonne de 10 kDa

Témoin négatif 280mg/mL 5mg/mL 3,75mg/mL 5mg/mL 7,5mg/mL

IbHCT 308mg/mL 18mg/mL 9,38mg/mL 36mg/mL

Concentrat 1 = 
60mg/mL

Concentrat 2 = 
13mg/mL

Concentrat 3 = 
14mg/mL
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Figure 54 : Etude cinétique de la formation de 3,5-DCQ (A) et de la consommation d’acide 
chlorogénique en fonction du temps (B). 

Pour établir les constantes cinétiques, nous avons choisi de suivre la consommation d’acide 
chlorogénique au cours du temps (Figure 54b). La courbe cinétique (Figure 54b) indique que la 
concentration de cette molécule diminue très lentement mais est visible dès 1h d’incubation. 
Pour la suite de la caractérisation, nous avons choisi d’utiliser cette durée d’incubation pour 
optimiser les autres paramètres (pH, concentration en enzyme).   

 

2.3.2.2 Effet du pH sur l’activité de l’enzyme 

L’activité enzymatique dépend de certains paramètres notamment la température et le pH. Le 
pH intervient de deux manières : soit en modifiant la structure secondaire ou tertiaire de 
l’enzyme, soit en modifiant les charges électriques des acides aminés du site actif.  

Dans nos conditions réactionnelles, le pH optimal a été déterminé à 6 car la concentration de 
3,5-DCQ formé est maximale parmi les 4 pH testés (Figure 55a). Dans la cellule, la vacuole est 
un compartiment acide et sert de stockage de molécules. On peut supposer que l’enzyme ait une 
activité de synthèse de DCQ dans la vacuole où l’acide chlorogénique serait stocké, comme il 
a été clairement démontré sur l’HQT de tomate (Moglia et al., 2014). Cette hypothèse peut être 
vérifiée par une étude de localisation subcellulaire en fusionnant la protéine à une étiquète GFP 
détectable par son émission fluorescente. A pH6, la quantité d’acide chlorogénique diminue car 
le CGA est converti en 3,5-DCQ. A pH7 et au-delà, les concentrations en acide chlorogénique 
et en 3,5-DCQ diminuent considérablement. L’une des raisons qui explique cela est que l’acide 
chlorogénique est instable à pH basique et en milieu aqueux (Friedman et Jurgens, 2000; 
Dawidowicz et Typek, 2010). Une autre raison serait que l’enzyme devienne inactive à pH 
basique. Elle synthétise de l’acide chlorogénique à pH7 (cf δ 2.4.1) mais elle peut perdre son 
activité à pH8.   
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Figure 55 : Effet du pH sur l’activité de synthèse de 3,5-DCQ et de consommation de l’acide 
chlorogénique par l’HCT d’ipomée. Courbe en vert : témoin négatif ; courbe en rouge : HCT 

d’ipomée. 

 

2.3.2.3 Effet de la concentration de l’HCT sur la synthèse d’acide chlorogénique 

La quantité de produit formé dépend de la quantité d’enzyme présente. Afin d’améliorer 
l’efficacité de la réaction en une heure d’incubation, nous avons fait varier la concentration de 
l’enzyme. On observe que la concentration d’acide chlorogénique augmente à mesure qu’on 
ajoute de l’enzyme puis elle atteint un plateau pour une concentration maximale d’enzyme de 
15mg/mL (Figure 56). Ainsi nous avons choisi de travailler à cette concentration pour la suite 
des tests d’incubation.  

 

 

Figure 56 : Détermination de la concentration en protéines pour la synthèse d’acide 
chlorogénique. Mesure de la concentration en CGA par HPLC après 1h d’incubation à 30°C. 

Dans la suite de cette étude, nous avons cherché d’autres fonctions enzymatiques réalisées par 
l’HCT d’ipomée.  
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2.4 Identification des produits issus de la réaction avec l’HCT d’ipomée 

L’HCT d’ipomée a été incubée en présence de caféoyl-CoA et de quinate pendant 1h à 30°C. 
A la fin de la réaction, les molécules ont été extraites à l’acétate d’éthyle et analysées en HPLC. 
Les composés ont été ensuite identifiés par spectrométrie de masse (MS). 

 

2.4.1 Synthèse de l’acide chlorogénique par l’HCT recombinante 

 

Figure 57 : Synthèse de caféoyl-quinate par l’HCT d’ipomée à partir de caféoyl-CoA et de 

quinate. A : chromatogramme HPLC à 326nm. B : chromatogramme MS (spectrométrie de 

masse) en mode négatif aux masses m/z suivantes : 179, 191, 353 et 928. C : spectre MS en 

mode négatif et spectre UV du produit P1 en comparaison avec les spectres UV et MS de 

l’étalon (E1) de 5-CGA ; EIC (extracted ion chromatogram). X1,2,3 : composés non identifiés. 

P1 : produit issu de la réaction avec l’HCT. 
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L’analyse LC-MS basée sur la comparaison du produit P1 et de l’étalon de 5-O-caféoylquinate 
montre des spectres de masse (MS) et spectres UV identiques. Ce produit, qui s’ionise en mode 
négatif, a une masse m/z de 354 et son absorption maximale est de 326 nm. Le chromatogramme 
MS en mode négatif est représenté par 2 pics de m/z = 353, correspondant aux deux isomères 
d’acide chlorogénique : le premier correspond au 3-CGA et le deuxième au 5-CGA (Chanforan 
et al., 2012), car en solution aqueuse, le 5-CGA peut s’isomériser en 3-CGA. Ces résultats 
confirment que l’HCT synthétise de l’acide chlorogénique. On détecte également de l’acide 
caféique (m/z = 179) et du caféoyl-CoA (m/z = 929). Cela nous conduit à deux hypothèses : 
soit l’enzyme catalyse la réaction inverse comme cela est décrit dans la littérature (Hoffmann 
et al., 2003; Comino et al., 2007) soit le substrat (le caféoyl-CoA) était en excès. L’acide 
caféique est produit par hydrolyse de l’acide chlorogénique ou du caféoyl-CoA (Kojima et 
Kondo, 1985; Lallemand et al., 2012). 

Le quinate (de masse m/z = 192) n’est pas détecté car il ne s’ionise ni en mode négatif ni en 
mode positif et n’a pas été non plus détecté en HPLC. Trois autres composés minoritaires (X1, 
X2, X3), également présents dans le témoin négatif, ne sont pas ionisés en MS et sont 
probablement des impuretés de la colonne ou des produits de dégradation des molécules.  
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2.4.2 Synthèse du 3,5-DCQ par l’HCT recombinante à partir d’acide chlorogénique 

 

Figure 58 : Synthèse de l’acide 3,5-dicaféoyl-quinique (3,5-DCQ) par l’HCT d’ipomée. A : 

chromatogramme HPLC à 326nm. B : spectre MS en mode négatif et spectre UV du produit P6 

en comparaison avec les spectres UV et MS de l’étalon (E2) de 3,5-DCQ. P5,6 : produits issus 

de la réaction avec l’HCT. 

L’analyse LC-MS a permis de confirmer la présence de 3,5-DCQ d’après les spectres UV et 
MS identiques entre l’étalon (E2) et le produit formé (P6). Le 3,5-DCQ a une masse m/z de 516 
et son absorption est maximale à 326nm (Figure 58a et b). L’autre composé (P5) élué avant le 
3,5-DCQ est le 3,4-DCQ résultant de l’isomérisation du 3,5-DCQ (Figure 58a).    

La teneur en 3,5-DCQ mesurée à la fin de la réaction était de 2,5mg/L. 

Afin de déterminer d’autres fonctions de l’HCT d’ipomée, nous avons testé plusieurs 
combinaisons de substrats dans les conditions identiques à la synthèse de l’acide chlorogénique.  

 

200

100

50

15,0
0

250

150

Étalon de 3,5-DCQ (E2)

Témoin négatif

IbHCT

5,0 10,0 20,0 25,0 30,0 35,0

5-CGA
COOH

min

mUA

P6

A
bo

nd
an

ce
 r

el
at

iv
e

0,5

1,0

1,5

2,0

2,5

515

m/z200 400

nm

mUA

263

300 400

326

P6 = 3,5-DCQ

5

10

0

COOH

326

Etalon (E2) de 3,5-DCQ

5

10

UA

0

263

A
bo

nd
an

ce
 r

el
at

iv
e

0,5

1,0

1,5

2,0

2,5

m/z200 400

nm400

515

300

P5

A

B



Résultats et discussion 

176 
 

2.5 Autres fonctions de l’HCT d’ipomée  

2.5.1 Synthèse de caféoyl-shikimate 

 

Figure 59 : Synthèse de caféoyl-shikimate par l’HCT d’ipomée à partir de shikimate et de 

caféoyl-CoA. A : chromatogramme HPLC à 326nm. B : chromatogramme MS en mode négatif. 

C : spectre MS en mode négatif et spectre UV du produit P7 ; EIC (extracted ion 

chromatogram). X4,5,6 : composés non identifiés. P7 : produit issu de la réaction avec l’HCT. 

L’HCT d’ipomée a été incubée en présence de caféoyl-CoA et de shikimate. Après une 
incubation d’1h à 30°C, le produit formé P7 présente un spectre UV avec un pic d’absorption à 
327nm (Figure 59a et c). Ce composé est caractérisé par une masse m/z de 335 en mode négatif 
(Figure 59b), correspondant au caféoyl-shikimate (Maier et al., 1964; Jaiswal et al., 2010b, 
2011). Deux autres pics mineurs sont détectés à la même masse, qui sont les autres isomères du 
caféoyl-shikimate (Jaiswal et al., 2011). On détecte également de l’acide caféique (m/z = 179) 
et du caféoyl-CoA (m/z = 929) (Figure 59b), ce qui rejoint l’observation faite précédemment (δ 

nm

mUA

264

A
bo

nd
an

ce
 r

el
at

iv
e

300 400

327

100

0

0,5

1,0

1,5

2,0

2,5
335

200 400300 m/z

179

200

50

100

150

200

250
mUA

10,0 20,0 30,0 40,0 50,0 min

Témoin négatif
IbHCT

P7

P7: caféoyl-shikimate

1,0

2,0

3,0

8,02,0 6,04,0 10,0 min

mUA

179
335

EIC (-):

COOH

P7

Caféoyl-CoA

CoA

Caféate

928

173

X4 X5
X6

A

B

C



Résultats et discussion 

177 
 

2.4.1). Le shikimate (de masse m/z = 174) n’est pas détecté car il ne s’ionise pas avec le système 
quadripole utilisé. 

 

2.5.2 Synthèse de p-coumaroyl-quinate 

 

Figure 60 : Synthèse de p-coumaroyl-quinate par l’HCT d’ipomée en présence de p-

coumaroyl-CoA et de quinate. A : chromatogramme HPLC à 315nm. B : chromatogramme MS 

en mode négatif des produits formés. C : spectres MS et UV du produit P8 et de l’étalon (E3a) 

de p-coumaroyl-quinate en mode négatif ; EIC (extracted ion chromatogram). X7,8 : Composés 

non identifiés. P8,9 : Produits issus de la réaction avec l’HCT. 

L’enzyme a été mise en présence de quinate et de p-coumaroyl-CoA. Deux produits sont 
détectés à 19 et 22 min sur le chromatogramme HPLC (Figure 60a). Le premier produit P8 
montre un spectre UV identique à celui de la solution étalon (E3a) de p-coumaroyl-quinate 
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(Figure 60c). De plus, ce pic a une masse m/z de 337 (en mode négatif) égale à celle du p-

coumaroyl-quinate (Parveen et al., 2011) (Figure 60b). Le p-coumarate (m/z : 164) reste présent 
dans l’extrait ce qui signifie qu’il est en excès ou que l’enzyme catalyse la réaction inverse 
(Figure 60a).  

L’autre produit P9 n’est pas détecté à la masse m/z de 337, mais il est cependant présent dans 
l’étalon (E3b) de p-coumaroyl-quinate et leurs spectres UV sont identiques (Figure 61). Il 
s’ionise à deux masses m/z : 237 qui correspond à de l’acide quinique greffé à de l’acide 
formique et la masse 475 correspond à 2 quinates. Le p-coumaroyl-quinate existe sous forme 
de 3 isomères (Jaiswal et al., 2010b), il s’agit donc d’un de ces 3 isomères qui a été totalement 
fragmenté en MS. Pour distinguer ces isomères, les composés doivent être identifiés à des 
masses plus précises avec des analyses plus poussées (Orbitrap ou QQ-Tof par exemple).  

Deux autres composés (X7 et X8) sont détectés dans le témoin négatif et l’extrait enzymatique, 
dont l’un s’ionise à une masse de 299 (Figure 60a et b). Cette masse n’est cependant pas assez 
précise pour identifier cette molécule en simple quadripole. Ces composés sont probablement 
issus de modifications des molécules (oxydation, isomérisation, estérification).      

 

 

Figure 61 : Spectres UV du produit P9 et comparaison avec celui de l’étalon de coumaroyl-

quinate. P9 : produit issu de la réaction. E3b : solution étalon de p-coumaroyl-quinate. 

 

2.5.3 Synthèse de p-coumaroyl-shikimate 

L’incubation de l’HCT en présence de p-coumaroyl-CoA et de shikimate conduit à la formation 
de 3 produits (P10, P11, P12) (Figure 62a). Ces composés ont tous la même masse m/z de 319, ce 
qui correspond à la masse du p-coumaroyl-shikimate (Figure 62b et c) (Kim et al., 2013). Ces 
composés correspondent aux 3 isomères de p-coumaroyl-shikimate (3-, 4- et 5-O-CS), dont les 
spectres UV sont également très similaires (Figure 63). Les pics m/z minoritaires à 355 et 365 
correspondent respectivement à des adduits de potassium et d’acide formique (Figure 63). Le 
rôle de l’HCT dans cette voie de biosynthèse a déjà été décrit chez d’autres espèces (Hoffmann 

et al., 2003; Sullivan, 2009). Le p-coumarate et le p-coumaroyl-CoA sont encore détectés, donc 
soit la réaction n’a pas été totale, soit au bout d’une heure la réaction s’est inversée pour 
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redonner du p-coumaroyl-CoA et du shikimate. Trois autres produits inconnus (X9, X10, X11) 
sont détectés en HPLC (Figure 62a) mais pas en MS, pouvant être des impuretés ou des produits 
de dégradation des molécules. L’identification de ces composés ne peut se faire qu’en MS2. 

 

 

Figure 62 : Synthèse de p-coumaroyl-shikimate par l’HCT d’ipomée à partir de p-coumaroyl-

CoA et de shikimate. A : chromatogramme HPLC à 310nm. B : chromatogramme MS en mode 

négatif de l’étalon (E4) de p-coumaroyl-shikimate. C : spectre MS en mode négatif des produits 

P10, P11 et P12. TIC : total ion chromatogram. X9,10,11 : Composés non identifiés. P : produits 

issus de la réaction avec l’HCT. 
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Figure 63 : Spectres MS et UV des produits formés par l’HCT après incubation en présence de 

p-coumaroyl-CoA et de shikimate en comparaison avec les spectres MS et UV de l’étalon (E4a, 

E4b, E4c) de p-coumaroyl-shikimate. P : produit issu de la réaction avec l’HCT. 
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2.5.4 Synthèse de cinnamoyl-quinate 

Nous avons testé la réaction entre le cinnamoyl-CoA et le quinate en présence de l’HCT. A la 
fin de la réaction, on note l’apparition d’un nouveau composé (Figure 64a). Ce produit (P13) 
montre une absorption maximale dans les UV à 280nm (Figure 64c). Sa masse m/z est de 322, 
ce qui correspond à la masse théorique du cinnamoyl-quinate (Figure 64b et c). A ma 
connaissance, peu de données dans la littérature ont porté sur la caractérisation de ce composé. 
Le cinnamate (m/z = 148) présent dans l’extrait, est détecté en HPLC mais ne s’ionise pas en 
MS. 

 

 

Figure 64 : Synthèse de cinnamoyl-quinate par l’HCT d’ipomée à partir de cinnamoyl-CoA et 

de quinate. A : chromatogramme HPLC à 310nm. B : chromatogramme MS en mode négatif 
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aux masses m/z suivantes : 147, 191 et 321. C : spectre MS en mode négatif et spectre UV du 

produit P13 ; EIC (extracted ion chromatogram). X12 : composé non identifié. P : produit issu 

de la réaction avec l’HCT. 

