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Introduction générale

La vigne, plante du genre Vitis, est cultivée pour la récolte de son fruit, le raisin. Celui-ci
peut étre consommé tel quel, en tant que « raisin de table », ou transformé en jus de fruit.
Néanmoins, c’est principalement pour la fabrication du vin que la vigne est cultivée. La viticulture
francaise, réputée a travers le monde, constitue une composante majeure de I'agriculture. Ainsi,
la production de vin a été estimée a 42,3 millions d’hectolitres en France pour I'année 2013. Cela
représente pres de 15 % de la production mondiale. Toujours en 2013, la France a exporté plus de
1 800 milliers d’hectolitres dans le monde, principalement au Royaume-Uni, en Chine et aux Etats-
Unist. C’est le deuxiéme secteur d’exportation francais. De ce fait, I'activité viticole génére des
retombées économiques majeures pour les principaux pays producteurs. Mais au-dela de ces
considérations financieres, la viticulture constitue également un héritage culturel puisant sa
source dans I'antiquité. A travers les ages, cette tradition vise a élaborer un produit a haute valeur

ajoutée tout en se modernisant et s’adaptant aux demandes actuelles.

Cependant, comme toute plante, la vigne doit faire face a divers agresseurs qui perturbent
sa croissance ainsi que la maturation de ses fruits. Parmi ces attaques, les plus notables sont sans
doute les maladies cryptogamiques. L'oidium, la pourriture noire ou encore le mildiou, qui
constitue le coeur du travail de recherche consigné ici, peuvent causer de sérieuses pertes dans
les vignobles. Afin de maintenir le rendement des vignes et donc la production du vin, des
traitements phytosanitaires sont épandus de facon préventive dans les vignobles. S’ils protegent
effectivement les cultures, ces traitements intensifs présentent toutefois différents
inconvénients. lls sont d’une part, colteux, et d’autre part, en s’accumulant, contaminent les sols
en participant a la détérioration progressive de la qualité de I'environnement, et méme a long

terme, dénaturent la typicité des terroirs.

Toutefois, tous les cépages n’adoptent pas le méme comportement face au mildiou
(Plasmopara viticola). Les variétés européennes présentent une sensibilité élevée au mildiou
contrairement a certaines variétés américaines et asiatiques qui offrent une résistance partielle
voire totale face a cet agresseur. En revanche, les qualités organoleptiques de ces dernieres sont
plus limitées que celles des variétés européennes. Par conséquent, la sélection par croisement de
nouvelles variétés peut constituer une piste alternative a ces traitements phytosanitaires
abondants. Pour piloter efficacement ces programmes de sélection, notamment conduits au sein
des laboratoires de I'Institut National de la Recherche Agronomique (INRA), ces travaux étant

d’ailleurs le fruit d’'une collaboration avec I'INRA de Colmar, il est nécessaire de faire appel a

1 Agreste Synthéses - Viticulture, Ministére de I’Agriculture et de I’Agroalimentaire et de la Forét, n°
2013/227, décembre 2013.
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différents outils pour mieux appréhender les mécanismes de défense de la vigne mis en jeu lors
de l'infection par Plasmopara viticola. La génétique est I'un de ces outils. Le génome de la vigne
a, ainsi, été entierement séquencé en 2007. Cette avancée majeure est un point de départ capital
pour une meilleure caractérisation de la fonction des genes, notamment de ceux impliqués dans
les phénomenes de résistance. Il est bien connu également que les plantes synthétisent souvent
des substances particulieres dont le réle est de lutter contre les agressions environnementales,
gu’elles soient biotiques ou abiotiques. Ces molécules appartiennent pour un grand nombre a la
famille des métabolites secondaires. Ainsi, comprendre I'interaction hote-pathogene du point de
vue du métabolisme secondaire est une voie sérieuse qu’il convient d’explorer. Tenter
d’appréhender ce qui différencie une variété sensible d’une variété résistante a I'échelle
moléculaire pourrait permettre de répondre a la problématique causée par le mildiou. C'est dans
ce contexte que le Conseil Interprofessionnel du Vin de Bordeaux (CIVB) a accepté de financer ces

travaux de recherche.

La spectrométrie de masse, technique de chimie analytique puissante, a été sélectionnée
pour tenter d’apporter des réponses aux problémes que nous venons d’évoquer. Nous verrons
que la richesse instrumentale de cette technique autorise I'étude de la relation « vigne-mildiou »

sous différents angles.

Ce mémoire se déclinera en cinq chapitres organisés de la facon suivante :

Le Chapitre | précisera le contexte général de I'étude en évoquant les principales maladies
auxquelles la vigne est confrontée. La résistance des plantes aux agressions sera abordée sous
plusieurs aspects. Les mécanismes mis en jeu chez les plantes supérieures tels la synthese de
métabolites secondaires ou de protéines dites de défenses (« pathogenesis-related protein »)
seront détaillés. Enfin, les génes responsables de la résistance au mildiou seront évoqués afin

d’introduire I'intérét du croisement variétal.

Le Chapitre Il présentera les aspects instrumentaux des différents spectrométres de
masse utilisés au cours de cette étude. Le fonctionnement des sources d’ionisation mises en jeu,
I’électronébulisation (ESI) et la source a désorption/ionisation laser (MALDI), sera d’abord décrit.
Puis, viendront les principes de fonctionnement de la spectrométrie de masse a résonance
cyclotronique des ions par transformée de Fourier (FTICRMS) et de la spectrométrie de masse a
temps de vol (TOFMS). Enfin, le couplage entre la chromatographie liquide et le piége a ions (LC-

ITMS) sera abordé pour clore cette section.
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Le Chapitre Ill sera consacré a I'’étude métabolique réalisée sur des extraits de feuilles de
vigne, avec pour objectif d’identifier un ou plusieurs éventuel(s) bio-marqueur(s) de résistance.
Les feuilles étudiées proviennent d’individus appartenant a une population générée a partir de
croisements entre des variétés sensibles (Vitis vinifera) et une espéce résistante (Muscadinia
rotundifolia). Le brassage génétique permet, en outre, d’accéder a toute I'échelle de résistance
face au mildiou. Ce chapitre présentera donc I'analyse différentielle d’échantillons témoins et
infectés par Plasmopara viticola provenant de différents génotypes par infusion directe ESI-
FTICRMS. L’identification de plusieurs métabolites permise par les expériences de spectrométrie
de masse en tandem sera détaillée. Pour synthétiser les données associées a ces profils
métaboliques, une étude statistique sera ensuite réalisée. Enfin, ces résultats obtenus par infusion

seront complétés par le couplage LC-MS dans le but d’accéder a d’autres classes de composés.

s

Le Chapitre IV sera, quant a lui, dédié a I'imagerie par spectrométrie de masse par LDI-
TOF, qui s’appuie notamment sur des travaux antérieurs du laboratoire?. Ces analyses in situ
permettent d’observer la réponse de la feuille au niveau des sites d’infection sur une surface
donnée. La robustesse de cette technique sera évaluée en croisant les signaux obtenus en
imagerie avec les teneurs en stilbenes déterminées par dosages LC-MS. La fin de ce chapitre
décrira I'exploration d’autres modes d’ionisation comme le MALDI et des tests de préparation
d’échantillons réalisés avec un laser excimer, toujours dans I'optique d’identifier et de localiser a

I’échelle d’une feuille des métabolites de résistance et de défense.

Enfin, le Chapitre V montrera une application originale de I'imagerie par spectrométrie de
masse associée a deux autres techniques instrumentales, I'imagerie par microscopie confocale (ou
selon le cas, la microscopie optique a fluorescence) et la chromatographie en phase liquide
couplée a un détecteur a barrette de diodes (HPLC-DAD). Ceci dans le but de localiser les stilbénes
plus précisément au sein des feuilles avec une corrélation quantitative. Seront notamment décrits
les développements méthodologiques concernant la préparation et le conditionnement des
échantillons, indispensables pour gérer les contraintes géographiques et temporelles engendrées

par cette collaboration entre trois laboratoires.

2Hamm, G. Recherche par spectrométrie de masse de métabolites intervenant dans la résistance de la vigne
aux agressions biotiques et abiotiques ; These de Doctorat. (2010).
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1. Introduction

« Chaque goutte de vin est de la pluie reconquise sur le sol par le métabolisme de la vigne », Hugh

Johnson®.

La vigne est une plante grimpante ligneuse appartenant au genre Vitis. Elle est cultivée
pour son fruit, le raisin, qui peut étre consommé en tant que fruit, jus, ou transformé en vin. Vitis
vinifera, la vigne la plus répandue en Europe, est d’origine eurasiatique. La remarquable faculté
d’adaptation au sol et au climat de V. vinifera en a fait 'espéce de choix pour la conquéte de
terroirs tres différents a travers I'Europe, générant ainsi une extraordinaire hétérogénéité de
cépages ou cultivars. On dénombre en effet une centaine de provenant de cette espéce. D’autres

espéces sont toutefois cultivées telles que Vitis riparia et Vitis rupestris.

Historiquement développée sur le pourtour méditerranéen, la viticulture s’est maintenant
étendue dans bien d’autres parties du monde. Désormais, I'Australie, la Nouvelle-Zélande, les
Etats-Unis, I’Argentine, le Chili et I’Afrique du Sud font partie des grands producteurs mondiaux

de vin.

En 2012, le vin, représentant le 28™® secteur d’exportation francais, a rapporté 7,6 milliards
d’euros. Lafiliere du vin génére, en outre, 558 000 emplois directs ou indirects en France (source :

fédération des exportateurs de vins & spiritueux 2012).

Comme toute culture, la vigne est touchée par différentes maladies, qu’elles soient de nature
cryptogamique, bactérienne ou encore virale. Or, la culture de Vitis vinifera met en jeu des aspects
culturels et économiques évidents. Dés lors, la lutte contre ses maladies devient un enjeu majeur.
Si 'utilisation de produits phytosanitaires est largement répandue et plutot efficace, elle n’est pas
exempte d’aspects négatifs. Celui concernant la dégradation des sols avec I'accumulation
d’éléments chimiques est d’autant plus crucial que la protection de I’environnement est devenue
de plus en plus présente dans les consciences collectives. Trois traitements sont au minimum
nécessaires chaque année, ils représentent 15 % du volume total de pesticides employés sur
toutes les cultures en France?. Leur co(t financier est donc conséquent. Au-dela de cet aspect, la
santé des viticulteurs et des populations vivant a proximité des vignobles est également
préoccupante. Enfin, ces traitements perdent en efficacité avec le développement de souches de
pathogéne plus résistantes. Toutes ces raisons conduisent a la méme conclusion : il convient de

trouver des solutions alternatives viables a ces traitements.
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2. Origines et enjeux de la viticulture

Les origines de la viticulture remontent a I'antiquité. Il y a deux millénaires, lors de
I’expansion maritime grecque, les pratiques viticoles se répandirent dans les pays ou elles
connaitront leur apogée : la France et I'ltalie. L'acte le plus lourd de conséquences historiques a
été accompli par les Romains. lls ont en effet introduit leurs variétés de vignes sur le territoire de
la Gaule. Lorsque leur empire s’effondra au Ve siecle, ils avaient ainsi jeté les bases de presque
tous les grands vignobles européens actuels. Partant de Provence, ils remontérent la vallée du
Rhoéne et traverserent toute la Gaule jusqu’a Bordeaux. Plus qu’une marchandise et un bien de
consommation, les Romains remarquérent que le vignoble stabilisait et civilisait la population
locale. Des le II¢ siecle, leurs vignes prospéraient en Bourgogne, au llI¢ siecle dans la vallée de la
Loire, au IV® a Paris, en Champagne et sur la Moselle et le Rhin. La viticulture en Alsace fait

exception puisque ses origines remontent seulement au Haut Moyen Age3.

Suite a la chute de I'empire romain, les arts de la vigne et du vin ne ressurgirent qu’au Moyen Age.
Les monasteres, en plein essor, défrichent les collines et érigent des murs autour des champs.
L'église se lie également au vin, la métaphore « le sang du Christ » témoignant de la pertinence
de ce lien. Durant des siecles, elle posséda nombre des meilleurs vignobles d’Europe. L’art du vin,

ses outils ainsi que sa technique se stabilisérent.

La plupart des vins aujourd’hui connus remontent a la moitié du XVII® siecle. Cependant leur
évolution aurait été impossible sans I'invention de la bouteille de verre. Depuis les romains le vin
passait toute sa vie dans des amphores en terre cuite, en f(t de bois par la suite. L'amélioration
de la conservation du vin fut rendue possible grace au progres de I'art du verre du début du XVII®
siecle. Au méme moment, le bouchon de liege fut inventé. A partir de I3, le vin put se bonifier dans
des récipients de petite contenance et, partant, connaitre une expansion commerciale sans limite,

a la fois quantitative et qualitative (vins de grande garde).

Au XIX® siécle, le commerce du vin était en plein essor. Dans certains pays européens, |I'économie
reposait pour beaucoup sur le vin. Ainsi, en 1880, 80% de la population active italienne dépendait
du vin directement ou indirectement. L’ltalie et I'Espagne créerent alors les premiers vins
modernes d’exportation. La Californie connut également sa premiére ruée vers le vin. Cependant
cet essor fut frappé de plein fouet par le phylloxéra (Viteus vitifoliae). Cet insecte de I'ordre des
homopteres apparenté au puceron détruisit presque toutes les vignes d’Europe a la fin du XIX®. A
la suite de cette tragédie économique, toutes les vignes d’Europe furent greffées sur des souches

américaines résistantes au phylloxera. Cependant, quelques-unes des meilleures régions viticoles
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du monde (notamment le Chili et certaines parties de I’Australie), encore épargnées a ce jour par

ce ravageur peuvent continuer a planter Vitis vinifera sans porte-greffe.

Le phylloxera n’est pas le seul fléau de la vigne. Comme toutes les plantes cultivées, elle est
extrémement vulnérable aux agressions. Les maladies causant le plus de ravages sont les maladies
cryptogamiques comme I'oidium et le mildiou, et les insectes qui s’attaquent au feuillage et aux
pousses comme les larves de cochylis et d’eudémis (également appelés vers de la grappe). Dés
lors, il est devenu indispensable de mettre en place une stratégie de préservation des vignobles
dans les principaux pays producteurs. Plus qu’un produit de consommation c’est tout un

patrimoine culturel qui est a préserver ; I'enjeu est majeur.

3. Les maladies de la vigne

Outre les insectes ravageurs, Vitis vinifera est sensible a un nombre important de
maladies. On recense les maladies virales comme les mosaiques, le court-noué (transmise par un
héte de la famille des nématodes)* ou encore I’'enroulement viral (transmise par la cochenille mais
aussi par la vigne malade elle-méme)°. On compte également les maladies bactériennes comme
la galle du collet ou a phytoplasmes comme la flavescence dorée, transmise par un insecte
vecteur, la cicadelle®. Enfin, les maladies fongiques impactent réguliérement et sévérement les
plants de vigne. L'objet du travail présenté ici portant sur le mildiou, seules les maladies

cryptogamiques de la vigne seront abordées dans cette section.

3.1.  Les maladies cryptogamiques

Les maladies cryptogamiques ou fongiques sont causées a une plante par un champignon
ou un organisme filamenteux de la classe des oomycetes. Parmi ces maladies, certaines d’entre-
elles sont plus courantes telles que le mildiou, I'oidium, la pourriture noble (ou grise) ou encore le

black rot.
= |’oidium

L’oidium (« powdery mildew » en anglais) est causé par le champignon Erysiphe necator. Originaire
du continent américain, il est apparu en France a la fin du XIX® siécle. Non traité, I'oidium peut
fortement diminuer le rendement des vignes. Comme toutes les maladies cryptogamiques, il
devient particulierement problématique lorsque le climat est humide ou le feuillage de la plante

particulierement dense.


http://fr.wikipedia.org/wiki/Flavescence_dor%C3%A9e
http://fr.wikipedia.org/wiki/Cicadelle
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Ce champignon attaque les parties vertes de la vigne et en particulier les feuilles a la surface
desquelles Il provoque I'apparition de taches blanc-grisatres, poudreuses. Apres avoir infecté les
feuilles, et en I'absence de traitement, l'oidium s’attaque aux inflorescences. Sur les
inflorescences, I'oidium se reconnait facilement a la couche poudreuse blanche qu’il laisse (Figure
I-1). L'oidium s’attaque a toutes les parties vertes de la vigne, mais jamais au raisin aprés véraison
compléte et jamais aux bois aprés aoltement (période a laquelle les rameaux deviennent bruns).

Sur les rameaux, I'oidium laisse des taches brunes/noires que I'on retrouve a la taille en hiver.

Figure I-1 : symptomes causés par I'oidium sur les grappes de raisin et les feuilles (J-C Gutner).

= La pourriture noble

Cette « maladie » est due au champignon Botrytis cinerea. Elle se développe sur les baies de raisin
dans des conditions d’humidité et d’ensoleillement favorables, permettant la production de vins
de raisins surmdaris (Figure 1-2). Le champignon se nourrit de I'’eau du raisin ce qui a pour effet de
concentrer le sucre a l'intérieur des baies. A I'automne, la peau des baies surmdries « botrytisées »
devient violacée. Dans des conditions de développement non maitrisées, elle est appelée

« pourriture grise » et elle endommage les récoltes.

Botrytis cinerea est présent des la floraison de la vigne sur les baies. Pour la fabrication de vins
liguoreux, son développement doit étre maitrisé de juin a ao(t, afin de ne pas mettre en péril
prématurément la maturation du raisin. Les travaux en vert (principalement I'ébourgeonnage et
I'effeuillage) permettent de contréler son développement trop précoce, qui n'est souhaité que
guand les baies ont atteint une maturité suffisante. Certains vignobles n’hésitent pas a bannir ainsi

les traitements anti-botrytis.
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Figure I-2 : pourriture noble sur une grappe de raisin de sémillon dans le Sauternais (J. Yesberg).

Pour produire des raisins botrytisés I'humidité matinale des mois d'octobre et de novembre est
indispensable, favorisant le développement de ce champignon, elle doit étre suivie d'un temps
sec pour faciliter I'évaporation de I'eau. La présence d'une riviére proche du vignoble permet
également le développement de la pourriture noble ; dans le Sauternais, c'est le Ciron qui joue ce

role.

On doit a ce champignon les vins blancs liquoreux tels que le sauternes du Bordelais, les
« Vendanges Tardives » d’Alsace (essentiellement Gewurztraminer ou Pinot Gris) ou encore le

coteaux-du-layon de la vallée de la Loire.

= Le black-rot de la vigne

Le black-rot (ou pourriture noire) est une maladie spécifique de la vigne et est causé par le
champignon Guignardia bidwellii. Cette maladie originaire de I’Amérique du Nord se développe
sur les feuilles, les pétioles, pédoncules, vrilles et les inflorescences en phase de croissance. Mais
ce ne sont pas les attaques sur feuilles et rameaux qui sont les plus préjudiciables pour la vigne.
Le black rot est surtout une maladie des grappes (Figure 1-3) qui occasionne des pertes de récolte.
Ces pertes dépendent de I'importance de I'inoculum, des conditions météorologiques et de la

sensibilité du cépage cultivé.

Figure I-3 : grappe atteinte par le black rot en fin de saison (D. Molitor).
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3.2.  Le mildiou de la vigne

Le mildiou est une maladie cryptogamique commune a plusieurs plantes telles que la
pomme de terre, latomate et bien évidemment la vigne. Dans le cas de la vigne, I'agent pathogéne
est le Plasmopara viticola, en anglais : « downy mildew ». Le mot mildiou, issu de la francisation
phonétique de I'anglais « mildew », est réservé a ce dernier, I'oidium désignant le « powdery
mildew ». Cette maladie est originaire d’Amérique du Nord. Contrairement aux especes de ce
continent, Vitis vinifera a longtemps évolué hors de tout contact avec ce pathogéene. En effet, P.
viticola a été signalée pour la premiére fois dans le Bordelais en 1878°. Vitis vinifera est donc
particulierement sensible a cette maladie. Cette derniére est causée par |'attaque d’un organisme
filamenteux microscopique classé parmi les oomycétes. Le mildiou est qualifié de parasite
obligatoire ou biotrophe c’est a dire qu’il s’alimente aux dépens d’un autre organisme vivant, au
contraire d’un parasite nécrotrophe dont au moins la premiéere étape d’infection nécessite une

source nutritive composée de tissus nécrosés.

3.2.1 Symptémes de la maladie

Le pathogéne se développe principalement sur les jeunes feuilles, bien que tous les
organes aériens soient susceptibles d’étre infectés. Deux symptdmes peuvent étre observés, des
taches jaunatres sur la face supérieure de la feuille dites « taches d’huiles », ainsi qu’un feutrage
blanchatre sur la face inférieure : le mycélium (Figure 1-4). Cet ensemble de symptomes engendre
une nécrose de la feuille provoquant son dessechement. Ceci a pour conséquence de diminuer la

photosynthese et de provoquer a long terme I'affaiblissement des vignes.

Figure I-4 : photographie d’une face inférieure de feuille infectée par le mildiou, le duvet blanc caractéristique
du mycélium est observable.

Le mycélium peut également se développer sur les rameaux causant une diminution de la

multiplication cellulaire ayant pour conséquence la formation de rameaux de petites tailles.

L'aoltement est également défectueux, la phase de lignification des rameaux ne se fait pas

correctement ce qui peut rendre la taille hivernale des vignes difficile.
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Enfin, le pathogene peut agir sur les inflorescences (boutons floraux) et sur les grappes. Si
|'attaque se produit avant la floraison de la vigne, on observe alors une coulure dite pathologique
se traduisant par le dessechement des inflorescences et donc une perte de récolte assurée. Si
|'attaque a lieu vers le stade « nouaison », on constate alors la formation de rot gris correspondant
a l'apparition d'un feutrage blanchatre sur les jeunes baies. Finalement, si 'attaque est plus
tardive, on parle alors de rot brun (dessechement des baies). Bien souvent, les attaques sur

grappes ne se produisent plus aprés le stade « véraison ».
3.2.2 Processus de contamination du mildiou
L'agent responsable du mildiou, Plasmopara viticola se développe uniquement sur les
tissus verts de la vigne, en particulier dans le parenchyme des feuilles (Figure 1-5 et Figure I-6).
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Figure I-5 : cycle de développement du mildiou, représentation des cycles de reproduction asexuée (fleches
vertes) et sexuée (fleches rouges) de 'oomyceéte’.
En fonction des conditions climatiques, deux types de reproduction sont décrites. La reproduction
sexuée a lieu au moment de la sénescence des feuilles®, lors de la fécondation de I'oogone par
I’anthéridie par le biais d’un tube copulateur (Figure I-5). La maturation de ces ceufs intervient au
printemps. Lorsque la température dépasse 10 °C et que I'atmospheére est saturée en humidité,
les oospores germent et produisent des sporanges capables de libérer des spores appelés
zoospores (Figure 1-5). Les zoospores sont biflagellées et hydrophiles trés sensibles a la
dessiccation. L'infection par P. viticola débute donc généralement au printemps, lorsque les
zoospores parviennent a entrer en contact avec les feuilles de vigne lors de pluies violentes qui
les éclaboussent. Quatre a cing zoospores agglomérées autour d’'un stomate ouvert s’enkystent

(Figure 1-5 et 1-6) et émettent alors un tube germinatif ou siphon infestant qui pénétre la feuille

I-15
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et conduit a la formation d’une vésicule sous-stomatique dans la cavité sous-stomatique (Figure
1-6). Le cytoplasme des zoospores est transmis a cette vésicule qui rapidement va émettre un
haustorium primaire vers une cellule hote. La croissance de I’haustorium représente la phase
initiale de croissance du mycélium (Figure 1-6). Puis, la croissance se poursuit en intercellulaire

dans le tissu de I’hote.

zoospore Face abaxiale
I /
ilament et [ L] L)
germinatif
vésicule /
d’infection / A,
Face adaxiale
haustorium /
Stade hyphe primaire hyphe long hyphe branché  mycélium sporulation
Hpi 2 24 48 72 96

Figure 1-6 : les différentes étapes de l'infection de Plasmopara viticola dans les tissus de la feuille (S.
Wiedemann-Merdinoglu.
Des haustoria secondaires, rapidement formés, absorbent le contenu en eau et en nutriments des
cellules voisines. Les hyphes ont une forme irréguliere qui varie selon les tissus colonisés. Les
hyphes peuvent prendre une forme cylindrique dans les tissus laches et une forme de filaments
noduleux dans les tissus compacts. Les tissus lacuneux sont rapidement colonisés tandis que les
vaisseaux et, plus généralement, toutes les parties ligneuses constituent des barriéres plus ou
moins infranchissables, selon I'age des feuilles. La période d’incubation est définie comme le
temps qui s’écoule entre l'infection et I'apparition des premiers symptdémes®. La durée de
I'incubation varie selon la température, les conditions d’humidité et la nature des organes
atteints. La durée de l'incubation, également appelée période de latence, oscille entre 4 et 10
jours selon les symptémes. Par temps humide, le premier symptome est généralement la
sporulation (Figure 1-4) qui a lieu sur la face intérieure (ou abaxiale) des feuilles a partirde 4 a 5
jours apres le début de l'infection. L'incubation s’achéve par une chlorose, c'est-a-dire d’un
palissement ou jaunissement des feuilles au niveau du site d’infection du fait de la perte de
pigments chlorophylliens dans le mésophylle qui peut apparaitre & partir du 8™ jour aprés le
début de I'infection. L’'infection secondaire se produit par temps humide lorsque les gouttes de
pluies et, dans une moindre mesure, le vent entraine les sporanges (Figure I-5). Les sporanges
sont portés par les sporangiophores qui forment les hyphes aériens. Il se forme alors un feutre ou

duvet mycélien blanc cotonneux sur la face inférieure des feuilles.
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3.2.3 Composition métabolique du mildiou

Les données concernant la composition métabolique du mildiou sont peu nombreuses
dans la littérature. Néanmoins, comme pour les autres organismes de sa classe, les cellules du
mildiou sont composées en majorité de polysaccharides, de protéines (principalement de
glycoprotéines), de lipides et de matériel inorganique a base de phosphate. Ses parois cellulaires
sont quant a elle principalement composées de cellulose et de S-glucans. Plus spécifiquement,
Mélida et al. ont pu identifier trois types de parois cellulaires chez les oomycétes®, Le type | est
dépourvu de N-acétylglucosamine (GIcNAc), mais contient de I'acide glucuronique et du mannose
; le type Il contient jusqu'a 5 % des résidus GIcNAcn, témoignant de la réticulation entre la cellulose
et les 1,3-B-glucanes; et enfin le type lll, est caractérisée par la plus haute teneur en GIcNAc
(supérieur a 5 %) et I'apparition d'hydrates de carbone inhabituels, constitués de résidus de 1,6-
GIcNACc liés. Ces trois types de parois cellulaires sont également distingués par leur teneur en
cellulose et la structure fine de leurs 1,3-B-glucanes. Cette particularité différencie les oomycete
des champignons. Toutefois, aucun marqueur moléculaire de Plasmopara viticola n’a été a ce jour

identifié.
4. Les moyens de lutte contre le mildiou

Les stratégies employées pour combattre les maladies de la vigne sont principalement
associées aux traitements chimiques. Les fongicides sont utilisés a but préventif mais aussi curatif
mais certaines espéces de vigne sont dotées naturellement de défenses efficaces vis-a-vis du
mildiou. Certaines especes américaines et asiatiques présentent méme une résistance partielle
voire totale au mildiou'*®3. C’est le cas de Muscadinia rotundifolia qui présente une résistance
totale a P. viticola'* mais de mauvaises qualités vinicoles. Dés lors, I'identification des facteurs de
résistance de ces variétés et leur introgression dans des variétés sensibles produisant du vin de

qualité pourrait constituer une alternative aux traitements chimiques.

4.1.  Traitements chimiques

Les traitements chimiques sont efficaces mais présentent toutefois plusieurs
inconvénients. Outre leur colt non négligeable, 'accumulation de produits chimiques dans les
sols pourrait dénaturer les terroirs et altérer ainsi la typicité des vins®. A plus long terme, des
souches résistantes de pathogénes pourraient se développer et rendre inefficace ces

traitements®®.
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Les traitements fongicides sont classés en deux grandes familles : les fongicides de contact et les

fongicides systémiques.

4.1.1 Les fongicides de contact

Ces produits ont un large spectre d’action puisque leur mécanisme d’action se base sur
les réactions enzymatiques impliquées dans la production d’énergie du végétal ou du pathogene.
Par définition, ils ne sont pas absorbés par la plante. On trouve principalement des produits a base

de métaux et de soufre.

Le cuivre est souvent employé comme fongicide de contact. Le cuivre est peu toxique pour les
organismes supérieurs comme les mammiféres (DLso = 300-500 mg-kg™ chez le rat, fiche technique
n°294, INERIS 2013) mais I'est extrémement pour les organismes inférieurs de type bactéries ou
champignons. Il est souvent associé a un groupement thiol (R-SH). Dans ce cas, le métal constitue
la partie active pour les enzymes impliqués dans les phénomeénes d’oxydoréduction assurant
notamment le transport de I'énergie du végétal. La toxicité des métaux n’est pas spécifique aux
champignons mais touche tous les étres vivants. Cependant, les champignons sont
particulierement sensibles a ces traitements puisqu’ils possedent une capacité d’assimilation des

métaux importante.