On remarque que le pic de cinnamoyl-quinate est très léger par rapport à l’acide cinnamique et 
le pic de cinnamoyl-CoA est beaucoup plus petit que celui du témoin négatif. Etant donné que 
la concentration de cinnamoyl-CoA synthétisé était très faible, cela peut expliquer pourquoi le 
pic de cinnamoyl-quinate est très petit. Les HCTs ne jouent pas un rôle majeur dans cette voie 
de biosynthèse, mais ce composé semble être plutôt formé sous l’action d’une lipase (Armesto 
et al., 2003). Un autre composé inconnu (X12) est élué après le cinnamoyl-CoA (Figure 64) 
mais sa masse n’a pas pu être déterminée en MS. 
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2.5.5 Synthèse de cinnamoyl-shikimate 

Afin de voir si l’HCT est capable de former du cinnamoyl-shikimate à partir de cinnamoyl-
CoA et de quinate, nous avons incubé l’enzyme en présence de ces substrats. Le produit P14 
détecté dans l’extrait d’HCT (Figure 65a) est en fait subdivisé en plusieurs pics (Figure 65b) 
d’après le chromatogramme MS, ce qui indique qu’il y a eu une co-élution de plusieurs 
composés qui ont la même masse m/z (Figure 65a et b). D’après son spectre UV, son absorption 
est maximale à 277nm (Figure 65c). Les données bibliographiques sont minces concernant la 
caractérisation du cinnamoyl-shikimate. Sa masse m/z de 303 correspond à la masse théorique 
du cinnamoyl-shikimate. Un autre pic de même intensité à m/z de 349 correspond à un adduit 
d’acide acétique avec ce composé qui s’est probablement formé après la réaction (Figure 65c). 

 

 

Figure 65 : Synthèse de cinnamoyl-shikimate par l’HCT d’ipomée en présence de cinnamoyl-

CoA et de shikimate. A : chromatogramme HPLC à 310nm. B : chromatogramme MS en mode 
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négatif du produit P14 extrait à la masse m/z de 308. C : spectre MS en mode négatif et spectre 

UV du produit P14 ; EIC (extracted ion chromatogram). X13 : composé non identifié. P : produit 

issu de la réaction avec l’HCT. 

 

2.6 Conclusion relative à la caractérisation fonctionnelle de l’HCT d’ipomée 

Dans cette deuxième partie, nous avons abordé la caractérisation fonctionnelle d’une des 
enzymes candidates identifiée chez la patate douce. Cette caractérisation fonctionnelle s’est 
déroulée en deux étapes. La première a consisté à produire les différents substrats de la réaction 
en quantité suffisante et la seconde étape nous a amené à utiliser ces différents substrats dans 
le cadre d’un criblage métabolique in vitro. L’amélioration du protocole de production des 
esters de CoA nous a permis de générer des rendements substantiellement plus importants que 
ceux décrits dans la littérature (0,1-0,2mM). Cette première étape était nécessaire pour réaliser 
la caractérisation fonctionnelle de l’enzyme, expérimentation nécessitant une grande quantité 
de substrats. Cependant ces molécules sont fragiles du fait d’une hydrolyse des liaisons 
thiolesters, ce qui les rend difficilement conservables. Il est donc nécessaire de produire ces 
molécules dans un délai très court avant les tests d’incubation enzymatique. La qualité de ces 
substrats a été vérifiée par HPLC et les esters de CoA ont été identifiés par comparaison de leur 
spectre UV avec celui des molécules authentiques trouvées dans le commerce. Le substrat 
synthétisé le plus efficacement est le p-coumaroyl-CoA (85% de rendement de synthèse), vient 
ensuite le caféoyl-CoA (75%), le féruloyl-CoA (65%) et enfin le cinnamoyl-CoA (15%). Ces 
différences de rendement s’expliquent par le fait que la 4CL1 de tabac utilise préférentiellement 
le p-coumarate comme substrat comme le font la plupart des 4CL, mais la spécificité du substrat 
dépend aussi de l’isoforme ainsi que de l’espèce végétale d’origine (Lee et Douglas, 1996; 
Costa et al., 2005; Sun et al., 2013). Il serait donc intéressant de tester d’autres 4CL provenant 
d’autres plantes, comme celle d’Ipomoea batatas dont la séquence codante est disponible sur 
GenBank (ID N°AB469557) et dans la banque de RNAseq ou alors de muter certains acides 
aminés pour changer la spécificité de l’enzyme pour d’autres substrats.     

Dans un second temps, nous avons tenté de produire certaines protéines recombinantes chez E. 

coli. Dans le cas de la protéine codée par le gène Ib9, cette approche s’est avérée infructueuse. 
Il est possible que le problème rencontré soit lié à la maturation de la protéine ou alors aux 
conditions d’induction de l’expression (Gopal et Kumar, 2013; Correa et Oppezzo, 2015) ou 
des erreurs dans la séquence codante. Pour aller plus loin, il sera nécessaire, à présent, 
d’envisager d’autres conditions expérimentales voire d’autres systèmes de production. Ainsi, 
ces protéines pourraient être exprimées dans N. tabacum qui est un système particulièrement 
efficace pour la production de protéines recombinantes. Les avantages de ce système sont que 
les substrats sont déjà présents dans la plante et que la machinerie cellulaire dispose des 
modifications post-traductionnelles propres aux eucaryotes (glycosylations, acétylations, 
méthylations etc…). La limite est qu’il existe déjà des transférases dans le tabac. Si l’on reste 
dans le système bactérien, il faudra envisager de jouer sur les conditions expérimentales. Des 
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systèmes alternatifs ont été décrits pour augmenter le niveau d’expression des protéines 
recombinantes. L’une des stratégies consiste à coexprimer la protéine d’intérêt avec des 
chaperones moléculaires qui aident à la bonne conformation de la protéine et permettent 
d’améliorer la solubilité de la protéine. Les chaperones cytoplasmiques les plus courantes sont 
le facteur Trigger, les protéines DnaK, ou DnaJ ou le complexe GroES-GroEL (Nishihara et 

al., 1998). Il existe un autre moyen pour augmenter la solubilité de la protéine en la fusionnant 
à des étiquettes non peptidiques qui agissent comme des « enhancers » (Smith et Johnson, 1988; 
Kapust et Waugh, 1999). L’utilisation de l’étiquette Fh8 (8-kDa calcium binding protein) s’est 
avérée récemment prometteuse (Costa et al., 2013). On peut également optimiser les paramètres 
de culture comme changer la composition du milieu (température, ajout d’osmolytes, de 
peptones, de sucres, etc…) ou l’oxygénation (de Marco et al., 2005). Récemment, un nouveau 
concept d’auto-induction a été développé en ajoutant dans le milieu un mélange de glucose, de 
lactose et de glycérol. Le rôle de ces sucres permet de contrôler la densité cellulaire et 
l’induction de l’expression dans le temps, ce qui dispense l’ajout d’inducteur (Studier, 2014). 
D’autres options permettant de contrôler le niveau d’expression des protéines reposent sur le 
choix du plasmide, du type de promoteur et de la souche hôte (Rosano et Ceccarelli, 2014). Une 
autre stratégie serait d’optimiser les codons dans la séquence d’intérêt ou d’utiliser une souche 
hôte modifiée afin de faciliter l’utilisation des codons rares par les ARN-t de l’hôte (Rosano et 
Ceccarelli, 2009; Welch et al., 2009).      

Dans le cas de l’HCT, la production de protéine a été possible, même si les rendements de 
production se sont avérés être assez moyens. La présence d’estérases dans les extraits bactériens 
qui entrainaient la dégradation des substrats nous a amené à purifier la protéine en utilisant 
plusieurs approches possibles. Etant donné les rendements assez faibles de protéines, un de nos 
objectifs était de produire en quantité suffisante pour réaliser l’ensemble de nos tests. Sur les 
différents systèmes de purification testés, c’est la technique Ni-NTA en Batch couplée à une 
concentration sur colonne de 10 kDa qui a permis d’obtenir l’extrait pur le plus concentré 
(60mg/mL).  

Finalement le criblage métabolique nous a permis de générer un certain nombre de produits 
(Tableau 33). Les esters d’acides hydroxycinnamiques ont été produits après 1h d’incubation à 
30°C. L’identification des substrats et des produits a été confirmée par comparaison des spectres 
UV et par spectrométrie de masse. 
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Tableau 33 : Bilan de la synthèse des composés produits par l’HCT d’ipomée recombinante. 

Ainsi nous avons observé que l’HCT d’ipomée est capable d’utiliser tous les esters de CoA 
testés comme substrats sauf le féruloyl-CoA. Des résultats similaires observés sur les HCT de 
café et de tabac (tests réalisés en parallèle) indiquent que ces enzymes sont relativement peu 
spécifiques pour ces différents substrats (Hoffmann et al., 2003; Lallemand et al., 2012). Vu le 
nombre de gènes orthologues identifiés dans le cadre de ce travail, on pourrait alors imaginer 
que ces gènes (ou certains d’entre eux) aient une origine évolutive commune. Ces différents 
gènes pourraient avoir divergé par des phénomènes de duplication et/ou de mutations à partir 
d’un gène ancestral conduisant à des néo-fonctionnalisations (Ober, 2005, 2010), comme c’est 
souvent le cas dans les différentes classes d’acyltransférases de la famille des BAHD  (St-Pierre 
et De Luca, 2000).  

Pour évaluer cette hypothèse nous avons élargi notre criblage métabolique pour tenter 
d’identifier une éventuelle spécialisation de l’HCT d’ipomée pour la synthèse de certaines 
molécules peut-être plus spécifiques à l’ipomée. Nous avons ainsi montré que l’HCT est 
capable de synthétiser du 3,5-DCQ à partir d’acide chlorogénique. Cette activité a déjà été 
démontrée pour une HCT de café (Lallemand et al., 2012). Notons que la synthèse du 3,5-DCQ 
par l’enzyme étudiée n’a lieu qu’à pH6, alors que la synthèse d’acide chlorogénique se produit 
à pH7. Cela peut s’expliquer par le fait que l’activité de l’enzyme peut changer selon le 
compartiment cellulaire. Il est donc probable que l’activité de synthèse de 3,5-DCQ se fasse 
dans un compartiment acide de la cellule comme la vacuole. Pour clarifier cette localisation 
subcellulaire, il aurait été intéressant de créer une protéine fusionnée à une GFP et de l’exprimer 
dans le tabac. Nous avons également observé que la durée de réaction pour synthétiser du 3,5-
DCQ est très longue (au moins 15h) ce qui va dans le sens des résultats décrits par Lallemand 
et al sur l’HCT de café (Lallemand et al., 2012). Cette synthèse mène à la production de très 
faibles quantités de 3,5-DCQ difficilement quantifiable. Pour cette raison, il n’a pas été possible 
de déterminer les paramètres cinétiques de l’enzyme (Km, Vm). Le Km de l’HCT de café est 
de 757µM pour l’acide chlorogénique alors qu’il est de 75µM pour le shikimate et 430µM pour 
le quinate, ce qui signifie que l’enzyme ne prend pas en priorité l’acide chlorogénique pour 
synthétiser du 3,5-DCQ (Lallemand et al., 2012). D’après un certain nombre d’études 

Substrats quinate shikimate 5-CGA Produits formés

Caféoyl-coA + +
Caféoyl-quinate et  

-shikimate

Coumaroyl-coA + +
Coumaroyl-quinate
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Cinnamoyl-coA + +
Cinnamoyl-quinate

et  -shikimate

Féruloyl-coA - - aucun

CoA + 3,5-DCQ
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(Hoffmann et al., 2003; Niggeweg et al., 2004; Comino et al., 2007), les HCT effectuent le plus 
souvent des réactions réversibles. Il est de fait possible que les faibles rendements de réaction 
soient liés à un équilibre entre le précurseur et le produit. Pour vérifier si l’enzyme catalyse 
simultanément la réaction inverse, il faudrait incuber l’enzyme avec les produits, en l’occurence 
le 3,5-DCQ et le caféoyl-CoA, et voir si cela conduit à la formation d’acide chlorogénique. Si 
tel était le cas, il faudrait envisager l’inhibition de la réaction « réverse ». Pour empêcher le 
phénomène de réversibilité, il a été montré que certains inhibiteurs pouvaient avoir une 
influence sur l’activité de l’enzyme (Lotfy, 1995). Une autre solution serait de changer le pH 
de la réaction pour déplacer la réaction dans le sens désiré, ou encore modifier certains résidus 
dans la séquence peptidique de l’enzyme par mutagénèse dirigée (Labrou et al., 2016). Dans la 
cellule ou dans la plante, cette réversibilité pourrait être contrecarrée si l’on pouvait exporter le 
3,5-DCQ dans un compartiment où il serait non transformé en activant des transporteurs. On 
pourrait également envisager de changer la localisation subcellulaire de l’enzyme en lui 
rajoutant un peptide signal qui induirait, selon le pH, son activité de synthèse du 3,5-DCQ. A 
noter que chez la tomate, l’activité de synthèse du 3,5-DCQ semble être portée par une HQT, 
dont la localisation a été détectée dans le cytoplasme ou dans la vacuole (Moglia et al., 2014). 
La présence d’un peptide signal n’a pas été jusque-là mise en évidence. L’existence d’une 
même activité de synthèse de DCQ, effectuée par deux enzymes appartenant à des familles 
différentes, suggère une évolution convergente chez différentes familles de plantes conduisant 
à des voies alternatives. Certaines HCT jouent un rôle important dans la synthèse de lignine 
(Wagner et al., 2007), l’une des fonctions principales chez les plantes primitives (Molgaard et 
Ravn, 1988). Les diverses spécificités de substrats des HCT chez différentes espèces ont 
débouché sur de nouvelles fonctions enzymatiques pour former de nouveaux métabolites 
secondaires (Hoffmann et al., 2003; Sander et Petersen, 2011; Lallemand et al., 2012). Il peut 
s’agir d’un processus adaptatif que les plantes ont développé au cours de l’évolution. La 
synthèse des dérivés d’acide caféoyl-quinique a pu servir à d’autres buts, notamment dans la 
protection de la plante contre les pathogènes et les herbivores (Matern et Kneusel, 1988; 
Niggeweg et al., 2004).  

D’après l’analyse phylogénétique, les acyltransférases de la famille des BAHD ont hérité de 
spécificités de substrat différentes au cours de l’évolution, qu’il est cependant difficile de 
prédire par simple analyse bioinformatique (Luo et al., 2007). Des études structurales couplées 
à des approches de mutagénèse et d’analyse biochimique pourraient permettre d’élucider les 
sites actifs spécifiques de cette famille multifonctionnelle.        

Bien souvent on utilise des vecteurs d’expression pour produire les protéines recombinantes 
avec des étiquettes de fusion. L’inconvénient de ce système est que cette extension dans la 
séquence protéique peut induire un changement de conformation de la protéine et altérer son 
activité. Comme le soulignent Lallemand et ses collaborateurs, certains résidus situés dans la 
région consensus HXXXD ou dans la région DFGWG sont indispensables à l’activité de 
l’enzyme pour la synthèse de 3,5-DCQ (Lallemand et al., 2012). Il existe cependant des 
méthodes permettant d’exciser ces séquences avec des protéases. Dans notre cas, la protéine a 
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été fusionnée à une étiquette His6 aux extrémités N- et C-terminales qui peut être éliminée par 
un traitement avec de la thrombine.  

 

Ainsi, nous avons démontré que l’HCT d’ipomée est capable de synthétiser de l’acide 
chlorogénique, du 3,5-DCQ et d’autres esters d’acides hydroxycinnamiques in vitro. Afin 
de confirmer son activité in vivo, nous avons créé des plantes transgéniques produisant l’HCT 
d’ipomée. 

 

 

3 Chapitre 3 : étude de l’activité de synthèse du 3,5-DCQ par l’HCT in 

planta 

3.1 Création de plantes transgéniques par transformation via Agrobacterium 

tumefaciens 

En vue d’étudier la fonction du gène codant l’HCT d’ipomée dans la plante, nous avons généré 
des tabacs transgéniques par transformation via Agrobacterium tumefaciens. Les Agrobactéries 
ont été préalablement transformées avec un plasmide binaire (pGWB2-GW) cloné avec le gène 
d’intérêt sous le contrôle du promoteur 35S du virus de la mosaïque du chou-fleur. Trois 
constructions plasmidiques ont été générées : 

- La construction pGWB2-IbHCT contenant le gène codant l’HCT d’ipomée. Pour obtenir 
la construction plasmidique pGWB2-IbHCT, le fragment IbHCT a été cloné dans le 
pCR8 et après avoir vérifié l’exactitude de la séquence et le sens de l’insert, il a été 
intégré dans le pGWB2-GW. 
 