La bouillie bordelaise est régulierement épandue lors des traitements phytosanitaires de la vigne.
Elle est composée de sulfate de cuivre neutralisé par la chaux. Son effet est produit par le biais
des ions cuivriques Cu?* du mélange. En effet, c’est sous forme libre que le cuivre Il est le plus
toxique pour le pathogéne'’. Ces ions affectent des enzymes dans les spores des champignons

parasites, empéchant leur germination.

Le soufre est également utilisé notamment sous forme de thiocarbamates et dithiocarbamates
qui agissent en libérant des isocyanates ou du thirame. Ces molécules actives bloquent les

groupements S-H des enzymes. Elles perturbent le métabolisme du pathogene a trois niveaux :

a. inhibition de I'oxydation du glucose,
b. inhibition de la synthése d'acide nucléique,

c. inhibition de la dégradation des acides gras.

Les dithiocarbamates sont dépourvus de toute phytotoxicité et également peu toxiques pour les

mammiféres (DLso = 5,2 g-kg™ chez le rat pour le zibéne®).
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4.1.2 Les fongicides systémiques

Ces fongicides agissent directement sur les réactions de biosynthése et sont donc plus
spécifiques que les fongicides de contact. Pour des résultats équivalents, la dose requise est
également moins importante. Cependant, a cause de leur mode d’action, I'apparition de souches

de champignons plus résistantes est a craindre.

On trouve principalement les carbamates et les inhibiteurs systémiques de synthése des stérols.
Les carbamates, une fois absorbés, bloquent la division cellulaire et la mitose en perturbant la
formation et le fonctionnement du fuseau chromatique. Ces composés spécifiques sont en
revanche inefficaces contre le mildiou mais sont employés contre I'oidium. Les inhibiteurs
systémiques provoquent l'inhibition des enzymes impliquées dans la synthese des stérols. Ceci

entraine une perturbation de la formation des membranes cellulaires des champignons.

4.2.  Défense naturelle de la vigne

Lorsque les plantes sont attaquées par des pathogenes, elles se défendent a l'aide de
mécanismes actifs et passifs. Les mécanismes de défense passifs impliquent des composés
constitutifs. La défense active requiere la synthése de protéines dédiées. Cette synthése est
régulée par un réseau complexe de voies de signalisation qui impliquent principalement trois
molécules : I'acide jasmonique (JA), I'acide salicylique (SA) et I'éthyléne (ET). Il en résulte la
synthése de protéines de défense, « les pathogenesis-related (PR) proteins ». Les voies de
transduction de signal induites par les éliciteurs conduisent (i) a la production de phytoalexines,
composés au fort potentiel antibiotique, (ii) au renforcement des parois cellulaires et a leur
lignification et (iii) a la production de dérivés réactifs de I'oxygene (ROS). Parmi les protéines
induites lors de la défense de la plante, les peroxydases participent a de nombreux processus
physiologiques®®. Chez la vigne, les peroxydases appartiennent au groupe de classe I11%°. Parmi ces
processus, on cite la synthése de phytoalexines et leur participation dans la métabolisation des
ROS conduisant a des réponses hypersensibles (HR). Les HR sont une forme de mort programmeée
des cellules hotes situées a proximité des sites d’infection, ce qui limite le développement du
pathogéne. Ces réactions sont efficaces contre les attaques de pathogenes a tendance
biotrophe?!. Ce mécanisme de résistance a été mis en évidence dans l'interaction Plasmopara

viticola - Vitis vinifera®**.

Cette thése concerne principalement les métabolites synthétisés suite a I'infection du mildiou,
cependant, les autres mécanismes de défense des plantes seront également abordés, de maniere

non exhaustive.
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4.2.1 Voie métabolique

Au sein des plantes sont distingués les métabolismes primaire et secondaire. Les
métabolites primaires sont directement impliqués dans la croissance, le développement, la
reproduction et I'assimilation des nutriments. Les acides aminés, les lipides ou encore les sucres
appartiennent en conséquence au métabolisme primaire. Les métabolites secondaires, par
exclusion, n’appartiennent pas au métabolisme primaire et résultent de réactions chimiques
ultérieures. La distinction entre ces deux familles n’est cependant pas toujours aisée. Par exemple,
la lignine possede des fonctions indispensables pour la croissance de la plante et peut donc se

classer parmi les métabolites primaires.

4.2.1.1 Meétabolisme primaire

Lorsque I'on évoque les défenses métaboliques des plantes, ce sont les métabolites
secondaires qui sont majoritairement décrits. Pourtant certains métabolites primaires
interviennent dans les mécanismes de défense des plantes. L'objet de cette section est de décrire

les plus notables d’entre eux.

a. Lessucres

Les plantes produisent du glucose lors de la photosynthése. Ce composé peut ensuite étre
diffusé dans I'ensemble de la plante pour nourrir les cellules, étre stocké sous forme de réserve
ou servir de molécule de départ pour la synthese d’autres molécules organiques végétales. Si les
sucres ne sont pas connus pour agir directement dans les mécanismes de défense de la plante, ils
peuvent toutefois y étre impliqués. Par exemple, I'accumulation de saccharose permet d’exprimer
les génes de défense chez les plantes®’. Plus spécifiquement, Gamm et al. ont observé une
altération majeure du métabolisme des carbohydrates (notamment une accumulation d’amidon)
lors des différents stades de développement du mildiou sur des feuilles de vigne?®. Ceci démontre

gue les sucres sont impliqués indirectement lorsque la plante est attaquée.

La callose, un polysaccharide qu’on retrouve au niveau des parois cellulaires, jouerait également
un réle important chez les variétés résistantes a Plasmopara viticola. Ce composé est formé de
résidus de molécules de glucose liés entre eux par des liaisons [3-1,3, d’ou son appellation de B-
glucane. En effet, Toffolatti et al. ont observé une accumulation (par dép6t) de callose au sein des
cellules du mésophile spongieux chez des hybrides résistants aprés I'infection de stomates par P.

viticola. Ce phénoméne n’a pas été observé chez les variétés sensibles?,
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b. Les lipides

Les lipides sont des composés tres diversifiés comprenant notamment les cires, les stérols

les mono- di- et triglycérides ou encore les phospholipides.

Parmi ces composés, les polyphosphoinositides, notamment les lipides phosphorylés et les
phosphates d’inositol sont reconnus pour intervenir dans les voies de signalisation de la plante®.
Les phospholipides et plus spécifiquement les acides phosphatidiques jouent le réle de second
messager dans la signalisation de défense. Leur concentration augmente rapidement suite a des

stress de natures diverses (pathogénes, blessures, stress oxydatifs et osmotiques)?”-2,

c. Lesacides aminés

En plus des 20 acides aminés impliqués dans la biosynthése des protéines, les plantes
produisent également d’autres acides aminés impliqués dans les voix de signalisation. Par
exemple, I'acide y-aminobutyrique (GABA) est un acide aminé a 4 carbones présent pratiquement
chez toutes les plantes. Outre son réle dans la croissance de la plante, ce composé présente une

toxicité directe envers les insectes herbivores en inhibant leurs neurotransmissions®.

4.2.1.2 Métabolisme secondaire

Les métabolites secondaires, plutét spécifiques aux plantes, se divisent en trois grandes
familles ; les polyphénols, les terpénes et les composés azotés. La présence de ces derniers au sein
du genre Vitis n’est pas décrite dans la littérature, par conséquent ils ne seront pas traités dans ce
chapitre. Pour gu’il y ait synthese de métabolite secondaire, la reconnaissance du pathogene est
un prérequis indispensable. Cette reconnaissance est généralement permise par les éliciteurs®,

des composés généralement de faible poids moléculaire.

Reconnaissance et signalisation

D’une grande diversité, les éliciteurs sont synthétisés ou libérés par des précurseurs
polymériques. La vigne, comme les autres plantes est capable de reconnaitre des agresseurs
potentiels grace a ces composés. Ces réactions chimiques, en plus de propager I'information dans
toute la plante, provoquent la synthese de différentes familles de molécules de défense. Elles ont
des fonctions biologiques complémentaires qui contribuent a la protection des tissus et des
organes et a I'élimination des pathogenes. Les produits finaux de défense se distinguent en deux
catégories principales. La premiére est associée aux composés issus du métabolisme secondaire

mais aussi aux composés structuraux avec la synthese renforcée de lignines. Les protéines de
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défense PR entrent dans la deuxiéme catégorie. Apres la reconnaissance, c’est la signalisation qui
entre en jeu dans ce processus de défense. Les jasmonates tout d’abord, dont I’acide jasmonique
(JA) ou son ester, le jasmonate de méthyle (Figure 1-7), font partie de ces molécules messageres
qui déclenchent les réactions de synthése des métabolites secondaires®.. Il a d’ailleurs été montré
gu’une augmentation en concentration de ces molécules au sein de cellules de plantes stimulait

la synthése de molécules secondaires®?.

Figure I-7 : structures moléculaires (a) acide jasmonique et (b) jasmonate de méthyl, les deux jasmonates les
plus actifs.
L'acide jasmonique fait partie de la famille des oxilipines. Il est synthétisé a partir de |'acide
linoléique dont la dégradation permet également de libérer des composés volatils. JA permet la
transduction des signaux éliciteurs pour la production de métabolites secondaires dont les
phytoalexines. Cette molécule active également des genes codant des protéines PR comme les
chitinases, B -1,3-glucanases et inhibiteurs de protéases, notamment chez la vigne??. Enfin, I'acide
jasmonique est réputé pour déclencher une réponse induite locale. L’éthyléne, considéré comme
une phytohormone, est induit par des dérivés réactifs de I'oxygéne (ROS). Il régule et induit la
stimulation ou I'inhibition des métabolites secondaires en interagissant avec I’acide jasmonique34.
Enfin, il existe également la voie de signalisation par I'acide salicylique (SA). Suite a une attaque,
ce composé transmet I'information dans toute la plante. Cet éliciteur est reconnu pour intervenir
sur les mécanismes de synthése de protéine PR, notamment dans la lutte contre les attaques de

champignons biotrophes?.

i Les composés phénoliques

Les composés phénoliques ou polyphénols sont par définition des molécules présentant
au moins un groupement phénolique. L'intérét pour ces composés a considérément augmenté
ces derniéres années. Leurs propriétés antioxydantes auraient de nombreuses vertus pour la

35-37

santé chez [I'étre humain Ils préviendraient les maladies cardiovasculaires et

neurodégénératives, les cancers, 'ostéoporose ou encore le diabéte sucré®,
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La plupart des polyphénols sont issus de la biosynthése des phénylpropanoides (composés en C6-
C3). Ces composés peuvent étre de faible poids moléculaire, par exemple les unités simples de
flavonoides, ou de poids moléculaire élevé (exemple : la lignine). Il existe une variété tres
importante de polyphénols, seuls ceux susceptibles d’avoir un réle défensif chez la vigne seront
décrits, toutefois non exhaustivement. Ces polyphénols se classent en plusieurs sous-familles, ces

derniéres sont associées a la structure des squelettes carbonés.

a. Les acides hydroxy benzoiques

L’acide ellagique, par exemple, est considéré comme un polyphénol. En se combinant avec
le glucose des plantes, cette molécule constitue les ellagitanins, des composés présents chez la

muscadine®.

b. Les acides hydroxycinnamiques (HCA)

Ces acides présentent une structure carbonée en C6-C3. lls sont dérivés de l'acide
cinnamique et appartiennent a la famille des phénylpropanoides. Ces composés sont largement

présents chez les végétaux, la Figure I-8 présente les principaux HCA.

HCA Ri R: Rs

acide p-coumarigue H OH H
acide caféique OH OH H

Rs acide férulique OCH; OH H
acide sinapique OCH; OH OCH;

Ry

Rs

Figure 1-8 : les principaux acides hydroxycinnamiques.

Parmi les acides hydroxycinnamiques, on peut également y inclure les dérivés d’acides
hydroxycinnamiques tels que I'acide chlorogénique (Figure 1-9). C'est un ester de I'acide caféique
et de I'acide quinique. Son nom ne provient pas de la présence d’un atome de chlore au sein de
sa structure mais du sens étymologique des mots khloros et genos qui signifient « vert » et
« génération, naissance » respectivement en grec. Ce composé devient en effet vert lorsqu’il

s’oxyde.
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HO N

HO

Figure I-9 : structure de I'acide chlorogénique.

Les acides hydroxycinnamiques, notamment l'acide p-coumarique, présentent une action
antimicrobienne chez le riz*. Ils jouent également un réle clef dans la défense des graminées
contre les insectes, les champignons et les bactéries*’. S'il existe une interaction avec Plasmopara

viticola, elle n’a toutefois pas encore été découverte.

c. Lesstilbéenes

C'est en 1977 que Langcake et Pryce mirent en relation pour la premiére fois les stilbénes
avec la résistance de la vigne*. Ces composés sont classés parmi les phytoalexines. Ce terme a été
introduit la premiére fois en 1940 par Miiller et Bérger®. Les phytoalexines, souvent de faible
poids moléculaire, ont un fort potentiel antibiotique et on les retrouve pour cette raison
accumulés pres des sites d’infection. A la base, ce terme définit les composés chimiques
synthétisés uniquement lorsque les cellules vivantes se nécrosent suite a I'invasion de la plante
hote par un autre organisme. Ces phytoalexines sont synthétisées en réponse a des stress
abiotiques (rayonnement UV, lésions, sécheresses, produits chimiques*) ou biotiques**™2, La
synthése de stilbénes est considérée comme la réponse la plus importante contre les maladies
fongiques de la vigne. Leur structure de base comporte deux noyaux benzéniques reliés par de
deux carbones sp?, soit un squelette carboné de type C6-C2-C6. En raison de la présence d’une
double liaison entre les deux noyaux phénoliques, deux formes, cis et trans, des stilbénes existent
dans la nature®. La forme trans est plus abondante que la forme cis, car plus stable d’un point de

vue stérique’.

Une étude récente a permis de localiser les stilbénes au sein de feuilles de vigne infectées par P.
viticola. Leur concentration la plus importante se situe au niveau des stomates et de leur paroi
cellulaire. Cependant, ces composés sont également localisés au niveau des cellules vacuolaires
de I'épiderme chez les génotypes sensibles, et au niveau du parenchyme spongieux (a proximité

du site d’infection) chez des génotypes partiellement résistants®?.

Les stilbénes se rencontrent dans de nombreux végétaux sous forme libre, glycosylés, ou plus

spécifiquement sous forme d’oligomeéres chez Vitis vinifera (Figure 1-10). Le plus connu d’entre
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eux est sans nul doute le resvératrol. De nombreuses études lui sont consacrées pour ses possibles

.7 s ’ . . . . 52 . . . o 7’
propriétés thérapeutiques notamment pour les maladies cardiosvaculaires>*. Sa biodisponibilité
(fraction d’une dose atteignant la circulation sanguine sous forme inchangée) est faible puisqu’il
est rapidement métabolisé dans le foie et les intestins en formes conjuguées : glucuronate et
sulfonate. Dans le cas de la consommation de vin, il a été montré que la quercétine (présente dans
cette boisson) interférait avec la sulfatation et la glucuronidation du resvératrol dans le foie,

permettant ainsi d’augmenter sa biodisponibilité>3,

a) OH b) H,co c) CHZgH
X SO
HO O OCH;, O OH O /
OH OH
HO
HO
HO
d) DU
® °
HO O 7 OH
7 HO Q O
OH

Figure I-10 : structures des principaux stilbénes rencontrés chez la vigne, (a) trans-resvératrol, (b) trans-
ptérostilbéne, (c) trans-picéide, (d) trans-g-viniférine et (e) trans-8-viniférine.
Chez Vitis vinifera, le méthyl jasmonate et I'acide jasmonique, jouant le role d’éliciteurs, induisent

une cascade de réactions permettant de synthétiser le resvératrol, ses dérivés et des viniférines®.

Les stilbénes dérivent de la voie des phénylpropanoides qui implique I'enzyme phénylalanine
ammonia lyase (PAL) des molécules dérivées de la voie des shikimates. Ce schéma de biosynthéese

est décrit Figure I-11.
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Figure I-11 : voie de biosynthése du resvératrol et de ses principaux dérivés.

La condensation du p-coumaroyl CoA avec 3 molécules de malonyl CoA permet d’obtenir
deux types de produits selon I'enzyme intervenant, la stilbene synthase (STS) ou la chalcone
synthase. Le resvératrol est formé par I'action de la STS alors que la chalcone synthase est a
I'origine de la biosynthese des flavonoides. Ces deux familles de composés sont donc en
compétition dans la voie de biosynthése des phénylpropanoides sachant que I'expression des
geénes des STS est souvent induite par des stress biotiques et/ou abiotiques. Pour synthétiser le
ptérostilbéne, deux des trois groupements hydroxyles du resvératrol sont méthylés grace a la
méthyl transférase. La glucosyltransférase a pour effet la substitution d’'un groupement hydroxyle
par un sucre, un glucose, pour donner lieu a une molécule de resvératrol-3-O-glucoside ou picéide,
ce qui le protége de I'oxydation enzymatique. Les diméres du resvératrol comme la trans-o-
viniférine (ou trans-resvératrol dehydrodimer) sont des molécules produites grace a une
dimérisation oxydative du resvératrol par les peroxydases des plantes. Mais il existe également
des trimeres et tétrameres de resvératrol au sein de I'espéce Vitis vinifera. Au sein des diméres
présents chez la feuille de vigne se trouvent également I'ampélopsine D, le pallidol et la
guadrangularine A. Les isomeres de miyabénole C et I'alpha-viniférine représentent les trimeéres,
I"ampélopsine H, I'hopéaphénole et la vaticanole C, les tétrameéres présents chez les feuilles de V.

vinifera®>.

Ces stilbenes ne présentent cependant pas tous la méme toxicité envers les zoospores de
Plasmopara viticola. Les deux stilbénes reconnus comme étant les plus actifs contre ce pathogene
sont les 8- et g-viniférines®® et le ptérostilbéne®’, tandis que les moins toxiques sont les picéides.

Les différentes variétés de vigne ne sont pas égales face a la menace de P. viticola. Ainsi, Pezet et
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al. ont montré que les variétés sensibles (précisément le Chasselas, le Gamay et le Pinot Noir)
synthétisent du resvératrol en grande quantité tres tot apres I'infection mais celui-ci est glycosylé
trés rapidement en picéide. Au contraire, les variétés résistantes (IRAC 2091 [Bronner X Gamaret]
et Solaris) synthétisent également du resvératrol en grande quantité mais dans ce cas celui-ci est
rapidement dimérisé en viniférines, toxiques pour le mildiou®®. Chang et al. sont arrivés a la méme

conclusion avec la variété sensible Pinot Noir et la variété résistante V. rupestris®°.

De ce point de vue, il semblerait que le resvératrol ne soit qu’un produit intermédiaire dans les
mécanismes de défense de la vigne. En effet, lorsque la vigne est attaquée par le mildiou, le
resvératrol est synthétisé en grande quantité quel que ce soit le cultivar, sensible ou résistant. Ce
composé n’étant pas toxique en lui-méme pour les zoospores, notamment a cause de son
caractére hydrophile*, c’est son devenir dans la suite de la cascade de réaction des stilbénes qui
serait déterminant dans la résistance de la vigne. Toutefois, son effet antimicrobien ne doit pas

8tre sous-estimé, comme observé sur Bothrytis*®.
d. Les flavonoides

Il existe un nombre trés important de flavonoides dans le regne végétal, plus de 8 150
flavonoides ayant été identifiés®®. On les trouve sous forme monomérique, dimérique,
polymérique, mais le plus souvent substitués par une ou plusieurs unités de type carbohydrate.
Ces composés ont un squelette carboné en C6-C3-C6, correspondant a la structure d’un composé
de base appelé 2-phényl-benzopyrane (Figure 1-12). L’intérét pour ces molécules est important®?,
notamment pour leur action antioxydante, une propriété tres recherchée dans I’alimentation.
Plusieurs sous-familles sont décrites, on y distingue entre autre les flavonols, les flavanols, et les

anthocyanidines.

Figure 1-12 : squelette moléculaire de base des flavonoides. La numérotation des carbones vise a expliquer
la dénomination de la structure C6-C3-C6.
Les précurseurs de la voie de biosynthése des flavonoides sont le malonyl-CoA et le coumaryl-CoA,
issus respectivement du métabolisme des sucres et de la voie des phénylpropanoides. La premiére
étape enzymatique est catalysée par la chalcone synthase (CHS), qui aboutit a la chalcone. Pour la

majorité des plantes, la chalcone ne s’accumule pas. Elle est métabolisée, via de multiples étapes
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enzymatiques, en différentes classes de flavonoides : les flavanones, les dihydroflavonols et
finalement les anthocyanes. D’autres classes de flavonoides telles que les isoflavones, les flavones,
les pro-anthocyanidines et les flavonols sont issues de voies latérales de biosynthése dont les

précurseurs sont les intermédiaires de formation des anthocyanes®?.

Flavonol R: R,
Kaempférol H H
Myricétine OH OH
Quercétine OH H
Flavan-3-ol R: R, R;
(+)-catéchine H H OH
HO o (-)-épicatéchine H OH H

N R !
k (+)-gallocathéchine  OH H OH

(-)-épigallocatéchine  OH OH H

Anthocyanidine R; R,
Cyanidine OH H
Delphinidine OH OH
Paeonidine OCH; H
Pétunidine OCH; O
Malvidine OCHs; OCHs

c)

Figure I-13 : structure générale des principaux flavonoides, (a) flavonols, (b) flavanols et (c) anthocyanidines.

Les flavonols sont présents chez de nombreux végétaux. Chez la vigne, on retrouve principalement
le kaempférol, la quercétine et la myricétine. Ces molécules sont le plus souvent substituées par
des sucres®®. Pour les monoglycosides, I'association avec le sucre se fait le plus souvent sur le
carbone 3 (noté 2’ sur la Figure 1-12) par condensation avec la fonction hydroxyle. Dans certains
cas, les flavonols montrent une activité antifongique. Il a été montré par exemple, que les
flavonols constitutif des feuilles seraient capables de ralentir I'infection causée par le mildiou®.
Ali et al. ont étudié deux variétés de vignes, Regent et Trincadeira, respectivement résistant et
sensible a Plasmopara viticola. Ces deux variétés ont montré des réponses différentes quant a la
biosynthese de métabolites secondaires suite a I'infection. Le taux de quercétine-3-O-glucoside
pour la variété résistante Regent était beaucoup plus élevé®, conférant un possible réle de cette

molécule dans la défense de la vigne au mildiou.

La catéchine, I'épicatéchine, la gallocatéchine et I'épigallocatéchine sont classés parmi les flavan-
3-ols. La catéchine posséde différents stéréoisoméres provenant de 2 carbones asymétriques
(Figure 1-13). Les tanins condensés également nommés proanthocyanidines sont issus de la
polymérisation d’unités flavanes correspondant a un squelette de quinze carbones organisés en

C6-C3-C6 comme décrits précédemment. On parle d’oligoméres lorsque 3 a 10 sous-unités
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flavanols sont reliées entre elles par des liaisons C1’-C4 et/ou C1’-C2 (Figure 1-12). Au-dela de 10
unités flavanols, ce sont des polymeres. Les procyanidines peuvent étre linéaires (liaisons
interflavanes C1’-C2) ou branchées (liaisons a la fois C1’-C2 et C1’-C4). lls se retrouvent
principalement dans les baies de raisin, plus spécifiquement au sein des pellicules et pépins®®. En

conséquence, ces composés sont présents en quantité importante dans le vin.

Les anthocyanidines sont responsables de la pigmentation naturelle de la plante. Elles donnent
notamment la coloration rouge aux fruits et aux feuilles en automne (lorsque la photosynthese
s’arréte et que la concentration en chlorophylle diminue). Ces molécules sont constituées d’'un
aglycone anthocyanidol et d’un glucose en position 2’ (Figure 1-12). L’aglycone est chargé
positivement et la charge portée peut étre délocalisée par effet mésomere sur la majeure partie
du squelette flavonoide. Les cing anthocyanidines rencontrées dans le genre Vitis sont la
malvidine, la paeonidine, la delphinidine, la pétunidine et la cyanidine. La coloration conférée aux
végétaux dépend de plusieurs facteurs, notamment du pH et de la nature des substitutions de
I"aglycone ; ce dernier jouant le réle de chromophore. Outre la pigmentation, ces composés sont

accumulés au sein de différents organes des plantes afin de les protéger contre la prédation®’.
i Les terpénoides

Les terpénes produits par les plantes, font partie des hydrocarbures. Les terpénoides sont
formés a partir des terpenes par greffe d’une fonction spécifique (alcool, aldéhyde, cétone). On
en dénombre plus de 22 000. Le terpéene le plus simple, I'isoprene, est un gaz volatile émis en
guantité importante par les feuilles lors de la photosynthése. Ce gaz permet de protéger les
membranes cellulaires d’éventuels dommages causés par les stress oxydants® ou des hautes
températures®. Les terpénes sont classés suivant le nombre d’unités d’isopréne qu’ils possédent.

Par exemple, les monoterpénoides et les triterpénoides présentent respectivement deux unités

et six unités d’isoprene.

Figure 1-14 : structure moléculaire de I’a-tocophérol. Ce terpénoide est surexprimé chez la feuille de vigne
lorsque cette derniére est soumise a des irradiations UV-B”°.
Les monoterpénoides et les sesquiterpénoides (3 unités d’isoprénes) sont les principaux
composants des huiles essentielles. Ces huiles jouent le role de toxines contre les insectes, mais

servent également de protection contre les attaques fongiques et bactériennes’. Plus
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spécifiguement, Mariana Gil et al. ont démontré que les niveaux en mono-, sesqui-, di- (Figure

1-14) et tri-terpéne, augmentaient lorsque la feuille de vigne est soumise a des irradiations UV-B°.

4.2.2 Voie protéique

La défense des plantes face aux attaques biotiques ne met pas uniquement en jeu les
métabolites. D’autres mécanismes impliquant des protéines entrent également en jeu. Les plus

rencontrés dans la littérature seront décrits dans cette section.

Le premier aspect a prendre en compte est le mode d’infection des microorganismes dont font
partie les oomycetes. En effet, les organismes tels les oomyceétes, qui vivent en étroite association
avec les plantes, voire qui les parasitent, engendrent une interaction hote-pathogene complexe.
Les protéines effectrices (ou effecteurs) sont au centre de ces interactions. Elles sont définies
comme étant les protéines déployées par les organismes symbiotiques pour prendre le contréle
de la cellule ainsi que sa fonction, permettant la symbiose entre les deux organismes’2. Dans le
cas des oomycetes, I’haustorium serait le site émetteur de ces effecteurs vers la cellule hote. Suite
a cette émission d’effecteurs, la plante réagirait en synthétisant les éliciteurs comme I’acide
jasmonique ou I'acide salicylique qui constituent chacun une interférence pour les effecteurs des
symbiotes. S’en suit la cascade de réactions visant a synthétiser les métabolites secondaires mais
également des protéines PR. Elles ont été définies en 1980 par Antoniw et al. comme des protéines
codées par la plante héte et uniquement induite en situation pathologique”’4. La synthése de ces
protéines PR est induite par I'acide salicylique pres du site d’infection mais également dans
I’'ensemble de la plante”. En outre, les protéines PR sont particuliérement présentes au sein des
feuilles’. Dix-sept familles de protéines PR ont été mises en évidence selon leur structure

chimique et leur activité biologique et enzymatique.

Chez Vitis vinifera, la synthése de différentes familles de protéines PR est induite dans les
différents organes de la vigne lorsque ces derniers sont exposés a des stress ou arrivent a des
stades spécifiques de développement /. Chez la vigne, les protéines impliquées et synthétisées
suite a des stress sont majoritairement associées a la famille des PR-3, dite des chitinases et
glutanases’®. Les chitinases dégradent la chitine qui constitue I'élément essentiel de la paroi
cellulaire des champignons’. Uncinula necator, I’agent pathogéne de I'oidium cause une hausse
de I'activité des protéines chitinases et 3-1,3-glucanase au sein des feuilles et des baies de raisin
chez un certain nombre de variétés de vignes sensibles®. Il a été montré que I'augmentation de
I"activité hydrolytique est directement liée a la gravité de I'infection de I'oidium. De plus, aucune

induction systémique n’a été observée pour les tissus non infectés.
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En plus des protéines PR, les protéines des parois cellulaires de la plante entrent également en
action lors d'une attaque fongique. Elles sont appelées PIPG, protéines inhibitrices de
polygalacturonases. Les polygalacturonases (PG) sont des enzymes fongiques qui dégradent les
composés saccharidiques des parois des plantes parmi lesquels se trouvent d’'importants facteurs
du pouvoir pathogene fongique. L’activité des PIPG présente une action de défense directe en
lysant ces PG mais aussi indirecte en contribuant a la mise en place de réactions de défense. En
effet, les PIPG modulent la coupure des PG afin de produire un maximum de fragments disposant
d’un potentiel éliciteur. Ainsi, grace aux PIPG, la plante convertit un signal de dégradation

pariétale en un signal menant a I'activation de ses génes de défense®82,

Des enzymes ont des roles connus dans la littérature. Les peroxydases, par exemple, renforcent
les parois cellulaires en rendant les constituants de ces derniéres insolubles par oxydation®.
Reuveni, en outre, a démontré qu’avec I'age, les feuilles deviennent plus résistantes a P. viticola
grace notamment a I'augmentation de I'activité des peroxydases et des -1,3-glucanase’. Les
protéases également, semblables aux caspases chez les animaux, jouent un réle prépondérant
dans les mécanismes HR qui déclenchent les programmes de mort cellulaire. Gindro et al. ont
montré que lorsque ces protéases sont inhibées, le taux d’infection augmentait chez des
génotypes résistants avec notamment une baisse de la biosynthése de stilbenes toxiques pour le

mildiou®.

4.3.  Les genes de résistance de la vigne

Les différentes variétés de vigne peuvent exprimer une résistance nulle, partielle ou totale
au mildiou. Une résistance totale est caractérisée par I'absence de sporulation méme si de légéres
taches nécrotiques peuvent étre présentes. Une feuille possédant une résistance partielle
présente des zones de nécrose relativement bien localisées, voire de légeres zones de sporulation
au milieu des taches de nécrose. Une sporulation tres développée s’observera sur une feuille
sensible. Une échelle visuelle de référence a été mise au point pour prendre en compte
I'interaction entre la vigne et Plasmopara viticola. Elle est appelée 0IV-452 (Organisme
International de la Vigne et du Vin) et s’échelonne de 1 pour une variété trés sensible a 9 pour une
variété trés résistante. Les deux paramétres pris en compte sont la sporulation (sa densité) et la
présence de nécrose (taille, couleur, surface). La Figure 1-15 décrit la relation entre les symptomes

des feuilles de vigne suite a I'infection et le nombre OIV.
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Notation Degré de Fructifications Point de Taches
résistance tapisserie nécrotiques
1 tres faible abondantes, généralisées absentes

généralisées

3 faible abondantes nombreux absentes
5 moyen variables irréguliers absentes
7 élevé rares rares réduites B A

ﬁr/‘/ o
IR N IO N N

Figure I-15 : échelle de notation OIV 452 (D. Merdinoglu)®4.

La résistance de la vigne est associée a la présence de genes de résistance appelés Rpv,
« Resistance to Plasmopara viticola ». Le développement du mildiou chez des vignes possédant
les génes Rpvl et Rpv2 est décrit dans la littérature (Figure 1-16). Le géne Rpvl permet une
réaction compatible, il s’exprime aux stades plus avancés de l'infection. Par conséquent, il ne
bloque pas I'infection. La sporulation a bien lieu a la surface de la feuille mais il permet tout de
méme de limiter son développement. En revanche, le geéne Rpv2 bloque dés le début de I'infection
(a 2 heures post-infection) vraisemblablement du fait d’échanges entre I’haustorium et les cellules
de la plante. Le pathogéne ne pouvant se développer, la réaction est alors incompatible. L'espéce
américaine Muscadinia rotundifolia posséde les génes Rpvl et Rpv2 ; ceux-ci lui conferent une

résistance totale au mildiou®®.

zoospore \

filament et i L d L d
germinatif

vésicule /

d’infection /

haustorium

Stade hyphe primaire hyphelong hyphe branché  mycélium sporulation

Hpi 2 24 48 72 96

Figure I-16 : modes d’action des deux genes de résistances Rpv1 et Rpv2 suivant les stades de l'infection de
Plasmopara viticola (D. Merdinoglu).
Toutefois, d’autres genes présentant des modes d’action différents ont été mis en évidence. Rpv3,
par exemple, est responsable de la résistance au mildiou chez le cultivar Bianca®. Il provoque une
réaction d’hypersensibilité (HR) chez la feuille de vigne®. Cette réaction active la voie de I'acide
salicylique, un éliciteur qui induit la synthése des protéines PR. Chez I'espéce Vitis amurensis,
originaire de I'est de I’Asie, on retrouve les génes de résistances Rpv88, Rpv10%’ et Rpv12%,

conférant une résistance a P. viticola. Toutefois, certaines souches de P. viticola parviennent
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parfois a contourner ces défenses. Peressoti et al. ont observé une souche de mildiou tchéque
parvenant a infecter une vigne possédant le géne de résistance Rpv3®. Pour I'élaboration du vin,
la vigne requierent 30 ans de culture, voire plus. Dés lors, il est essentiel que ces résistances
conférées par ces génes soient stables sur de longues périodes. C'est pourquoi les programmes
de sélection, notamment réalisés dans les INRA, doivent étre congus avec beaucoup de soin. Et
c’est tout l'intérét du pyramidage des genes : combiner I'action de différents mécanismes de
défense, relatifs a plusieurs genes Rpv. Il est donc capital de comprendre les mécanismes sous-
jacents a I'activité de chaque géne. En ce sens, les approches métabolomiques peuvent permettre

de déterminer quelles cascades de réactions sont engendrées par ces génes™.

Dans les travaux qui seront présentés dans ce mémoire, des plantes provenant de deux
populations issues de croisements entre Vitis vinifera et Muscadinia rotundifolia seront étudiées.
D’une part, la population 41524 qui présente des hybrides possédant le gene Rpv1 et d’autre part,
la population 41528 qui, quant a elle, présente des hybrides avec les génes de résistance Rpv1l

et/ou Rpv2.

En 2007, le génome de la vigne a été entierement séquencé®, c’est une premiére pour une plante
a fruits. Cette avancée majeure est le point de départ d’une caractérisation détaillée de la fonction
des genes de Vitis vinifera. A terme, cela devrait permettre un meilleur pilotage des programmes
d’amélioration génétique des cépages, avec une sélection plus précise et ciblée de certains
criteres comme la résistance aux maladies ou la régularité du rendement ou encore les qualités

organoleptiques du raisin.

5. Conclusion

Ce chapitre a mis en évidence la nécessité de préserver I'héritage de I'activité vinicole qui
perdure depuis I'antiquité. Aujourd’hui modernisée et étendue a travers le monde, la viticulture
est menacée par plusieurs maladies. Les solutions proposées actuellement sont efficaces mais il
est nécessaire de leur trouver des alternatives pour le long terme. En effet, I'utilisation répétée
de produits phytosanitaires est a la fois coliteuse et polluante. Elle pourrait conduire a une perte

de la typicité des terroirs avec I'accumulation de produits chimiques dans les sols.

Cependant, certaines espéces de vignes, notamment issues du continent nord-américain,
présentent une résistance totale au mildiou. Ce phénomeéne de résistance est complexe et met en
ceuvre différents mécanismes. La plus reconnue dans le regne végétal est associée a la synthése

de métabolites secondaires. Ces biosynthéses sont élicitées par des molécules spécifiques,
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notamment [|'acide jasmonique. Parmi les phytoalexines, les stilbénes, dont les viniférines,
présentent I'activité antifongique la plus puissante. Néanmoins, les interactions complexes entre
la plante et le pathogéne impliquent également d’autres voies, notamment protéiques. En effet,

différentes classes de protéines sont engagées lors de I'interaction entre le pathogéne et la plante.

Dés lors, il est nécessaire d’évaluer d’'un point de vue moléculaire la résistance ou la
sensibilité de ces différentes variétés de vigne a Plasmopara viticola. Le chapitre suivant décrira
ainsi les techniques en spectrométrie de masse employées pour cette caractérisation. La premiere
sera employée pour I'analyse d’échantillons liquides. Des profils métaboliques d’extraits de
feuilles de vigne présentant différents niveaux de résistance au mildiou vont étre réalisés par
spectrométrie de masse a trés haute résolution. La suite sera consacrée a I'étude in situ par

imagerie par spectrométrie de masse de feuilles de vigne infectées.
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1. Introduction

Le premier chapitre a soulevé une problématique préoccupante concernant la
préservation du vignoble face au mildiou. Toutes les variétés ne présentant pas la méme
résistance face a l'infection de Plasmopara viticola, il convient d’évaluer les raisons pour lesquelles
certains génotypes parviennent a se défendre d’eux-mémes face au mildiou. Les évaluations
sensorielles (par exemple I'index OIV) ne fournissant gu’une donnée globale de la sensibilité, il est
nécessaire d’aborder le probleme sous un point de vue détaillé, notamment a |'échelle
moléculaire. La spectrométrie de masse présentant d’excellentes capacités a identifier des
molécules apparait comme un outil de choix. Elle est devenue un outil incontournable pour des
études métabolomiques’. Cet outil d’analyse sera employé pour explorer les phénoménes de
défense ou de résistance de la vigne de maniére ciblée (recherche de molécules choisies) ou non-
ciblée (identification de molécules). En particulier, seront analysées des feuilles de vigne
sélectionnées et cultivées a I'INRA de Colmar. Pour permettre I'analyse moléculaire de ce type

d’échantillon par spectrométrie de masse, différents appareils ont été utilisés.

Ce chapitre sera dédié a la présentation des principes généraux de fonctionnement et des
caractéristiques de ces différents instruments. Ainsi, seront décrites dans un premier temps les
différentes sources d’ionisation auxquelles nous avons recouru, la désorption/ionisation laser et
I’électronébulisation (ESI). Puis les instrumentations associées a la spectrométrie de masse a
temps de vol (TOFMS) et a la spectrométrie de masse a résonance cyclotronique des ions a
transformée de Fourier (FTICRMS) seront détaillées. Enfin, le couplage de la chromatographie
liquide a la spectrométrie de masse, en I'occurrence avec une trappe ionique (LC-ITMS), sera

abordé.

Note : pour plus de convivialité, les acronymes présents dans ce manuscrit seront ceux employés

en anglais.

2. Laspectrométrie de masse
2.1.  Principes généraux

La spectrométrie de masse est une technique d’analyse fine qui permet de détecter et
d’identifier des composés par la mesure de leur masse. C’'est pour cette raison que cette technique
est également qualifiée de « balance moléculaire ». Aprés passage en phase gaz, la mesure en

masse des composés préalablement ionisés se fait en fonction de leur rapport masse/charge,
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couramment abrégé par « rapport m/z ». Généralement, une expérience en spectrométrie de
masse nécessite trois étapes distinctes. La premiére est associée a la génération d’ions positifs ou
négatifs en phase gazeuse a partir des composés issus d’un échantillon solide, liquide ou gazeux.
La suivante concerne la séparation de ces ions en fonction de leur rapport m/z au sein de
I"analyseur. Enfin, la derniére est assurée par le détecteur qui convertit le signal des ions en signal
électrique. En général, plus les ions sont nombreux, plus le courant est important. Dans le cadre
d’une analyse structurale plus poussée, une étape supplémentaire dite de fragmentation est

ajoutée au sein de I'analyseur.

2.2. Les sources d’ionisation

Toute expérience en spectrométrie de masse requiert la formation d’ions en phase gaz.
De nombreuses sources sont disponibles mais elles ne sont pas toutes adaptées aux mémes
applications et aux mémes spectrométres de masse. Il est donc crucial de bien choisir sa source
d’ionisation en prenant en compte la nature de I’échantillon (organique ou inorganique), son état
(liquide, solide ou gazeux) et la polarité des analytes. Seules les techniques utilisées pour nos
études seront décrites dans ce présent chapitre, en I'occurrence I'électronébulisation (ESI) et la

désorption/ionisation laser avec ou sans matrice (MALDI).

2.2.1 La désorption/ionisation laser
2.2.1.1 L’interaction laser-matiére

L'interaction d’un faisceau laser avec un échantillon solide non métallique engendre une
suite de processus complexes. L’ablation et/ou la désorption sont a I'origine de la formation d’un
nuage gazeux provenant de la matiére éjectée de I’échantillon. Celle-ci est plus ou moins ionisée
en fonction de la composition de I’échantillon et des conditions expérimentales. La répartition des
especes au sein de ce dernier dépend en effet étroitement des caractéristiques optiques
(coefficient de réflexion R, coefficient d’absorption q, ...) et thermiques (diffusivité thermique K,
...) de I'échantillon irradié et des caractéristiques du faisceau laser (longueur d’onde A, durée

d’impulsion t et la fluence F).

La fluence laser, notée F, correspond a I'énergie par unité de surface générée par le faisceau laser.

Elle se calcule grace a la formule :
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La fluence laser s’exprime généralement en J-cm™ ou en J-m™ avec E, I'énergie du faisceau laser

exprimée en J, et S, la surface irradiée, en cm?ou en m2.

Pour définir I'énergie laser E déposée a la surface S de I’échantillon, on utilise également
I'irradiance laser. Elle correspond a I'énergie laser déposée par unité de temps et de surface :
E
T txS

Lirradiance laser s’exprime en W-cm™ avec E, I'énergie du faisceau laser en J ; 1, la durée de

I'impulsion laseren's (1 W =1J-s?) etS, la surface irradiée en cm?.

Haglund a proposé une description qualitative des processus physicochimiques relatifs a
I'interaction d'un faisceau laser avec un échantillon non métallique?. Il postule que le phénoméne

d’interaction laser-matiére se décompose en quatre phases :

(i) absorption de I'énergie laser par un processus simple ou multi-photonique (les
propriétés d'absorption de |'échantillon étudié en phase solide sont par conséquent

d'importance majeure) ;

(i) conversion de I'énergie incidente par des processus radiatifs et non-radiatifs de

relaxation ;

(iii) éjection d’especes (atomes, molécules, neutres, ions, électrons, espéces excitées) de

la surface irradiée ;

(iv) la formation et I'expansion d’une plume plus ou moins dense de neutres et d’ions dont

les mécanismes de formation peuvent étre variés.

Ainsi, les molécules organiques amenées en phase gazeuse sont susceptibles de perdre un
électron via des processus de photoionisation ou au contraire d’en capter, générant
respectivement des especes radicalaires positives ou négatives. De plus, si I'énergie absorbée est
suffisante, la rupture d’une liaison dans le cas d’un proton labile peut étre envisagée permettant
ainsi a une espéce ayant un caractere basique de capter un proton et d’observer des ions [M+H]*
et [M-H]". Dans la mesure ou I'énergie fournie par les photons du faisceau laser est suffisante, il
est possible qu’un excés d’énergie interne au sein des ions moléculaires radicalaires ou protonés

conduise a la fragmentation. On parle alors de photo-fragments. Ces mémes espéces peuvent
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également résulter de processus d’ionisation dissociative dans la mesure ou des espéces neutres

excitées sont susceptibles de conduire a des processus de dissociation hétérolytique de liaison.

Deux régimes d'interaction laser-matiére doivent étre considérés : la désorption (LD) et I'ablation
laser (LA). Généralement, la LD conduit a I'émission d’ions, d’atomes et de molécules sans
perturbation substantielle de la surface autour du point d’impact (sans dommages visibles). En
revanche, la LA implique une perturbation a grande échelle de la topologie de la surface. Ainsi,
Haglung différencie ces deux processus en considérant la désorption laser comme un processus a

I’échelle microscopique et I'ablation comme un phénomene mésoscopique.
Selon I'énergie déposée sur I'échantillon, on se place dans des conditions :

- d’ablation a forte fluence (F > 2 500 J-m™)

- de désorption a faible fluence (50 < F < 2 500 J-m™)

Typiquement, il y a deux seuils d’énergie importants en désorption/ionisation laser : le seuil
d’ionisation et le seuil de formation d’'un micro-plasma. Ces deux seuils représentent
respectivement le minimum et le maximum d’énergie nécessaire a I'obtention d’informations
exploitables pour une analyse en spectrométrie de masse. Pour une fluence laser comprise entre

50 et 2 500 J-m?, le régime de désorption/ionisation prédomine.

Un faisceau laser est également caractérisé par sa distribution spatiale d’énergie. Il a été montré
qgue l'existence de plusieurs points chauds dans le faisceau conduit a une augmentation du
rendement de production d’ions. Ceci explique les meilleures performances des lasers N, (337
nm) par rapport aux lasers Nd-YAG (355 nm), les lasers azote présentant naturellement des
faisceaux peu homogenes. Les lasers de type Smartbeam (Nd-YAG 355 nm) développés par Bruker
émettent un faisceau volontairement déstructuré de maniére a générer de nombreux points
chauds, contribuant a augmenter le nombre d’ions produits®. Il est aussi important de contrdler
la stabilité du laser dans le temps afin d’éviter toute dérive de I'énergie, soit au cours d’une série
d’analyses (en imagerie par exemple), soit entre différentes campagnes d’analyses. Le choix du
laser ainsi que I'optimisation de ses parametres seront discutés dans le Chapitre IV consacré a

I'imagerie par spectrométrie de masse sur feuilles de vigne.

2.2.1.2 Désorption/ionisation laser assistée par matrice

Cette technique a été développée par plusieurs groupes, notamment Karas et Hillenkamp?*

mais aussi Tanaka® dans les années 80. A la différence de la LDI, le processus MALDI (Matrix
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Assisted Laser Desorption/lonisation) implique I'utilisation d’une matrice. Généralement les
matrices sont de petites molécules organiques, plus précisément des acides dans le cas d’études
en mode positif. Aprés son mélange avec I'analyte, la matrice absorbe I'énergie apportée par le
laser pour ensuite la retransmettre en partie aux molécules a analyser sous forme d’hydrogénes
labiles. C’est pour cette raison que le MALDI est considéré comme une technique d’ionisation
douce contrairement a la LDI. Toutefois, pour obtenir « un effet MALDI », la matrice doit étre
présente en large excés par rapport a I'analyte, de 100 a 10 000 plus concentrée. Ce phénomene
ne mene a un processus d’ionisation que lorsque la gamme de fluence est comprise typiqguement

entre 30 et 600 J-m?2, 8.

Le processus d’ionisation par MALDI reste de nos jours empirique. Toutefois, cette étude’ réalisée
par Knochenmuss a apporté des éléments de compréhension des processus mis en jeu qui se

résument comme suivant (Figure II-1) :

(i) le laser transmet une énergie photonique qui est absorbée par la matrice ;

(i) 'énergie apportée par les photons induit un processus de désorption correspondant a
un changement de phase, c'est-a-dire le passage d’une phase condensée vers une phase

gazeuse, entralnant une co-éjection de I'analyte intacte et de fragments de matrice.

Les molécules sont alors ionisées en phase gazeuse selon deux processus :
- ionisation primaire : correspondant a la formation de molécules de matrices excitées par
absorption photonique ;
- ionisation secondaire donnant lieu principalement a un transfert de protons en phase

gazeuse.
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Figure 11-1 : processus de la désorption/ionisation laser avec matrice (MALDI) et réactions ion-molécules

mises en jeu lors de la phase d’expansion de la plume.

Ce transfert de proton est induit par les collisions entre la matiere matrice photoexcitée et

I’analyte, ou par les réactions de type acido-basique reposant sur le principe d’affinité protonique

(AP) entre les molécules de matrice et I'analyte. Afin de favoriser thermodynamiquement la

protonation des composés d’intérét, il faut que la matrice ait une AP inférieure a celle de I'analyte

en question. A I'issue de ce transfert de protons, des ions principalement monochargés du type

[M+H]* sont formés. Les protons des groupes acides carboxyliques ou phénoliques provenant de

la matrice, du solvant ou de I’échantillon lui-méme, ainsi que les protons non labiles de la matrice

semblent étre impliqués®. Typiquement, en mode positif, la matrice sera plutét une molécule

acide et en mode négatif, une molécule basique. Enfin, il est rare d’observer la formation d’ions

multichargés en MALDI. Toutefois, d’autres mécanismes de productions d’ions sont décrits dans

la littérature, tels que, des processus de reneutralisation et des mécanismes impliquant des

agrégats®, ou encore des processus de transfert d’énergie induits par dismutation'®. Ces différents

mécanismes sont susceptibles de coexister lors une expérience MALDI.

Bien gu’il existe des protocoles prédéfinis pour une analyse MALDI-MS, I'optimisation de I'étape

d’échantillonnage doit étre réalisée, dans la mesure du possible, pour chaque produit a analyser.

Les parameétres essentiels a optimiser sont le choix de la matrice, le milieu de solvatation ainsi que

le type de dép6t MALDI.
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iv. Choix de la matrice

Le choix de la matrice est I'un des parametres essentiels pour le bon déroulement d’une
expérience en MALDI. En effet, il n’existe pas de matrice universellement efficace pour tout type
de composé. Par conséquent, celle-ci doit répondre a certains critéres afin d’étre parfaitement
adaptée aux types de molécules analysées. Méme s’il n’est possible de satisfaire tous ces critéres,

la matrice doit idéalement :

v' présenter un pic d’absorption dans le domaine d’émission du laser (le plus souvent 3
azote, A=337 nm ou Nd-YAG triplé, A=355 nm) ;

v/ &tre compatible avec le milieu de solvatation de I'analyte, afin de promouvoir une co-
cristallisation homogeéne du dépdt et un meilleur transfert d’énergie ;

v’ éviter la formation d’agrégats entre molécules d’analyte en les entourant (prévenir la
dégradation de I'ion moléculaire analyte lors de I'interaction laser-matiere) ;

v' absorber majoritairement I'énergie transmise par le laser par rapport a I'analyte,
favorisant I'ionisation de I'échantillon par transfert de protons ;

v' permettre l'ionisation de I'ensemble des analytes présents indépendamment de leurs
tailles ;

v' s’ioniser sur une méme gamme de masse différente de celle de I'analyte pour éviter
I'interférence entre les signaux de la matrice et de I’analyte.

v' minimiser la formation d’adduits et/ou fragments de faible masse par le choix, soit de
matrices conventionnelles de faible masse moléculaire, soit de nouvelles matrices

organiques!! et inorganiques??.

Les matrices les plus utilisées en MALDI (Figure 11-2) notamment en mode positif, sont I'acide 2,5
dihydroxybenzoique (DHB)*, I'acide a-cyano-4-hydroxycinnamique (CHCA)* ou encore I'acide
sinapinique (SA)¥® pour les composés de haut poids moléculaire tels les protéines. La 9-
aminoacridine (9AA) est souvent citée dans la littérature pour les analyses en mode négatif'®. Elle
a été notamment utilisée pour I'imagerie MALDI sur des feuilles d’Arabidopsis thaliana*’8. Le
MALDI étant empirique, des références a d’autres matrices présentant des propriétés différentes
peuvent étre trouvées couramment dans la littérature®. Par exemple, la trihydroxyacétophénone
(THAP) peut étre utilisée en tant que matrice donneuse d’électrons. Dans ce cas on observera
également des espéces radicalaires M*. Il existe également des matrices dites accepteurs
d’électron telles que le 1,5 diaminonaphtaléne (DAN). Cette derniére est, toutefois, employée le
plus souvent dans le cadre d’analyses ISD (/In Source Decay), notamment pour l'identification de

protéines®. Enfin, il est possible d’ajouter de I'acide, souvent de I'acide trifluoroacétique (TFA),
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en faible quantité (de 0,1 a 1 %). Celui-ci a pour effet d’améliorer le processus d’ionisation

notamment si des sels sont présents dans le milieu d’analyse.

c)

a) b) d) o]
o OH NH, fe) H3;CO. \ o
H
/5/@4 w on
HO
N CN
HO N HO OCH,

Figure 1I-2 : structures moléculaires de quelques matrices usuelles : (a) acide 2,5 dihydroxybenzoique ; (b) 9-

aminoacridine ; (c) acide a-cyano-4-hydroxycinnamique et (d) acide sinapique.
v Mode de dépdt de la matrice

Apreés le choix de la matrice, il faut considérer le mode de dépot. Ce parametre influence
grandement sur la qualité de 'empreinte spectrale?'??, il est a adapter en fonction de I'analyte a
étudier.

Il existe trois modes de dépot de matrice : le dépot en goutte séchée, le dépbt en couche mince
et le dépot en sandwich.

Pour un dép6t en goutte séchée, la matrice et I'analyte sont mélangés soit dans un tube (de type
Eppendorf®), soit directement sur la plaque d’analyse. Ce type de dépbt est simple et rapide a
réaliser mais le temps de conservation du dépot est faible.

Le dépot en couche mince se réalise en deux étapes. Dans un premier temps, I’échantillon ou la
matrice est déposé(e) sur le porte-échantillon. Apres séchage, on dépose par-dessus soit la
matrice, soit I'échantillon (suivant la premiére couche déposée). Ce mode de dépobt est utilisé
lorsque la matrice et I’échantillon ne sont pas miscibles dans les mémes solvants. L’ordre de dép6t
peut néanmoins avoir une influence sur le spectre de I'analyte. Il présente en outre une meilleure
conservation et permet des analyses plus sensibles mais le nombre de tirs laser en un méme
endroit est plus limité.

Enfin, la méthode sandwich consiste a insérer I'analyte entre deux couches de matrices. Cette
méthode est notamment adaptée aux faibles concentrations d’analytes. Habituellement, la
premiere couche de matrice est préparée dans I'acétone. Elle permet, en outre, avec I'application
d’une deuxiéme couche de matrice, d’obtenir une distribution plus réguliére entre les cristaux de
la matrice et l'analyte. Les effets combinés d’une redissolution et d’'une recristallisation
permettent une meilleure incorporation de I'analyte au sein de la matrice?. Ce mode de dép6t

est également bien adapté pour les acides cinnamiques (CHCA, SA).
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2.2.2 L’électronébulisation

L’électronébulisation est un phénoméne connu depuis 1917%*. Mais ce n’est qu’en 1984
gue John B. Fenn a mis au point la source a électronébulisation proprement dite. Ses travaux ont
permis un développement rapide de cette technique notamment pour I'analyse de biomolécules

de haut poids moléculaire?

Elle repose sur la nébulisation d’un échantillon liquide a pression atmosphérique et a température

ambiante. La Figure 1I-3 présente le schéma de principe de I'électrospray.

N,
Contre électrode Echantillonneur
(qq10V) l

Céne de
Taylor Bourgeonnement
des gouttelettes

Echantillon %

en solution Oo
NZJ e ;
+4000V
o Pression atmosphérique \/([]doe_emeE::;
Ny,

Evaporation 0 Ui, 0 Nz pom Page
du solvant
Fission des 0

gouttes ala

limite de Rayleigh [M+nH] .

Formation d’ions désolvatés par
répétition des 2 processus
précédents

Figure 1I-3 : schéma de principe de la source électrospray (ESI)?®.

L’échantillon est introduit dans la source par I'intermédiaire d’un dispositif pousse-seringue. Les
débits d’introduction sont faibles, typiquement inférieur 8 10 uL-min’t. On distingue trois étapes
dans le processus d’ionisation par électronébulisation : la formation des gouttelettes
électriquement chargées, I'explosion de ces gouttelettes en de plus petites, puis la formation des

ions en phase gaz.

La formation des gouttelettes est obtenue par I'application d’un potentiel élevé aux électrodes du
capillaire d’infusion. L’accélération des gouttelettes chargées vers I'entrée du spectromeétre de
masse est assurée par une différence de potentiel appliquée entre le cone d’extraction de la
contre-électrode et le cone de I'électrode échantillonneuse (quelques dizaines de volts). Lorsque
la solution quitte le capillaire, elle est polarisée par le champ électrique généré par la différence
de potentiel entre le capillaire d’introduction et la contre-électrode (entrée du spectromeétre de
masse). Le diametre du flux d’écoulement diminue et conduit a la formation d’un cone dit « cone

de Taylor ». Lorsque le champ électrostatique est suffisamment intense, le cne s'étire et conduit
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a la formation de gouttelettes chargées a leur surface positivement ou négativement selon la
polarité des ions a analyser. Afin d’assister ce processus, un flux d’azote est appliqué
parallelement a lI'axe du capillaire d’infusion. Les gouttelettes chargées traversent alors
simultanément un gradient de potentiel et un gradient de pression dans la direction du
spectrometre de masse. Le diameétre des gouttes peut étre supérieur a I'échelle du micromeétre.
Celui-ci dépend du champ électrique, du débit de la solution, de la nature du solvant et de la
température qui est appliquée dans la source d’ionisation électrospray?’. Au cours de la
progression de l|’aérosol, I'évaporation du solvant provoque la diminution de la taille des
gouttelettes. Lorsque le rapport charge/surface de la gouttelette devient trop élevé (limite de
Raleigh), les répulsions électrostatiques deviennent supérieures aux forces de cohésion de la
gouttelette. Elle éclate en gouttelettes plus petites. Par évaporation du solvant et explosions
« coulombiennes » successives, le diamétre des gouttelettes diminue fortement. Deux modeéles
sont admis pour le phénoméne de production d’ions désolvatés en phase gazeuse. Selon le
modeéle d’Iribarne?, lorsque la taille des gouttelettes est trop faible, la densité de charge a leur
surface devient telle que le champ électrique local, trés intense, conduit a la désorption des ions
par effet de champ. Pour des composés de plus haut poids moléculaire (peptides et protéines), le
modele décrit par Dole est plus adapté®. Ce modele, dit de charge résiduelle, suggére que les
gouttelettes subissent des cycles successifs d’évaporation et de scission. Les gouttelettes
résultantes contiennent alors en moyenne un ion. Les ions formés en phase gaz apres

I’évaporation du solvant restant, transmettent alors leur charge a I'analyte.

Une des caractéristiques remarquable de la technique d’électronébulisation consiste en la
production d’ions multichargés de type [M+nH]™ en mode d’ionisation positif ou [M-nH]"™ en
mode d’ionisation négatif pour bon nombre de molécules. La présence d’adduits, différents selon
la polarité, est également courante. On retrouve des adduits sodique et potassique en mode

positif et des adduits chlorure, formiate et acétate en mode négatif.