- La construction pGWB2-HCT de café (CcHCT). La protéine codée par ce gène a été 
caractérisée in vitro pour son activité de synthèse de 3,5-DCQ à partir d’acide 
chlorogénique par Lallemand et ses collaborateurs en 2012. Nous l’avons donc étudié 
afin de comparer ce gène avec celui de l’HCT d’ipomée. Le gène HCT de café (Coffea 

canephora, accession NCBI EF137954) a été directement cloné dans le pCR8 par 
GenScript. Ce gène a été ensuite cloné dans le pGWB2-GW par LR recombinaison.  
 

- La construction pGWB2-pNep2. Cette construction a été réalisée afin d’utiliser un 
témoin négatif pour l’étude des HCT. La séquence a été clonée dans le plasmide pCR8 
par Dr Sissi Miguel. Le gène a été ensuite intégré dans le pGWB2-GW par LR 
recombinaison, ce qui constituera le témoin négatif. 

L’insertion du transgène dans le plasmide a été vérifiée par PCR. Le fragment a été amplifié en 
utilisant l’amorce P35S Dir qui s’hybride en amont du site ATG du transgène et l’amorce 
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reverse qui s’hybride à l’extrémité 3’ du gène d’intérêt. Pour la construction pGWB2-pNep2, 
on observe un fragment d’environ 700pb correspondant à pNep2 de 666pb (Figure 66a). Pour 
la construction pGWB2-CcHCT, l’amplicon mesure environ 1600pb car le gène CcHCT fait 
1336pb et le promoteur 35S est à 300pb du début de la séquence d’intérêt (Figure 66b). Idem 
pour la construction pGWB2-IbHCT, le poids moléculaire apparent de l’amplicon est de 
1600pb qui est la somme du gène IbHCT (1296pb) et du P35S (300pb) (Figure 66c).  

 

 

Figure 66 : Vérification de l’insertion du gène d’intérêt dans le plasmide pGWB2-GW. PCR 

menée sur le plasmide recombiné. A : amplification avec les amorces Dir et Rev du gène pNep2 

(666pb). B : vérification du sens d’insertion de CcHCT dans le pGWB2-GW. C : vérification 

du sens d’insertion de IbHCT dans le pGWB2-GW. (a) amplification de l’insert avec l’amorce 
P35S Dir et l’amorce Rev du gène d’intérêt (si insertion dans le bon sens) ; (b) : amplification 

avec les amorces P35S Dir et l’amorce Dir du gène (si insertion dans le mauvais sens). T + : 

pCR8-gène d’intérêt. H2O : amplification menée sur l’eau afin de vérifier l’absence de 
contamination. 

Ces plasmides ont été ensuite introduits dans la souche d’A. tumefaciens LBA4404 (pAL4404) 
afin de débuter la transformation génétique du tabac. Pour chaque construction, les bactéries 
transformées ont été sélectionnées sur un milieu additionné de kanamycine, de rifampicine et 
de streptomycine et l’insertion du plasmide dans les bactéries a été vérifiée par digestion 
enzymatique (cf. δ 4.5.5). Le plasmide pGWB2-GW possède deux sites de restriction EcoRI 
situés de part et d’autre de la cassette ccdB à 6286pb et 9754 pb (Figure 67a). On peut donc 
vérifier l’insertion du transgène par digestion avec cette enzyme. Le plasmide non recombiné a 
une taille de 17236pb et contient la cassette ccdB d’une longueur de 1749pb. Après digestion, 
deux coupures ont eu lieu ce qui a généré un grand fragment (17236 – 3468 = 13768 pb) et un 
fragment plus court (9754 - 6286 + 1749 = 5217pb) (Figure 67). Dans le cas du plasmide 
recombiné, la cassette ccdB est remplacée par le gène d’intérêt, il en résulte 3 fragments 
digérés : le grand fragment (13768pb), le court fragment sans la cassette ccdB (9754 – 6286 = 
3468pb) et le fragment d’intérêt (pNep2 : 666pb ; IbHCT :1296pb) (Figure 67b et c). Le gène 
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CcHCT (de 1336pb) est un cas particulier car il possède dans sa séquence un site de coupure 
EcoRI ce qui a généré deux fragments au lieu d’un (1000 et 336pb) (Figure 67c). 

 

 

Figure 67 : Vérification de l’intégration du plasmide recombiné dans les Agrobactéries 
transformées. A : schéma simplifié de la cassette où est inséré le gène d’intérêt (X) dans le 

pGWB2-GW. B : digestion enzymatique avec EcoRI du plasmide pGWB2-GW non recombiné 

(vide) et des constructions plasmidiques pGWB2-pNEp2, (C) pGWB2-CcHCT et pGWB2-

IbHCT.   

Ces bactéries ont été utilisées pour infecter des explants foliaires de vitro plants de tabac. Après 
co-culture (Figure 68a), les segments foliaires ont été transférés sur un milieu de sélection 
(Figure 68b) contenant de la céfotaxime afin d’éliminer les Agrobactéries et en présence 
d’hygromycine pour sélectionner les plantes ayant reçu le gène d’intérêt. Au bout de deux 
semaines, des parties aériennes régénérantes sont apparues (Figure 68b). 

 

 

Figure 68 : Etapes de la transformation génétique de vitro plants de tabac via Agrobacterium 

tumefaciens. A : transfert des explants foliaires sur un milieu de coculture avec les 

Agrobactéries. B : transfert des explants sur un milieu de sélection en présence de céfotaxime 

et d’hygromycine. C : régénération d’une plante entière sur milieu sélectif additionné 
d’hormones de croissance (6-BAP et NAA). 
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Ces jeunes pousses ont été ensuite transférées sur un milieu contenant les hormones de 
croissance (6-BAP et NAA) nécessaires à la régénération d’une plante entière (Figure 68c) tout 
en maintenant la pression de sélection. 

 

3.2 Criblage moléculaire des plantes par réaction en chaîne par polymérase (PCR) 

Après une première sélection sur un milieu contenant un antibiotique, nous avons réalisé un 
criblage moléculaire afin de sélectionner les plantes ayant inséré dans leur génome le gène 
d’intérêt. Pour cela, 7 plantules issues d’événements de transformation différents ont été 
analysées par PCR à partir de l’ADN génomique de jeunes feuilles.  

Pour les plantes transformées avec le gène pNep2, nous observons une bande autour de 350pb 
qui correspond à la taille théorique du gène amplifié (352pb) (Figure 69a). Cette bande est 
retrouvée dans le témoin positif (pCR8-pNep2) mais pas dans le témoin « eau » donc 
l’amplification est bien spécifique. Dans la suite de ce travail, nous nommerons ces plantes 
transgéniques « contrôle ».  
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Figure 69 : Sélection des plantes transformées par PCR. A : amplification du gène pNep2 (352 

pb). B : amplification du gène IbHCT (266 pb). WT : plante sauvage (non transformée). T + : 

gène d’intérêt cloné dans un plasmide.  

Pour les plantes transformées avec le gène IbHCT, la présence du gène est visualisée par une 
bande en dessous de 300pb dont la taille théorique est de 266pb (Figure 69b) comme le montre 
le témoin positif.   

 

 

Figure 70 : Sélection des plantes transformées par PCR. Amplification du gène CcHCT (1336 

pb). WT : plante sauvage (non transformée). 

Pour les plantes transformées avec le gène CcHCT, la présence d’une bande en-dessous de 
1500pb, telle qu’elle est montrée dans le témoin positif (pCR8-CcHCT), indique la présence du 
gène dont la taille théorique est de 1336pb (Figure 70). 

Dans la plante sauvage, aucune bande d’amplification correspondant à ces gènes n’est détectée 
(Figure 69a et b, Figure 70), ce qui signifie que le gène n’est pas présent dans la plante non 
transformée et qu’aucun gène endogène n’est amplifié avec les amorces utilisées.  

En nous basant sur ces résultats, nous avons sélectionné 7 plantes transgéniques pour chacune 
des constructions portant le gène d’intérêt dans leur génome. Ces plantes sont issues 
d’événements de transformation indépendants.  

Afin de vérifier si les gènes sont bien exprimés dans la plante, nous avons réalisé des analyses 
de qPCR sur chaque plante.  
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3.3 Etude corrélative entre l’expression du gène et la production des métabolites cibles 

3.3.1 Niveaux d’expression relative du transgène dans les plantes transformées 

Le gène d’intérêt a été placé sous le contrôle du promoteur P35S qui est un promoteur constitutif 
permettant l’expression du transgène dans toute la plante. Mais la transformation via 
Agrobacterium conduit à une insertion aléatoire dans le génome végétal. Selon la région où le 
gène est inséré, celui-ci sera plus ou moins exprimé. L’évaluation du niveau d’expression du 
transgène a été réalisée pour 7 lignées transgéniques contenant chaque gène d’intérêt. Comme 
le montre la Figure 71, l’expression des gènes IbHCT et CcHCT est détectée dans les plantes 
transgéniques à des niveaux variables pour chaque plante, correspondant à des évènements de 
transformation différents. Ainsi, ces analyses de qPCR ont permis de vérifier l’expression du 
transgène dans les plantes régénérées. L’expression du gène CcHCT dans la plante N°6 est très 
faible (Figure 71b), il est possible que le gène se soit éteint au stade de développement de la 
feuille prélevée. La plante sauvage et les plantes « témoin négatif » n’expriment pas le gène 
cible, ce qui signifie que les amorces sont bien spécifiques du gène d’intérêt. 
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Figure 71 : Niveaux d’expression relative du gène d’intérêt (HCT) dans les tabacs 

transgéniques. Plantes 1 7 (noir) : plantes « contrôle » (plantes transgéniques dépourvues 

du gène d’intérêt) ; Plantes 1 7 (rouge) : plantes transformées avec le gène IbHCT. Plantes 

1 7 (vert) : plantes transformées avec le gène CcHCT.  

L’introduction d’un gène d’intérêt dans un système hétérologue donne plusieurs avantages, 
comme une augmentation de la concentration en enzymes cibles et de leur produits (Jørgensen 
et al., 2005). Si le gène codant pour l’HCT est fortement exprimé, on peut s’attendre à ce que 
la production de DCQ soit simultanément augmentée. Pour voir s’il y a une corrélation entre 
l’expression des gènes et la synthèse de 3,5-DCQ et d’acide chlorogénique, nous avons mesuré 
la teneur en 3,5-DCQ sur ces mêmes plantes. 
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3.3.2 Comparaison des teneurs en 3,5-DCQ et en acide chlorogénique sur les plantes 

transgéniques 

A partir des mêmes tissus utilisés pour l’analyse de qPCR, nous avons réalisé des extraits hydro-
éthanoliques pour analyser les métabolites par HPLC. Les Figure 72 et Figure 73 indiquent les 
teneurs en acide chlorogénique et en 3,5-DCQ dans les feuilles prélevées des 7 plantes 
préalablement sélectionnées par l’analyse transcriptomique.  

 

 

Figure 72 : Teneurs en 3,5-DCQ dans les feuilles de tabac. TN : Témoin négatif (plantes 

transformées avec le gène pNep2 utilisé comme contrôle) ; CcHCT : plantes transformées avec 

le gène CcHCT ; IbHCT : Plantes transformées avec le gène IbHCT.  

On remarque que les teneurs en 3,5-DCQ et en acide chlorogénique sont très variables entre les 
différentes plantes transgéniques, y compris entre les plantes transformées avec le même gène 
(Figure 72 et Figure 73). La quantité de métabolites peut être régulée par la mise en place de 
mécanismes liés au catabolisme et à la néosynthèse (Matsuda et al., 2003b), ce qui peut 
expliquer ces variations. En outre, nous n’observons pas de différences entre les plantes 
transformées avec les HCT, les plantes « contrôle » et la plante sauvage. Contrairement à ce qui 
était attendu, nous n’observons pas de corrélation entre l’expression du gène d’intérêt et la 
synthèse des métabolites cibles. Mais cela ne signifie pas pour autant qu’il n’y ait pas 
d’augmentation de la synthèse des métabolites cibles. Certaines publications stipulent que 
l’expression des gènes peut être conditionnée par l’accumulation des molécules (Jiang et al., 
2013; Ma et al., 2016). Autrement dit le gène peut s’exprimer au moment de la phase de 
synthèse des molécules puis s’éteindre à la phase d’accumulation, ce qui permet de réguler le 
taux de molécules.  
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Pour expliquer qu’il n’y ait pas d’augmentation de teneur en métabolites cibles dans les plantes 
exprimant les HCT, l’autre hypothèse serait que l’enzyme soit en condition de substrat limitant. 
L’acide chlorogénique endogène n’est peut-être pas suffisant pour être remobilisé vers la 
synthèse de 3,5-DCQ (Moglia et al., 2014). Des expériences de radiomarquage pourraient 
renseigner sur le devenir de ces molécules dans la plante. L’âge de la feuille est aussi un facteur 
à prendre en compte car il a été rapporté que la teneur en acide chlorogénique diminue dans les 
feuilles plus âgées (Morales et al., 2005).  

 

 

Figure 73 : Teneurs en acide chlorogénique dans les tabacs transformés. TN : Témoin négatif 

(plantes transformées avec le gène pNep2 utilisé comme contrôle) ; CcHCT : plantes 

transformées avec le gène CcHCT ; IbHCT : plantes transformées avec le gène IbHCT. 

Un autre moyen permettant de vérifier l’activité de l’enzyme est de reproduire le test réalisé en 
in vitro (cf δ 7.2) sur l’enzyme extraite des feuilles de tabacs transgéniques. Nous avons donc 
incubé un extrait de feuilles broyées en présence d’acide chlorogénique.  

 

3.4 Production de 3,5-DCQ à partir d’extraits de feuilles de tabacs transgéniques 

En s’appuyant sur les résultats de transcriptomique, nous avons sélectionné les 3 plantes ayant 
la plus forte expression des gènes d’intérêt. Pour ces plantes, nous avons broyé les feuilles dans 
du tampon phosphate pH6. Le broyat a été centrifugé et le surnageant contenant les protéines 
totales a été récupéré. Après une incubation de l’extrait foliaire à 30°C pendant 4h en présence 
d’acide chlorogénique, les molécules ont été analysées en HPLC. Nous détectons la présence 
d’acide chlorogénique et de 3,5-DCQ et nous notons que les teneurs en ces métabolites sont 

0,00%

0,10%

0,20%

0,30%

0,40%

0,50%

0,60%

0,70%

0,80%

WT 1 2 3 4 5 6 7 1 2 3 4 5 6 7 1 2 3 4 5 6 7

N plante

Teneurs en acide chlorogénique dans les feuilles

%
 C

G
A

 (
m

g 
de

 C
G

A
 p

ou
r 

10
0m

g 
de

 m
at

iè
re

 s
èc

he
)

Plante sauvage

CcHCT

IbHCT

TN



Résultats et discussion 

197 
 

plus élevées dans les extraits foliaires de tabacs transformés avec les HCT que dans celles dans 
les plantes contrôle (Figure 74a). En rajoutant de l’acide chlorogénique avant incubation, la 
quantité d’acide chlorogénique est plus importante dans les trois conditions transgéniques car 
le substrat a été mis en excès (Figure 74b). Là encore, nous observons que les teneurs en CGA 
et 3,5-DCQ sont significativement plus fortes dans les extraits foliaires des plantes exprimant 
les HCT par rapport au contrôle. Elles sont respectivement 5 et 3 fois supérieures pour les 
extraits foliaires exprimant IbHCT. Pour les extraits exprimant CcHCT, les teneurs en CGA et 
en 3,5-DCQ sont 4 et 2 fois plus fortes que celles du contrôle (Figure 74). L’augmentation de 
la synthèse de 3,5-DCQ semble être associée à une accumulation d’acide chlorogénique. Les 
HCT d’ipomée et de café semblent donc y jouer un rôle. Aux vues des barres d’erreurs, le type 
de tissu et son stade de développement peuvent entraîner des variabilités de réponse.    

 

 

Figure 74 : Teneurs en 3,5-DCQ et en acide chlorogénique dans des extraits de feuilles broyées 

incubés à 30°C pendant 4h. Comparaison avec et sans ajout d’acide chlorogénique dans le 
milieu réactionnel. Statistiques réalisées avec un test de Student (valeur p < 5%). Test réalisé 

sur 3 répétitions biologiques et 3 répétitions expérimentales. 

Pour s’affranchir des problèmes d’hétérogénéité tissulaire et s’assurer que le substrat n’est pas 
en quantité limitante, nous avons réalisé des cultures cellulaires à partir des plantes 
transgéniques. L’avantage de ce système est de pouvoir travailler sur des lignées cellulaires 
identiques c’est-à-dire d’avoir une culture homogène de cellules, et de pouvoir ajouter le 
substrat dans le milieu dans des conditions de culture contrôlées.  

3.5 Production des métabolites cibles en cultures cellulaires 

Les cultures de cellules végétales sont utilisées en ingénierie métabolique comme méthode de 
production des métabolites secondaires à valeur thérapeutique (Hellwig et al., 2004). Dans 
notre cas, le but est de produire du 3,5-DCQ dans des cellules de tabacs transgéniques exprimant 
des HCT.  
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Sur les trois lignées transgéniques précédentes de tabac, nous avons réalisé des cultures 
cellulaires afin de mettre en évidence la production de 3,5-DCQ et d’acide chlorogénique dans 
des cellules de tabacs exprimant les HCT. Les suspensions cellulaires ont été préparées à partir 
de cals dérivés de jeunes feuilles. Les cals sont des amas de cellules dédifférenciées qui sont 
considérées comme des clones, c’est-à-dire qu’elles portent toutes la même information 
génétique. La formation des cals est contrôlée par une balance hormonale composée de 
cytokinine et d’auxine à définir pour chaque tissu et chaque espèce végétale. En se basant sur 
les données bibliographiques concernant la culture in vitro de tabac (Gowher et al., 2007; 
Vasilev et al., 2014), nous avons rajouté 0,1mg/L de 6-BAP et 0,8mg/mL de NAA au milieu 
de culture ce qui a mené à la formation de cals friables. Les cellules âgées de 6 semaines ont 
été mises en suspension dans du milieu MS liquide contenant les régulateurs de croissance et 
de l’hygromycine. Ayant vu précédemment que l’azote joue un effet sur la synthèse de 3,5-
DCQ (cf δ 1.3.2), nous avons induit un stress azoté en vue de stimuler la production des 
précurseurs utilisés par l’HCT. Deux modalités de milieux de culture ont été testées en parallèle 
: l’une appelée condition « avec azote » représente un milieu MS contenant tous les éléments 
essentiels à la croissance et l’autre condition « sans azote » est le même milieu dont on a 
supprimé toute source d’azote. Afin que le substrat ne soit pas en condition limitante, nous 
avons incubé les cellules en présence d’acide chlorogénique exogène (2mM) ajouté dans le 
milieu.    

 

3.5.1 Observations macroscopiques des cultures cellulaires 

Après deux semaines de culture, de l’acide chlorogénique a été ajouté dans le milieu et les 
cultures ont été observées à 0, 24h et 48h après ajout. Nous remarquons qu’en l’absence d’acide 
chlorogénique exogène, les cellules cultivées ont une couleur marron-claire qui vient de 
l’apparence des cals prélevés au départ. Cette couleur n’évolue pas au cours du temps quelles 
que soient les lignées transgéniques (Figure 75). Cependant, dès l’ajout d’acide chlorogénique, 
les cultures cellulaires changent de couleur et deviennent rouge-brun (Figure 75) mais pas dans 
les milieux témoin. Ce brunissement est le signe d’une oxydation enzymatique dû à une réaction 
probable entre des quinones et des composés phénoliques (ex : acide chlorogénique) par des 
polyphénols oxydases (PPOs) (Murata et al., 2002; Yoruk et al., 2004). Certains additifs 
peuvent empêcher ou retarder ce phénomène comme le bisulfite de sodium (NaHSO3) et l’acide 
ascorbique (Dogan et al., 2009). Les observations au microscope ne permettent pas de mettre 
en évidence de contamination par des micro-organismes et nous ont permis de vérifier que les 
cellules étaient vivantes dans les deux conditions de culture (avec et sans azote).  

Afin de s’assurer que le gène d’intérêt est bien exprimé dans les cellules isolées, nous avons 
réalisé des analyses de qPCR. 
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Figure 75 : Photographies des cultures cellulaires incubées sans (-CGA) et avec (+ CGA) acide 

chlorogénique. T : témoin milieu sans l’inoculum de cellules. Culture des cellules dans un 

milieu MS additionné des facteurs de croissance et d’hygromycine. Ctrl : cellules de tabac 

transgéniques utilisées comme témoin négatif. CcHCT : cellules transformées avec le gène 

codant l’HCT de café. IbHCT : cellules transformées avec le gène codant l’HCT d’ipomée. Les 

3 répétitions biologiques (numérotées 1, 2, 3) correspondent aux 3 trois événements de 

transformation indépendants. 

 

3.5.2 Vérification de l’expression des gènes d’intérêt dans les cultures cellulaires 

Les cellules ont été prélevées à T0, 24 et 48h après ajout d’acide chlorogénique et l’expression 
des gènes d’intérêt a été suivie par PCR en temps réel. La Figure 76 présente les profils 
d’expression des gènes d’intérêt (HCT café et ipomée) dans les différentes conditions de culture 
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entre 0 et 24h de culture. Précisons que le contrôle « pNep2 » a été transformé avec une 
séquence promotrice associée au gène pNep2 qui n’existe pas chez le tabac. On ne détecte donc 
pas l’expression de ce gène. Concernant le gène CcHCT, l’expression est détectée dans toutes 
les lignées cellulaires à 0 et 24h, ce qui indique que le gène continue à s’exprimer au cours de 
la culture (Figure 76a). Cette expression est bien spécifique du gène d’intérêt puisqu’elle n’est 
pas détectée dans le contrôle (cellules transgéniques sans les gènes HCT).  

 

 

Figure 76 : Vérification de l’expression des gènes au cours de la culture des cellules de tabacs 
transformés avec les gènes codant les HCT. qPCR réalisée à partir des ARN extraits des 

cellules. A : expression du gène CcHCT. B : expression du gène IbHCT. Ctrl (-) : cellules 

transgéniques sans le gène d’intérêt. 

Le gène s’exprime aussi bien en présence qu’en l’absence d’acide chlorogénique ainsi que dans 
les conditions avec et sans azote, ce qui est évident puisque le gène est sous le contrôle du 
promoteur P35S. Mais comme il s’agit d’une expression relative, il n’est pas possible de 
comparer le niveau d’expression d’une condition à l’autre. 
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Dans le cas des cellules transformées avec le gène IbHCT, l’expression est détectée dans les 3 
lignées transgéniques quelles que soient les conditions de culture (Figure 76b). Cependant chez 
la lignée 1, l’expression du gène d’intérêt est beaucoup plus faible que chez les lignées 2 et 3, 
alors qu’elle était très forte dans la plante (Figure 71a).  

Ces résultats nous montrent que l’expression des gènes d’intérêt est maintenue dans les cellules 
en culture même après ajout d’additifs (acide chlorogénique, hormones) et dans un milieu avec 
ou sans azote.  

Nous avons ensuite étudié l’effet de l’azote et de l’acide chlorogénique sur la croissance 
cellulaire.   

 

3.5.3 Effet de l’ajout d’acide chlorogénique sur la croissance cellulaire 

 

Figure 77 : Taux de croissance des cellules transgéniques déterminé à partir de la biomasse 

fraîche. Les analyses ont été réalisées sur 3 répétitions biologiques (3 lignées transgéniques 

indépendantes). Ctrl (-) : cellules transgéniques sans le gène d’intérêt. CcHCT : HCT de café. 

IbHCT : HCT d’ipomée. A : sans ajout d’acide chlorogénique dans le milieu de culture. B : 

ajout d’acide chlorogénique (2mM). 

La croissance des cellules a été évaluée par rapport au taux de croissance calculé à partir de la 
biomasse fraîche des cellules prélevées à T0, 24, et 48h. Le taux de croissance a été déterminé 
pour chaque lignée transgénique. En l’absence d’acide chlorogénique, la croissance cellulaire 
évolue positivement au cours des 24h, puisque la biomasse et la densité cellulaire sont plus 
importantes qu’au départ, ce qui signifie que les cellules se sont multipliées. Cependant nous 
notons des différences de croissance cellulaire après 24h entre les différentes constructions 
génétiques (Contrôle, CcHCT et IbHCT). Les cellules transformées avec le gène HCT de café 
ont une croissance plus importante (Figure 77) entre 0 et 24h. Et, après 48h, cette vitesse de 
croissance diminue rapidement. Après ajout d’acide chlorogénique, nous observons ce même 
cas de figure. Deux raisons peuvent expliquer cela : soit les cellules ont arrêté de se multiplier 
soit il y a un équilibre compensatoire de cellules mortes/cellules vivantes. Dans le cas des 
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cellules exprimant l’HCT d’ipomée, on observe que la vitesse de croissance des cellules est 
significativement plus faible que celle du contrôle. Plusieurs explications peuvent répondre à 
cela : 1) la croissance des cellules peut être inhibée par des composés synthétisés par l’HCT 
d’ipomée ; 2) comme l’insertion est aléatoire, il est possible que le gène IbHCT se soit inséré à 
un locus du génome pouvant éteindre un gène important pour la division cellulaire (Pfeffer et 

al., 2003) ; 3) Cette différence de biomasse peut dépendre non pas de la quantité de cals de 
départ, mais du nombre de cellules vivantes présentes au départ. 

 

3.5.4 Effet de la carence azotée sur la croissance cellulaire 

 

Figure 78 : Comparaison du taux de croissance des cellules cultivées avec ou sans azote. 

Ctrl (contrôle) : cellules transgéniques dépourvues du gène d’intérêt. CcHCT : cellules 

exprimant le gène codant l’HCT de café. IbHCT : cellules exprimant le gène codant l’HCT 
d’ipomée.  

Afin d’étudier l’effet de l’azote sur la croissance cellulaire, nous avons comparé le taux de 
croissance des cellules entre les conditions de culture « avec azote » et « sans azote ». La Figure 
78 représente le taux de croissance cellulaire déterminé entre 0 et 48h de culture en présence et 
en absence d’azote. Après 24h de culture dans un milieu azoté, la croissance des cellules 
exprimant le gène codant l’HCT de café augmente par rapport au contrôle tandis qu’elle 
diminue dans le cas des cellules transformées avec le gène codant l’HCT d’ipomée (Figure 
78a). Les analyses statistiques réalisées avec Anova montrent que ces données sont 
significatives. Au bout de 48h de culture, la croissance cellulaire est inchangée entre les cellules 
contrôle et les cellules exprimant les HCT (Figure 78a). Dans le cas des cellules exprimant 
l’HCT d’ipomée et cultivées sans azote, le taux de croissance tend à augmenter par rapport à 
celles cultivées en présence d’azote (Figure 78a et b), bien que ces résultats ne soient pas 
significatifs. Comme vu précédemment (δ 2.4 et δ 2.5), l’enzyme montre des spécificités de 
substrats qui pourraient agir sur la croissance cellulaire. Cet effet peut être dû au 3,5-DCQ ou 
à d’autres molécules. La croissance cellulaire n’est pas diminuée après 48h quelles que soient 
les conditions, ce qui signifie que les cellules de tabac ont une capacité de croissance robuste 
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en condition d’azote limitant probablement grâce à une réserve d’azote endogène suffisante 
pour une période de culture de 48h.  

Dans l’ensemble, l’absence d’azote ne semble pas avoir d’impact négatif sur la croissance des 
cellules, mais au contraire stimulerait la croissance des cellules transformées avec les gènes 
codant l’HCT d’ipomée.  

Nous avons vu ici que l’absence d’azote a une influence sur la croissance des cellules 
transformées avec les HCT. On peut penser que l’HCT d’ipomée joue un rôle dans la synthèse 
de molécules ayant un effet négatif sur la croissance cellulaire. Nous nous sommes focalisés 
sur la synthèse de 3,5-DCQ, étant l’objectif de notre étude. Nous avons alors vérifié si 
l’expression des gènes codant les HCT dans des cellules de tabac conduit à une surproduction 
de 3,5-DCQ. Afin de s’assurer que la production des métabolites cibles provient bien des 
cellules, nous avons dosé séparément les molécules dans le milieu de culture et dans les cellules.    

 

3.5.5 Recherche de la présence des métabolites dans le milieu de culture 

Comme évoqué précédemment (cf. δ 2.4.1 et δ 2.4.2), l’HCT d’ipomée catalyse la synthèse 
d’acide chlorogénique et de 3,5-DCQ. Nous nous sommes demandés si les cellules exprimant 
les HCT excrétaient de l’acide chlorogénique dans le milieu. Nous avons donc analysé la teneur 
en métabolites cibles par HPLC. La méthode d’analyse a été optimisée pour détecter l’acide 
chlorogénique. Dans le milieu azoté, la concentration en acide chlorogénique reste inchangée 
avec ou sans ajout d’acide chlorogénique. Une augmentation très légère est observée à 48h pour 
les cellules transformées avec l’HCT de café, mais la concentration reste très minime (9,6mg/L) 
(Figure 79a).  

Dans le milieu non azoté, aucune différence de teneur en acide chlorogénique dans les cultures 
de cellules exprimant les HCT n’est observée à 24 et 48h par rapport au contrôle. Lorsqu’on 
ajoute de l’acide chlorogénique, la concentration augmente considérablement pour les 3 
conditions transgéniques, puis tend à diminuer à 48h (Figure 79b).  
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Figure 79 : Teneurs en acide chlorogénique (en mg/L) dans le milieu de culture prélevé à 24 et 

48h. A : milieu azoté. B : milieu non azoté. Contrôle : milieu contenant les cellules de tabac 

transformées avec le gène pNep2. (-CGA) : sans acide chlorogénique ; (+CGA) : ajout d’acide 
chlorogénique 2mM. CcHCT et IbHCT : milieux contenant les cellules de tabac transgéniques 

exprimant les HCT. 

Plusieurs raisons peuvent expliquer la disparition de l’acide chlorogénique : soit l’acide 
chlorogénique s’est dégradé dans le milieu, soit une partie de l’acide chlorogénique a été 
absorbée et métabolisée dans la cellule, soit l’acide chlorogénique a subi une oxydation par les 
polyphénols oxydases présentes dans les cellules. Le moyen permettant de vérifier ces 
hypothèses serait de faire un radiomarquage de la molécule.  

 

En parallèle, nous avons analysé la teneur en 3,5-DCQ dans ces milieux. Dans le milieu azoté, 
la concentration en 3,5-DCQ est plus élevée dans les conditions transgéniques HCT par rapport 
au contrôle, mais elle reste cependant très faible (entre 0,014 et 0,078mg/L) (Figure 80a). Après 
ajout d’acide chlorogénique, la concentration en 3,5-DCQ augmente jusqu’à 0,57mg/L pour 
l’HCT de café après 24h de culture.  
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Figure 80 : Teneur en 3,5-DCQ (en mg/L) dans le milieu de culture. A : milieu azoté. B : milieu 

non azoté. Contrôle : milieu contenant les cellules de tabacs transformées avec le gène pNep2. 

(-CGA) : sans acide chlorogénique ; (+CGA) : ajout d’acide chlorogénique 2mM. CcHCT et 
IbHCT : milieux contenant les cellules de tabac transgéniques exprimant les HCT. 

Dans le milieu non azoté, les teneurs en 3,5-DCQ dans le milieu des cellules transgéniques 
expriment les HCT ne sont pas différentes de celle du contrôle. En revanche, les concentrations 
en 3,5-DCQ augmentent fortement après ajout d’acide chlorogénique, mais elle augmente 
également dans le contrôle (Figure 80b). Il semble donc que l’acide chlorogénique en excès 
dans le milieu favorise la synthèse de 3,5-DCQ. Ces données soutiennent les observations 
précédentes indiquant le lien entre l’accumulation d’acide chlorogénique et la synthèse de 3,5-
DCQ (cf. δ 3.4). Or, aucune trace de 3,5-DCQ n’a été décelée dans les milieux « témoin ». Cela 
signifie que le 3,5-DCQ est bien excrété par les cellules dans le milieu. 

Nous avons ensuite analysé les teneurs en acide chlorogénique et 3,5-DCQ dans les cellules.   
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3.5.6 Production d’acide chlorogénique et de DCQ dans les cellules exprimant les 
HCT 

Afin de savoir si les cellules exprimant les HCT produisent plus de DCQ et d’acide 
chlorogénique, nous avons broyé les cellules et préparé des extraits hydro-éthanoliques et dosé 
les métabolites cibles par HPLC avec la même méthode utilisée pour les milieux de culture. 

 

 

Figure 81 : Teneurs en acide chlorogénique dans les cellules transformées. A : condition azote 

non limitant. B : condition sans azote. Contrôle : cellules de tabac transgénique dépourvues du 

gène d’intérêt. Les teneurs sont exprimées en % de matière sèche (g de DCQ pour 100g de 

matière sèche). 