Plusieurs parametres doivent étre bien réglés pour le bon déroulement d’une ionisation par
électrospray. La différence de potentiel appliquée pour I'accélération des ions vers le
spectrometre de masse constitue un paramétre important dans la stabilité des composés. Trop
faible, la transmission des ions vers |'analyseur n’est pas bien assurée ; trop forte, elle peut
provoquer une fragmentation des ions dite dissociation « in source » par collision des molécules
avec les gaz de I'atmosphere de la source. Néanmoins on peut utiliser ce processus d’activation
par collision pour obtenir des informations structurales sans avoir recours a la spectrométrie de

masse en tandem. L’ionisation dépend également fortement de parametres physico-chimiques
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tels que le pH de la solution, la nature du solvant, le nombre de sites de protonation sur la
molécule, de méme que de la différence d’affinité protonique entre le soluté et le solvant. Les
solvants doivent étre volatiles : ceux qui fournissent les meilleurs rendements d’ionisation sont
typiquement les solvants purs comme le méthanol ou I'acétonitrile ou encore des mélanges
acétonitrile/eau ou méthanol/eau®. l’ajout d’un solvant dissociant tel que I'eau peut en effet
favoriser I'ionisation. Il est également possible d’ajouter des sels en faible concentration tel que
I’acétate d’ammonium pour augmenter le rapport signal sur bruit3.. En revanche, lorsque la phase
mobile contient des sels peu volatils ou du TFA par exemple, le rendement d’ionisation diminue
fortement, on parle de suppression ionique. Enfin, la concentration du soluté est un autre
paramétre important ; idéalement, elle doit étre comprise entre 10° et de 10 mol-L afin d’éviter

la pollution de la source.

L'ionisation par électronébulisation a été utilisée pour les analyses d’extraits de feuilles de vigne
par FTICRMS mais également en couplage LC-MS. Pour le couplage, cette source est
particulierement adaptée puisque l'ionisation du liquide se fait en continue. En outre, cette source
implique un processus d’ionisation doux et est adaptée, entre autres, aux composés

phénoliques®?, susceptibles de se trouver au sein des extraits de feuilles de vigne.

2.3.  Laspectrométrie de masse a temps de vol (TOFMS)

2.3.1 Introduction

C'est en 1918 que Dempster introduit I'usage d’une différence de potentiel pour accélérer
et ainsi discriminer en fonction de leur énergie cinétique les ions®. Sur ce principe, les premiers
spectrometres de masse a temps de vol appelés velocytrons ont été proposés a la fin des années
1940%*%, Ils ont connu, depuis la fin des années 1980, un essor considérable lié & des
améliorations électroniques notables et a I'’émergence de la désorption/ionisation laser assistée
par matrice (MALDI). La spectrométrie de masse a temps de vol est actuellement I'une des
techniques les plus utilisées en analyse de composés bio-organiques. Les développements actuels
sont relatifs a la mise en place de systémes hybrides pour faciliter les analyses structurales
(notamment par rapport a la PSD « Post-Source Decay ») par une analyse de masse en tandem
(MS/MS, instruments TOF/TOF) ou le couplage a des sources continues (Q-TOF).

Un spectrométre de masse MALDI-ToF Reflex IV commercialisé par la société Brucker Daltonics a
été utilisé pour I'imagerie de feuilles de vigne par spectrométrie de masse (MSI). Cette application

particuliére sera détaillée dans le Chapitre IV.
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2.3.2 Principe général de I'analyseur a temps de vol

Dans un vide poussé, les ions de masse m (exprimée en gramme) et de charge ze
(Coulomb) accélérés par une différence de potentiel V (volt), acquiérent une énergie cinétique

Ec(joules) :

Leur vitesse est égale a :

Le temps nécessaire au parcours d’une distance L (en métre) est donné par :

t—L’m —K\[m K=L 1
B 2zeV z avec k= 2eV

Donc, pour une distance L donnée, les ions de masses différentes seront séparés en fonction de
leurs temps de parcours. La détection des ions peut étre réalisée en mode linéaire ou en mode
réflectron. Dans la configuration linéaire, les ions aprés un parcours de 1,8 m (pour notre
instrument) frappent un détecteur a galettes micro-canaux (MCP). Un signal est alors produit,
amplifié puis digitalisé. Bien adapté a I'analyse de composés de haut poids moléculaire, ce mode
conduit a une tres bonne sensibilité mais a une résolution en masse limitée. Afin d’augmenter
cette derniere, une méthode alternative est employée, il s’agit du mode réflectron. Dans ce cas,
les ions pénétrent dans un amortisseur électrostatique ou ils perdent progressivement leur
énergie cinétique avant d’étre accélérés de nouveau dans le second tube a temps de vol puis
détectés par un second jeu de galettes micro-canaux (Figure 1l-4). Ce dispositif assure la
refocalisation en énergie cinétique des ions de méme rapport m/z. La dispersion en énergie
cinétique est en fait le principal responsable de la diminution de la résolution en masse définie

par:

gt _t
T Am 2At
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Figure 1I-4 : schéma de principe du spectrométre de masse a temps de vol Reflex IV, Bruker Daltonics.

L’extraction retardée (Delayed Extraction DE ou Pulse lon Extraction PIE dans le cas de notre
appareil) est un autre dispositif permettant d’accroitre la résolution®. Cette technique permet de
compenser le retard initial des ions de méme rapport m/z produit par désorption/ionisation laser,
afin que tous ces ions de méme m/z arrivent en méme temps sur le détecteur. Pour ce faire, un

délai est introduit entre I'ionisation et |I’extraction des ions.

Lors de I'impact laser, des ions formés de méme m/z ont des vitesses initiales variables. Pendant
un temps trés court de quelques nanosecondes, ces ions évoluent vers la premiéere lentille L1 qui
est au méme potentiel que la cible (Figure II-4). Au bout d’un temps 1 le potentiel de cette lentille
L1 est diminué et les ions sont alors accélérés. L’'ion le plus lent sera alors soumis a un champ
électrique plus intense que les ions plus rapides et rattrapera ainsi son retard qu’il aurait eu sans
I’extraction retardée. Des distributions plus étroites de temps d’arrivée des ions de méme m/z au
détecteur sont ainsi obtenues, ce qui se traduit par une meilleure résolution que celle obtenue
sans extraction retardée. Selon la masse des ions a analyser, différentes valeurs de délais
d’extraction peuvent étre appliquées. Deux parametres sont a optimiser : le délai t et la tension

d’extraction intermédiaire de la lentille L1.

L'arrivé d’instruments équipés d’un réflectron et de I'extraction retardée permettant d’obtenir
une meilleure résolution spectrale, a contribué a relancer fortement le développement et
I'utilisation des instruments de type TOF.

2.3.3 Instrumentation

Pour des expériences MALDI, la nature de I'échantillon (solide ou liquide) conditionne son

échantillonnage. Dans le cas d’échantillons liquides, I’échantillon est déposé avec la matrice en

mélange intime pour cristalliser sous forme de dép6t. Par exemple, pour un solide (coupe de tissus

de végétaux ou d’animaux), I’échantillon est fixé a I'aide d’un adhésif en aluminium sur le porte-

échantillon.
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Les ions sont générés par ablation laser. Deux lasers sont disponibles sur cet appareil, un laser
azote de longueur d’onde A = 337 nm et un laser Nd-YAG quadruplé en fréquence de longueur
d’onde A =266 nm. Lors de cette étude, les analyses LDI ont été menées en majorité avec le laser
a 266 nm.

Le laboratoire est également doté d’un instrument MALDI-TOF Ultraflex IIl (Brucker Daltonics)
équipé d’un laser « Smartbeam » Nd-YAG triplé en fréquence de longueur d’'onde A = 355 nm. Les
avantages des lasers Nd-YAG par rapport aux lasers N, se situent notamment au niveau de la
cadence de tir, 1 000 Hz contre 50 Hz mais aussi de la durée de vie, 10° tirs contre 2.10” a 6.10’
tirs3.

Ce spectromeétre de type TOF-TOF donne, en outre, la possibilité d’effectuer des études
structurales, par le biais d’une cellule « LIFT ». Ce mode de fragmentation d’ions métastables est
basé sur 'augmentation de I’énergie cinétique entre I'ion précurseur et le plus petit ion fragment
jusqu’a un niveau de différence d’énergie n’excédant pas 30 %. Dans ce cas, tous les ions
fragments peuvent étre détectés simultanément avec I'ion précurseur. L'ion précurseur d’intérét
et ses fragments associés sont alors sélectionnés dans la zone PCIS (precursor ion selector, Figure
11-5) utilisée comme filtre de masse. Les ions arrivent alors dans la cellule LIFT placée juste derriere
la zone PCIS, dans laquelle ils se séparent suite a une phase d’accélération. Une seconde unité de
déviation (PLMS : post lift metastable suppressor) située entre le LIFT et le réflecteur permet
d’éliminer les ions parents dont le signal trés intense nuirait au rapport S/N des fragments. Le LIFT
permet ainsi de réaliser un spectre MS/MS en une seule fenétre d’acquisition contrairement au
PSD (Post-Source Decay) ou plusieurs fenétres sont nécessaires pour reconstruire le spectre final

en diminuant progressivement la tension du réflecteur.

_=35 —Drift region——
2203 PCIS PLMS
| |
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Figure II-5 : schéma de principe de I’'Ultraflex 11I*’.

Cette appareil a été utilisé pour I'analyse de standards ou d’extraits en MALDI mais n’a pas pu étre
utilisé pour I'imagerie. Cet aspect sera abordé dans le Chapitre IV. Pour les deux spectrometres a

temps de vol, la détection des ions est réalisée en mode réflectron.
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2.4.  Laspectrométrie de masse a résonance cyclotronique des ions a transformée de
Fourier (FTICRMS)

2.4.1 Introduction

La spectrométrie de masse par résonance cyclotronique a transformée de Fourier
(FTICRMS) assure la mesure précise de la fréquence de giration des ions dans un champ
magnétique intense produit par un aimant solénoide supraconducteur. Elle combine I'analyse
simultanée en mode haute résolution FWHM (full width at half maximum) de 100 000 a plus d’un
million et haute précision (justesse) sur la mesure du rapport m/z. Cette précision en masse
permet d’obtenir des différences entre les valeurs mesurées et les valeurs théoriques, exprimées
en partie par million (ppm), typiguement inférieures a 1 ppm. L’association de cette technique a
une grande variété de techniques d’ionisation en fait un outil puissant et sans égal dans le
domaine de la spectrométrie de masse3°,

Lors de ces travaux de thése, cette technique a été utilisée pour I'étude des profils métaboliques

des extraits de feuilles de vigne en infusion directe. Ceci fera I'objet du Chapitre lil.

2.4.2 Origine et principe de la FTICRMS

C’est en 1929, aux Etats-Unis, que Lawrence (prix Nobel en 1939) découvre le principe du
cyclotron®'. En 1949, I'équipe de Hipple détermine la fréquence de résonance cyclotronique du
proton a l'aide d’un instrument appelé Omégatron*?. Ces deux travaux sont a la base de la
technique de spectrométrie de masse par résonance cyclotronique des ions (ICRMS). C’est en
1974 que Comisarow et Marshall* associent le traitement par transformée de Fourier rapide (FFT)
a I'analyse des ions par ICRMS. Le premier instrument doté d’un aimant supraconducteur est
commercialisé en 1983. Jusqu’alors des électroaimants de 1 a 1,6 Teslas étaient employés.
Actuellement, la force du champ magnétique des appareils commerciaux est comprise entre 7 et
15 T. Un instrument doté d’un aimant de 21 T est actuellement en cours de développement au
laboratoire des hauts champs magnétiques a Tallahassee en Floride sous la direction d’Alan

Marshall.



155150 Instrumentation

Figure 1I-6 : principe du mouvement cyclotronique. F_l) représente la force de Lorentz et F_Z) la force centrifuge.

L’étude du mouvement cyclotronique est a I'origine de la mesure du rapport m/z d’un ion par la
technique FTICRMS. Un ion de masse m et de charge g possédant une vitesse v, adopte une
trajectoire circulaire uniforme de rayon r lorsqu’il est plongé dans un champ magnétique B,. Ceci
résulte de I'action de la force de Lorentz Fl) et de la force centrifuge Fz) Ces deux forces de sens

opposé agissent simultanément. Elles conduisent a I’établissement d’'un mouvement stable si leur

module est égal (Figure 11-6).

Expression de la force de Lorentz :

Expression de la force centrifuge :

— mv- -
Fz - — k
r
|F1| = |F]
muv?
quB, =
qBo v
— T a)c
m r
Avec q = ze
eB,
We =my,

F, = q X 3 AB, = quBok
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L. est appelée fréquence cyclotronique, elle est exprimée en Hertz. La fréquence cyclotronique
dépend du champ magnétique B, appliqué. Elle est inversement proportionnelle au rapport m/z
et indépendante de la vitesse initiale des ions présents dans la cellule d’analyse. La mesure de la
fréquence cyclotronique d’un ion plongé dans un champ magnétique permet ainsi d’obtenir son
rapport masse sur charge. La précision de la mesure du rapport m/z va dépendre de la qualité de
la mesure de la fréquence cyclotronique. Il est alors nécessaire que le champ magnétique soit
intense (> 4,7 Teslas) mais aussi trés homogéne, d’ou l'utilisation d’aimants solénoides

supraconducteurs.

2.4.3 Instrumentation

Bien que les premiers spectrométres de masse de type FTICR utilisaient des sources
internes d’ionisation, ceux actuellement commercialisés bénéficient de sources externes. Ceci
limite notamment les contraintes de pompage, principalement lors de lintroduction de
I’échantillon. Dans ce cas, la pression au sein de la cellule de mesure FTICR est bien plus basse que
celle des dispositifs a source interne (~107° mbar). Cela permet un temps de vie plus long des ions
lors de I'acquisition de leur signal et des conditions plus favorables pour atteindre des résolutions

FWHM proches de 1 000 000.

Les études décrites dans la suite de ce manuscrit ont été conduites a I'aide d’un spectrométre de
masse FTICR doté d’'un champ magnétique de 9,4 Teslas. Ce spectrometre de masse de modele
« Explorer QFT-9 » a été congu par la société lon Spec (lonSpec, Varian Corporation, Palo Alto, Ca,
USA). Il est équipé de deux modules constitués chacun d’une cellule FTICR cylindrique et d’'un
systeme de transfert et de stockage d’ions et d’une source d’ionisation externe. Le premier
module installé sur ce spectrometre de masse correspond a une source d’ionisation externe par
électro-nébulisation de type « Z-Spray™ » développée par Micromass/Waters. La deuxiéme
source d’ionisation appelée « ProMALDI » (lonSpec, California, Lake Forest, USA) est une source
MALDI équipée d’un laser Nd-YAG Orion (New wave research, Fremont, USA), triplé en fréquence,
délivrant une énergie maximale de 8 mJ/impulsion a la longueur d’onde de 355 nm. La Figure II-7
présente le spectrometre de masse FTICR, avec I'aimant supraconducteur au centre et les deux

modules d’ionisation : a droite celui pour I'électrospray et a gauche le module « ProMALDI ».
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Figure II-7 : photographie du spectrométre de masse FTICR Explorer QFT-9 (Varian). A droite, le module ESI

est en position de retrait, et a gauche, le module ProMALDI est en position engagée dans la cellule®.
2.4.4 Déroulement d’une analyse FTICRMS

Une description de linstrument utilisé avec sa source d’ionisation externe a
électronébulisation est présentée en Figure 1I-8. Trois étapes successives sont nécessaires pour
I'obtention d’un spectre de masse : 1) la production des ions dans la source, soit par
électronébulisation soit par désorption/ionisation laser suivie de leur stockage dans un hexapdle ;

2) le transfert des ions de la source vers la cellule FTICR ; 3) leur détection et analyse.

3) Analyses des 2) Transfert des 1) Production
ions ions desions
Superconducting Magnet ) c:ﬁ;;%ocl:ee" Hexapole ESI Source

lon Guide Quf;zlrggole SaCmpIing

Liquid
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Isolation
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Figure 11-8 : schéma du spectrométre en mode ESI-FTICRMS détaillant les différents éléments instrumentaux
qui le composent.
L’enchainement de ces différents événements est piloté par le logiciel Oméga. Une interface
graphique permet de suivre et de modifier les parameétres instrumentaux de fagon chronologique
(Figure 11-9). On distingue 5 étapes successives qui s’organisent suivant un axe temporel (notées

de A3 E).
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Figure 11-9 : schéma synoptique d'analyse FTICRMS en utilisant le module d’électronébulisation.

Au début de chaque séquence d’analyse, les potentiels des différentes plaques de piégeage de la
cellule d’analyse sont portés a une tension de signe opposé a celui de la charge des ions a analyser.
Ceci a pour effet d’éliminer tous les ions résiduels associés a une expérience précédente ; c’est

I’étape A.

» Production des ions

C'est I'étape B, durant laquelle les ions générés a partir de I'analyte dans la source Electrospray
sont transférés par I'intermédiaire des multipéles Q1 et Q2 puis ensuite stockés dans I'hexapoéle
Q3 dit de stockage en vue d’étre injectés plus tard dans la cellule d’analyse. Cet hexapoéle
fonctionne uniquement en mode radiofréquence (RF-only). Tous les ions possédant un domaine
de stabilité compatible avec les paramétres instrumentaux appliqués ou associés a cet hexapole
(amplitude et fréquence de la RF, distance entre les barreaux) adoptent une trajectoire stable. lls
sont maintenus a l'intérieur de I’hexapdle par I'application de potentiels continus identiques et
adéquats (fonction de la polarité des ions piégés) sur les plaques d’entrée et de sortie. Il faut, en
outre, prendre soin d’ajuster le temps d’accumulation des espéces dans I’hexapole de maniére a
générer des ions en quantité suffisante sans pour autant saturer la cellule. Ceci peut effectivement

nuire a la résolution et a la précision sur la mesure en masse ou induire également des
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fragmentations « in source » pouvant biaiser I'identification des analytes (réduction de I'intensité
des ions moléculaires). Il convient aussi a ce niveau d’homogénéiser les tensions de I'hexapodle de
stockage et du guide d’ion pour favoriser la stabilité et la conduction de la gamme de masse

souhaitée vers la cellule ICR.

» Transfert des ions

Les ions piégés dans I'hexaplle de stockage sont acheminés vers la cellule d’analyse a I'aide d’un
guide d’ion (étape C). De type hexapolaire, il fonctionne de maniére identique a I’hexapodle de
stockage. L'ajustement de I'amplitude et de la fréquence de la radiofréquence permet de
sélectionner la gamme de rapport m/z pour laquelle le transfert des ions se fait de fagon optimale.
Le transfert des ions débute par I'abaissement du potentiel continu a la sortie de I'hexapéle de
stockage (Q3 EXIT) et I'ouverture de la séparation physique (SHUTTER DC) entre la partie source
(~107* Torr) et la partie trés basse pression de I'instrument (~107*° Torr) associée a la cellule FTICR.
Sous l'effet de la différence de potentiel entre les deux extrémités de I’'hexapdle de stockage, les
ions sont accélérés dans 'optique de transfert électrostatique. Le potentiel de la plaque de
piégeage de la cellule FTICR du c6té "guide d’ion" est mis a la terre pendant une durée variable
pour permettre I'introduction des ions dans la cellule. Un pulse d’azote peut étre alors introduit a

ce niveau pour thermaliser les ions au sein de la cellule FTICR.

» La détection des ions au sein de la cellule (Etape E)

Le mouvement cyclotronique des ions, induit par l'interaction de ces derniers avec le champ
magnétique, prend place au sein de la cellule FTICR (piége de Penning, Figure 11-10). La pression
dans cette partie de I'instrument est de I'ordre de 107° Torr. A ces pressions, le libre parcours
moyen d’un ion est important (plusieurs centaines de métres) ce qui accroit leur durée de vie. Un
piege de Penning peut adopter plusieurs géométries (cubique, parallélépipédique, cylindrique).
Dans notre cas, la cellule ICR est de forme cylindrique (Figure 11-10). Il est systématiquement
constitué par trois jeux (au moins) de deux plaques appariées. Ces trois paires de plaques
permettent la succession des trois étapes nécessaires a la production d’un spectre de masse

FTICR : le piégeage, |'excitation et la détection des ions.
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Figure 11-10 : schéma et photographie de la cellule ICR de forme cylindrique du spectrométre de masse
Explorer QFT-9.

= Le piégeage:

Le champ magnétique By assure le confinement des ions dans le plan perpendiculaire au champ
magnétique. Pour les piéger dans la derniere direction, un puits de potentiel est créé par
application d’un potentiel sur une premiére paire de plaques dites de piégeage.

Le signe du potentiel appliqué sur les plaques de piégeage est adapté a la polarité des ions
analysés. Il doit étre le plus faible possible pour limiter les oscillations de piégeage afin de limiter
la perturbation du mouvement cyclotronique. A cette fin, I'instrument employé dans cette étude
assure la création de deux puits de potentiel emboités. Le premier permet un piégeage efficace
des ions a des potentiels de I'ordre £ 30 V. Apres thermalisation des ions, ce potentiel est abaissé
typiquement a £ 1,5 V. Les espéces ioniques sont alors piégées par un second jeu de plaques de
piégeage portées a un potentiel de £ 0,20 V.

L’'emploi d’une source externe d’ions et 'utilisation d’une ligne de transfert impose que le puits
de potentiel s’ouvre pour laisser entrer les ions au coeur de la cellule FTICR. Cette étape est

critique. Elle peut conduire a des discriminations au sein de la population d’ions.

= |’excitation :

Apreés leur introduction au sein de la cellule, les ions se trouvent sur une orbite basse. Leur rayon
de giration est de lI'ordre de quelques dixiemes de millimetres. Leur mouvement, de type
brownien, n’est pas cohérent. L’application sur la seconde paire (plaques d’excitation) d’une
radiofréquence (début de I'étape E) permet, par un phénomene de résonance, un transfert
d’énergie aux différentes populations d’ions présentes dans la cellule. Le rayon de la trajectoire
augmente jusqu’a étre porté au voisinage des plaques de détection. Cette étape a également pour
effet d’augmenter la cohérence des ions possédant un méme rapport m/z. Le rayon de I'orbite ne
dépend que de la tension d’excitation et de la durée d’excitation. Il faut alors contréler deux

parametres importants pour I'acquisition du spectre de masse : I'intensité d’excitation et la durée
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d’irradiation (quelques ms). En général, un temps d’acquisition long conduit a une meilleure
résolution. Dans notre cas, le temps d’acquisition a été porté a 525 ms soit 2048 K points
enregistrés. Avec ces paramétres, la résolution moyenne est de I'ordre de 200 000 (Am/m) avec

une précision de mesure en masse de I'ordre du ppm.

= |adétection et I'obtention d’'un spectre de masse :

Les ions proches du troisieme jeu de plaques induisent par leur mouvement circulaire un courant
alternatif (Figure 1I-11) détecté par une électronique adaptée. La superposition des signaux
associés a des ions de rapport m/z différents permet d’obtenir un signal composite appelé
interférogramme (transient en anglais) ou les sinusoides amorties de I'ensemble des ions présents

dans la cellule se superposent et se combinent.
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W.M. Keck FT-ICR Mass Spectrometry Laboratory

Figure II-11 : les différentes étapes d’acquisition d'un spectre de masse :
a) induction d’un courant - b) interférogramme - ¢) transformée de Fourier - d) spectre en fréquence - €)
spectre de masse.
Pour extraire de ce signal complexe toutes les fréquences fondamentales qui le composent, une
opération de transformée de Fourier est utilisée (FFT, Fast Fourier Transform). On obtient alors
un spectre en fréquence (représentation de l'intensité du signal mesuré aux différentes
fréquences). Avant le traitement par FFT, le signal détecté subit une opération d’apodisation par
la fonction Blackman-Harris et un remplissage de zéro pour augmenter le nombre de points. Ces
opérations améliorent la qualité du spectre obtenu. Par ailleurs, 'accumulation de plusieurs
interférogrammes pour constituer un spectre de masse augmente le rapport S/N

proportionnellement a la racine carrée du nombre de transient considéré.
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2.4.5 Modes de fragmentation

Une expérience de spectrométrie de masse en tandem ou MS/MS ou MS" débute par la
sélection de I'ion parent. Dans notre cas, elle est effectuée a I'aide d’'une expérience SWIFT
(Stored-Waveform Inverse Fourier Transform). Une radiofréquence est appliquée sur les plaques
d’excitation afin que le rayon du mouvement cyclotronique des ions soit porté au-dela des limites
physiques de la cellule FTICR. Il s’agit d’un signal composite associant les fréquences séculaires de
tous les ions dans une gamme de rapports m/z donnée a I'exception de celui de I'ion parent.

Le spectromeétre FTICR de notre laboratoire permet de réaliser des expériences de spectrométrie
de masse en tandem selon trois modes de fragmentation : I'IRMPD (InfraRed MultiPhoton
Dissociation), I'ECD (Electron Capture Dissociation) et le SORI-CID (Sustained Off-Resonance
Irradiation / Collision Induced Dissociation). Lors de nos travaux, les expériences de fragmentation

ont été intégralement réalisées a I'aide du mode SORI-CID.

Une expérience SORI-CID combine l'introduction d’un gaz de collision (ici de l'azote) et
I'application d’une radiofréquence afin d’augmenter I'énergie cinétique de I'ion parent. Cette
radiofréquence est appliquée a une fréquence trés proche de la fréquence de I'ion parent (off-
resonance)®. Par défaut, la fréquence I'offset est de 1,5 % par rapport a la fréquence de I'ion.
Dans ces conditions, son énergie cinétique et donc le rayon de sa trajectoire croit et décroit de
facon séquentielle pendant la période de temps associée a I'application de cette RF. Par collision,
une partie de I'énergie cinétique est convertie en énergie interne ce qui a pour effet d’induire la

fragmentation. Pour un ion protoné la relation suivante s’appliquera :

[M + H]* + N, » Fragments™ + neutres + N,

L'amplitude base a pic de la RF et la durée de l'irradiation sont des parametres critiques dans
I’obtention du spectre de fragmentation tout comme la quantité de gaz de collision introduite.
Dans cette étude, plusieurs parametres SORI-CID ont été utilisés. Pour I'étude comparative de la
fragmentation de différents ions, présentée dans le Chapitre lll, chaque ion est excité par la
radiofréquence pendant une durée de 150 ms et une bouffée de gaz de collision, stockée a 80
mbar, est envoyée par un systéme de vanne de fuite pendant 10 ms, les deux événements étant
conjoints. Pour les autres expériences de fragmentation présentées dans cette étude, les
parametres sont choisis individuellement pour obtenir le meilleur rendement de fragmentation
possible.

La détermination de I'énergie au centre de masse par cycle (Ecom) permet d’évaluer la stabilité

relative des ions parents étudiés a I'aide de la formule suivante :
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qz'VbZ—p ) M
4mAw? M+m

Ecom =

ou, g et msont la charge et la masse de I'ion, Vi, et Aw|’amplitude base a pic de la radiofréquence
et le décalage en fréquence par rapport a la fréquence cyclotronique de I'ion (offset). M est la

masse du gaz de collision, ici du N,.

Par exemple, pour la fragmentation de I'ion m/z 815 en SORI-CID avec une amplitude base a pic

définie a 12 V et un offset de 2 633 Hz, I'énergie calculée au centre de masse sera égale a 0,59 eV.

2.5.  Le couplage LC-lonTrap MS

Le couplage de la chromatographie en phase liquide avec la spectrométrie de masse est
devenu courant dans le domaine de la chimie analytique. C’'est I'une des techniques les plus
adaptées pour I'analyse d’extraits de plantes de par sa robustesse et la possibilité d’analyse sur
une large gamme de masse et de polarité moléculaire. C'est grace a la chromatographie que la
résolution des composés isoméres (voire isobare pour la spectrométrie de masse basse
résolution) peuvent étre mis en évidence au sein des mélanges, la spectrométrie de masse (a
I’exception des spectrometres a mobilité ionique) étant incapable d’en faire la distinction. De plus,
le nombre de métabolites détectables est également plus important par rapport a I'infusion

directe avec la réduction de I'effet de suppression ionique engendré par la matrice.

Cependant, le développement d’'une méthode chromatographique peut s’avérer long. De plus, les
analyses avec gradient d’élution durent bien plus longtemps qu’une analyse en infusion directe.
Les deux techniques présentent des avantages et des inconvénients mais peuvent fournir des jeux
de données complémentaires pour un méme échantillon. Ce point sera discuté lors du Chapitre

2.5.1 La chromatographie liquide haute performance (HPLC)

Les expériences chromatographiques ont été menées sur une chaine de type HPLC Dionex
Ultimate 3000 (Dionex, France) pilotée par le logiciel Chromeleon™ 6.80. Cette chaine se compose
d’'une pompe LPG-3400M quaternaire munie d’un dégazeur en ligne et d’un injecteur
automatique. La colonne utilisée est une Symmetry Shield (Waters) phase inverse C18 (4,6 x 50
mm) de 3,5 um de diameétre interne. Le volume de la boucle d’injection est de 20 pL et le débit de
phase mobile est de 200 pL-min™. Dans le cas du dosage des stilbénes, une élution isochratique a
été employée. Pour le screening des extraits de feuilles de vigne, un gradient d’élution a été

développé et sera détaillé dans la partie correspondante. En effet, les molécules potentiellement



Instrumentation [ [5G

présentes possedent des polarités trés différentes et requierent donc la mise en place d’un

gradient d’élution.

L'HPLC est une méthode puissante de séparation mais elle nécessite I'utilisation de standards pour
I'identification de composés. Les détecteurs UV ou DAD ne permettent pas d’obtenir des
informations structurales. Dés lors, la spectrométrie de masse utilisée en tant que détecteur
s’avere étre un atout de poids, d’autant plus si I'analyseur permet la réalisation d’expériences de

fragmentations.

2.5.2 Le piége a ions

Lors de ces travaux, le couplage chromatographie haute performance avec un analyseur
basse résolution, le piége a ions ou trappe ionique, a été employé (LC-ITMS). Le principe général

de cet analyseur est brievement décrit dans les paragraphes suivants.

2521 Introduction

C'est en 1953 que Paul W. et Steinwedel H. ont décrit I'analyseur de type trappe ionique
pour la premiére fois. Mais c’est véritablement a la fin des années 80 que son potentiel apparait
atravers le développement de la source a électrospray et les avancées technologiques concernant

la détection, le stockage et I'éjection sélectifs des ions.

La trappe ionique ou piege ionique est constituée de deux électrodes de forme quasi hyperbolique
dites électrodes chapeaux et d’une électrode annulaire soumises a différents potentiels en
fonction de I'étape d’analyse (Figure 1I-12). Les ions entrent et sortent de la trappe par des orifices
situés dans les électrodes chapeaux. Une analyse par trappe ionique implique plusieurs étapes
distinctes. On distingue notamment le piégeage et I'éjection des ions. Pour une analyse en MS/MS,

deux étapes s’additionnent aux deux précédentes citées, |'isolement et la fragmention de I'ion.

Hélium Electrode Electrodes
l annulaire chapeaux

Entrée des ions

Figure 11-12 : schéma du piége a ions.
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Contrairement a d’autres types d’analyseurs, les ions restent confinés a l'intérieur de la
trappe. Les ions sont injectés et extraits du piege a ions par les orifices situés sur les électrodes
chapeaux. L'application sur les deux types d’électrodes d’une combinaison de potentiels
alternatifs (radiofréquence) et continus conduit a créer un champ quadripolaire au sein du piege.
Afin d’améliorer la qualité du piégeage, de I’hélium est introduit dans la trappe a une pression
constante (environ 10 bar). Ceci permet de thermaliser et de contraindre les ions a rester proches
du centre du piege. Les ions piégés décrivent des trajectoires correspondantes au champ
quadripolaire, appelées courbes de Lissajous, liées aux variations de polarité alternative de

|’électrode annulaire.

L'éjection a lieu apres le piégeage des ions dans la trappe et peut se faire de deux facons. Une
éjection simple se fait par balayage croissant de la radiofréquence appliquée a I'électrode
annulaire, afin de déstabiliser la trajectoire des ions en fonction de leur rapport m/z croissant. La
moitié des ions sont donc éjectés vers I'électrode d’entrée et ne seront donc pas détectés, tandis
que I'autre moitié sera dirigée vers I'électrode de sortie en direction du détecteur. Cependant, les
faibles valeurs de tensions applicables limitent cette technique qui ne permet pas d’éjecter des
ions de hautes masses (m/z > 650). L’éjection résonante est utilisée pour obtenir une gamme
d’ions plus importante. L’éjection des ions est réalisée dans ce cas en appliquant une tension
alternative aux électrodes chapeaux de sortie, ainsi qu’une radiofréquence a I'électrode annulaire.
Puisque chaque ion de rapport m/z posséde une fréquence qui lui est propre, en appliquant aux
électrodes chapeaux un potentiel a une fréquence correspondante a la fréquence de résonance
d’un ion, celui-ci voit son énergie cinétique augmenter. De ce fait, une éjection successive de
chaque ion de rapport m/z peut étre obtenue en augmentant de maniére progressive les tensions

appliquées sur les électrodes chapeaux et sur I'électrode annulaire.

25272 Fonctionnement en mode de fragmentation MS"

De la méme maniére qu’une analyse MS, les ions sont d’abord piégés dans la trappe. Un

ion, appelé ion précurseur, est alors isolé puis fragmenté en un ou plusieurs ions appelés ions
produits. L'isolement consiste a isoler I'ion précurseur dans la trappe ionique. Pour cela, tous les
ions de rapports m/z plus faibles que I'ion précurseur sont éjectés par balayage croissant de
I'amplitude de la radiofréquence appliquée a I’électrode annulaire. Les ions de rapports m/z
supérieurs a I'ion précurseur sont quant a eux éjectés par éjection résonante. La fragmentation
en mode CID (Collision Induced Dissociation) a lieu aprés isolement de I'ion précurseur dans la

trappe. Une faible tension alternative est appliquée aux électrodes chapeaux a la fréquence de

résonnance de cet ion qui va alors augmenter son énergie cinétique et se fragmenter par collision
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avec les molécules de gaz tampon, dans ce cas I’hélium. Les ions produits sont transférés dans la
cellule basse pression. lls sont alors éjectés et analysés de la méme maniére que pour une analyse

en mode MS.

Lorsque les ions précurseurs sont fragmentés pour donner une premiére génération d’ions
produits, on parle de MS/MS mais on préférera noter MS? pour la trappe car cet analyseur a la
particularité de permettre la génération d’ions produits de seconde génération a partir de la
sélection d’un ion produit précurseur. On parle alors de MS? (I’appareil permettant d’aller ici
jusqu’a MS™¥). Cette technique est 'une des plus efficaces pour des études structurales, en

donnant la possibilité de retrouver la filiation des ions.
2.5.2.3 La trappe linéaire

Les toutes premiéres expérimentations sur ce qui deviendra plus tard la trappe linéaire
furent réalisées par Church en 1969%. Il parvint a stocker des ions H* et He* dans deux quadripéles
refermés sur eux-mémes en forme d’hippodrome. En 1989, Prestage et al. décrivirent un piege
quadripolaire linéaire pour I’étude du comportement d’ions piégés*’. Suite a ces premiers travaux,
les trappes linéaires ont trouvé rapidement de nouvelles applications dans de nombreux
domaines de la spectrométrie de masse“®. Par rapport aux trappes 3D, les trappes linéaires ont
une meilleure efficacité d’injection et une capacité de stockage plus importante. Elles peuvent, de
plus, se combiner avec d’autres analyseurs pour donner naissance a des configurations hybrides ;
dans ce cas, elles sont utilisées pour la sélection d’ion lors d’expériences de spectrométrie de

masse en tandem.

Les études en LC-MS ont été menées sur un spectrometre de masse LTQ Velos Pro (Thermo Fisher
Scientifique, MA, Etats Unis). L’architecture de cet appareil est batie autour de deux trappes
linéaires. L’analyseur est constitué, en outre, d’une source électrospray, d’une série de lentilles et
de multipéles qui assurent la transmission des ions, puis de deux cellules a haute et basse pression

pour le piégeage et I'analyse des ions (Figure 11-13).
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Figure 1I-13 : schéma de principe du spectrométre de masse Velos Pro.

Dans le cas d’une trappe linéaire, les ions sont confinés radialement par une radio fréquence (RF)
bidimensionnelle, et axialement par des potentiels d’arrét appliqués aux électrodes. Le Velos Pro
utilise 6 tensions continues de piégeage axial, une pour chaque section des barreaux des deux

pieges linéaires.

Section
. arriere

Section
centrale

Section
frontale

Figure 1I-14 : représentation schématique d’une trappe linéaire.

Le Velos Pro est équipé de deux trappes successives. Dans la premiére, dite a haute pression, a
lieu le piégeage, I'isolement et la fragmentation des ions. Les tensions d'isolement de l'ion, de
I'excitation résonante alternative et de I'éjection résonante alternative sont appliquées aux
barreaux de sortie pour expulser les ions vers les détecteurs. Lorsque la fréquence de courant
alternatif appliquée aux barreaux est égale a la fréquence du mouvement de l'ion piégé
(dépendante de sa masse), l'ion acquiert de I'énergie cinétique. Si I'amplitude de la tension
appliquée est suffisamment grande, I'ion est éjecté de I'analyseur vers les détecteurs selon la

direction X (Figure 11-14).

La tension appliquée pour l'isolement d’un ion lors d’expériences SIM (Selected lon Monitoring),

SRM (Selected Reaction Monitoring), CRM (Consecutive Reaction Monitoring) ou MS" est une
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N

forme d'onde d’éjection résonante multifréquence. La tension d'isolement des ions, combinée a

la tension RF principale, éjecte tous les ions a I'exception de ceux de rapports m/z sélectionnés.

Au cours d’expériences de fragmentation par CID (Collision Induced Dissociation) en SRM, CRM,
ou MS", une tension alternative d'excitation résonante est appliquée sur les barreaux de sortie
pour favoriser la fragmentation des ions précurseurs. Ceci améliore le mouvement des ions en
augmentant leur énergie cinétique. Aprés plusieurs collisions énergétiques avec I'hélium (gaz de
collision présent au sein de I'analyseur), les ions augmentent suffisamment leur énergie interne

pour se dissocier en ions produits. Ces derniers sont ensuite analysés.

Pour permettre la détection des ions, la tension alternative d'éjection résonante éjecte les ions a
partir de I'analyseur de masse tout en améliorant la résolution en masse et la sensibilité. Cette de
résonance est appliqguée en méme temps que la rampe de la RF principale. Les ions entrent ainsi
en résonance avec la tension alternative d'éjection résonante. Lorsqu'un ion approche de la
résonance, sa trajectoire s’éloigne du centre de I'analyseur et il est ensuite éjecté. L'étape de
détection a lieu dans la deuxiéme trappe, dite a basse pression. Deux multiplicateurs d’électrons
sont disposés selon I'axe des X (Figure 1I-13 et Figure 11-14) de chaque coté de la trappe. Chacun

d’entre eux possede sa dynode de conversion dédiée.

2.5.3 La source HESI

La source qui équipe le Velos Pro est une source électrospray chauffée, dite HESI (Heated
Electrospray lonization Source). Outre les paramétres classiques de débit de seringue et de
température (capillaire de transfert et vaporisation), plusieurs réglages de gaz sont disponibles.
Les flux de N, peuvent étre diffusés selon trois directions différentes. Le « sheath gas » est le flux
principal, il est coaxial au capillaire et permet de nébuliser la solution. Le flux du gaz auxiliaire agit
atravers la buse, il permet de focaliser la pulvérisation. Son utilisation est essentielle pour assister
le « sheath gas » lors de débits de source importants (supérieur a 100 pL). Enfin, le « sweep gas »
ou gaz de balayage, est un flux qui arrive par derriere le céne. Il permet de diminuer la formation
d’agrégats avec le solvant et également la production d’adduits. Il est utile pour I'analyse de

matrices complexes.
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3. Conclusion

Ce chapitre a eu pour objet de décrire le principe des techniques utilisées lors de ces
travaux. Ces techniques variées, la spectrométrie de masse a résonance cyclotronique des ions a
transformée de Fourier électrospray (ESI-FTICRMS), la spectrométrie de masse a temps de vol
associée a la désorption/ionisation laser (LDI-FTICRMS) et le couplage chromatographie liquide
trappe ionique (LC-ITMS), seront appliquées toutes trois a des études spécifiques. Ceci a nécessité
pour chaque cas d’optimiser et surtout d’adapter ces techniques au type d’échantillon a analyser.

Ces points seront décrits dans les chapitres correspondants.

Ainsi, la spectrométrie trés haute résolution couplée a I’électrospray sera utilisée lors de
I’étude métabolique menée sur des échantillons liquides (Chapitre lll). La spectrométrie de masse
a temps vol couplée a la désorption/ionisation laser sera, quant a elle, employée pour I'analyse in
situ de feuilles de vigne en imagerie, ce qui constituera I'objet des Chapitre IV et Chapitre V. Pour
ce dernier volet, I'imagerie MS sera associée a |'imagerie photonique dans le cadre d’une
association originale de plusieurs approches. Le couplage LC-MS sera mis a profit pour compléter
les deux axes principaux : d’une part, apporter un supplément d’information par rapport a
I'infusion directe ESI-FTICRMS et, d’autre part, vérifier la répétabilité du signal en imagerie par le

biais d’analyses quantitatives.
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Etude métabolique d’extraits de feuilles de vigne

1. Introduction

Ce chapitre décrit I'étude métabolique menée sur une population d’hybrides phénotypés
en vue d’étudier la résistance de la vigne face a I'infection du mildiou. L'objectif de ces travaux est
notamment d’évaluer I'apport de I'injection directe (infusion de I’échantillon) par ESI-FTICRMS et

MS? pour I’étude de la relation hdte-pathogéne entre la vigne et le mildiou.

L'étude complete s’est déroulée sur un temps relativement long car il a fallu avant les analyses en
spectrométrie de masse, générer la population d’hybrides puis les échantillons (récolter les
témoins et inoculer la vigne avec le mildiou) a I'INRA de Colmar. Les premiers échantillons ont été
analysés au laboratoire par G. Hamm en 2007%. Il s’agissait alors des échantillons témoins (non
infectés) issus de cette population, constituant des résultats préliminaires. L’analyse des
échantillons infectés par Plasmopara viticola en ESI-FTICRMS et MS? et les conclusions qui ont été
tirées de I'analyse différentielle font I'objet du travail de recherche présenté ici. Plusieurs aspects
ont été développés pour conduire a I'aboutissement des conclusions a cette étude. La majeure
partie des travaux présentés dans ce chapitre a été publiée dans Analytica Chimica Acta en 20132,
Pour approfondir I'évaluation de I'analyse en infusion par ESI-FTICRMS, la fin de ce chapitre ouvre
sur une expérience LC-ESI-MS/MS menée sur un échantillon de I'étude afin de positionner les

analyses par infusion en ESI-FTICRMS dans un schéma de type « approche métabolomique ».

2. Contexte de I’étude

Le profilage métabolique est une approche puissante qui permet de mettre en évidence
les composés synthétisés en réaction a des stimuli environnementaux biotiques (ex : maladies) ou
abiotiques (sécheresse, lumiere UV intense,...). En comparant leur composition métabolique via
des outils statistiques convenablement choisis, il est possible de regrouper des échantillons selon
leur similarité, de hiérarchiser cette similarité ou encore de mettre en évidence les parametres
discriminants. La résonance magnétique nucléaire (NMR) ainsi que la spectrométrie de masse
(MS) sont souvent impliquées dans ces études pour l'identification de métabolites d’intérét
(exemple : biomarqueurs)®. La RMN permet d’accéder a des informations structurales avec une
bonne reproductibilité et des données quantitatives. Cependant, ses limites de détection
demeurent élevées. En revanche, la MS offre une large gamme dynamique d’analyse et permet la
détection de composés a I’état de trace. Lors d’une analyse pour un méme échantillon, davantage
de métabolites seront détectés en spectrométrie de masse qu’en RMN?*. De plus, en I'absence de

composés standards disponibles, la MS permet d’obtenir des informations structurales par le biais
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d’expérience de spectrométrie de masse en tandem. Afin d’interpréter des échantillons trés
complexes (contenant des isomeéres par exemple), la MS est souvent couplée avec les méthodes
séparatives telles que la chromatographie en phase gaz (GC) ou la chromatographie liquide (LC)
au sens large (incluant I’'Ultra Performance Liquid Chromatography ou UPLC,)>®. La LC couplée a
la MS est plus appropriée que la GC-MS pour I'analyse de composés non volatils, thermolabiles
et/ou polaires. La LC-MS a été notamment employée pour classer certains phénotypes mutants
d’Arabidopsis thaliana’. La LC peut contribuer a diminuer également les phénoménes de
suppression ionique causés par les éventuelles coélutions de plusieurs composés. Elle permet de
résoudre les interférences entre composés isobares los de ['utilisation d’analyseurs basse
résolution. La LC est surtout trés appréciable pour la séparation des isomeres avant leur
détection®. Les études métabolomiques peut faire appel a la plupart des analyseurs de masse
classiques tels que les trappes ioniques®®, les triples quadripdles'?, les spectrométres a temps de
vol (TOF)!>13, |es hybrides de type Q-TOF**'> et enfin les analyseurs orbitrap®!’ plus récemment
apparus dans le paysage de la spectrométrie de masse. La littérature fourmille d’exemples
d’applications impliquant ces configurations instrumentales. Par exemple, des études menées sur
de I'urine®®?'® ou des échantillons de plasma'*?°, ont mis en évidence la synthése de métabolites
en réponse a des xénobiotiques!!, des métaux lourds toxiques® et méme des biomarqueurs
discriminatoires de souches, du sexe et de variations diurnes chez le rat®®. La métabolomique
reposant sur une analyse par spectrométrie de masse est employée notamment pour classer?! et

2223 'mais également pour évaluer leurs réactions aux

vérifier 'origine géographique de plantes
stress?®, Cette approche est également mise en ceuvre pour mettre en évidence des métabolites

fongiques? et étudier les relations hdte-pathogénes?.

En couplage, I'étape chromatographique peut étre longue surtout lorsque un gradient est
nécessaire pour séparer des métabolites présentant des polarités tres différentes. Méme si 'UPLC
qui est plus résolutive et plus rapide que I’'HPLC classique, une empreinte métabolique prend tout
de méme une dizaine®?’ 3 une trentaine de minutes?® selon la complexité de I'application, sans
compter le temps de rééquilibrage nécessaire avant chaque nouvelle injection. Ce temps de
rééquilibrage n’est que rarement indiqué dans la littérature mais par exemple, Wang et al.
précisent un temps de rééquilibrage de 10 min (c’est souvent un minimum a respecter) pour un

total de 20,5 minutes d’analyse en UPLC®,

Si on comprend bien l'utilité d’une séparation chromatographique a terme pour avoir une
meilleure vision du phénomeéne étudié, il est intéressant de se demander si une simple infusion

des échantillons d’une étude n’est déja pas suffisamment informative pour dégager de nouvelles
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pistes de réflexion ou pour définir de nouvelles orientations de travail. La spectrométrie de masse
a résonance cyclotronique des ions par transformée de Fourier (FTICRMS), dite a trés haute
résolution, couplée a une source d’ionisation électrospray (ESI) est un outil rapide et puissant
permettant linterprétation d’empreintes spectrales d’échantillons trés complexes3®32,
L’électrospray est une source d’ionisation douce, présentant une bonne sensibilité pour I'analyse
de composés naturels®. Enfin, la grande précision des mesures en masse de la FTICR permet

d’accéder aux formules moléculaires des ions et sa trés haute résolution permet la distinction de

composés isobares.

3. Parametres expérimentaux

Cette partie décrit les conditions expérimentales appliquées dans I'étude, notamment ce

qui concerne la méthode d’échantillonnage ainsi que les parameétres instrumentaux d’analyse.

3.1.  Matériel chimique

Les composés naturels sont bien souvent colteux et surtout pas systématiquement
disponibles commercialement. Toutefois, la majorité des composés standards nécessaires a
I’étude (flavonoides et sucres) ont pu étre acquis aupres de la société Sigma-Aldrich (Saint Quentin
Fallavier, France). L'ensemble des produits chimiques utilisés pour cette étude est décrit de facon

exhaustive dans la publication? associée a ces travaux annexée en fin de manuscrit.

3.2.  Matériel végétal : la population 41528

Les profils métaboliques ont été réalisés a partir d’extraits méthanoliques provenant de
feuilles issues d’une population d’hybrides phénotypés pour étudier la résistance au mildiou,
créée a I'INRA de Colmar et codifiée par le n°41528. Cette population a été obtenue apres
différentes étapes de croisement avec pour but de combiner les qualités de plusieurs espéeces de
vignes. Ces croisements sont effectués a partir de variétés européennes sensibles au pathogene
et une variété américaine résistante au mildiou. Ainsi, on peut espérer additionner les qualités

organoleptiques des vignes européennes a celle de résistance au mildiou des vignes américaines.

3.2.1 Généalogie de la population 41528

La population étudiée lors de ces travaux a été obtenue par sélection variétale. Le but est
de transférer les génes de résistance présents chez la muscadine a Vitis vinifera qui possede des
qualités organoleptiques. La premiére étape est celle du croisement entre un génotype tres

résistant de Muscadinia rotundifolia (OIV 9) avec un génotype sensible de Vitis vinifera (OIV 3). Le



m Etude métabolique d’extraits de feuilles de vigne

but est de transmettre le gene de résistance Rpv2 au génotype sensible. L’hybride 8624 qui en
découle est rétrocroisé avec Vitis vinifera, produisant ainsi la population finale nommée
population 41528. Cette étape de rétrocroisement permet d’augmenter la part du patrimoine
génétique issu de Vitis chez les individus de la population finale. Toutes ces étapes de croisement
ont été effectuées par pollinisation. Le schéma de Figure llI-1 résume ces différentes étapes,
chacune d’entre elle a nécessité une année. Cette population est composée de 102 hybrides
présentant différents degrés de résistance en raison du brassage génétique. Une échelle visuelle
est utilisée pour prendre en compte l'interaction entre la vigne et Plasmopara viticola. Elle est
nommeée OIV-452 (Organisme International de la Vigne et du Vin) et s’étalonne de 1 pour une

variété tres sensible a 9 pour une trés résistante (Figure I11-1).

Echelle OIV 452

Vitis vinifera X Muscadinia rotundifolia Résistant
Hybride 8624 X Vitis vinifera
l 5
Population 41528 3
1 Sensible

Figure llI-1 : schéma représentant les différentes étapes de croisement entre Vitis vinifera et Muscadinia

rotundifolia conduisant a la population 41528. Représentation a droite de I’échelle OIV-452.
3.2.2 Echantillonnage : inoculation et préparation des extraits méthanoliques

Pour chacun des 102 hybrides, deux feuilles sont prélevées : une feuille de niveau 5 et une
autre de niveau 6 (le niveau 1 correspond a la premiére feuille éclose donc la plus ancienne). Aprés
prélevement, elles sont rincées a I'’eau ultrapure pour éliminer les résidus. Les feuilles de niveau
6 sont infectées par P. viticola par pulvérisation d’une solution d’inoculum. La concentration en
sporanges de la solution d’inoculum est ajustée a 2.10% sporanges-mL?. Les feuilles de niveau 5
sont pendant ce temps placées dans I'eau ultrapure et constitueront le groupe des feuilles
témoins. Aprés I'inoculation, les feuilles sont disposées sur du papier humide sur leur face adaxiale
(face supérieure) dans des bacs. Ces bacs sont refermés a I'aide de papier cellophane afin de
conserver une atmosphere humide saturante nécessaire pour le bon développement du
pathogéne. Les bacs contenant les feuilles infectées sont ensuite stockés dans des chambres de
cultures thermostatées a 23 °C pour une période initiale de 24 heures dans le noir. Pour les jours
suivant, les feuilles sont soumises a une lumiére artificielle (environ 200 umol-m2-s?) 18 h/jour,

puis les 6 h restantes se passent dans I'obscurité.
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Pour la réalisation des extraits, un disque foliaire de 2 centimetres de diameétre est prélevé 5 jours
apres l'infection sur chaque feuille. C'est un procédé d’extraction solide-liquide dérivé de celui de
Pezet3* et adapté aux feuilles de vigne. Le disque foliaire est placé dans 0,5 mL de méthanol et mis
a I'étuve pour étre chauffé a 60 °C et mis sous agitation pendant 45 min. Le disque foliaire est
ensuite retiré de I'extrait, puis séché par chauffage a 100 °C pendant 24 h afin de procéder a sa

pesée. L’extrait est quant a lui centrifugé a 12 000 tour-min™.

Pour I’étude ESI-FTICRMS, la population a été réduite a 48 individus. En effet, I’étude s’étant
étendue sur plusieurs années, le probléme de la conservation des échantillons s’est posé. Certains
d’entre eux étaient totalement évaporés. En conséquence, seul les couples d’hybrides complets
(le témoin et son inoculé) ont été conservés. Finalement, 96 échantillons ont été retenus,

présentant tous les degrés de résistance (du nombre OIV 1 3 9).

Avant les analyses en spectrométrie de masse, ces extraits ont été dilués 5 fois afin de prévenir la

pollution de la source ESI.

3.3.  Paramétres d’analyse ESI-FTICRMS et ESI-FTICRMS?

Les analyses ESI-FICRMS et MS? ont été conduites sur un spectromeétre de masse Explorer
HiRes (Varian, Palo Alto, CA, Etats-Unis) doté d’un aimant supraconducteur de 9,4 T et d’une
source d’ionisation électrospray (ESI) Micromass Z-spray. Les parameétres de sources et de
I"analyseur ont été optimisés afin d’obtenir la meilleure sensibilité possible sur une gamme de
masse s’étalant de 100 a 1 000 Da tout en essayant d’éviter les phénomenes de fragmentation in-

source. En effet, au-dela de 1 000 Da, aucun signal significatif ne fut enregistré.

Les parameétres de source utilisés pour les analyses des extraits méthanoliques purs sont

présentés dans le Tableau llI-1.
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Tableau llI-1 : parameétres de la source électrospray en mode négatif et positif pour les analyses d’extraits

méthanoliques.

température de source 85 °C 85 °C
température de la sonde 100 °C 100 °C
potentiel de la source 3800V 4000 V
tension du céne d'échantillonnage -45V 60V
tension du cone d'extraction -10V v
Débit de seringue 2 pb-min‘t 2 pb-min‘t

Les ions sont accumulés pendant 3 s dans le guide d’ion (hexapdle). Les spectres de fragmentation
sont obtenus par SORI-CID par collision avec du diazote introduit apres isolement de l'ion
précurseur. La quantité de gaz introduite dans la cellule ainsi que I'amplitude de la fréquence de

I’excitation du SORI sont ajustées en fonction de I'ion a fragmenter.

Pour chaque échantillon, trois répliques des spectres de masse sont enregistrés. Entre chaque
acquisition, la source ESI est rincée pendant 1 min avec dans un premier temps un mélange

composé d’acétonitrile/eau (50/50, v/v) puis avec du méthanol pur.

3.4. Etude des modes d’ionisation

Par la suite, les modes d’ionisations positif et négatif ont été testés sur quelques
échantillons. Quelques ions intenses issus des empreintes spectrales en mode positif ont pu
toutefois étre attribués. L'ion m/z 872 a été identifié comme étant la phéophytine A (confirmé par
SORI-CID) de formule moléculaire CssH7sN4Os*. Cette molécule est en fait la chlorophylle A ayant
perdu son cation Mg?*. Un signal trés intense, souvent présent sur les empreintes spectrales en
mode positif, I'ion m/z 607, n’a quant a lui pas été identifié bien qu’une formule brute lui soit
attribué : C3sHa300:*. D’autres especes apparaissent pour I’échantillon inoculé. Un disaccharide est
également détecté en mode positif sous deux formes : adduits sodique et potassique,
respectivement m/z 365 et 381. Dans ce mode, 'ionisation de composés dépend justement en
partie de la présence de ces cations dans le milieu. Par exemple, le disaccharide n’a pas été détecté

sous sa forme protonée [M+H]*au rapport m/z 343.

Si le mode positif permet d’observer quelques métabolites, le mode d’ionisation négatif permet
d’accéder a davantage d’especes, plus diversifiées en termes de famille de métabolites. Par
exemple, ce mode d’ionisation assure une meilleure sensibilité de détection pour les composés

phénoliques®. Ces derniers sont susceptibles d’étre nombreux dans les extraits, ils sont en effet
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souvent associés aux protections des plantes®®. Pour toutes ces raisons décrites, seul le mode

d’ionisation négatif sera conservé pour I'analyse de la population 41528.
3.5.  Acquisition et calibration des spectres de masse

Les spectres de masse sont acquis avec le logiciel Omega en mode manuel (v 9.1.18,
Varian, CA). Pour le mode négatif, la calibration interne a été initialement effectuée avec 4 ions
associés a des flavonoides. Ces ions trés intenses apparaissent aux rapports m/z 447, m/z 477, m/z
463 et m/z 493. lls correspondent a la quercétine et a la myricétine avec, soit un rhamnose, soit
un glucuronide substitué. Ces hypotheses de structures ont été au préalable vérifiées via des
études de spectrométrie de masse en tandem menées sur standards de ces composés. Cette liste
a progressivement été étendue avec lidentification de nouveaux pics, confirmées
systématiquement par SORI-CID. La calibration est considérée comme acceptable lorsque I'erreur

en masse est comprise entre 0 et 1,5 ppm.

4. Reésultats et discussion des analyses obtenues sur la population
41528

Dans le but d’étudier la relation héte-pathogéne entre la vigne et le mildiou, un panel de
96 hybrides a été sélectionné, représentant toute I’échelle de résistance de la population 41528.

En tout, ce sont 192 échantillons qui ont été analysés en ESI-FTICRMS.
4.1.  Etude de l'influence de la composition du solvant sur I'ionisation

Au préalable, plusieurs compositions de solvant ont été testées afin de déterminer quelle
phase d’infusion permettait d’obtenir la meilleure ionisation. En effet, cette composition peut
avoir une influence non négligeable sur le rendement d’ionisation de composés en solution3®.
L'ajout d’une faible proportion d’eau (solvant dissociant) dans le mélange peut favoriser
I'ionisation. Il est également possible d’ajouter des acides ou/et des bases volatiles en faible

concentration tel que I'acétate d’ammonium pour augmenter le signal des métabolites d’intérét.