Nous avons d’abord analysé la teneur en acide chlorogénique dans les cellules cultivées en 
condition d’azote non limitant. Dans les cellules exprimant l’HCT d’ipomée, nous n’observons 
pas de différences significatives par rapport aux cellules contrôle. En revanche, on observe que 
la teneur en acide chlorogénique augmente dans les cellules exprimant l’HCT de café (Figure 
81a). Cette augmentation est plus importante lorsque l’acide chlorogénique est en excès. 

En condition d’azote limitant, les teneurs en acide chlorogénique sont plus fortes dans les 
cellules exprimant les HCT d’ipomée et de café (Figure 81b). Les mêmes observations sont 
faites après addition d’acide chlorogénique. Ces teneurs ne sont cependant pas plus importantes 
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qu’en condition azotée contrairement à des études montrant qu’une carence en azote augmente 
la teneur en acide chlorogénique (Armstrong et al., 1970; Fritz et al., 2006).  

Ces résultats indiquent que les cellules exprimant les HCT produisent plus d’acide 
chlorogénique que les cellules contrôle. 

En parallèle de l’analyse des concentrations en CGA, nous avons évalué les teneurs en DCQ 
dans ces cellules.  

 

 

Figure 82 : Teneurs en 3,5-DCQ dans les cellules de tabac transgénique. A : condition azote 

non limitant. B : condition sans azote. Contrôle : cellules de tabac transgénique dépourvues du 

gène d’intérêt. Les teneurs sont exprimées en % de matière sèche (g de DCQ pour 100g de 
matière sèche). 

Nos analyses indiquent que les cellules contrôle produisent les 3 isomères de DCQ (3,4-, 3,5- 
et 4,5-DCQ) (Figure 82a). Cette observation est cohérente avec des travaux antérieurs montrant 
que les cultures cellulaires de tabac produisaient du 3,4- et du 4,5-DCQ (Mhlongo et al., 2014). 
Cette production de DCQ est significativement plus importante dans les cellules transformées 
avec l’HCT de café par rapport au contrôle et augmente davantage en rajoutant le précurseur 
(l’acide chlorogénique) dans le milieu de culture. Cette teneur atteint jusqu’à 0,03% de matière 
sèche (MS) en 24h, soit 5 fois plus que le contrôle. Dans le cas de l’HCT d’ipomée, cette 
surproduction n’est pas significative.  
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En condition non azotée, on retrouve quasiment le même profil de teneur qu’en présence 
d’azote. On note qu’il y a une augmentation significative de la teneur en 3,5-DCQ dans les 
cellules exprimant l’HCT d’ipomée qui peut atteindre 0,01% (MS) à 48h (Figure 82b). 

 

3.5.7 Discussion relative à la production d’acide chlorogénique et de 3,5-DCQ in 

planta et dans les cultures cellulaires 

Dans la troisième partie de ce travail, nous avons généré par une approche de transgénèse des 
plantes exprimant de façon stable les gènes codant les HCT de café et d’ipomée. Etant donné 
que la synthèse des métabolites dépend non seulement de l’expression du gène d’intérêt mais 
aussi d’un certain nombre de facteurs (développementaux, localisation subcellulaire, substrat 
limitant), nous avons mis en évidence un test d’incubation in vitro avec un extrait protéique de 
feuilles de tabacs exprimant les HCT. Ces résultats ont démontré que ces HCT sont capables de 
synthétiser de l’acide chlorogénique et du DCQ. De plus, l’ajout d’acide chlorogénique conduit 
à une surproduction de DCQ donc cela indique qu’il existe une relation entre l’accumulation de 
CGA et la synthèse de DCQ. Des observations similaires ont été rapportées dans une étude sur 
l’HCT de café possédant cette double activité (Lallemand et al., 2012). L’hypothèse qu’il en 
ressort est que les HCT et HQT agissent sur la synthèse de 3,5-DCQ qu’en présence de fortes 
concentrations d’acide chlorogénique (Lallemand et al., 2012; Moglia et al., 2014). 

Pour s’affranchir des problèmes d’hétérogénéité tissulaire, nous avons réalisé des cultures 
cellulaires et avons testé l’effet de la nutrition azotée et de l’acide chlorogénique exogène sur 
la croissance cellulaire et la synthèse des métabolites cibles. Nous avons observé qu’en présence 
d’acide chlorogénique, il se produit une oxydation enzymatique des cellules qui se traduit par 
un brunissement du milieu. Mais cette oxydation n’induit pas une toxicité des cellules puisque 
la croissance cellulaire continue à évoluer entre 0 et 48h d’incubation. De plus, ces cellules ont 
maintenu l’expression du gène d’intérêt pendant la période d’incubation (d’au moins 24h) aussi 
bien en présence qu’en absence d’azote. Nous avons également noté que la privation en azote 
joue un effet positif sur la croissance des cellules car la croissance des cellules augmente 
considérablement au bout de 48h de culture. Cela indique que les cellules ont une réserve 
d’azote interne suffisante pour prolonger la période de croissance. Des résultats similaires 
obtenus sur la croissance des micro-algues de Chlorella sorokiniana augmentant jusqu’à 14 
jours de culture sans azote confortent ces observations (Negi et al., 2015). Cet effet peut être 
également en lien avec la régulation hormonale, comme cela été déjà démontré dans le cas des 
flavonols qui inhibent le transport de l’auxine (Kuhn et al., 2011). Rappelons que le contrôle 
utilisé dans ces analyses était un gène codant un promoteur. Selon son insertion dans le génome 
de l’hôte, celui-ci peut engendrer une modification de l’expression de certains gènes.    

Sur le plan phytochimique, nous avons montré que l’expression hétérologue des HCT dans les 
cultures cellulaires de tabac conduit à une surproduction d’acide chlorogénique et de 3,5-DCQ. 
La teneur en DCQ peut atteindre jusqu’à 0,03% MS pour l’HCT de café et 0,01% pour l’HCT 
d’ipomée. Une expérience de culture cellulaire à partir de racines de patate douce arrivait à un 
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taux de 0,08% de DCQ (Konczak et al., 2004). En ajoutant de l’acide chlorogénique, la teneur 
en DCQ est augmentée d’un facteur 5 pour l’HCT de café et d’un facteur 2 pour l’HCT 
d’ipomée. Notons cependant que l’acide chlorogénique ajouté dans le milieu est susceptible 
d’être dégradé par le phénomène d’oxydation dû aux polyphénols oxydases. Ces métabolites 
sont bien excrétés par les cellules puisqu’ils sont présents dans le milieu jusqu’à des 
concentrations de 20mg/L de CGA semblables à la quantité produite dans des cultures de E. 

coli co-exprimant l’HQT, l’HCT et la 4CL (Kim et al., 2013). Mais la concentration en DCQ 
restait néanmoins beaucoup plus faible (1,5mg/L). Les méthodes d’analyses ont été mises au 
point pour la détection d’acide chlorogénique et de 3,5-DCQ, bien que la présence d’autres 
substrats préférentiellement utilisés par l’HCT d’ipomée n’est pas négligeable. Il serait 
intéressant de quantifier les autres molécules potentiellement produites à des teneurs plus ou 
moins importantes afin de distinguer les voies primaires et secondaires des HCT. L’incubation 
avec d’autres substrats que l’acide chlorogénique serait un moyen permettant d’identifier de 
nouveaux produits.    

En menant en parallèle les expériences de cultures cellulaires sur les deux HCT, celle de café 
et celle d’ipomée, nous avons vu que celles-ci présentent des profils différents en termes de 
teneurs en 3,5-DCQ dans les cellules et en termes de croissance cellulaire. Les cellules 
exprimant l’HCT d’ipomée croient moins vite que celles exprimant l’HCT de café. Les deux 
enzymes peuvent avoir des rôles différents dans la synthèse de certains composés. Ayant 
évoqué précédemment des différences au niveau des séquences primaires des deux protéines, 
on peut également supposer des différences structurales pouvant expliquer les spécificités de 
substrats des HCT de café et d’ipomée. On peut là encore évoquer l’existence d’une évolution 
divergente de ces enzymes dont la fonction aurait évolué vers d’autres voies de biosynthèse 
(Ober, 2005, 2010). Etant donné les faibles proportions de 3,5-DCQ produites par ces deux 
enzymes, il semblerait que la synthèse de 3,5-DCQ n’est pas la fonction principale de ces deux 
enzymes.     

D’après ces résultats, les teneurs en 3,5-DCQ obtenues dans les tabacs transgéniques exprimant 
l’HCT d’ipomée (0,16% MS) sont très faibles par rapport à celles obtenues (jusqu’à 8% MS) 
dans les ipomées cultivées en aéroponie (Figure 37). Plusieurs raisons peuvent être envisagées 
pour expliquer ce résultat. La première explication pourrait être que l’HCT n’est pas l’enzyme 
clé de la voie de biosynthèse du 3,5-DCQ. Une seconde explication pourrait résider dans le fait 
que le susbtrat pourrait être un facteur limitant. L’acide chlorogénique utilisé dans d’autres 
voies métaboliques pourrait être indisponible pour permettre la synthèse de 3,5-DCQ. Une 
troisième explication pourrait venir du fait que le gène d’ipomée a été exprimé dans le tabac. Il 
n’est pas impossible que ce modèle végétal ne soit pas optimal. La production de 3,5-DCQ 
pourrait être améliorée en choisissant une espèce végétale autre que le tabac, et produisant de 
façon basale de fortes quantités de précurseurs de la voie cible. Chez la tomate, une HQT a été 
identifiée et joue un rôle dans cette voie de biosynthèse (Moglia et al., 2014). Il semble que 
cette enzyme a une double activité, c’est-à-dire qu’elle peut catalyser la synthèse d’acide 
chlorogénique ou de 3,5-DCQ selon si elle est dans la vacuole ou dans le cytoplasme (Moglia 
et al., 2014). A ce jour, seule l’implication de cette famille d’acyltransférases dans cette voie 
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de biosynthèse n’a été démontrée, mais il n’est pas exclu qu’elles ne soient pas les seules 
responsables. La production majeure de 3,5-DCQ chez l’ipomée pourrait être assurée par 
d’autres enzymes différentes de cette famille. Plusieurs voies peuvent être proposées. Des 
travaux antérieurs ont suggéré l’implication potentielle de deux enzymes qui utiliseraient des 
intermédiaires de caféoyl-glucosides: une UDP-glucose : t-cinnamate glucosyl transférase et 
une hydroxycinnamoyl D-glucose : quinate hydroxycinnamoyl transférase (Villegas et Kojima, 
1986). Plus récemment, des chercheurs ont isolé une activité enzymatique de synthèse de DCQ 
à partir de coupes de tubercule de patate douce incubées en présence d’acide chlorogénique. 
Par une approche de séquençage peptidique, ils ont identifié une enzyme dont la taille est de 28 
kDa (contre 50 kDa pour l’HCT) (Legrand, thèse 2015). D’après des analyses sur des bases de 
données végétales disponibles sur Internet, cette séquence se rapproche d’enzymes de taille 
d’environ 40 kDa. Sa séquence peptidique présente des motifs caractéristiques de la 
superfamille des hydrolases SGNH et qui est très proche du point de vue de sa séquence 
nucléotidique à une GDS-estérase/lipase de tomate, la chlorogénate : glucarate 
caféoyltransférase SICGT (64% de similarité) (Legrand, 2015). Cette dernière est impliquée 
dans la formation de caféoyl-glucarate et de caféoyl-galactarate à partir d’acide chlorogénique 
(Teutschbein et al., 2010). D’après ces travaux, cette enzyme aurait perdu son activité 
hydrolytique et adopté une nouvelle fonction, à savoir le rôle d’une acyltransférase dans la 
synthèse de dérivés d’acides hydroxycinnamiques (Teutschbein et al., 2010). Ces enzymes sont 
donc de nouvelles pistes à explorer. 

Outre les approches de transgénèse permettant de surexprimer le gène codant pour l’HCT dans 
le tabac, il est maintenant possible d’envisager une approche de Knock Out du gène grâce aux 
méthodes d’édition de gènes apparues depuis quelques années ou encore des approches Knock 
Down avec des approches VIGS. Ces approches seront envisagées dans la poursuite de ce 
projet.  

La transgénèse est souvent un outil utilisé en agronomie pour apporter une caractéristique 
supplémentaire à la plante comme une résistance à une maladie. Certains dérivés d’acide 
caféoyl-quinique ont été décrits pour avoir des effets antimicrobiens (cf δ 2.5.3.1). Nous nous 
sommes alors demandés si les plantes surexprimant les HCT pourraient présenter une résistance 
accrue à des maladies fongiques. 

 

3.6 Tests de résistance des plantes transgéniques aux maladies fongiques 

3.6.1 Etude de l’effet des molécules cibles sur la croissance du mycélium 

Botrytis cinerea et Phytophthora parasitica sont des espèces fongiques sensibles au 3,4-DCQ 
et au 1,5-DCQ (Dan et al., 2010; Chen et al., 2013). Nous avons testé l’effet direct du 3,5-DCQ 
et de l’acide chlorogénique sur la croissance de ces deux champignons. Pour cela, le test a été 
réalisé en triplicata avec des disques d’agar inoculés avec les champignons placés dans des 
boîtes de Pétri. Nous avons incorporé les molécules pures à différentes concentrations dans des 
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milieux de culture. La croissance mycélienne a été évaluée en mesurant tous les jours le 
diamètre du tapis d’hyphes. Ces données ont permis de déterminer le pourcentage d’inhibition 
fongique (%).  

Au préalable nous avons testé indépendamment l’effet des solvants et le pH des solutions 
correspondant aux molécules. Afin de savoir si le pH a une influence sur la croissance du 
mycélium, nous avons préparé une modalité à pH3 correspondant au pH des solutions d’acide 
chlorogénique et de 3,5-DCQ et une modalité à pH6 correspondant au pH de la solution de 
chitosan. Les Figure 83a et c montrent que le diamètre des champignons n’est pas différent 
entre le pH3, le pH6 et le témoin eau (Figure 83a et c).  

 

 

Figure 83 : Effet des témoins solvants et du pH sur la croissance mycélienne de Botrytis cinerea 

et Phytophthora parasitica. A et C : Mesure du diamètre de l’hyphe après 5 jours de culture de 
Botrytis cinerea à 20°C à l’obscurité et 6 jours de culture de Phytophthora parasitica à 25°C 

à l’obscurité. B et D : pourcentage d’inhibition de la croissance de l’hyphe. Les témoins sont 
comparés par rapport aux trois molécules testées à 500mg/L. 
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Nous avons en parallèle testé l’effet des solvants sur la croissance mycélienne. Pour cela, nous 
avons préparé des milieux contenant le solvant dans lequel la molécule a été préparée. On 
remarque que le diamètre du champignon Botrytis cinerea est diminué en présence d’éthanol 
7,5% et d’acide acétique 0,5%+Tween-20 0,5%. L’éthanol 7,5% inhibe 9% (+/-1%) et l’acide 
acétique+Tween20 inhibe 16% (+/-3%) de la croissance fongique (Figure 83b). L’acide 
acétique+Tween-20 induit une diminution de la croissance de Phytophthora parasitica de 14% 
(+/-4%) (Figure 83c et d). On note également une légère inhibition de 7% (+/-4%) par l’éthanol 
7,5% sur ce champignon.  

Cependant le chitosan et le 3,5-DCQ répriment respectivement de 90% (+/- 2%) et 67% (+/-
1%) la croissance de Botrytis cinerea (Figure 83b). Ces molécules exercent respectivement une 
inhibition de 82% (+/-4%) et de 57% (+/-5%) sur la croissance de Phytophthora parasitica 
(Figure 83d). Nous avons donc tenu compte de l’inhibition causée par l’éthanol et l’acide 
acétique+Tween 20 pour les essais suivants. 
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Figure 84 : Courbe d’inhibition de la croissance de Botrytis cinerea au bout de 5 jours 
d’incubation en présence des molécules tests. B : droites de régression linéaire et équations 

des droites utilisées pour déterminer la CE50 des molécules.    

Par la suite, nous avons déterminé la CE50 (concentration efficace qui inhibe 50% la croissance 
du champignon) à l’aide d’une droite de régression tracée à partir de la courbe d’inhibition de 
chaque champignon (Figure 84a et b). Les équations des droites utilisées pour calculer la CE50 
sont indiquées dans la Figure 84. 