Des tests ont été réalisés sur I’échantillon 7050H (OIV 9) afin de déterminer la meilleure
composition de solvant possible pour I'ionisation en mode négatif. Le Tableau IlI-2 résume cette
expérience. Les résultats sont donnés en termes de courant ionique total pour globaliser

I'information sur la variation de 'ionisation des métabolites.
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Tableau IlI-2 : intensité des courants ioniques totaux (TIC) en fonction de la composition du solvant et de la
présence d’acétate d’ammonium. Chaque essai a été répété 3 fois et moyenné, le TIC est le résultat de la

moyenne de 3 essais menés sur I’échantillon 7050H.

Méthanol 100% non 519
Méthanol/Eau (95/5) non 540
Acétonitrile/Eau (95/5) non 422
Méthanol/Eau (95/5) oui 494

On remarque que I'ajout d’un faible pourcentage d’eau augmente trés légérement 'ionisation. En
revanche le remplacement du méthanol par I'acétonitrile diminue d’environ une vingtaine de
pourcent I'ionisation globale de I’échantillon. Enfin, I'ajout d’acétate d’'ammonium n’a pas montré
une influence significative. L’allure des spectres a également été comparée, les distributions ont
été trouvées dans tous les cas similaires. Afin de rester au plus simple, nous avons conservé le

méthanol pur comme solvant d’infusion.

4.2. Identification des métabolites détectés par ESI-FTICRMS et MS?

Note : dans cette partie, les ions apparaitront le plus souvent avec leur masse nominale et non leur
masse exacte afin de ne pas surcharger le texte. Lorsque nécessaire (calculs de différences de

masse en ppm par exemple), la masse exacte sera indiquée.

L'identification de métabolites n’est pas une étape obligatoire pour différencier des
échantillons entre eux. Par exemple, Plumb et al. ont classé des échantillons d’urine de souris ou
de plasma en fonction de la souche ou de leur phénotype, mais également du sexe ou encore, des

variations diurnes®”:38

et ceci sans pour autant identifier de marqueurs relatifs a ces parametres.
Cependant, I'identification de marqueurs permet de conclure des études métaboliques de fagon
plus précise et aboutie. Il est par exemple possible d’apporter des interprétations biologiques, en

reliant le role des métabolites.

Les spectres de masse ont été acquis sur une gamme de masse s’étendant de 150 a 1 000 Da. En
moyenne, chaque spectre donne lieu a environ 200 signaux (ou rapports m/z). Aucun ion n’a été
détecté au-dela de 1 000 Da. La haute précision en masse de la FTICRMS permet une attribution
de formules moléculaires avec moins d’un ppm d’erreur. Les ions précurseurs ont été fragmentés
par SORI-CID afin de confirmer leur attribution moléculaire en I'absence d’étalons disponibles

dans le commerce. La Figure lll-2 présente une comparaison de deux empreintes spectrales issues
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d’un méme génotype (7087H). A noter que de légeres différences s’observaient suivant les

génotypes au niveau de I'abondance relative des ions caractéristiques.
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Figure IlI-2 : comparaison des empreintes des extraits méthanoliques du génotype 7087H (OIV 9) obtenues

par ESI-FTICRMS en mode négatif, (a) échantillon témoin et (b) échantillon inoculé.

Plusieurs éléments se dégagent a |I'observation de ces deux profils métaboliques. Tout d’abord, la

méme distribution des ions m/z 447, 463, 477 et 493 se retrouve au sein des deux empreintes

spectrales. En revanche, c’est I'ion m/z 439 qui constitue le pic de base du spectre de I'échantillon

inoculé. Le comportement de cet ion s’est retrouvé sur la majorité des empreintes de la

population inoculée. Une autre distribution est remarquable, celle des ions en haute masse (au-

dessus de 650 Da) du spectre (b) de la Figure IlI-2. Ces ions possédent un défaut de masse élevé

et une distribution isotopique du 3C qui font penser a des composés avec un nombre d’atomes

de carbone important.

Ces informations constituent les premiéres tendances a retenir. En revanche a cause de la grande

variabilité de ces profils métaboliques d’un génotype a l'autre, il n’a pas été possible de tirer de

conclusion aboutie a leur seule observation.
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Les identifications de ces pics sont détaillées par famille de molécule dans les points suivant.

4.2.1 Les dérivés d’acides hydroxycinnamiques

Les ions m/z 295, 311 et 353 sont attribués a des dérivés d’acides hydroxycinnamiques
(HCA) déprotonées. Ces hypothéses sont confirmées par MS2. La fragmentation de I'ion m/z 295
donne deux ions m/z 163 et m/z 149 caractéristiques des acides déprotonés p-coumarique et
tartrique respectivement. La structure de I'ion m/z 295 est attribuée a I'acide coutarique. Les
principaux ions fragments de I'ion m/z 311 sont I'ion m/z 179 (acide caféique) et I'ion m/z 149
(acide tartrique) menant a l'identification de I'acide caftarique. L'ion m/z 353 est assigné a 'acide
chlorogénique, sa fragmentation donne lieu aux ions produits m/z 191 et 179 correspondant
respectivement aux acides quinique et caféique. L’acide chlorogénique est I'ion le plus intense de
cette classe de molécule. Ce composé est, en outre, principalement détecté dans les extraits de

feuilles infectées. Le Tableau 111-3 rassemble I'ensemble des ions détectés en MS et MS?.

Tableau IlI-3 : liste des espéces associées aux dérivés des acides hydroxycinnamiques observées en ESI-
FTICRMS et MS2.

lon détecté Masse exacte Formule moléculaire Identification Présence
[M-H]- 149,00916 C4HsO06" acide tartrique MS?
[M-H]- 163,04007 CoH,03" acide coumarique MS?
[M-H]- 179,03498 C4Hs06" acide caféique MS?
[M-H] 191,01973 C7H1106 acide quinique MS?
[M-H]- 295,04594 Ci13H110g acide coutarique MS
[M-H]- 311,04086 Ci3H1109 acide caftarique MS
[M-H]- 353,08781 Ci6H1709 acide chlorogénique MS
[M+H,PO4] 409,01776 C13H14013P- acide caftarique MS

4.2.2 Les sucres

Le cycle de photosynthése permet la conversion du dioxyde de carbone en sucres qui sont
logiquement détectés dans les extraits de feuille. Le saccharose (a-D-glucopyranosyl-(1->2)-B-D-
fructofuranoside) est I'un des disaccharides le plus abondamment synthétisés au sein du cytosol
a partir duquel il se propage dans le reste de la plante. Ce composé clef est détecté dans les
extraits de feuille de vigne au rapport m/z 341, correspondant a I'ion déprotoné [M-H]". Cet ion
est également détecté aux rapports m/z 377 et 439. Ces deux ions sont attribués respectivement
a un adduit chloré [M+CI]" (confirmé par la distribution isotopique caractéristique) et un adduit
phosphate [M+H,PO4]" (la présence d’adduit phosphate est peu conventionnelle et nous

reviendrons sur la vérification de cette hypothése dans le prochain paragraphe). La fragmentation
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de ces trois ions a conduit a la perte d’une unité glucose soit une perte de 162 u. Un mono- et
trisaccharide ont été également observés, cependant dans des proportions moins importantes. lls

sont détectés a m/z 277 et 601 également sous forme d’adduits.

Dans des extraits d’herbe chinoise Tanshen, Li et al. avaient attribué par FTICRMS les ions m/z
277, 439 et 601 a des mono- di- et tri-saccharides sous la forme d’adduit sulfate®. Cependant, les
masses exactes de ces sucres avec le groupe HSO4 ne sont pas compatibles avec nos mesures.
Cette différence de masse, supérieure a 15 ppm, est beaucoup trop élevée pour ce type
d’analyseur. Nos résultats concordent davantage avec des adduits phosphates. Ces derniers ne
sont cependant pas décrits dans la littérature. Dans le but de confirmer cette hypothese, des
solutions méthanoliques de glucose, saccharose et raffinose acidifiées avec une faible quantité
d’acide phosphorique ont été infusés en ESI-FTICRMS. Les résultats de cette expérience sont

présentés dans le Tableau lli-4.

Tableau llI-4 : étude en ESI-FTICRMS d’étalons en milieu acide phosphorique et sulfurique. Le glucose a été
préparé a une concentration de 10* M avec 1 % d’acide phosphorique ; le saccharose et le raffinose ont été
préparés a une concentration de 10> M avec 1% d’acide phosphorique. Les ions détectés pour chaque espéce
sont reportés dans ce tableau. Pour la calibration des spectres des sucres, la myricétine, le kaempférol, le

kaempférol-O-glucoside et I’hypéricine ont servi d’étalons internes.

[M-HJ CeH120¢ / / / /
Glucose . ) -34,4
[M+H,PO4] CeH14010P 2180 277,0329 277,0330 0,4
[M-H]- C12H21011" 204 341,1089 341,1091 0,6
Saccharose -21,7

[M+H,PO4]- C12H24015P" 3117  439,0850 439,0853 0,7

[M-H]- Ci1sH31016" 139  503,1618 503,1621 0,6
Raffinose -15,8
[M+H,PO4]*  CisH34020P" 3096 601,1379 601,1383 0,7
N [M-H]- C1sHoO7 131 N/A* 301,0354 N/A*
Quercétine -23,8
[M+H,PO4]*  CisH12011P- 23 399,0124 399,0123 0,4
Kaempférol- [M-HJ C1H10011° 583 N/A* 447,0933 N/A* 17
O-glycoside  [M4+H,PO-  CyiH2201sP- 511 5450710 545,0702 0,7 '

* Non applicable car utilisé en tant qu’étalon interne

En présence d’acide phosphorique, les sucres sont principalement observés sous forme d’adduit
phosphate avec moins d’un ppm d’erreur en masse. Par exemple, le saccharose avec I'adduit
phosphate présente une masse exacte de 439,0853 u. Cette espéce est détectée a m/z 439,0850,

ce qui équivaut a une erreur de 0,7 ppm. La méme expérience a été reproduite avec de I'acide
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sulfurique, elle a conduit a la détection du sucre sous forme d’adduit sulfate a m/z 439,0765,
menant a une erreur de 0,5 ppm avec la masse exacte théorique (439,0763). Ainsi, il n’y a pas de
confusion possible en FTICRMS entre un adduit phosphate et un adduit sulfate (la différence est
supérieure a 15 ppm pour les molécules les plus lourdes, voir Tableau IlI-4). Enfin, lorsque les
acides phosphorique et sulfurique ont été conjointement ajoutés, seules les espéces sous formes
d’adduits phosphates ont été détectées. En outre, les standards utilisés pour la calibration interne
sont détectés sous forme déprotonée mais également sous forme d’adduits phosphates (ou
sulfate suivant I'expérience). Ainsi la quercétine est détectée a m/z 301 et 399 respectivement
pour les formes déprotonées et [M+H,PO4]-. Il en va de méme pour la kaempférol-O-glucoside a

m/z 447 et 545.

La présence de phosphate dans les échantillons de feuilles n’est pas surprenante puisque ce
dernier est un nutriment essentiel pour la vigne®. Enfin, ces adduits phosphates ne peuvent étre
confondus avec les phosphates esters correspondant. En effet, un phosphate ester est formé par
la condensation entre un groupe phosphate et une molécule conduisant a une perte d’eau. Par
exemple, le glucose-6-phosphate ester (voie de la glycolyse) serait détecté a m/z 259,0224
(C¢H1204P) alors que le glucose sous forme d’adduit phosphate est détecté a m/z 277,0330. Il en
va de méme pour les autres sucres (di- et trisaccharides), les flavonoides et leurs dérivés

glycosylés.

Méme si les sucres sont détectés dans la plupart des échantillons, le saccharose apparait
particulierement plus intense dans les feuilles de vignes infectées comme illustré en Figure 111-2
(b) et Figure 11I-3, et la plupart du temps, cet ion correspond méme au pic de base des spectres

enregistrés pour les feuilles infectées.
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Distribution de I'ion m/z 439 au sein des échantillons inoculés et témoins
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Figure IlI-3 : répartition des intensités normalisées de I'ion m/z 439 pour chaque hybride étudié. Les barres
bleues sont associées aux témoins et celles des inoculés apparaissent en orange.
Cette tendance est semblable pour le monosaccharide et le trisaccharide mais dans des

proportions moins importantes.

4.2.3 Les flavonoides

Comme précédemment indiqué, le mode d’ionisation négative permet une meilleure
détection des composés phénoliques. En effet, de nombreux signaux sont associés a ces types de
composés. Ainsi, les ions m/z 447 et 463 sont respectivement associés aux molécules de
guercétine-O-rhamnoside et myricétine-O-rhamnoside. Ces deux molécules sont également
détectées sous forme d’adduits phosphates avec ions m/z 545 et 561 respectivement. La possible
formation de ces adduits avec des flavonoides, glycosylés ou non, a été vérifiée, tout comme pour
les sucres (Tableau llI-4). Les standards de quercétine et de kaempférol-O-glucoside utilisés pour
la calibration interne ont montré qu’une partie de I'ionisation de ces molécules s’effectuait sous
forme d’adduit phosphate, en plus de I'ion déprotoné. La quercétine ainsi que la myricétine ont
également été observées sous forme de dérivés glucuronides, respectivement m/z 447 et 493. Ces
hypotheses ont été vérifiées par SORI-CID. Des pertes de 146 u pour un rhamnose et de 176 pour
un glucuronide ont été observées, menant a la détection de ces flavonoides sous leur forme
respective d’aglycone déprotoné. Ces fragments ainsi que la mesure de leur masse sont en accord
avec la littérature®. Ici encore, ces deux molécules [M-H]" m/z 447 et 493 possédent leur
équivalent sous forme d’adduits phosphate, respectivement m/z 575 et 591. La Figure IlI-2
confirme une présence des flavonoides relativement importante au sein des extraits. Ills sont

principalement détectés sous forme de dérivés glycosylés.



RN Etude métabolique dextraits de feuilles de vigne

Le Tableau IlI-5 : décrit 'ensemble des flavonoides observés ainsi que leurs fragments détectés

au sein des extraits de feuille de vigne.

Tableau III-5 : liste des espéces associées aux flavonoides observées en ESI-FTICRMS et MS2.

[M-H] 301,03538 Ci15HsO7 quercétine MS?
[M-H] 317,03029 Ci15H9Og" myricétine MS?
[M-H]- 447,09306 C21H19011" quercétine-O-rhamnoside MS et MS?
[M-H]- 463,08820 C21H19012" myricétine-O-rhamnoside MS et MS?
[M-H]- 477,06746 C21H17013" quercétine-O-glucuronide MS et MS?
[M-H]- 493,06238 C21H17014° myricétine-O-glucuronide MS et MS?
[M+H,PO4] 545,07255 C21H2,015P- quercétine-O-rhamnoside MS
[M+H,PO4] 561,06509 C21H2,016P- myricétine-O-rhamnoside MS
[M+H,PO4] 575,04436 C21H20017P- quercétine-O-glucuronide MS
[M+H,PO4] 591,03927 C21H20018P- myricétine-O-glucuronide MS

Ces flavonoides (m/z 447, 463, 477 et 493) sont détectés dans tous les extraits. Ils sont observés
avec une intensité relative plus importante dans les échantillons témoins (pic de base) mais
paraissent moins abondants, notamment par rapport aux disaccharides, au sein des empreintes

spectrales des feuilles infectées.

4.2.4 Les acyle-lipides

De nombreux ions sont observés en haute masse, au-dessus de 600 Da. Leur formule
moléculaire résultant de I'exactitude de la FTICRMS et I'’étude de leur fragmentation conduisent
a l'identification de lipides acylés comprenant trois sous familles dont la structure de base est

présentée en Figure IlI-4.
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Figure IlI-4 : structures moléculaires des trois sous-familles d’acyle-lipides. (a) acides phosphatidiques, (b)
phosphatidylglycérols et (c) sulfoquinovosyl diacylglycérols. R; et R, correspondent a des acides gras en C16

ou C18 plus ou moins insaturés.
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Ces trois types de composés possedent un groupe fonctionnel phosphate ou sulfate en plus d'un
ou deux glycérols auxquels sont substitués deux acides gras. Dans nos extraits, ces acides gras sont
majoritairement composés de chaines a 16 ou 18 carbones. Chez les végétaux, ces chaines
carbonées sont classiquement linéaires et a nombre pair car la biosynthése des acides gras,
catalysée par l'acide gras synthase (en anglais « fatty acid syntase », FAS), procede par ajout de
groupes a deux atomes de carbone a I'acétyl-CoA*2. Le nombre d’insaturations est également trés
variable mais certains sont plus répandus que d’autres. On trouve des acides gras saturés comme
par exemple I'acide palmitique C16:0 (16 carbones et 0 insaturation) ou insaturés comme I'acide
linoléique C18:2 (18 carbones et 2 insaturations). Les positions des doubles liaisons ne sont pas
spécifiées ici car les expériences MS menées ici ne permettent pas cette détermination. Au sein
du genre Vitis, on retrouve majoritairement les acides gras en C16:0, C18:2 et C18:3, 'acide gras
en C18:1 étant présent en de plus faibles proportions*®. Par la présence de ces acides gras, ces 3
familles d’acyle-lipides conduisent a la détection de nombreux ions car de nombreuses

combinaisons d’acide gras sont possibles (Figure 111-5).
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Figure IlI-5 : détail de 'empreinte spectrale ESI-FTICRMS des acyle-lipides observée entre 650 Da et 850 Da
pour I’échantillon 7095H (OIV 3) inoculé.
Ces massifs typiques sont majoritairement plus intenses au sein des échantillons inoculés. La
distribution isotopique ainsi que le défaut de masse de ces ions renforcent I’hypothése de
molécules aux nombres élevés d’atomes de carbone et d’hydrogéne, comme le présentent les

lipides.

Les ions m/z 671 et 695 sont les principaux représentants de la série des acides phosphatidiques,

le spectre MS/MS de l'ion m/z 671 est présenté en Figure IlI-6. La structure proposée est
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hypothétique car cette molécule posséde en effet plusieurs isoméres avec notamment, de

nombreuses combinaisons possibles d’acides gras (insaturation et position sur le glycérol).
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Figure 111-6 : spectre ESI-FTICRMS? et structure moléculaire proposée pour I'ion m/z 671. Un pulse de N, a été
ajouté pendant 10 ms pour assurer les collisions et 'amplitude de la radiofréquence SORI a été réglée a 10 V.
Le mécanisme de fragmentation met en évidence la perte d’acides gras C16 et C18. Pour chaque
acide gras, deux ruptures sont possibles : la premiére liée a la perte du groupe acyle (dans le cas
de I'acide linoléique, - C1sH3,0) et la deuxiéme associée a une perte de I'acide gras (dans le cas de
I'acide linoléique, - C1sH3,0;). Ces ruptures s’observent pour les deux acides gras, celles liées a
I'acide linoléique donnent lieu a des ions produits plus intenses. Ces deux acides gras sont
également détectés seuls, a m/z 279 (acide palmitique) et m/z 255 (acide linoléique). Les
fragments aux rapports m/z 153 et 171 sont caractéristiques de groupement phosphoglycérol,
une perte d’H,O les différenciant. Ces molécules sont connues pour jouer un rdle dans la

croissance mais également dans les mécanismes de défense de la plante®

Les composés observés a m/z 719 et 745 sont assignés a des phosphatidylglycérols. Ces espéces
sont associées aux chloroplastes des plantes®. De facon similaire, ces composés possédent de
nombreux homologues avec la possibilité de combinaisons variées d’acides gras. La Figure 1l1I-7
représente le spectre de fragmentation de I'ion m/z 745. La structure de la molécule de
phosphatidylglycérol est présentée a titre d’hypothése avec un acide palmitoléique (C16:1) et un

acide oléique (C18:1).
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Figure llI-7 : spectre ESI-FTICRMS? et structure moléculaire proposée pour I'ion m/z 745. La durée du pulse de
N, était de 20 ms et 'amplitude de la radiofréquence SORI a été réglée a 10 V. (a) détail de 250 a 285 Da
montrant les fragments d’acide gras ; (b) détail de 503 a 514 Da montrant les principaux fragments autour de
la masse m/z 509.

Le fragment le plus intense a la masse m/z 509 est associé a la perte du groupement acyle de
I'acide C16:1. L'ion m/z 491, bien moins intense, provient de la perte totale de I'acide C16:1. Le
groupe phosphoglycérol plus une perte d’une molécule H,O est détecté a la masse m/z 153. Les
deux cartouches de la Figure llI-7 illustrent la difficulté pour interpréter ces spectres de
fragmentation. La cartouche a) indique la présence d’acides en C16:1 (m/z 253) et C16:0 (m/z 255)
et une diversité d’acides en C18 encore plus importante. En effet, les ions m/z 277, 279, 281 et
283 associés respectivement aux acides C18:3, C18:2, C18:1 et C18:0, sont détectés. Ceci est
confirmé par le nombre de fragments autour de la masse m/z 509 (Fig. lll-7 (b)). Par exemple, I'ion
précurseur m/z 745 qui meénerait a la détection du fragment m/z 507 devrait étre composé d’un
acide en C16:0 et d’un acide C18:2. Cependant, pour I'ion m/z 745 qui conduit a I'ion produit
majoritaire m/z 509, la combinaison d’acides gras doit inclure les acides C16:1 et C18:1 comme
illustré sur la Figure IllI-7. Un autre phénomene doit étre gardé a l'esprit, a savoir la difficulté
d’isoler certains ions avant leur fragmentation. Au moment de la fragmentation I'ion m/z 745, ses
homologues m/z 741 et 743 (avec une ou deux insaturations en plus) étaient également présents
dans la cellule du spectrometre. Ces composés possédant d’autres combinaisons d’acides gras ont

donc pu contribuer a générer ces différents fragments.

La derniere famille d'importance au sein des acyle-lipides, apparentée aux sulfoquinovosyl
diacylglycérols, est composée majoritairement des ions m/z 793, 815 et 837. La formule brute
attribuée pour I'ion m/z 815,4982 est C43H7501,S™ et son massif isotopique est en accord avec cette
composition chimique. Son spectre de fragmentation SORI-CID est présenté en Figure IlI-8. Ici

également, la structure proposée est hypothétique puisque de nombreux isoméres sont possibles.
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Figure 111-8 : spectre ESI-FTICRMS? et structure moléculaire potentielle de I'ion m/z 815. Un pulse de N, a été
ajouté pendant 20 ms pour les collisions et I'amplitude de la radiofréquence SORI a été réglée a 12 V.
La fragmentation de I'ion m/z 815 révele la présence d’acide palmitique (C16:0) et d’'un autre acide
gras en C18. La perte de I'acide palmitique conduit a la détection de I'ion m/z 559. De méme, la
perte de I'acide linolénique conduit a |la détection de I'ion m/z 537. En revanche on ne détecte pas
cet acide gras seul. On détecte a la place I'acide linoléique a la masse m/z 279. Ce fragment serait
donc issu d’un isomeére de l'ion précurseur m/z 815, présentant cette fois-ci une combinaison
d’acides gras en C18:2 et C16:1. Dans le cas de la Figure 11I-8, la structure proposée conduit
effectivement a la détection des deux ions produits m/z 559 et 537 mais pas a celle des deux
acides gras simultanément attendus au vu de cette structure. Enfin, le groupe sulfoquinovosyl est
détecté a la masse m/z 225 (CsHs0sS7). Les SQDG sont des composants caractéristiques des
thylakoides, les structures des membranes cellulaires qui portent les pigments photosynthétiques

des plantes®,

Des méthyl-phospholipides (m/z 685 et 709) sont également détectés mais dans des proportions
moindre. lls n'ont pas été retenus pour la suite de I'étude puisque la formation de méthyl-
phosphoesters est souvent observée lorsque le méthanol est utilisé comme solvant

d’extraction?’. Ce sont donc plutdt des « espéces artéfacts » que de réels métabolites.

Comme illustré en Figure 1lI-2, les acyle-lipides, présents en hautes masses, sont plutot

caractéristiques des empreintes métaboliques des échantillons inoculés par P viticola.
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4.2.5 Autres composés

D’autres ions isolés, ou seuls représentants de familles moléculaires, ont attiré notre

attention et ont fait I'objet d’investigations supplémentaires. Ils sont décrits dans cette section.

L'ion m/z 331 peut étre attribué a un monogalloyl-glucose déprotoné. Sa fragmentation a
effectivement conduit a une perte de 162 u, permettant la détection de I’acide gallique déprotoné
(m/z 169). Le signal correspondant au trigalloyl glucose ou a I'un de ses isoméres est également

détecté mais avec des intensités tres faibles.

Jusqu’a présent, deux ions m/z 513 et 631 demeurent non identifiés mais les formules
moléculaires données par la FTICRMS indiguent un nombre tres élevé d’atomes d’oxygéne (défaut
de masse tres faible). On peut ainsi émettre I’hypothése de molécules fortement glycosylées. La
formule proposée pour I'ion m/z 631 (C,7H19015°) est compatible avec les ellagitannins décrits pour
d’autres plantes38, Cette molécule n’a pas encore été décrite au sein des feuilles de vigne mais
la présence d’ellagitannins en grande proportion a été démontrée chez les espéces résistantes
telles que Muscadinia rotundifolia®. Or la muscadine est précisément I'un des parents des
hybrides étudiés, ceci conforte cette hypothése. De plus, la fragmentation de I'ion m/z 631 méne
a la détection de I'ion produit m/z 445,0412 (CxH13012) compatible avec la perte d’un groupe
galloyl et d’une molécule d’eau, et également celle de I'ion m/z 300,9990 correspondant a |'acide

ellagique déprotoné.

Parmi les autres pics détectés, I'ion m/z 333 a particulierement attiré notre attention puisque ce
dernier est principalement détecté au sein des échantillons inoculés. Sa masse exacte, m/z
333,0592 peut étre associée a la formule chimique CoH1301:P~ conduisant a I'hypothése du
glycérophosphoinositol sous forme [M-H]". Cette attribution a été confirmée par SORI-CID et le

spectre de fragmentation associé est présenté en Figure IlI-9.
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Figure 111-9 : spectre ESI-FTICRMS? de I'ion m/z 333 et structure du glycérophosphoinositol. Un pulse de N a
été ajouté pendant 20 ms pour les collisions et le 'amplitude de la radiofréquence SORI a été réglée a 15 V.
Le fragment principal (m/z 153) correspond a la perte du groupe inositol (-180 u). Les ions m/z
78,9591 et 96,9696 sont associées respectivement aux molécules POs™ et H,POy'. lIs témoignent
de la présence du groupe phosphate. Enfin, I'ion m/z 241 est caractéristique du groupe
phosphoinositol. Le glycérophosphoinositol est connu notamment pour étre impliqué dans les
mécanismes de voies de signalisation de défense des plantes®°. En outre, ce composé est surtout
détecté au sein des échantillons infectés. Le Tableau IlI-6 rassemble toutes les molécules qui ont

été identifiées par SORI-CID lors de cette étude.



Etude métabolique d’extraits de feuilles de vigne [ [[ESH/

Tableau IlI-6 : ensemble des métabolites identifiés par SORI-CID en ESI-FTICRMS. Les composés qui
apparaissent en orange sont associés aux acides hydroxycinnamiques, en bleu, aux saccharides ; en vert, aux

flavonoides et en jaune aux acyle-lipides.

163,04007 acide coumarique 561,08272 myricetine-O-rhamnoside *
179,03498 acide caféique 575,04436 quercétine-O-glucuronide *
179,05611 monosaccharide 591,03927 myricétine-O-glucuronide *
300,99899 acide ellagique 601,13865  trisaccharide *

311,04086 acide caftarique 631,05769 ellagitannin

331,06707 galloylglucose 669,45008 acide phosphatidique 1
333,05922 glycérophosphoinositol 671,46573 acide phosphatidique 2
341,10894  disaccharide 685,48138 méthylphospholipide 1
353,08781 acide chlorogénique 693,45008 acide phosphatidique 3
377,08562 disaccharide + adduit CI- 695,46573 acide phosphatidique 4
409,01776 acide caftarique + adduit phosphate 709,48138 méthylphospholipide 2
439,08584 disaccharide + adduit phosphate 719,48686 phosphatidylglycérol 1
447,09306 quercétine-O-rhamnoside 745,50251 phosphatidylglycérol 2
463,08820 myricétine-O-rhamnoside 793,51412 sulfoquinovosyl diacylglycérol 1
477,06746 quercétine-O-glucuronide 815,49847 sulfoquinovosyl diacylglycérol 2
493,06238 myricétine-O-glucuronide 837,48282 sulfoquinovosyl diacylglycérol 3

545,07018 quercétine-O-rhamnoside *

* . adduit phosphate

Ces composés sont détectés au sein des spectres MS des échantillons témoins et inoculés. Pour
chacun d’entre eux, comme précisé dans les paragraphes précédents, les expériences en SORI-CID
ont permis de confirmer les hypothéses d’identification structurale. Connaissant leur masse
exacte apres calibration, les spectres de fragmentation ont été confrontés aux données
disponibles dans la littérature. Certaines propositions demeurent néanmoins des hypotheses,

d’autant que certains composés présentent plusieurs isomeres.

5. Analyse de spores germées lyophilisées

Toutefois, une interrogation demeure lors de |'analyse des feuilles inoculées. Les
métabolites observés proviennent-ils exclusivement des feuilles, du mildiou lui-méme ou des deux

organismes ?

Afin de tenter de répondre a cette question, des analyses de spores germées lyophilisées
(préparées par Jean-Frangois CHICH, INRA de Colmar) ont été entreprises. Les résultats pourraient,
en outre, permettre de choisir un ou plusieurs ions spécifiques du mildiou en vue d’un suivi de

marqueur.
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Ces spores germées lyophilisées ont été remis dans 1 mL de méthanol. Les parameétres d’analyse
de la source ESI et du spectrométre de masse FTICR ont été conservés. La Figure 111-10 présente

I’'empreinte spectrale de ces spores obtenue en mode négatif.
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Figure 11I-10 : empreinte spectrale ESI-FTICRMS en mode négatif obtenue pour les spores germées
lyophilisées.
Dans une gamme de 250 a 850 Da, cette empreinte est riche et par conséquent trés complexe.
Certains ions semblent étre communs a ceux détectés au sein des extraits de feuilles de vigne.
C'est le cas des ions m/z 341, 439 et 601. Leur masse exacte est associée respectivement a un
disaccharide déprotoné, un disaccharide avec un adduit chlorure et un trisaccharide avec un
adduit phosphate. La fragmentation de ces ions a conduit aux mémes spectres de fragmentations
que ceux obtenus avec les extraits de feuilles. Ceci n’est pas étonnant puisque le pathogéene
requiert les sucres de la plante pour son développement. La présence d’acide gras, m/z 255
(C16:0), 279 (C18:2) est remarquable. Cependant, les ions caractéristiques de I'empreinte
spectrale des spores germées ne sont pas observables dans les profils des extraits inoculés. Les
ions détectés au sein de ces extraits proviennent majoritairement des feuilles. Des analyses
complémentaires pourraient permettre d’identifier un nombre plus important de métabolites

mais elles nécessiteront davantage de ce matériel difficile a cultiver in-vitro.

6. Etude statistique

Pour cette étude, 576 spectres de masse ont été acquis : 96 spectres d’échantillons
inoculés et 96 spectres d’échantillons témoins, a chaque fois enregistrés en trois répliques. Une
telle quantité de signaux rend toute étude comparative impossible par de simples observations. Il

est donc nécessaire d’utiliser un outil statistique afin de dégager des conclusions sur ces travaux.
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Les analyses en métabolomique sont souvent associées a des études statistiques multivariées.
L’analyse en composantes principales (ACP) fait partie de ces méthodes statistiques. Cet outil
transforme des variables liées entre elles (dites corrélées) en de nouvelles variables décorrélées
les unes des autres. Ces nouvelles variables sont nommées « composantes principales ». L’ACP
projette suivant deux axes (ou trois dans le cas de 3 variables décorrélées) les tendances qui
représentent le mieux le comportement des échantillons entre eux. Elle met ainsi en évidence les

ressemblances ou dissemblances sur I'ensemble d’une population.

L’analyse en composantes principales a été réalisée sur une matrice hybrides/rapports m/z
(respectivement observations et variables). Cette partie décrit le traitement des données, la

sélection des ions marqueurs et les résultats obtenus en analyse en composantes principales.

6.1. Traitements des données

Les amplitudes relatives des ions sélectionnés pour I’étude statistique (décrits a partir du

point suivant) ont été extraites de chacun des 576 spectres de masse a partir du logiciel Omega.

Une premiére normalisation des données est appliquée sur les intensités relatives reposant sur
I'utilisation du courant ionique total. En effet, chaque spectre de masse posséde un courant
ionique total propre qui correspondant a la somme de toutes les amplitudes relatives de chaque
ion. Ainsi, en divisant I'intensité du signal de I'ion par le TIC du spectre dont il est issu, c’est sa

contribution relative dans chaque spectre qui est prise en compte.

Une deuxieme normalisation met en jeu le rapport de matiere seche par rapport au volume de
solvant de chaque échantillon (noté P/S). En effet, certains échantillons ont subi une évaporation
partielle de solvant durant leur conservation. Dans ces cas, il a été nécessaire de réajuster le

volume avec du méthanol. Cette correction permet ainsi de tenir compte de ces effets de dilution.

Enfin, afin de moyenner les données massiques de chaque échantillon, les spectres ont été acquis

systématiquement en trois répliques.
Finalement I'Equation 1 résume le traitement appliqué a chaque ion.

Equation 1 : formule de normalisation appliquée pour un ion issu de 3 spectres de masse (3 répliques) d’un

échantillon.

L 13>1 S

Intensité moyenne normalisée = <TIIC’1 + TIG, + TIG, §xF
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6.2.  Sélection des ions marqueurs

Dans le but de mener une analyse statistique sur I'ensemble des échantillons, il a fallu
dégager une liste d’ions marqueurs pour constituer les variables de I’ACP. Le Tableau IlI-7 liste

I’ensemble des 19 rapports m/z sélectionnés.

Tableau llI-7 : liste des 19 ions marqueurs sélectionnés pour I’étude statistique de la population 41528.

monosaccharide* 277,0329 277,0330 0,4 CeH14010P- 277
acide coutarique 295,0460 295,0459 0,2 C13H110g 295
glycérophosphoinositol 333,0592 333,0592 0,1 CoH13011P- 333
acide chlorogénique 353,0877 353,0878 0,3 C16H1709 353
acide caftarique* 409,0176 409,0178 0,4 Ci13H14013P- 409
disaccharide* 439,0857 439,0858 0,3 C12H24015P" 439
quercétine-O-rhamnoside 447,0931 447,0933 0,4 Cy1H19011° 447
myricétine-O-rhamnoside 463,0883 463,0882 0,2 Cy1H19012° 463
quercétine-O-glucuronide 477,0673 477,0675 0,3 C21H17013 477
myricétine-O-glucuronide 493,0623 493,0624 0,2 C21H17014 493
non identifié 1 513,1230 513,1226 0,8 C15H30017P" 513
trisaccharide* 601,1388 601,1387 0,2 C18H34020P" 601
ellagitannin 1 631,0574 631,0577 0,5 Cy7H19018 631
acide phosphatidique 1 671,4653 671,4657 0,6 C37Hes0sP- 671
acide phosphatidique 2 693,4493 693,4501 1,1 C39HesO0sP- 693
phosphatidylglycérol 1 719,4863 719,4869 0,8 CsgH7,010P" 719
phosphatidylglycérol 2 745,5029 745,5025 0,5 CaoH74010P" 745
sulfoquinovosyl diacylglycérol 1 793,5145 793,5141 0,5 C41H77012S 793
sulfoquinovosyl diacylglycérol 2 815,4982 815,4985 0,3 Ca3H75012S 815

* : adduit phosphate

Toutes les familles de molécules identifiées sont représentées au sein cette liste : les dérivés
d’acides hydroxycinnamiques, les sucres, les flavonoides, les acyle-lipides en plus d’un ellagitannin
et d’'un composé encore non attribué. Ces ions ont été choisis suivant leur abondance relative.
Toutefois, ils présentaient des comportements différents suivant les spectres de masse. Par
exemple, les flavonoides ainsi que I'ion m/z 513 sont plus intenses au sein des échantillons
inoculés alors que le phénomeéne inverse s’observe pour I'acide chlorogénique et les sucres. Dans

le cas des adduits chlorure et phosphate, les intensités normalisées aux ions détectés sous forme
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d’adduit sont additionnées avec celles des ions déprotonés. Il serait en effet redondant d’inclure

plus d’une fois la contribution d’'une méme espéce au sein du jeu de variable.

6.3.  Analyse en composantes principales de la population 41528

Cette ACP dite globale de I’étude comporte une matrice a 19 variables et 96 individus. Ces
19 variables sont associées a la liste des 19 ions marqueurs présentée précédemment. Les 96
individus correspondent aux individus de la population 41528, 48 témoins et 48 inoculés. Les

graphiques des variables et individus sont détaillés dans les paragraphes suivants.

6.3.1 ACP des 19 variables

Le graphique de la Figure IlI-11 est associé I'analyse en composantes principales des 19

variables. Il permet notamment d’évaluer la pertinence des marqueurs sélectionnés.

Variables (axes F1 and F2: 40.62 %)

F1(23.86 %)

Figure IlI-11 : analyse en composantes principales (ACP) des 19 variables. Les acides hydroxycinnamiques
apparaissent en orange, les saccharides en bleu, les flavonoides en verts, les acyle-lipides en jaune et enfin les
especes non identifiées en gris.

Cette ACP des variables possede un degré de variabilité représentée de 40,62 %. Plusieurs
observations viennent a I'esprit lors de la visualisation de ce graphique. Les flavonoides tout
d’abord, sont peu corrélés au reste des molécules étudiées. lls n’expliquent pas ou trés peu les
composantes F1 & F2. Parmi les dérivés d’acides hydroxycinnamiques, seuls les ions m/z 353
(acide chlorogénique) et m/z 409 (acide caftarique) montre des comportements significatifs ; ils

sont fortement projetés sur I'axe F1. Ce dernier est d’ailleurs supporté en majeur partie par le
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glycérophosphoinositol (m/z 333), les phosphatidylglycérols (m/z 719 et 745) et les
sulfoquinovosyl diacylglycérols (m/z 793 et 815). Les acides phosphatidiques (m/z 671 et 693) sont

guant a eux fortement projetés sur I'axe F2.

Ces ACP permettent de dégager une premiere tendance. Les molécules qui discriminent le plus les
échantillons témoins des inoculés sont associées aux saccharides et aux acyle-lipides. Les
flavonoides n’apportent quant a eux pas beaucoup de dispersion. lls ont néanmoins été conservés
pour I'ACP des individus puisque ce sont les principaux représentants des signaux relevés des

empreintes spectrales des échantillons témoins.

6.3.2 ACP des 96 individus

Pour tirer I'ensemble des informations d’'une ACP, il convient d’observer également

I’analyse en composantes principales des individus (Figure 111-12).

Observations (axes F1 and F2: 40.62 %)
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Figure 11I-12 : ACP des 96 individus (48 paires d’hybrides) selon les composantes F1 et F2. Les échantillons
témoins sont représentés en triangle et les infectés en cercle. Les symboles non remplis correspondent aux
hybrides sensibles au mildiou (1 < index OIV < 3,5), la couleur grise aux hybrides moyennement résistants (4 <
index OIV < 6,5) et enfin la noir aux hybrides trés résistants (7 < index OIV < 9).

Ce graphique met en évidence un regroupement en deux sous-populations. Les échantillons
inoculés (a droite) sont clairement différenciés des échantillons témoins (a gauche). Ainsi, I'axe F1
semble étre associé a l'infection puisque la ségrégation des échantillons est opérée suivant ce

dernier. Il représente d’ailleurs la variance la plus importante avec 23,86 %. Ces résultats

confirment les tendances décrites précédemment notamment avec les ACP par variables.



Etude métabolique d’extraits de feuilles de vigne

L'importance de certains métabolites dans ce classement est en bon accord avec certaines études
montrant notamment que I'accumulation de saccharose pourrait éliciter les défenses chez la
plante®. Il a été de méme décrit que des concentrations importantes en saccharose promeuvent
la biosynthése des phénylpropanoides qui induisent a leur tour la synthése de métabolites de
défense telles que les stilbénes chez le lupin®! et, in vitro, dans les cellules de vigne en culture®2.
Les phospholipides quant a eux sont connus pour intervenir dans les voies de signalisation des

mécanismes de défense de la plante®,

Cependant, aucun classement n’apparait en fonction du nombre OIV des hybrides. Les
échantillons inoculés sensibles (ronds blancs) montrent des comportements similaires a ceux des
échantillons inoculés tres résistants (ronds noirs). Ainsi, les génotypes sensibles ne peuvent pas
étre clairement distingués des ceux résistants. Ces observations conduisent a penser que le role
de ces 19 métabolites dans l'infection par le mildiou semble étre davantage associé a des

mécanismes de défenses plutot qu’a un phénomeéne de résistance proprement dit.

6.4.  Histogramme par métabolites en fonction de I'OIV

Afin d’analyser plus finement la distribution de quelques métabolites remarquables au sein
de la population, des graphiques ont été générés pour chacun des 19 métabolites. La Figure 11I-13
présente trois histogrammes, avec un représentant des sucres, des flavonoides et des acyle-

lipides.
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Figure 111-13 : distribution des intensités normalisées de trois ions au sein des échantillons inoculés, (a) m/z
439 (disaccharide + adduit phosphate), (b) m/z 447 (quercétine-O-rhamnoside) et (c) m/z 815
(sulfoquinovosyl diacylglycérol). Sur chaque histogramme sont délimitées trois zones : celle des hybrides
sensibles, celle des hybrides moyennement résistants et celle des hybrides résistants.

Aucun comportement spécifique ne se dégage a I'observation de ces trois histogrammes. Le
niveau de résistance des hybrides n’influe pas sur les intensités relatives de ces ions. Les intensités
des ions sont distribuées de maniere aléatoire. Du point de vue des intensités maximales, c’est
logiqguement I'ion m/z 439 qui présente les intensités relatives les plus intenses. La présence du
sulfoquinovosyl (m/z 815) est plus disparate au sein des échantillons inoculés mais I'intensité
maximale est plus importante que celle du flavonoide sélectionné (m/z 447). Ceci confirme

I'absence de groupements au sein de I'’ACP des individus en fonction du nombre OIV. Des
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comportements similaires sont observés pour I'ensemble des 19 ions marqueurs, quelle que soit

la famille métabolique a laquelle appartient I'ion.
6.5.  ACP par variables

Ces ACP par variables ont été réalisées dans le but d’observer avec plus de précision le
role de chaque famille de molécules dans la ségrégation des individus. Les trois familles les plus

remarquables ont été testées : les flavonoides, les sucres et les acyle-lipides.

La Figure 111-14 présente I’ACP des 192 individus avec les flavonoides. Dans ce cas, les rapports
m/z sélectionnés en tant que variables sont les ions m/z 447, 463, 477, 493. Les intensités
normalisées des ions avec un adduit phosphate ont été additionnées avec celles des ions

déprotonés associés.

Observations (axes F1and F2:67.92 %)
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Figure 111-14 : ACP des 96 individus avec quatre variables associées aux flavonoides (m/z 447, 463, 477 et 493).
Les échantillons témoins sont représentés en bleu et les inoculés apparaissent en rouge.

Cette ACP avec les flavonoides présente un degré de variabilité représentée qui s’éleve a 67,92 %.

Cependant la variabilité des seuls flavonoides ne permet pas de séparer les échantillons témoins

des échantillons inoculés et encore moins de voir apparaitre la raison d’une résistance (pas de

regroupement selon I’échelle OIV). De nombreux échantillons témoins et inoculés restent

regroupés ensemble prés du centre du graphique.

La Figure 11I-15 présente I'ACP des 96 individus avec les sucres. Les rapports m/z sélectionnés
comme variables sont les ions m/z 277, 341 et 601, correspondant respectivement aux mono- di-
et trisaccharides. Ici également, les contributions du disaccharide sous ses 3 formes détectées

(déprotonée, adduit chlore et adduit phosphate) ont été additionnées.
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Figure 11I-15 : ACP des 96 individus avec comme variables les sucres (m/z 277, 341 et 601). Les échantillons

témoins sont représentés en bleu et les inoculés apparaissent en rouge.

L’ACP avec les saccharides seuls permet de constater des regroupements entre les échantillons

témoins et inoculés. Le degré de variabilité est également plus important ici, il est égal a 87,62 %.

Ceci confirme

'observation émise notamment a

I'encontre du disaccharide au sein des

empreintes spectrales. Cet ion (sous ses différentes formes détectées) paraissait étre davantage

exprimé dans les échantillons inoculés.

Enfin, I’ACP effectué sur les acyle-lipides est présentée en Figure lll-16. Elle inclut les 3 sous-

familles de lipides : les acides phosphatidiques (m/z 671 et 693), les phosphatidylglycérols (m/z

719 et 745) et les SQDG (m/z 793 et 815).

F2 (17.54 %)

Observations (axes F1 and F2: 86.65 %)

F1(69.11 %)

Figure 111-16 : ACP des 96 individus avec comme variables les lipides (m/z 671, 693, 719, 745, 793 et 815). Les

échantillons témoins sont représentés en bleu et les inoculés apparaissent en rouge.
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Tout comme pour les sucres, les lipides conduisent a une ségrégation entre les échantillons
témoins et inoculés (a deux échantillons pres). Ici également, ce n’est pas surprenant puisque ces
espéces ont été détectées de facon intense dans la plupart des échantillons inoculés. La séparation
observée entre les deux sous-populations s’opere suivant un axe similaire a celui des sucres

(Figure 1lI-15). Le degré de variabilité est égal a 86,65 %.

Ces trois ACP par variables confirment le fait que les sucres et les acyle-lipides sont responsables

de la ségrégation observée sur I'ensemble de la population 41528.

7. Conclusion de I'étude ESI-FTICRMS

Lors de I'analyse de la population 41528, une quarantaine de métabolites a pu étre
identifiée par infusion directe électrospray en mode négatif. Différentes familles de métabolites
ont été mises en évidence : les dérivés d’acides hydroxycinnamique, les saccharides, les
flavonoides et enfin les acyle-lipides en haute masse. Ces attributions ont été confirmées dans la
plupart des cas par MS/MS. L'analyse en composantes principales a permis d’observer une
ségrégation entre les individus témoins et les individus infectés par le mildiou. Une analyse fine
des données MS tend a confirmer que les ions marqueurs sont plutot impliqués dans la défense
gue dans la résistance. En effet, ces marqueurs apparaissent aussi bien au sein des génotypes

sensibles qu’au sein de ceux résistants.

Cependant, certains métabolites ne sont pas accessibles en infusion directe, notamment a cause
du phénomene de compétition a Iionisation. Les stilbenes par exemple, ne sont pas observés alors
gu’ils sont synthétisés suite a l'infection de Plasmopara viticola. L'une des possibilités pour
accéder a davantage de métabolites est d’ajouter une étape de séparation avant I'analyse en
masse. L'utilisation du couplage LC-MS pour le profilage d’un extrait méthanolique constitue des
lors I'objet du point suivant. Cependant le développement d’une méthode chromatographique
demande du temps, et surtout, les temps d’analyses sont bien plus longs. En infusion directe,
I’analyse d’un échantillon dure 2 min (temps de ringage compris) contre une heure en couplage,

sans compter le temps de rééquilibrage.

8. Analyse d’'un extrait de feuille de vigne de I’étude par LC-ITMS

Si elle demande plus de temps qu’une simple infusion, I'analyse non ciblée par LC-ITMS
(« profiling » ou encore « screening ») doit permettre d’accéder a un nombre plus important de

métabolites par rapport a I'infusion directe. Outre I'avantage de pourvoir séparer les isomeéres, la
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chromatographie peut fortement diminuer les phénomeénes de compétition a lionisation

(suppression ionique), un point crucial lors de I'analyse de matrices complexes.

Cette partie comportera uniquement I'analyse d’un seul échantillon. Les raisons en sont multiples,
au premier rang desquelles on peut citer le manque d’échantillons. En effet, a I'arrivée du
spectrometre au laboratoire, beaucoup de couples d’échantillon « témoin-infecté » n’étaient plus
disponibles pour une étude compléte. La plupart des témoins restant ont été utilisés comme
« matrice blanche » pour le dosage des stilbénes qui sera utilisé a I'appui d’expériences en
imagerie et présenté ultérieurement dans ce manuscrit (Chapitre 1V). L'objectif de I'analyse qui
est présentée ici est de fournir un ordre de grandeur du nombre de métabolites détectés et

identifiés par rapport a I'infusion en ESI-FTICRMS.

8.1.  Profil métabolique ESI-FTICRMS d’un extrait inoculé de la population 41528

Un extrait de feuille de vigne infectée, sensible (OIV 3), issu du jeu d’échantillons de la
population 41528 a été sélectionné pour cette étude. Avant l'analyse en couplage, il est
intéressant d’infuser cet échantillon en ESI-FTICRMS afin d’avoir une empreinte spectrale de
référence. Pour rester cohérent avec I'ensemble de I'étude de la population 41528, ces analyses
ne seront effectuées uniqguement en mode négatif. Le spectre de masse de cet échantillon obtenu

en infusion direct est présenté en Figure I11-17.
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Figure llI-17 : spectre de masse obtenu en infusion directe par ESI-FTICRMS en mode négatif d’un extrait de
feuille de vigne inoculé (OIV 3).
Ce spectre en infusion directe montre une présence importante des acyle-lipides (m/z 669, 719,
745, 793, 815 et 837). Deux acides hydroxycinnamiques (m/z 311 et 409) sont détectés

intensément, I'ion présentant le rapport m/z le plus faible est associé a I'acide tartrique. Le
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représentant le plus intense des flavonoides est l'ion m/z 477, associé a la quercétine-O-

glucuronide. Enfin, le disaccharide avec son adduit phosphate est détecté (m/z 439).

8.2.  Profiling LC-MS/MS d’un extrait inoculé de la population 41528

Cet échantillon a été ensuite analysé par couplage LC-ITMS par une méthode reposant sur
un gradient linéaire de 60 minutes. Les parameétres de séparation et de sources sont décrits ci-

apres.

8.2.1 Paramétres d’analyse

La séparation est faite sur une colonne Waters Symmetry Shield, phase inverse C18, de
diametre interne de 3,5 mm et de dimensions 4,6 mm x 50 mm. Cette phase stationnaire implique
des interactions de type hydrophobes. Si on peut s’attendre a ce que les sucres par exemple ne
soient pas retenus sur ce support, la chromatographie de partage a polarité de phases inversée
est classiquement utilisée pour balayer le contenu d’échantillon présentant a la fois des analytes
polaires et apolaires. Les premiers sont retenus grace une forte proportion d’eau dans la phase
mobile et les seconds pourront étre élués en présence d’une forte proportion de phase organique
(acétonitrile la plupart du temps). Le gradient d’élution permettra d’augmenter la force éluante

au cours du temps et sa pente sera relativement douce pour un maximum de résolution.

Paramétres de séparation :

Un gradient linéaire a été programmé avec les voies A (H.0) et B (ACN). Le four de la colonne est

maintenu a 40 °C, le débit est fixé a 500 puL-min et le volume d’injection est de 20 pL.

Gradient : 0 min: 5% B ; 55 min 100 % B ; 60 min 100 % B

Parametres de source :

Température de source : 400 °C
Sheath Gas (a.u.) : 60

Auxiliary Gas (a.u.) : 20

Sweep gaz flow (a.u.) : 5

Tension de spray : - 4,5 kV
Température du capillaire : 380 °C
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822 Résultats

Le pieége ionique est configuré pour analyser deux événements. Le premier est le balayage
m/z en « full MS » et le deuxiéme concerne la fragmentation des 10 ions les plus intenses lorsqu’un

seuil d’intensité est dépassé. Le chromatogramme obtenu est présenté en Figure 111-18.
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Figure 11I-18 : chromatogramme LC-ITMS d’un échantillon inoculé obtenu avec une colonne C18 en phase

inverse. Le four de la colonne est maintenu a 40 °C, le débit fixé a 500 uL-min! et le volume d’injection est de
20 pL. Un gradient linéaire est opéré avec les voies A (H,0) et B (ACN) pendant 60 min : 0 min : 5% B ; 55 min
100 % B ; 60 min 100 % B. Le TIC (Total lon Current) représenté est associé au full scan de cette analyse.
Environ 130 signaux correspondant a 90 rapports m/z ont été extraits de ce chromatogramme
contre environ 40 rapports m/z en infusion ESI-FTICRMS. Quatorze métabolites ont été détectés
en commun avec ces deux techniques. L’Annexe | présente la liste des ions détectés avec leurs
temps de rétention, leurs fragments (lorsque l'intensité du signal I'a permis) ainsi que leurs
identifications potentielles correspondantes. Cependant, le travail d’attribution restant est
conséquent. Si les données de fragmentation (parfois abondantes) ne sont pas référencées dans
la littérature, I'attribution n’est pas aisée. Qui plus est, avec la perte de la haute résolution de la
FTICRMS, les données sur les compositions élémentaires des ions et des fragments ne sont plus

accessibles.

Comme on peut s’y attendre, le pic chromatographique correspondant au temps mort contient
entre-autre les sucres, des composés trés polaires. L'ion le plus intense de cette région du
chromatogramme est associé a I'acide tartrique, m/z 149. Ce composé est également présent dans
le spectre d’infusion directe (Figure 111-17). Le deuxiéme pic est un massif trés large s’étendant de
4,90 a 14,40 min. Il comporte un continuum de composés qui sont élués au fur et a mesure de

I'augmentation du pourcentage d’acétonitrile dans la phase mobile. La présence d’un seul
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flavonoide, I'ion m/z 477, correspondant a la quercétine-O-glucuronide, est cohérente avec
I’empreinte spectrale ESI-FTICRMS. L’acide chlorogénique, I'ion de rapport m/z 353 est élué a 9,45

minutes.

Cette expérience a permis, en outre, de détecter une toute nouvelle famille de métabolites non
accessible jusqu’a présent en infusion : les stilbénes. Ces composés n’étaient pas détectés en ESI-
FTICRMS a cause d’'un phénomeéne de compétition a l'ionisation!. Or, comme décrit lors au
Chapitre |, ces composés de défense sont synthétisés de facon abondante lorsque la feuille est
infectée par Plasmopara viticola. La Figure IlI-19 présente les chromatogrammes des stilbenes

détectés pour cet échantillon.
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Figure IlI-19 : chromatogrammes des différents stilbénes détectés en full scan au sein de I’échantillon
inoculé : (a) picéides (ion extrait m/z 389), (b) picéatannol (ion extrait m/z 243), (c) viniférines (ion extrait m/z
453), (d) resvératrol (ion extrait m/z 227) et (e) ptérostilbéne (ion extrait m/z 255). Conditions
chromatographiques identiques a la Figure I11I-18.

Plusieurs stilbenes sont détectés par couplage LC-MS au sein de cet échantillon. Leur identification
a été confirmée d’une part avec les temps de rétention et d’autre part avec la fragmentation de
leur standard associé. Le trans-picéide, le plus polaire avec sa substitution glycosidique, présente
logiquement le temps de rétention le plus faible : 13,68 min. La présence d’un pic au temps de

rétention 13,01 min (Figure 111-19 (a)) atteste de la présence de son isomere, le cis-picéide. Apres

les picéides, c’est le picéatannol qui est élué avec un temps de 18,31 min (Figure 111-19 (b)). Ce
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composé est décrit dans la littérature comme étant surtout présent au sein des raisins® mais il
n’est pas impossible que ce stilbéne soit également présent dans les feuilles. Les viniférines
donnent lieu a 4 pics chromatographiques. Les deux premiers a 17,02 et 18,07 min sont
respectivement associés a la cis- et trans-e-viniférine. Les deux pics suivants a 21,60 et 22,65 min
sont quant a eux respectivement associés a la trans- et a cis-d-viniférine (Figure 111-19 (c)). L'ordre
d’élution des différents isomeres de viniférines a été démontré par Pezet et al. sur une colonne
C18 34 Le resvératrol, stilbéne phare de la vigne, repéré sur le chromatogramme d’ion extrait a
m/z 227, est élué a 42,72 min (Figure IlI-19 (d)). Enfin, avec ces deux groupements méthyle
supplémentaires, le ptérostilbene est le plus apolaire de ces stilbénes, son temps de rétention est
a 47,94 min (Figure IlI-19 (e)). En termes d’intensité de signal des spectres de masse, c’est le

ptérostilbéne qui est le plus intense (6,45.10°a.u.), le picéide étant le moins intense (2,95.10%a.u.).

Les acyle-lipides, fortement abondants sur I'empreinte spectrale ESI-FTICRMS, sont détectés apres
40 min. L'ion m/z 815 en particulier, associé a un sulfoquinovosyl diacylglycérol déja observé en

ESI-FTICRMS, présente un pic chromatographique a 53,67 min.

823 Conclusion sur le profiling LC-ITMS

Ce type d’expérience LC-MS/MS permet d’obtenir un nombre de signaux plus élevé qu’en
simple infusion avec cependant, une méthode d’analyse plus longue (60 min sans prendre en
compte le temps de rééquilibrage de la colonne). La quantité de données nécessite un temps de
traitement également plus important. Mais cette expérience a permis de mettre en évidence les
stilbénes de la vigne jusgu’ici non détectés. Cette analyse préliminaire de couplage
chromatographique avec le piege a ions permet de montrer I'accroissement de I'information qui

en résulterait pour I'étude menée.

Toutefois, de nombreux rapports m/z demeurent sans attribution. A titre d’hypothése, on peut
penser que certains d’entre eux proviennent du mildiou lui-méme. Pour le vérifier, il faudrait
confronter les analyses d’un extrait de feuille de vigne témoin avec celle d’'un échantillon de spores
germées lyophilisées. L’échantillon de spores germées n’était hélas plus disponible lorsque ces
analyses LC-MS ont été conduites. Le nombre de métabolites détectés et identifiés pourrait
encore s’accroitre avec un appareillage de type Orbitrap, mais le laboratoire n’en est pas équipé
pour l'instant. L'apport de la haute résolution de ce type de spectrométre pourrait faciliter

considérablement les attributions de composés.
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9. Conclusion

De ces expériences, le but était d’utiliser la spectrométrie de masse a résonance
cyclotronique des ions a transformée de Fourier dans une approche type métabolomique, méme
si seul le mode négatif a été exploré. Dans cette optique, des extraits méthanoliques de feuilles
de vigne ont été analysés. Ces derniers sont issus d’une population phénotypée d’hybrides pour
résister au mildiou, présentant des degrés de résistance divers au pathogene a été étudiée. Le
brassage génétique a généré une variabilité importante des degrés de résistance au sein de la

population 41528.