Sur le plan macroscopique, nous avons observé le développement du mycélium au bout de 5 
jours pour Botrytis cinerea et 6 jours pour Phytophthora parasitica (Figure 85 et Figure 86). 
Nous constatons que le diamètre de croissance de Botrytis cinerea et Phytophthora parasitica 
diminue quand les concentrations en chitosan et 3,5-DCQ augmentent. Aucune réduction de la 
croissance fongique n’est cependant observée avec l’acide chlorogénique quelles que soient les 
concentrations (Figure 85 et Figure 86).  

 

 

Figure 85 : Croissance des hyphes de Botrytis cinerea sur un milieu PDA additionné de la 

molécule à des concentrations croissantes (0/ 17,5/ 35/ 75/ 125/ 250/ 500mg/L). Les milieux 

ont été inoculés avec des disques d’agar de 6mm de diamètre prélevés d’une culture de 
champignon âgée de 10 jours. Photographies des boîtes après 5 jours d’incubation à 
l’obscurité à 20°C.      
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Figure 86 : Croissance des hyphes de Phytophthora parasitica sur un milieu V8 additionné de 

la molécule à des concentrations croissantes (0/ 17,5/ 35/ 75/ 125/ 250/ 500mg/L). Disques 

d’agar de 6mm de diamètre issus d’une culture de champignon âgée de 15 jours. Photographies 

des boîtes après 6 jours d’incubation à l’obscurité à 25°C. 

Sur le plan quantitatif, nous avons évalué le taux d’inhibition en fonction de la concentration 
de la molécule étudiée (Figure 87). On remarque que le taux d’inhibition de Botrytis cinerea et 
de Phytophthora parasitica augmente avec les concentrations croissantes de chitosan et atteint 
un seuil de 90% au bout de 5 jours d’incubation pour B. cinerea et 6 jours pour P. parasitica. 
La concentration de chitosan qui réduit efficacement la croissance mycélienne de 50% (CE50) 
est de 147mg/L pour B. cinerea et de 211mg/L pour P. parasitica (Figure 87a). Ces résultats 
sont cohérents avec deux études démontrant le rôle du chitosan dans la défense contre ces 
espèces fongiques (Reglinski et al., 2010; Falcón-Rodríguez et al., 2011). Concernant le 3,5-
DCQ, on remarque que plus sa concentration augmente, plus l’effet inhibiteur sur les espèces 
fongiques est important. Sa CE50 est de 345mg/L pour B. cinerea et de 443mg/L pour P. 

parasitica (Figure 87c). En revanche, l’acide chlorogénique n’a aucun effet sur ces deux 
pathogènes (Figure 87b).    
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Figure 87 : Taux d’inhibition de la croissance fongique en fonction de la concentration de la 

molécule testée. Le chitosan est utilisé comme inhibiteur de référence. Le pourcentage 

d’inhibition est déterminé à partir du diamètre de l’hyphe en utilisant comme contrôle les 
témoins eau ajustés au pH des molécules.   

Ce test nous a montré que le 3,5-DCQ est un agent inhibiteur des deux espèces fongiques 
étudiées alors que l’acide chlorogénique n’a aucun effet. Nous avons donc testé la résistance 
des tabacs transgéniques exprimant les HCT contre ces deux pathogènes. 

 

3.6.2 Test d’infection de Botrytis cinerea sur feuilles détachées de plantes 

transgéniques 

Afin d’étudier la résistance à des maladies fongiques, nous avons réalisé un test d’inoculation 
avec Botrytis cinerea sur feuilles détachées. Trois répétitions biologiques ont été réalisées en 
sélectionnant les trois plantes ayant la plus forte expression des gènes d’intérêt. Les inoculations 
ont été effectuées sur 5 feuilles par plante. Plusieurs témoins ont été préparés à partir d’une 
plante non transformée : 1) feuille blessée et non inoculée ; 2) feuille blessée inoculée avec le 
pathogène ; 4) feuille inoculée avec le pathogène + chitosan. 

Afin de déterminer le pourcentage d’inhibition de la croissance, les feuilles ont été inoculées 
avec une concentration de 5,2.106 spores/mL et incubées pendant 10 jours à 25°C sous 
photopériode contrôlée (16h de lumière/8h obscurité). Les dommages causés par Botrytis 

cinerea sont présentés dans la Figure 88. Au bout de 3 jours, la feuille issue d’une plante 
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sauvage présente une zone de nécrose au niveau du point d’inoculation et qui s’étend sur la 
moitié de la feuille au bout de 5 jours (Figure 88).  

 

 

Figure 88 : Dommages causés par Botrytis cinerea sur les feuilles détachées de tabac. Les 

feuilles ont été inoculées avec 2µL d’une suspension de spores à 2,6.106 spores/mL. wt : plante 

sauvage non transformée. Ctrl : plante transformée avec le gène pNep2. IbHCT : plante 

transformée exprimant le gène codant l’HCT d’ipomée. CcHCT : plante transformée exprimant 

le gène codant l’HCT de café. 

La feuille infectée en présence de chitosan ne présente aucun signe de nécrose, ce qui signifie 
que le chitosan confère bien la résistance au champignon. Concernant les plantes transgéniques 
contrôle et celles exprimant les HCT, les symptômes sont les mêmes que ceux de la plante 
sauvage, ce qui signifie qu’il n’y a eu aucune résistance à la maladie. Lorsqu’on regarde les 
teneurs en 3,5-DCQ dans les tissus (Figure 89), aucune différence n’est relevée entre les plantes 
transgéniques et les plantes contrôle et sauvage. Les teneurs sont d’environ 5mg/L ce qui est 
inférieur à la CE50 du 3,5-DCQ qui est de 345mg/L. Les teneurs en 3,5-DCQ dans la plante sont 
donc trop faibles pour qu’il y ait une réponse de défense contre ce pathogène. 
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Figure 89 : Teneurs en 3,5-DCQ dans les feuilles des tabacs utilisés pour le test d’infection 
avec Botrytis cinerea. 3 répétitions biologiques ont été réalisées en sélectionnant les 3 plantes 

ayant la plus forte expression du gène d’intérêt. 5 feuilles par plante ont été analysées. wt : 
plante sauvage non transformée. Ctrl : plante transformée avec le gène pNep2. IbHCT : plante 

transformée exprimant le gène codant l’HCT d’ipomée. CcHCT : plante transformée exprimant 

le gène codant l’HCT de café. 

Puisque les feuilles sont trop pauvres en 3,5-DCQ, l’autre solution aurait été de concentrer le 
3,5-DCQ à partir de plusieurs feuilles rassemblées en un seul extrait. Ces extraits pourraient 
être déposés sur une gélose en présence des champignons et nous aurions pu procéder de la 
même façon que le test sur les molécules pures (cf δ 3.6.1).     

 

3.6.3 Conclusion relative aux tests anti-fongiques sur les tabacs exprimant les HCT  

Dans cette quatrième partie, nous avons testé la résistance des plantes transgéniques exprimant 
les HCT contre Botrytis cinerea. Ce champignon est responsable de la pourriture grise en 
particulier chez la vigne, mais il peut également infecter un large spectre d’hôtes (Elad et al., 
1994). C’est un pathogène nécrotrophe, c’est-à-dire qu’il induit la senescence des tissus et 
consomme son hôte une fois mort (Swartzberg et al., 2008). Pour étudier l’effet des molécules 
sur le développement du champignon, nous avons incorporé les molécules dans les milieux 
inoculés avec le champignon. Nous avons vu que la croissance de l’hyphe est inhibée par le 
3,5-DCQ dont la CE50 est de 345mg/L, alors que l’acide chlorogénique n’induit aucun effet. 
Des résultats similaires ont été rapportés sur l’action d’autres isomères de DCQ sur ce 
champignon (Chen et al., 2013).  

Comme l’HCT joue un rôle dans la synthèse de DCQ ou d’autres molécules, nous avons étudié 
la résistance à ce pathogène sur des tabacs transgéniques exprimant les HCT. Le test 
d’inoculation a été réalisé sur des feuilles détachées. Cinq jours après inoculation, les feuilles 
des plantes exprimant les HCT étaient aussi sensibles à l’infection que les feuilles témoin. 
Notons que la teneur en 3,5-DCQ dans ces tissus était très faible (5mg/L). Or la concentration 
de la molécule nécessaire pour inhiber de 50% le champignon est de 345mg/L. Les plantes ne 
produisaient donc pas assez de 3,5-DCQ pour exercer une résistance contre ce pathogène.    
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En parallèle, nous avons testé l’effet de l’acide chlorogénique et du 3,5-DCQ sur la croissance 
de Phytophthora parasitica. Ce phytopathogène du sol a la particularité d’infecter les racines, 
mais peut provoquer des symptômes au niveau de la tige et des feuilles. Ce parasite est capable 
d’infecter un large spectre de plantes hôtes en particulier les Solanacées comme le tabac, la 
tomate et la pomme de terre (Benson, 1997; Attard et al., 2008; Meng et al., 2014). Ce test a 
montré que seul le 3,5-DCQ inhibait la croissance de P. parasitica avec une CE50 de 443mg/L, 
bien que son efficacité soit inférieure à celle du chitosan dont la CE50 est de 211mg/L. Compte 
tenu de la teneur mesurée dans les feuilles, les plantes transgéniques ne produisent pas assez de 
3,5-DCQ pour être résistantes à ce pathogène.  

Ainsi le 3,5-DCQ exerce un effet négatif sur la croissance des deux pathogènes testés. Son 
activité pourrait être augmentée en présence d’autres composés comme cela a été démontré sur 
l’activité anti-microbienne synergique du chitosan avec des huiles essentielles (Wang et al., 
2011). 
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CONCLUSION ET PERSPECTIVES 

L’entreprise PAT emploie une technique d’extraction végétale appelée « PAT Plantes à 
traire® » pour produire des extraits végétaux. L’un des produits phare est l’extrait d’Ipomoea 

batatas dont la molécule active est l’acide 3,5-dicaféoyl-quinique (3,5-DCQ) dotée de fortes 
propriétés antioxydantes. Cette molécule est naturellement produite en grande quantité dans 
cette plante. En parallèle à cette technologie, PAT développe une méthode alternative à 
l’extraction végétale, l’ingénierie métabolique, en vue d’obtenir des niveaux de production plus 
élevés que dans la plante d’origine. Dans le cadre de ce travail, notre étude avait pour objectif 
d’identifier la voie de biosynthèse du 3,5-DCQ dans cette plante et de l’exploiter par des 
approches d’ingénierie métabolique en vue d’augmenter la production de la molécule d’intérêt.  

Ces travaux de thèse ont abouti à l’identification d’un gène codant une hydroxycinnamoyl 
transférase (HCT) impliquée dans la synthèse de 3,5-DCQ. Ils faisaient suite aux travaux de Dr 
Barbara Menin qui avait sélectionné 13 gènes candidats par comparaison des séquences avec 
des HCTs impliquées dans la synthèse d’acides caféoyl-quiniques. 

En première partie de ce travail, nous avons élaboré une classification phylogénétique par 
homologie de séquence peptidique avec des acyltransférases de la famille des BAHD 
caractérisées fonctionnellement. Nous avons ainsi mis en évidence une HCT et une HQT 
d’ipomée qui ont une forte homologie avec d’autres HCT et HQT déjà caractérisées dans la 
synthèse des dérivés d’acide caféoyl-quinique. Nous avons ensuite étudié l’expression 
différentielle de ces gènes candidats afin de mettre en évidence une corrélation entre 
l’expression de ces gènes et la synthèse de 3,5-DCQ. Dans un premier temps, nous avons 
déterminé les conditions optimales de culture pour sélectionner les plantes à forte teneur en 3,5-
DCQ dans les racines d’ipomée. Nous avons observé que les plantes cultivées en condition 
d’azote limitant atteignaient une teneur en 3,5-DCQ maximale dès 14 jours de culture. Cette 
teneur varie de 1,5% à 8% de 3,5-DCQ et cette variation est liée aux changements des saisons. 
Dans un deuxième temps, nous avons classé les gènes par rapport à leur expression 
différentielle entre des plantes surproductrices et faiblement productrices de 3,5-DCQ. Parmi 
les gènes candidats, nous avons observé que le gène IbHCT était deux fois plus exprimé dans 
les plantes surproductrices de 3,5-DCQ. Etant donné que c’est la première protéine candidate 
vis-à-vis de son homologie de séquence avec les autres HCTs caractérisées dans la synthèse des 
dérivés d’acide caféoylquiniques, notre travail s’est axé en priorité sur le clonage et la 
caractérisation de l’HCT d’ipomée.  

En seconde partie de ce travail, nous avons réalisé l’expression hétérologue de l’HCT d’ipomée 
chez E. coli. Cette bactérie est souvent utilisée comme modèle pour la reconstitution et 
l’ingénierie du métabolisme secondaire (Baneyx, 1999). Du fait de sa croissance rapide et de 
sa facilité de transformation, ce système nous a permis d’exprimer et de caractériser 
fonctionnellement la protéine in vitro. Un premier test d’incubation réalisé sur un extrait brut 
contenant l’HCT d’ipomée a montré que l’enzyme recombinante est capable de catalyser in 
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vitro la formation d’acide chlorogénique à partir de caféoyl-CoA et d’acide quinique et la 
synthèse de 3,5-DCQ à partir d’acide chlorogénique. 

Afin d’optimiser les conditions de réaction et la production des molécules, nous avons mis au 
point un protocole de purification et de concentration de la protéine. Le système Ni-NTA en 
batch couplé à un dessalage et une reconcentration sur colonne Centricon de 10 kDa s’est avéré 
être la meilleure méthode permettant de concentrer jusqu’à 2 fois la protéine et d’obtenir une 
concentration de 60mg/mL de protéine purifiée. Ainsi en travaillant sur les paramètres 
d’optimisation de la réaction, nous avons montré qu’une incubation de l’HCT purifiée à une 
concentration de 15mg/mL permet de synthétiser 0,42mg/L d’acide chlorogénique à pH7 et 
0,15mg/L de 3,5-DCQ à pH6 en 1h d’incubation. Cependant la réaction de synthèse du DCQ 
est très longue puisqu’elle évolue encore après 15h d’incubation. Cette durée de réaction est du 
même ordre de grandeur dans le cas des HCT de café et de tomate (Comino et al., 2007; 
Lallemand et al., 2012; Moglia et al., 2014). C’est pourquoi, ce facteur est très limitant pour 
déterminer les paramètres cinétiques (Vm, Km). Afin d’améliorer l’activité de synthèse de 
DCQ, on pourrait modifier la séquence protéique par des approches de mutagénèse dirigée ou 
aléatoire afin d’identifier les sites actifs de l’enzyme.  

Afin d’étudier les autres fonctions de l’HCT d’ipomée, nous avons testé un panel d’esters de 
CoA comme substrats. Difficilement disponibles sur le marché, nous les avons produits en 
utilisant une méthode de production par voie enzymatique avec une 4-hydroxycinnamoyl CoA 
ligase (4CL) de tabac. En s’appuyant sur un protocole déjà publié, nous avons modifié plusieurs 
paramètres de réaction afin d’obtenir la quantité requise pour les tests d’incubation avec l’HCT 
recombinante. En augmentant les concentrations des réactifs et en prolongeant la durée de la 
réaction, nous avons pu augmenter les concentrations des produits. Les esters de CoA ont été 
identifiés par HPLC et quantifiés par spectrophotométrie. Certains esters de CoA comme le 
féruloyl-CoA sont faiblement produits avec l’enzyme utilisée, mais on pourrait travailler avec 
d’autres 4CL issues d’espèces différentes qui présentent des affinités plus grandes pour certains 
substrats, ce qui augmenterait la synthèse d’un produit plutôt qu’un autre.  

Différentes combinaisons de substrats ont été testées et incubées en présence de l’enzyme et les 
produits ont été identifiés en LC-MS. Nous avons montré que l’HCT d’ipomée est capable de 
synthétiser in vitro du caféoyl-quinate, du caféoyl-shikimate, du p-coumaroyl-quinate et du p-

coumaroyl-shikimate tout comme d’autres HCTs (Hoffmann et al., 2003; Niggeweg et al., 
2004). Elle est également capable d’accepter le cinnamoyl-CoA comme donneur d’acyl avec 
soit du quinate soit du shikimate pour donner respectivement du cinnamoyl-quinate et du 
cinnamoyl-shikimate. Aucun produit n’a été par contre détecté à partir du féruloyl-CoA. Ce 
substrat n’est pas efficacement pris en charge par cette enzyme (Hoffmann et al., 2003), mais 
est le substrat privilégié d’une cinnamoyl-CoA réductase impliquée dans la synthèse des 
monolignols (Hoffmann et al., 2003).  

La troisième partie de cette thèse avait pour finalité deux objectifs : d’une part confirmer 
l’activité de synthèse de 3,5-DCQ par l’HCT in planta et d’autres parts obtenir des plantes 
surproductrices de 3,5-DCQ et tester la résistance à des maladies fongiques pour des 
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potentielles applications agronomiques. Nous avons abordé cette étude par une approche de 
transgénèse sur du tabac d’après un protocole de transformation connu (Gallois et Marinho, 
1995). Nous avons généré des plantes transgéniques qui expriment les HCT de café et d’ipomée. 
En regardant le profil phytochimique de ces plantes, aucune différence de teneur en métabolites 
cibles (acide chlorogénique et 3,5-DCQ) n’a été notée par rapport aux plantes contrôle. Le fait 
que l’HCT d’ipomée utilise un large éventail de substrats pourrait expliquer qu’elle est affiliée 
à d’autre fonctions plus importantes et qu’elle joue un rôle secondaire dans la synthèse de 3,5-
DCQ. Malgré les répétitions biologiques, les plantes montraient des teneurs très différentes. 
Ces différences peuvent résulter de la remobilisation des susbtrats vers d’autres voies 
métaboliques, ce qui limite la disponibilité des précurseurs du 3,5-DCQ. Des études de flux 
métabolique par des approches de radiomarquage pourraient permettre de suivre le devenir de 
ces molécules dans la plante. Plusieurs raisons peuvent expliquer cette variabilité comme l’âge 
de la feuille ou bien le substrat endogène en quantité limitante.       

Deux stratégies ont été mises en place pour s’affranchir de ces problèmes :  

- l’incubation des feuilles de tabac en présence d’acide chlorogénique. Cette méthode 
nous a permis de montrer que la teneur en 3,5-DCQ avait augmenté d’un facteur 2 pour CcHCT 
(1,27mg/L) et d’un facteur 3 pour IbHCT (1,93mg/L) par rapport au contrôle ; Cette 
augmentation n’était significative qu’en approvisionnant les cellules avec de l’acide 
chlorogénique exogène, ce qui suggère que la production de 3,5-DCQ est dépendante de la 
disponibilité du substrat. Etant donné que les plantes exprimant les HCT ont des teneurs en 3,5-
DCQ très variables, cela peut être dû à la quantité de substrat limitante. L’acide chlorogénique 
est le précurseur de nombreuses voies métaboliques comme la voie de biosynthèse de la lignine. 
Pour que l’acide chlorogénique soit uniquement mobilisé vers la synthèse de 3,5-DCQ, nous 
pourrions réaliser la suppression des voies consommatrices du même substrat utilisé par l’HCT, 
sans qu’il n’y ait de répercussion sur le développement ou le fonctionnnement de la plante.       

- l’ajout d’acide chlorogénique dans des cultures cellulaires exprimant les HCT. Cette 
technique permet également de contourner les problèmes d’hétérogénéité tissulaire. Au 
préalable, nous nous sommes assurés que l’acide chlorogénique n’inhibait pas la croissance 
cellulaire. En parallèle, nous avons testé la production des métabolites d’intérêt en situation de 
carence azotée. L’absence d’azote n’inhibe pas la croissance des cellules, mais elle semble 
favoriser l’exsudation des molécules d’intérêt (acide chlorogénique et 3,5-DCQ) que l’on 
retrouve dans le milieu. Nous avons observé que les cellules exprimant les HCTs produisent 
plus d’acide chlorogénique et de 3,5-DCQ que les plantes contrôle. La meilleure teneur en 3,5-
DCQ obtenue est de 0,03% (MS) pour l’HCT de café et de 0,01% (MS) pour l’HCT d’ipomée. 
La déprivation en azote ne permet pas d’augmenter la production des métabolites, mais l’ajout 
d’acide chlorogénique dans le milieu semble favoriser la production de 3,5-DCQ. Néanmoins 
les niveaux de production sont loin d’être à la hauteur de ce qui est obtenu chez la plante 
d’origine (entre 0,5 et 9% de MS dans les racines d’ipomée). Cela sous-entend que d’autres 
voies plus importantes seraient impliquées comme celle des esters de coumaroyl-CoA. Sachant 
que l’HCT d’ipomée utilise divers substrats, il serait intéressant d’identifier les autres produits 
qu’elle pourrait synthétiser en priorité.   
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Etant donné que les concentrations en 3,5-DCQ obtenues in vitro sont très faibles et que 
l’HCT présente différentes spécificités de substrats, l’activité de synthèse de 3,5-DCQ n’est 
sans doute pas la fonction principale de l’enzyme. Afin d’améliorer la synthèse de 3,5-DCQ, 
nous pourrions nous pencher sur d’autres méthodes comme l’utilisation de facteurs de 
transcription pouvant activer des voies de biosynthèse cibles. Cette stratégie s’est avérée déjà 
fructueuse comme l’ont démontré Tuan et al., 2014. Leurs travaux ont montré que l’expression 
du facteur PAP1 d’Arabidopsis thaliana augmentait de presque 10 fois la production d’acide 
chlorogénique dans des cultures de hairy roots de Platicodon grandifolium, la concentration 
pouvant atteindre 421,31µg/100mg de matière sèche par rapport aux cultures control (42,60 
µg/100mg). Cela offre une possibilité pour de futures investigations.  

En quatrième partie de ce travail, nous avons réalisé des tests d’infection fongique pour des 
potentielles applications agronomiques liées à la défense des végétaux. Etant donné que les 
HCT synthétisent du DCQ et de l’acide chlorogénique, nous avons testé l’effet de ces molécules 
sur des pathogènes fongiques causant des maladies sur les grandes cultures. Le test met en 
évidence l’effet inhibiteur du 3,5-DCQ sur les deux espèces étudiées Botrytis cinerea et 
Phytophthora parasitica. Après inoculation des spores fongiques sur des feuilles de plantes 
transgéniques qui expriment des HCT, nous n’avons pas relevé de signe de résistance car la 
teneur en 3,5-DCQ était trop faible par rapport à la CE50 de la molécule. Cette approche pourrait 
être une solution de lutte biologique en trouvant d’autres gènes que les HCT capables 
d’augmenter la production de 3,5-DCQ dans les plantes à des teneurs minimum de 345mg/L de 
3,5-DCQ pour inhiber de 50% la croissance de Botrytis cinerea.      

En perspectives de ce travail, nous nous focaliserons sur la recherche d’autres gènes compte 
tenu du fait que l’HCT n’explique pas la teneur totale dans la plante. En plus des autres gènes 
candidats qu’il reste à caractériser, il serait intéressant de rechercher d’autres gènes en dehors 
de la famille des transférases. Récemment, une fraction protéique d’un extrait racinaire de 
patate douce renfermant une activité de synthèse de 3,5-DCQ a été purifiée (comme Villegas et 
Kojima, 1986). L’analyse par des approches de MS/MS a permis de mettre en évidence des 
peptides dont certains appartiennent à une lipase (Legrand, thèse 2015). Depuis peu, des auteurs 
soulignent l’existence d’une nouvelle famille d’enzymes appelées « SCPL » pour 
acyltransférases de type Serine Carboxy Peptidase (Bontpart et al., 2015). Les premières 
investigations, débutées en 1972, décrivent une de ces enzymes comme étant capable de 
synthétiser du CGA par trans-acylation d’un ester de glucose (Kojima et Uritani, 1972). Cela 
nous oriente vers de nouvelles pistes de recherches.           

D’autres stratégies permettant d’améliorer la production des métabolites consistent à co-
exprimer plusieurs gènes et à éteindre d’autres voies limitantes. Par exemple, la co-expression 
des gènes HCT et HQT avec le gène 4CL chez des mutants de la voie du shikimate a permis 
d’augmenter la production d’acide chlorogénique qui est ainsi passée de 16 à 450 mg/L dans 
des cultures d’E. coli (Kim et al., 2013). On peut également travailler sur l’optimisation de 



 

225 
 

paramètres physiques et temporels dans des cultures bactériennes (Rosano et Ceccarelli, 2014) 
ou bien sur l’ajout d’éliciteurs biotiques et abiotiques et l’ajout d’hormones dans le milieu pour 
les cultures cellulaires végétales (Roberts et Shuler, 1997). Il serait également intéressant de 
déterminer les paramètres cinétiques de l’HCT d’ipomée afin de pouvoir comparer son 
efficacité par rapport à d’autres HCT décrites dans la littérature (Niggeweg et al., 2004; 
Lallemand et al., 2012). La caractérisation de l’HCT pourrait être poursuivie par des études 
structurales en créant des mutations dans la séquence protéique. La mutagénèse dirigée 
permettrait de cibler des acides aminés à des endroits précis afin d’identifier les sites actifs 
critiques pour le contrôle des activités enzymatiques.  

En plus des diesters d’acide caféoyl-quinique, la plante produit également des triesters comme 
le 3,4,5-TCQ possédant des activités très intéressantes dans le domaine thérapeutique. Il s’agit 
cependant de molécules rares car elles sont produites chez très peu d’espèces végétales et à des 
teneurs infimes dans les plantes en question. L’idée serait donc d’isoler le gène d’intérêt pour 
accroitre la production de ces métabolites soit par transgénèse végétale soit par culture cellulaire 
ou tissulaire ou encore dans des micro-organismes modifiés par des approches d’ingénierie 
métabolique.  
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Extraction des ARN totaux de tissus végétaux avec le kit « RNeasy Plant Mini Kit » 
(74903 ; Qiagen, Courtaboeuf, France) 

 

Le mode opératoire est le suivant : 

- Broyer à l’azote liquide un maximum de 100 mg de matériel végétal avec un mortier et un 
pilon. Transférer la poudre dans un tube Eppendorf congelé et placer le tube dans la glace sans 
décongeler les tissus. 

Les opérations suivantes s’effectuent à température ambiante. Toutes les étapes de 

centrifugation sont réalisées à température ambiante à 10 000 rpm. 

- Ajouter 450 µL du tampon de lyse RLT additionné de 4,5µL de -mercaptoethanol et vortexer 
vigoureusement. 

- Transférer le lysat sur une colonne de filtration QIAshredder insérée dans un tube de collection 
de 2 mL. Centrifuger 2 minutes à vitesse maximale (13200 rpm). Transférer le filtrat dans un 
tube Eppendorf de 1,5 mL sans prélever le culot de débris.  

- Ajouter 0,5 volume d’éthanol (96-100%) et mélanger par refoulement avec la pipette. 

- Charger le volume total sur la colonne RNeasy Mini spin qui retient l’ARN.  

- Centrifuger pendant 15 secondes. Eliminer le filtrat. 

- Déposer 700µl avec le tampon de lavage RW1 sur la colonne et centrifuger 15 secondes à 
10000 rpm pour éliminer les contaminants. Jeter le filtrat. 

- Ajouter 500 µL de tampon RPE sur la colonne et centrifuger 15 secondes. Eliminer le filtrat. 

- Renouveler ce lavage et centrifuger pendant 2 minutes.  

- Changer de tube de collection et centrifuger pendant 1 minute.  

- Mettre la colonne dans un Ependrof de 1,5 mL neuf. 

- Déposer au centre du filtre 50 µL d’eau RNase Free et laisser agir 2 minutes.  

- Centrifuger pendant 1 minute pour l’éluer l’ARN.  

- Vérifier la qualité des ARN sur gel d’agarose et réaliser un dosage. 

- Laisser l’ARN dans la glace s’il est utilisé immédiatement ou conserver l’échantillon à 80°C. 

 

Annexe 2 : Protocole d’extraction des ARN totaux à partir de tissus végétaux selon le Kit 
« RNeasy Plant Mini Kit », Qiagen. 
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Elimination de l’ADNg par digestion à la DNAse : Kit TURBO DNA-FreeTM 

 

(AM1907, Ambion, Life technologies, Thermofisher Scientific, Waltham, Massachusetts, 
USA) 

Mode opératoire :  

Dans le tube d’ARN, ajouter 0,1 volume de tampon TURBO DNase 10x et 1 µL de DNAse. 

- Homogénéiser délicatement. 

 - Incuber à 37°C pendant 20-30 minutes.  

- Ajouter 0,1 volume du réactif d’inhibition de la DNAse et 
mélanger. 

- Laisser agir pendant 5 minutes à température ambiante. 

- Centrifuger pendant 1,5 minutes à température ambiante à 
10000 rpm et transférer les ARN dans un nouveau tube en 
évitant de décoller le culot d’ADN. 

- Vérifier sur gel d’agarose l’absence de traces d’ADN.  

Annexe 3 : Protocole d’élimination de l’ADNg dans les ARN par un traitement à la DNAse. 
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Extraction d’ADN génomique avec le Kit « DNeasy Plant Mini Kit » 

(69104, Qiagen, Courtaboeuf, France) 

Mode opératoire : 

Toutes les étapes de centrifugation sont réalisées à température ambiante.  

- Aux 100 mg de poudre de tissus broyés dans l’azote liquide, ajouter 400 µL de tampon AP1 
et 4 µL de RNase A.  

- Incuber pendant 10 minute à 65°C en retournant de 2 à 3 fois le tube.   

- Ajouter 130 µL de tampon P3, mélanger et incuber pendant 5 minutes sur la glace. 

- Centrifuger le lysat pendant 5 minutes à 13200 rpm.  

- Transférer le surnageant dans une colonne QIAshredder insérée dans un tube de collection de           
2 mL. Centrifuger à vitesse maximale pendant 2 minutes. 

- Prélever le filtrat et le mettre dans un nouveau tube sans toucher le culot.  

- Ajouter 1,5 volumes de tampon AW1 et homogénéiser par pipetage.    

- Transférer 650 µL du mélange dans une colonne DNEasy Mini spin placée sur un tube sur un 
tube de collection. Centrifuger pedant 1 minute à 8000 rpm. Enlever le filtrat et répéter cette 
étape jusqu’à passage de tout le volume.  

- Disposer la colonne dans un nouveau tube de collection et ajouter 500µL de tampon AW2 et 
centrifuger pendant 1 minute à 8000 rpm. Eliminer le surnageant et répéter le lavage. 
Centrifuger pendant 2 minutes à vitesse maximale. 

- Changer de tube de collection et déposer 50 µL de tampon AE au centre de la colonne. Laisser 
agir pendant 5 minutes à température ambiante puis centrifuger pendant 1 minute à 8000 rpm 
pour l’élution. Renouveler cette dernière étape afin de récupérer tout l’ADN.  

Annexe 4 : Protocole d’extraction d’ADN génomique avec le kit « DNeasy Plant Mini Kit ». 
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Extraction d’ADN plasmidique à partir de bactéries 

GenEluteTM Plasmid Miniprep Kit (PLN350, Sigma-Aldrich) 

 

Mode opératoire : 

N.B : Les étapes de centrifugations sont programmées à vitesse maximale (12400xg).  

- Centrifuger la culture bactérienne pendant 1 minute. Eliminer le surnageant.  

- Ajouter au culot dans 200 µL de solution de resuspension additionnée de solution RNAse A. 
Homogénéiser au vortex.  

- Rajouter 200 µL de solution de lyse et retourner immédiatement plusieurs fois le tube jusqu’à 
ce que le mélange devienne clair et visqueux. 

- Précipiter les débris cellulaires en mettant 350 µL de solution de neutralisation. Mélanger par 
inversement du tube 4 à 6 fois. Centrifuger pendant 10 minutes.  

- Insérer la colonne de liaison à l’ADN GenElute Miniprep dans un tube de collection. La 
conditionner avec 500 µL de solution de préparation et centrifuger 1 minute et jeter le filtrat. 

- Déposer le lysat clarifié sur la colonne et centrifuger pendant 1 minute. Eliminer l’éluat 
liquide.  

- Ajouter 500 µL de solution optionnelle sur la colonne et centrifuger pendant 1 minute et 
éliminer l’éluat. 

- Ajouter 750 µL de solution de lavage et centrifuger la colonne pendant 1 minute. Jeter le 
liquide filtré en centrifuger de nouveau pendant 1 à 2 minutes afin d’éliminer le reste d’éthanol. 

- Transférer la colonne sur un nouveau tube de collection. Ajouter 50 µL de solution d’élution 
au centre de la colonne. Laisser agir pendant 2 minutes puis centrifuger pendant 1 minute.  

L’ADN plasmidique est présent dans l’éluat et peut être utilisé immédiatement ou stocké à -
20°C.  

Annexe 5 : Protocole d’extraction du plasmide bactérien avec le kit GenEluteTM Plasmid 

Miniprep, Sigma-Aldrich. 
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Annexe 6 : Courbes d’amplification et courbes de fusion des amorces d’amplification des gènes 

de références par PCR en temps réel.  

 

 

 

Gène Courbe d’amplification Courbe de fusion Efficacité
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Annexe 7 : Courbes d’amplification et courbes de fusion des amorces d’amplification des gènes 

cibles par PCR en temps réel. 

Gène Courbe d’amplification Courbe de fusion Efficacité

Ib4CL 96,5%

IbC4H 100%

IbHCT 100%

IbHQT 99,5%

Ib3 100%

Ib4 100%

Ct = 0,6597
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Annexe 8 : Courbes d’amplification et courbes de fusion des amorces d’amplification des gènes 
cibles par PCR en temps réel. 

Gène Courbe d’amplification Courbe de fusion Efficacité

Ib5 99%

Ib6 99,6%

Ib7 100%

Ib8 100%

Ib9 100%

Ib10 100%

Ib11 100%

CcHCT 100%

Ct = 0,0171

Ct = 0,0752

Ct = 0,2018
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La RT-PCR avec le kit « SuperScriptTM One-Step RT-PCR System 

(12574-018, InvitrogenTM, Thermofisher Scientific, Waltham, Massachussetts, USA) 

 

Annexe 9 : Transcription inverse en une seule étape avec le kit « SuperScriptTM One-Step RT-

PCR System » de Invitrogen, Thermofisher Scientific. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Préparation du 
mélange réactionnel

Pour 50µL total:
- 25µL de tampon Mix réactionnel 2x
- 2µL ARN total (0,01 pg à 1µg)
- 1µL de chaque amorce (Dir + rev) à 10µM
- 1µL de SuperScriptTM RT/Platinum Taq Mix
- H2O qsp 50µL.

Synthèse de l’ADNc - Incubation à 55°C pendant 30 minutes 

Amplification du 
fragment d’ADNc 
par PCR

1) Dénaturation de 2 min à 94°C
2) 40 cycles d’amplification comprenant:

- Dénaturation de 15sec à 94°C
- Hybridation de 30 sec au Tm des amorces
- Elongation de 1min/kb à 68°C

3) Elongation finale à 68°C pendant 5 minutes.
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Extraction du gène d’intérêt à partir du gel d’agarose : kit « MinEluteTM PCR 

purification » 

(28004, Qiagen).  

Les étapes d’extraction se déroulent à température ambiante et les centrifugations s’effectuent 
à vitesse maximale (13200 rpm) à température ambiante. 

Ce kit est utilisé pour extraire et purifier des fragments d’ADN d’une taille comprise entre 700 
pb et 4 kb. 

- Exciser le fragment d’ADN d’intérêt du gel sous lampe UV et le mettre dans un tube 
Eppendorf de 2 mL. 

- Peser le fragment et y ajouter 3 volumes de tampon QG pour un volume de gel (100µL pour 
100 mg de gel). 

- Incuber à 50°C pendant 10 min en retournant de temps en temps le tube jusqu’à dissolution 
totale du gel.  

La couleur du mélange doit rester jaune. Si le mélange est de couleur orange ou pourpre, 

ajouter 10µL d’acétate de sodium 3M, pH5 pour que la couleur redevienne jaune. L’ADN est 
absorbé efficacement lorsque le pH est ≤ 7,5. Le tampon QG contient un indicateur de pH qui 

permet de déterminer facilement si le pH varie. 

- Ajouter ensuite un volume gel d’isopropanol froid à l’échantillon et homogénéiser par 
inversement du tube plusieurs fois. 

- Insérer la colonne MinElute et déposer 800µL du gel en solution et centrifuger pendant 1 min. 
L’ADN va être retenu par la colonne. Jeter le filtrat et recommencer l’opération avec le liquide 
restant.  

- Laver la colonne avec 500 µL de tampon QG sur la colonne et centrifuger pendant 1 min. 
Eliminer le surnageant et replacer la colonne sur le même tube. Renouveler l’opération avec 
750µL de tampon QG et éliminer le surnageant. 

- Laver la colonne avec 750µL de tampon PE contenant de l’éthanol. Centrifuger pendant 1 min 
pour se débarrasser de l’éthanol résiduel. 

Si l’ADN est destiné à des applications sensibles au sels, comme la ligation à bout franc ou le 
séquençage, laisser agir durant 2-5min avant de centrifuger. 

- Placer la colonne sur un tube de centrifugation de 1,5mL neuf.  

- Pour éluer l’ADN, déposer au centre de la colonne 10µL de tampon EB (10mM Tris-HCl, pH 
8,5) ou de l’eau nucléase-free stérile. Laisser reposer la colonne pendant 10min puis centrifuger 
pendant 1 min. 

Annexe 10 : Mode opératoire d’extraction du fragment d’ADN d’intérêt à partir du gel 
d’agarose à l’aide du kit « MinEluteTM Gel extraction » (Qiagen)  
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Annexe 11 : Composition du milieu MS x10 (Murashige et Skoog). 

Composé Concentration (mg/L)

Macro-éléments
non azotés

CaCl2, 2H2O
MgSO4, 7H2O

KH2PO4

440
180,54

170
20

Macro-éléments
azotés

NH4NO3

KNO3

1650
1900

Micro-éléments

KI
H3BO3

MnSO4, H2O
ZnSO4, 7H2O

Na2MoO4,2H2O
CuSO4, 5H2O
CoCl2, 6H2O

0,83
6,2
16,9
8,6
0,25

0,025
0,025

Fer
FeSO4, 7H2O

Na2EDTA
2780
3730

Agar (si milieu solide) 7,5g/L
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Annexe 12 : Liste des acyltransférases utilisées pour l’alignement et la construction de l’arbre 
phylogénétique avec les séquences candidates. CGA : acide chlorogénique ; EQ : esters de 

Nom de l’acyltransférase/ espèce végétale/ N 
accession sur GenBank

Donneur 
d’acyl-CoA

Produits majeurs Références

Clade I
Gt5AT (Gentiana trifolia); BAA74428
Dv3MAT (Dahlia variabilis); AAO12206

Hydroxy-
cinnamoyl
malonyl

Anthocyanines Fujiwara et al, 1998.
Suzuki et al, 2002

Clade II
AtCER2 (Arabidopsis thaliana); AAM64817

ZmGlossy2 (Zea mayz); CAA61258

Inconnu Cires épi-cuticulaires
C30

Negruk et al, 1996; Xia
et al, 1996

Tacke et al, 1995

Clade III
RsVs (Rauvolfia serpentina); CAD89104
CbBEAT (Clarkia breweri); AAN48360

Acétyl Vinorine
Benzylbenzoate

Bayer et al, 2004
D’auria et al, 2002

Clade IV
HvACT (Hordeum vulgare); AAO73071
AT1 (Nicotiana attenuata); AET80688

Hydroxy-
cinnamoyl

esters d’agmatine
putrescine

Burhenne et al, 2003
Onkonkesung et al, 2012

Clade Va
NtHCBT (Nicotiana tabacum); AAN09798
DcHCBT2 (Dianthus caryophillus); O23917 

IbHCBT (Ipomoea batatas). BAA87043
SpAAT1 (Solanum penellii); NP_001310384

AsHHT1 (Avena sativa); BAC78633

OsHCT4 (Oryza sativa). NP_001057003
CbRAS (Coleus blumei); A0PDV5
LaAAT1 (Lavandula augustifolia); ABI48360

Hydroxy-
cinnamoyl/

Benzoyl

Acétyl

Esters volatiles
Anthranilates

inconnu
Esters volatiles

Avénanthramides

p-coumaroyl-, 
caféoyl-shikimate

DAC, DACo

D’auria et al, 2002
Yang et al, 1997

Tanaka et al, 2010
Goulet et al, 2014

Yang et al, 2004

Kim et al, 2012
Berger et al, 2006
Landmann et al, 2011

Clade Vb
CcHCT (Coffea canephora); AB047805

CyHCT (Cynara cardunculus); AAZ80046
NtHCT (Nicotiana tabacum); CAD47830
TpHCT1 (Trifolium pratense); ID: ACI28534
CbHCT2 (Coleus blumei); CBI83579
AtHCT (Arabidopsis thaliana); NP_199704;1
SbHCT (Sorghum bicolor); EES05411.1
PgHCT (Platycodon grandifolium); AEM636675
MtHCT (Medicago truncatula); XP_013454529
PvHCT1 (Panicum vergatum); AFY17066
CsHCT (Cucumis sativus); NP_001295843.1
IbHCT (Ipomoea batatas). BAJ14794  

EcHQT (Erythroxylum coca); AFF19203
IbHQT (Ipomoea batatas). BAJ14795
StHQT (Solanum toberosum); ABA46756
LjHQT (Lonicera japonica); ACZ52698
SlHQT (Solanum lycopersicum); NP_001234850

CyHQT (Cynara cardunculus); ABK79690
CsHQT1 (Cy. var. scolymus); ACF370772
CcHQT (Coffea canephora). ABO77957
NtHQT (Nicotiana tabacum). CAE46932

Hydroxy-
cinnamoyl

CGA, 3,5-DCQ, ES, 
EQ

CGA, ES, EQ
CGA, ES, EQ
CGA, ES, EQ

ES
ES
ES

Inconnu
p-coumaroylshikimate

CGA, ES, EQ
p-coumaroylshikimate

inconnu

EQ
inconnu

CGA, EQ
CGA, EQ

CGA, DCQs, EQ

CGA, EQ
CGA, EQ

EQ, CGA, 3,5-DCQ
CGA, EQ

Lepelley et al, 2007; 
Lallemand et al, 2012
Comino et al, 2007
Hoffmann et al, 2003
Sullivan et al, 2009
Sander et al, 2011
Hoffmann et al, 2004
Walker et al, 2013
Tuan et al, 2014
Shadle et al, 2007
Escamilla et al, 2014
Varbanova et al, 2011
Tanaka et al, 2010

Torre et al, 2013
Tanaka et al, 2010
Payyavula et al, 2015
Peng et al, 2010
Niggeweg et al, 2004, 
Moglia et al, 2014
Comino et al, 2009
Sonnante et al, 2010
Lallemand et al, 2012
Niggeweg et al, 2004, 
Hoffmann et al, 2003

EcATA (Escherichia coli). NP_312354 inconnu Yokoyama et al, 2000
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quinate ; ES : esters de shikimate ; DCQ : acide dicaféoylquinique ; DACs : dérivés d’acides 
caféiques ; DACo : dérivés d’acide coumarique. 

 

 

 

 

Annexe 13 : Chiffres de production de 3,5-DCQ dans les racines d’Ipomoea batatas obtenus 

chez PAT en 2015. 

 

 

 

 

 

Date du 

prélèvement

Code culture et code 

production

Teneur en DCQ mg/L 

(STD= PAT0010)

Soit % MS                

(g DCQ/100g de MS)

15/06/2015 C0014, OF0048 Stimulation 274,9 2,7

C0014, OF0052 Stimulation 452,7 4,5

C0014, OF0052 Stimulation 205,3 2,1

 30/07/15 C0014, OF0052 Stimulation 190,6 1,9

C0014, OF0057 Stimulation 318,2 3,2

OF0057 Stimulation 30,9 0,3

OF0057 Stimulation 411,2 4,1

28/09/2015 C0014, OF0063 Stimulation 329,0 3,3

 05/10/15 C0014, OF0063 Stimulation 301,2 3,0

 12/10/15 C0014, OF0063 Stimulation 391,9 3,9

C0014, OF0070 Stimulation 254,6 2,5

C0014, OF0070 Stimulation 183,5 1,8

C0014, OF0070 Stimulation 329,9 3,3

20/07/2015

 24/08 et 02/09 

 09/11/2015
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Caractérisation moléculaire et enzymatique d’une HCT impliquée dans la biosynthèse 

de dérivés d’acide caféoyl-quinique chez Ipomoea batatas 

Spécialisée dans la production d’actifs végétaux, l’entreprise PAT développe une activité innovante de 
recherche qui consiste à produire ou à modifier par voie enzymatique, des molécules présentes naturellement dans 
les plantes. L’espèce Ipomoea batatas contient de nombreux dérivés d’acide caféoyl-quinique dont 
majoritairement du 3,5-dicaféoyl-quinique (3,5-DCQ), une molécule antioxydante très recherchée en cosmétique. 
Cependant, la voie de biosynthèse est assez méconnue pour pouvoir exploiter les gènes d’intérêt par des approches 
d’ingénierie métabolique en vue d’augmenter la production. 

   Les travaux réalisés dans le cadre de cette thèse ont porté sur l’identification et la caractérisation 
fonctionnelle d’une hydroxycinnamoyl transférase (HCT) en vue d’augmenter la production de 3,5-DCQ soit en 
micro-organismes soit dans des plantes recombinantes.  

Pour réaliser ces travaux, une banque de données RNAseq a été générée permettant ainsi d'accéder à des 
séquences codantes. Ces séquences ont été analysées par alignement avec des séquences codant pour des 
hydroxycinnamoyl transférases (HCT, HQT) impliquées dans la synthèse d’un précurseur potentiel, l’acide 
chlorogénique. Un premier tri a été mené en utilisant des approches d’expression différentielle de gènes. La 
fonction des gènes a été étudiée par des approches d’expression hétérologue en système bactérien et de transgénèse 
végétale. La production des métabolites cibles a été analysée dans des plantes transgéniques et dans des cultures 
cellulaires. Sur ces plantes, nous avons réalisé des tests de résistance à des pathogènes fongiques. 

Nous avons identifié une HCT qui partage 85% d’identité avec une HCT de café impliquée dans la 
synthèse de 3,5-DCQ. Cette activité a pu être démontrée in vitro pour l’HCT d’ipomée. De plus, l’expression du 
gène codant pour l’HCT conduit à une surproduction de 3,5-DCQ dans les cultures cellulaires de tabacs exprimant 
les HCT. Cette molécule inhibe la croissance de Botrytis cinerea et de Phytophthora parasitica.  

Compte tenu des teneurs en 3,5-DCQ très faibles par rapport à la plante d’origine, ces résultats suggèrent 
l’implication d’autres gènes dans cette voie de biosynthèse. L’activité antifongique du 3,5-DCQ pourrait être 
exploitée pour des applications agrochimiques.   

Mots clés : Ipomoea batatas, HCT, acyltransférase, DCQ, acide chlorogénique, expression hétérologue, 
transgénèse végétale, culture cellulaire. 

 

Molecular and enzymatic characterization of an HCT involved in the biosynthesis of 

caffeoylquinic acid derivatives in Ipomoea batatas. 

Specialized in the production of plant actives, the company PAT develops an innovate research activity 
that consists of producing or modifying by enzymatic pathway, molecules naturally present in plants. The species 
Ipomoea batatas contains numerous caffeoylquinic acid derivatives, predominantly 3,5-dicaffeoylquinic acid (3,5-
DCQ), an antioxydant molecule arousing interest in cosmetics. However, biosynthesis pathway of this molecule 
is poorly established in order to exploit the genes of interest by metabolic engineering approaches to increase the 
production. 
 The work realized in the frame of this PhD concerns the identification and functional characterization of 
a hydroxycinnamoyl transferase (HCT) in order to increase the production of 3,5-DCQ either in microorganisms 
or in recombinant plants.  

To perform this work, an RNAseq databank was generated allowing to access to coding sequences. These 
sequences were analysed by alignment of sequences encoding for hydroxycinnamoyl transferases (HCT, HQT) 
involved in the biosynthesis of a potential precursor, chlorogenic acid. A first screening was performed by utilizing 
an approach of differential expression of genes. The function of genes was studied by heterologous expression in 
bacterial systems and by plant transgenesis approaches. The production of target metabolites was analyzed in 
transgenic plants and cell cultures. On these plants, we conducted tests of resistance to fungal pathogens. 

We identified an HCT that shares 85% of identity with a HCT isolated from coffee previously 
characterized in 3,5-DCQ biosynthesis. This activity was shown in vitro for HCT of Ipomee. Moreover, the 
expression of target gene led to an overproduction of 3,5-DCQ in cell cultures of tobacco expressing HCT. This 
molecule inhibits growth of Botrytis cinerea and Phytophthora parasitica. 

Giving that amounts of 3,5-DCQ are very low compared to the plant of origin, these results suggest the 
involvement of other genes in this biosynthesis pathway. Antifungal activity of 3,5-DCQ could be exploited for 
agrochimic applications.      
Key words: Ipomoea batatas, HCT, acyltransferase, DCQ, chlorogenic acid, heterologous expression, 
transgenesis, cell culture. 
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