Une quarantaine de métabolites ont été identifiés par ESI-FTICRMS. Les assignations de
structures moléculaires ont été confirmées par des expériences de spectrométrie de masse en
tandem. Quatre grandes familles se sont dégagées lors de ces identifications : les dérivés d’acides
hydroxycinnamiques, les saccharides, les flavonoides et les acyle-lipides. Les résultats obtenus ont
montré que ces analyses en routine rapides étaient suffisamment informatives pour différencier
des échantillons entre eux. L'analyse en composantes principales des 19 ions marqueurs a ainsi
permis d’observer une ségrégation entre les échantillons inoculés et les échantillons témoins. Ces
marqueurs sont vraisemblablement impliqués dans les mécanismes de défense ou de voie de
signalisation mais n’expliquent pas la résistance des feuilles a Plasmopara viticola. Les feuilles de
vignes témoins ont montré des taux relatifs élevés de flavonoides glycosylés. En revanche, les
saccharides (principalement le disaccharide) ainsi que les lipides ont vu leur abondance relative
fortement augmenter au sein des échantillons inoculés. Ce phénoméne peut étre attribué a la
présence du pathogéne qui dégrade une partie du matériel cellulaire. Les sulfoquinovosyl
diacylglycérols, molécules peu décrites dans la littérature, apparaissent clairement comme des
métabolites favorisant la défense de la plante. Ce point méritera cependant des investigations

supplémentaires.

Enfin pour terminer cette étude, un échantillon infecté de la population 41528 a été analysé
en couplage LC-MS. Un nombre de données important a pu étre enregistré lors de ce gradient
linéaire de 60 minutes. La présence de plusieurs ions observés en infusion ESI-FTICRMS a pu étre
confirmée par LC-ITMS, et en particulier grace aux expériences MS/MS. En outre, les stilbénes,
jusqu’a présent non accessibles a cause d’'un phénoméne de compétition a I'ionisation, ont pu
étre observés. Ainsi, le resvératrol, le picéatannol, le ptérostilbene, les picéides ainsi que les
viniférines ont été détectés, parfois sous différentes formes isomériques. Bien que le temps
d’analyse soit long, cette expérience s’est révélée particulierement informative puisqu’elle a

permis de détecter un nombre de métabolites bien plus important qu’en infusion directe, méme
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s’ils n’ont pas pu étre tous identifiés. Enfin, cette méthode chromatographique a servi de point de
départ pour le développement d’une méthode de dosage de stilbéne, explicitée dans le chapitre

suivant, consacré a I'imagerie par spectrométrie de masse.
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Imagerie par spectrométrie de masse

1. Introduction

Contrairement aux analyses du chapitre précédent, elles sont ici réalisées directement sur
la feuille de vigne. Ce chapitre traite ainsi de I'analyse in situ de molécules impliquées dans
I'infection des feuilles de vigne par Plasmopara viticola. Ces travaux s'appuient sur 'utilisation
d’un outil original : I'imagerie par désorption/ionisation laser couplée a la spectrométrie de masse
(LDI-TOFMS). Les résultats acquis par cette technique permettent de disposer de données inédites
et précises chez la vigne sur la synthése de molécules en lien direct avec |I'agression du pathogene.
Ce chapitre décrira tout d’abord le développement instrumental nécessaire au maintien de
conditions d’analyse stables et répétables dans le temps. La répétabilité du signal obtenu en
imagerie sera évaluée avec le développement d’'une méthode de dosage en chromatographie
liquide couplée a la spectrométrie de masse. Ceci conduira a I'aboutissement de I'imagerie LDI-
TOFMS, détaillé dans le dernier volet de ce manuscrit. Enfin, ce chapitre se terminera par
I’exploration d’autres modes d’ionisation pour I'imagerie comme le MALDI et par des tests de

préparation d’échantillon réalisés avec un laser excimer.
2. Imagerie par spectrométrie de masse

2.1.  Principe et applications de I'imagerie par spectrométrie de masse

L'imagerie par spectrométrie de masse (MSI, Mass Spectrometry Imaging) permet
d’établir des représentations de la répartition d’'une molécule sur des surfaces plus ou moins
complexes (cartographie). A travers les cartes d’ions d’intérét qui en résultent, elle donne ainsi
acces aux lieux d’accumulation de ces composés. Le principe de cette technique est présenté

Figure IV-1.
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Figure IV-1 : principe de I'imagerie par spectrométrie de masse publiée dans Nature Reviews Cancer. (a) une
section fine de tissue biologique (animal ou végétal) est préparée avec ou sans matrice ; (b) interaction laser-
matiére entre le laser et I’échantillon : le laser tire sur chaque pixel qui compose la grille bidimensionnelle a
analyser ; (c) dans le cas de protéines, aprés leur digestion trypsique, identification par PSD/CID ; (d)
visualisation des cartes moléculaires pour les ions ciblés.

La technique a été mise au point par Caprioli en 1997 sur un instrument de type MALDI-TOFMS.
Son étude avait pour objectif 'analyse de sections de tissus dans le but de localiser des peptides
et des protéines au sein de tissus humains et de rat?. Le spectrométre a temps de vol était a cette
époque le seul analyseur adapté a I'imagerie. La combinaison d’une vitesse d’acquisition élevée,
d’une trés bonne sensibilité et d’'une large gamme de détection en ont fait et en fait encore un
outil de choix pour la MSI. S’il reste le principal instrument dédié a I'imagerie par spectrométrie
de masse, la littérature décrit des expériences MSI effectuées avec d’autres types analyseurs tels
que le piége ionique linéaire3, I'orbitrap*®, la FTICRMS’™ ou encore I'analyseur hybride de type Q-
TOF'®, Sj la FTICR permet une résolution et une précision en masse trés élevées, son temps

d’acquisition élevé conduit a des expériences MSI longues.

Les sources d’ionisations les plus couramment utilisées pour I'imagerie en spectrométrie de masse
sont le MALDI*?13, |a désorption/ionisation par électrospray (DESI)}**°, et I'ionisation secondaire
par bombardement d’ions primaires (SIMS)'®1’, Ces sources d’ionisation utilisent respectivement
un faisceau laser, un spray de solvant ou un faisceau d’ions comme sonde pour agir avec le tissu a

analyser. En MALDI, les meilleures résolutions spatiales atteignent 10 um? voire 5 pm?. Ce
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parameétre est notamment limitée par la focalisation du laser ou encore la taille des cristaux de la
matrice. Avec une source de type SIMS, les résolutions sont inférieures a8 100 nm?2%?!, Cependant,
ce type de source généere une fragmentation abondante de composés organiques, limitant ainsi la
taille des molécules biologiques analysables. Néanmoins, de nouvelles avancées ont permis
d’utiliser cette technique avec I'utilisation de nouvelles sources d’agrégats (Bil*, Bi** et Ce*)%,
notamment pour I'analyse de coupes histologiques de cerveau rat?. La résolution en DESI est
couramment autour de 200 um mais une étude récente d’imagerie en nano-DESI a permis
d’atteindre 12 um de résolution spatiale pour des applications relatives a des diagnostics cliniques
ou encore a la biochimie?*. L'ionisation par électronébulisation et désorption laser (LAESI) est un
cas particulier puisque cette source utilise un laser pour désorber les molécules et un courant de
spray pour ioniser ces derniéres. Tout comme en SIMS, cette technique permet de sonder des
échantillons en profondeur. Nemes et al. ont mené plusieurs études couvrant les domaines de la
biologie végétale et des analyses cliniques en imagerie avec la source LAESI®>?®, En LAESI, il est
méme possible de réaliser des cartes en 3 dimensions. Dans le cas de I'étude de feuilles de
Spathiphyllum lynise, chaque ablation retire entre 30 et 40 um d’épaisseur du tissu, permettant
d’effectuer des images successives dans la profondeur. Les répartitions en 3 dimensions des

métabolites de la plante s’obtiennent par la superposition des différentes images?’.

L'avéenement de I'imagerie MALDI par spectrométrie de masse, initié par Caprioli a la fin des
années 90, a ouvert un large champ d’applications biologiques. L’histologie moléculaire par

spectrométrie de masse appliquée a l'imagerie s’est imposée rapidement comme une nouvelle

28,29
’

technologie prometteuse pour linvestigation de biomarqueurs pour le profilage de

30,31 32-34

métabolites associés a des médicaments*>?!, pour I'analyse de lipides ou encore pour la
protéomique3>27. Avec l'instrumentation actuelle, il est méme possible d’étudier des sections
d’organes entiers (coupe de cerveau par exemple)®#3, Son évolution constante, notamment grace

a la variété de sources d’ionisation disponibles, permet, en outre, d’étendre ses champs

d’application au-dela de I'analyse de tissus humains ou d’animaux. La littérature fait notamment

état d’analyses de films bactériens*®*, de verre antique*?, de quartz*, de circuits imprimés* ou

méme d’empreintes digitales*®,

Les débuts de I'imagerie par spectrométrie de masse ont surtout porté sur des études de tissu
animal. Dans ces applications, les molécules ciblées sont le plus souvent des peptides et des
protéines. Ce n’est que trés récemment que le nombre de publications en imagerie appliquée aux
métabolites de végétaux s’est mis a augmenter de facon importante®’. Avant 2010, seuls quelques

exemples apparaissaient dans la littérature. En 2005, Mullen et al. ont suivi la répartition de
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fongicides et d’herbicides sur des plants de soja®*. En 2006, Robinson et al. se sont intéressés aux
carbohydrates hydrosolubles dans les tiges de blé. La méme année, Burrell et al. ont également
travaillé sur le blé montrant les différences de répartition du sucrose et du glucose-6-phosphate
au sein des grains*. En 2008, Shroff et al. ont suivi la répartition de glucosinolates sur des feuilles
d’Arabidopsis thaliana, en mode de détection négatif avec la matrice 9-aminoacridine. A partir
de 2010, le nombre de publications en MSI dans le domaine des végétaux a considérablement
augmenté. On peut citer par exemple, I'étude de Goto-Inoue et al. sur la répartition de I'acide y-
aminobutyrique (GABA) chez I'aubergine®®. Jun et al. ont utilisé des particules colloidales d’argent
en tant que matrice pour la localisation par imagerie d’alcanes et d’aldéhydes chez Arabidopsis
thaliana®®. Zaima et al. se sont intéressés a la répartition de lipides présents chez une variété de
riz asiatique résistante a la sécheresse®. Les travaux précédents de notre laboratoire ont, eux
aussi, d’ailleurs conduit a une publication en imagerie sur la localisation de stilbénes sur feuilles
de vigne suite a 'infection par P. viticola ou irradiation UV>4. Plus récemment, la littérature fait
état d’études en MSI sur les glucosinolates au sein des fleurs et des siliques d’Arabidopsis® ou
encore de MSI indirecte sur des empreintes de matériel végétal (« imprint ») sur une surface en
Teflon®®. Tout derniérement, en 2013, Li et al. sont parvenus a suivre la localisation d’une longue
chaine d’acide gras (VLCFAs) directement sur la cuticule des feuilles et des pétales de millepertuis
par DESI®’. Pour y parvenir sans utiliser de chloroforme ou réaliser « d’imprints », qui
délocaliseraient ces chaines grasses, ils ont vaporisé un solvant ternaire (composé de chloroforme,
d’acétonitrile et d’eau) sur leur matériel végétal, permettant d’avoir une meilleure sensibilité pour

cette classe de composés.

L'ensemble des résultats publiés prouvent que cette technologie est désormais capable de
localiser précisément des métabolites d’intérét. Dans certains cas, la résolution est méme
suffisante pour visualiser leurs emplacements au niveau cellulaire®®. Historiquement, I'imagerie
par spectrométrie de masse reste limitée au domaine semi-quantitatif. Cependant, une nouvelle
approche de quantification pour la MSI a récemment été développée par Hamm et al >°, basée sur
la détermination d’un coefficient d’extinction. Ce dernier évalue la diminution du signal d’'une
molécule au sein de sa matrice biologique en comparaison de l'intensité de son étalon. Il est

ensuite appliqué en tant que facteur de normalisation.

Le caractere versatile de I'imagerie explique la poursuite active de son développement actuel.
Certains défis techniques restent d’ailleurs a relever comme I'amélioration de la sensibilité, de la
résolution spatiale, de la résolution en masse, de la réduction du temps d’acquisition d’une

expérience MSI et encore de la quantification.
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2.2.  Logiciels

Les logiciels informatiques jouent un réle non négligeable dans la convivialité d’acquisition

et la rapidité du traitement des données.

Au début des travaux en imagerie par spectrométrie de masse, une premiére suite logicielle a été
utilisée. Elle est composée de logiciels libres de droit®®. Le premier, Create Target (version 2.04)
crée la trame virtuelle avec I'observation de I’échantillon par une caméra CCD. C'est lors de cette
étape que I'on renseigne le pas du tir laser et les dimensions de la surface a analyser, ces deux
parameétres conditionnant la résolution spatiale de la future image. Cette trame virtuelle est
ensuite chargée par le logiciel qui controle le spectrométre de masse, FlexControl (version 3.3,
Bruker Daltonics). Un 3™ |ogiciel, AnalyzeThis! (version 1.21) génére un fichier image global qui
contient toutes les données spectrales de chaque pixel. Enfin, le logiciel BioMap (version 3.08,
Novartis) sert a visualiser les représentations des ions d’intéréts. L'inconvénient de cette suite
logicielle concerne la difficulté pour superposer I'image en masse avec le cliché optique du méme
échantillon. Les logiciels Create Target et Analyze This! ont été développés par Stefan Clerens®®
pour I'imagerie par spectrométrie de masse sur des appareils Bruker de type Reflex IV et Ultraflex

Avec 'acquisition du spectrometre de masse a temps de vol Ultraflex Il (Bruker), le laboratoire a
acheté un logiciel développé par Bruker, Fleximaging (version 2.1), dédié a I'imagerie. Ce dernier
permet de n’utiliser plus qu’un seul logiciel pour toutes les étapes citées précédemment. Il donne,
en outre, la possibilité de superposer directement et surtout précisément les images en masse
avec le cliché optique relatif. Toutes les expériences en MSI effectuées aprés le mois de mai 2012

ont été réalisées avec ce logiciel.

3. Imagerie par spectrométrie de masse en mode positif LDI-TOFMS

La désorption/ionisation laser (LDI) sans utilisation de matrice a été privilégiée pour le
début de ces travaux en imagerie pour plusieurs raisons. D’une part, la premiere partie de ce
travail vise a approfondir les recherches du laboratoire en MSI sur les feuilles de vignes®? et d’autre
part, la LDI présente plusieurs avantages. Elle permet de s’affranchir des pics caractéristiques des
matrices en basse masse, une zone ol sont susceptibles d’étre présents les composés d’intéréts,
de limiter les contaminations et la préparation de I’échantillon est réduite a sa plus simple

expression.
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3.1.  Optimisation des parametres d’analyse

3.1.1 Parameétres du spectrometre de masse

Les paramétres instrumentaux ont été optimisés dans le but d’obtenir un maximum

d’information avec la meilleure sensibilité lors d’analyses in situ de feuilles de vigne.

Les parametres du spectromeétre de masse (tensions des lentilles 1S/1, 1S/2, du réflectron, gain du
détecteur) ont été optimisés pour une gamme de masse s’échelonnant de 100 a 1100 Da. lIs sont
présentés en Tableau IV-1. C'est dans cette zone que sont susceptibles de se trouver les

métabolites d’intéréts, le plus souvent des composés moléculaires de faible masse.

Tableau IV-1 : principaux parameétres du spectromeétre de masse en mode positif.

Parametre Valeurs
lon Source 1 20,00 kV
lon Source 2 16,40 kV
Lens 9,90 kV
Reflector 23,00 kV
Pulsed ion extraction 200 ns
Detector gain 1711V

3.1.2 Parametres laser

La focalisation et la taille du spot laser sont des paramétres cruciaux lors d’expériences en
MSI. Le diamétre du spot laser peut étre modifié grace a un iris. En effet, sur ce dernier il est
possible d’y adapter un diaphragme (pinhole). Les deux lentilles, successivement convergente puis
divergente, focalisent le faisceau laser sur la cible. Pour I'analyse de feuilles de vigne, le réglage
de ces lentilles doit étre modifié puisque les feuilles génerent une surépaisseur (environ 50 um
pour une feuille lyophilisée) par rapport a un dépot MALDI classique. Plusieurs positions ont été
testées, repérées au moyen d’une regle graduée au millimetre fixée sur le banc optique. Celle
permettant d’obtenir le meilleur signal pour I'analyse de feuilles de vigne a été retenue. Le
pinhole, quant a lui, permet de ne sélectionner que la partie centrale et homogéne du faisceau
laser de profil gaussien. Plusieurs pinholes de différents diametres d’ouverture (350 um a 1000
pum) ont été testés. Les pinholes les plus petits, permettant d’atteindre une taille de spot laser de
10 um ne permettent pas d’obtenir une sensibilité suffisante. Le pinhole de 650 um de diametre
d’ouverture offre un bon compromis entre bonne sensibilité et taille du spot, de 40 a 45 um. La

taille des impacts a été évaluée a I'aide d’une zone de la plaque MALDI recouverte d’encre bleue.
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Apres plusieurs tirs lasers sur cette zone, les surfaces désorbées ont été mesurées afin de

déterminer le diamétre moyen de ces impacts laser.

L'énergie laser nécessaire pour I'analyse de feuilles de vigne, supérieure a une analyse classique
de dépobts MALDI, a également été adaptée. Si I'énergie est trop faible, le spectre ne présentera
que du bruit de fond. En revanche, si I'énergie est trop forte, le spectre sera saturé en basse masse
(pics enregistrés a chaque masse jusqu’a 300 Da) et les résultats seront inexploitables. Avant
chaque série d’analyses en imagerie, il est nécessaire de contrbler I'énergie laser. Ce controle
s’effectue par I'intermédiaire de la mesure d’un faisceau dévié. Typiquement, |I'énergie mesurée
doit étre comprise entre 28 et 32 . Un atténuateur en silice situé en amont du parcours optique,
controlé par le logiciel pilote du spectrométre de masse, permet d’affiner le réglage de I'énergie
laser. La valeur de I'atténuateur est réglée a 60 %, plus ou moins 5 % suivant la réponse de

I’échantillon.

Il est toutefois possible de calculer I'énergie réellement déposée sur la cible en déterminant le
coefficient d’absorption de tous les éléments optiques présents sur le parcours du laser®, Le filtre
UV (qui sélectionne la bonne longueur d’onde en sortie du laser), I'atténuateur, les deux lentilles
de focalisation, la lame séparatrice (servant a dévier le faisceau de contréle de I'énergie), les
prismes de déviation et enfin le hublot de la source absorbent tous une partie de I'énergie laser.
Les mesures d’énergie sont faites avec une cellule Gentec-EO ED 200 reliée a un boitier DUO
(Gentec-EQ). A 266nm, la transmittance totale T a été évaluée a 0,070 en considérant une
transmission totale de I'atténuateur (position 100 %) pour I'ensemble du trajet optique jusqu’a la
cible. Lorsque I'atténuateur est positionné a 60 %, son absorbance a été mesurée a 0,695. En
prenant en compte cette contribution, la transmittance totale T devient égale a 0,025. En sortie,
I’énergie laser a été mesurée a 1,19 mJ. Ainsi, avec I'atténuateur positionné a 60 %, I'énergie
déposée sur la cible sera d’environ 30 pJ, soit une fluence d’environ 1,89.10% J-cm, en considérant

un spot laser de diametre égale a 45 um.

3.2.  Analyse de feuilles de vigne infectées par Plasmopara viticola

La Figure IV-2 présente une empreinte spectrale typique d’une analyse d’une feuille de

Cabernet Sauvignon, 5 jours aprés son infection par le mildiou.
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Figure IV-2 : empreinte spectrale LDI-TFOMS obtenue lors de I’analyse d’une feuille de vigne de Cabernet
Sauvignon a 5 jours post infection (5 dpi) et structures moléculaires associées aux ions m/z 228 et 254, (a)
trans-resvératrol et (b) trans-ptérostilbéne.

Deux signaux retiennent particulierement I’attention sur cette empreinte spectrale : les ions de
rapport m/z 228 et 254, respectivement associés au trans-resvératrol et au trans-ptérostilbéne.
Comme cela a été décrit dans la Chapitre I, une feuille de vigne infectée par Plasmopara viticola
synthétise différents composés en réponse a cette agression comme les stilbénes. Bien que non
détectés lors des analyses par ESI-FTICRMS, le profiling réalisé en LC-ITMS a confirmé la présence
de plusieurs stilbenes au sein des échantillons inoculés. L'imagerie LDI-TOFMS en donnant accés

a une autre classe de composés, est donc complémentaire avec I'ESI-FTICRMS.

Dans nos conditions d’analyses en désorption/ionisation laser a 266 nm, seuls le resvératrol et le
ptérostilbéne sont détectés (Figure IV-2). Ces molécules s’ionisent sous forme d’un ion radicalaire
M**. Leur ionisation utilise un processus biphotonique au sein de la plume d’ablation®%®*, Dans le
cas du resvératrol, I'ion radicalaire m/z 228 est effectivement détecté. Le cas du ptérostilbéne est
légerement différent. Ce composé de formule brute CisH1603 (256,296 g-mol™) est détecté sous
forme d’un ion radicalaire a m/z 254 correspondant a I'ion [M-2H]*. Ce composé perd rapidement
deux atomes d’hydrogene par un phénomene de cyclisation photochimique déja observé pour le
trans-3,3,5,5'-tetramethoxystilbene®. Tout d’abord, lirradiation UV a 266 nm entraine
I'isomérisation de la forme trans a la forme cis du ptérostilbéne. Puis, I’élimination de deux atomes
d’hydrogéne et la cyclisation du cis-ptérostilbéne résultant donne lieu a la formation d’un

phénanthréne tri-substitué.
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Bien entendu, la spectrométrie de masse ne permettra pas de différencier ici les isomeres cis et
trans d’'une méme molécule. Par ailleurs, bien que leur présence ait été confirmée par le profilage
LC-MS (Chapitre lll, point 7), les viniférines et picéides n’apparaissent pas sur les spectres alors
gu’ils possédent le groupe stilbéne capable de s’ioniser par LDI. L'analyse d’étalons de (d)-
viniférine et de trans-picéide a été entreprise en LDI-TOFMS afin de lever l'incertitude les
concernant. lls ont été préparés en solution méthanolique et simplement déposés sur le porte-
cible. La trans-3-viniférine est issue une fraction d’extrait de feuille collectée et dosée a 10° mol-L°
1, Malgré quelques essais de différents réglages du spectrométre, I'ionisation par LDI de la -
viniférine s’est révélée infructueuse. L’analyse d’une solution de picéide de concentration 2.107°

mol-L't conduit en revanche a la détection de deux signaux (Figure IV-3).
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Figure IV-3 : spectre LDI-TOF d’une solution méthanolique de picéide préparée a une concentration de 2.10°
M. Accumulation de spectres de masse LDI-TOFMS correspondant a 100 tirs laser. La position de la

fragmentation est précisée sur la structure moléculaire.

N

Deux ions associés au picéide sont détectés. L’ion moléculaire radicalaire M** a m/z 390 et I'ion
m/z 228 correspondant a l’aglycone (resvératrol) issu d’une fragmentation in source. Cette perte
enregistrée de 162 u correspond donc a la perte du groupement sucre accompagné d’un transfert
d’atome hydrogeéne (Figure IV-3). La désorption/ionisation laser est une méthode d’ionisation
suffisamment énergétique pour permettre la rupture de liaisons fragiles comme peuvent I’étre les
liaisons glycosidiques. En conséquence, la détection du picéide peut se confondre avec celle de
resvératrol. Ceci signifie que I'ion m/z 228 détecté sur une feuille de vigne en LDI-TOF peut
provenir d’une détection globale de 4 stilbenes différents : cis- et trans-picéide et cis- et trans-

resvératrol. En revanche, I'ion m/z 254 ne peut provenir lui que du trans- ou du cis-ptérostilbéne.
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La majorité du signal provient sans nul doute de I'isomere trans car il est bien plus répandu que la

forme cis. En effet, ce dernier est moins stable d’un point de vue stérique®®.

3.3.  Imagerie sur feuilles de vignes

Les expériences en imagerie ont été conduites sur deux feuilles de Cabernet Sauvignon
dont une a été infectée. Cette derniére a été analysée cing jours apres son infection. Un morceau
de feuille d’environ 1 cm? est fixé sur la plaque d’analyse a I'aide d’un ruban adhésif en aluminium.
La zone a analyser est un carré de 2 x 2 mm avec un pas de 50 um entre chaque tir laser.
L'ensemble correspond a 1600 pixels. Le diameéetre du spot laser mesure environ 45 um de
diameétre. Avec un pas de 25 um, un phénomene de recouvrement aurait lieu, pouvant conduire
a des baisses progressives de signal pour des pixels adjacents. Un pas de 50 um permet I'analyse
de la totalité de la trame sélectionnée sans risque de recouvrement. Les images de la répartition
des deux stilbénes suivis provenant d’une feuille témoin et d’une feuille inoculée de Cabernet

Sauvignon sont présentées en Figure IV-4.

Figure IV-4 : cartes MSI de feuilles témoin et inoculée de Cabernet Sauvignon (BioMap). Les images 1.a et 1.b
correspondent aux distributions respectives des ions m/z 254 et 228 d’une feuille témoin. Les images 2.a et
2.b correspondent aux distributions respectives des ions m/z 254 (intensité maximal 2500 a.u.) et 228
(intensité maximale 1000 a.u.) d’une feuille a 5 dpi. L’intensité maximale correspond a la couleur rouge et
I'intensité minimale a la couleur noire. Les cercles blancs témoignent d’un site probable d’infection. Pour les 2

feuilles, la zone analysée de 4 mm? avec un pas de 50 um contient 1600 pixels.

Les stilbenes ne sont pas détectés sur la feuille témoin : aucun signal n’est enregistré pour les ions
m/z 228 et 254 (images 1.a et 1.b, Figure IV-5). En revanche, sur la feuille infectée, un signal

intense est enregistré pour ces deux mémes composés. En outre, le resvératrol et le ptérostilbéne
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apparaissent colocalisés (images 2.a et 2.b, Figure IV-5). Certaines zones (cercles blancs) sont
méme particulierement intenses. Elles pourraient correspondre a des sites d’infection, donc aux
stomates, la voie d’entrée du pathogene au sein de la feuille. Enfin, on remarque que le signal du

ptérostilbene est 2,5 fois plus important que celui du resvératrol.

Si nous avons beaucoup discuté des signaux des stilbénes jusqu’a présent, il est possible de noter
guelques autres distributions supplémentaires en MSI. C'est le cas des ions associés aux couches

protectrices de la feuille (cires), majoritairement les ions m/z 578 et 606 (Figure 1V-5).

Figure IV-5 : imagerie MS d’une feuille de Cabernet Sauvignon témoin, (a) cliché pris a la binoculaire et (b)
représentation de I'ion m/z 606.
L'intensité relative a I'ion m/z 606 est la plus élevée autour des nervures. Dans les zones du limbe,
le signal est quasiment nul. Ceci permet d’obtenir des images qui représentent fidelement la
topographie de la feuille (nervures, limbe). Ces ions sont apparentés a des acyl-glycérol®? (Figure
IV-6). IlIs font partie des ions les plus intenses sur les spectres de masse en LDI-TOFMS. Tout
comme les stilbénes, ils s’ionisent sous forme d’ions radicalaires. D’autres groupes de cires sont
détectés, souvent moins intensément : un centré autour de 400 Da (ions m/z 402 et 416, Figure

IV-2) et un autre autour de 1 000 Da.
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Figure IV-6 : structure moléculaire proposée pour I'acyle-glycérol détecté a la masse m/z 606.

S'ils ne sont pas reliés directement a I'étude de I'interaction « héte-pathogene », ces ions n’en
demeurent pas moins utiles en tant qu’indicateur de la qualité de I'image. En effet, s’ils ne sont
pas détectés avec une intensité suffisante, sur les échantillons témoins comme inoculés, I'image

ne sera pas exploitable car leur absence traduit un déréglage probable du spectrométre de masse.
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3.4.  Conclusion sur I'imagerie LDI-TOFMS en mode positif

Les conditions actuelles LDI-TOFMS permettent d’observer les signaux de deux stilbenes
en imagerie : le trans-resvératrol et le trans-ptérostilbéne. Il est possible de différencier
rapidement un échantillon témoin (absence de signal relatif aux stilbénes) d’un échantillon infecté
par le mildiou (signaux relatifs aux stilbénes intenses et localisés). A I'intérieur d’un échantillon
infecté, il est possible de repérer les zones d’accumulation des deux stilbénes. En revanche, une
interrogation demeure sur la répétabilité du signal d’une expérience MSI a I'autre. La robustesse
de cette technique n’est pas facile a évaluer et des questions demeurent lorsqu’il faut comparer
un ensemble d’image entre elles. Autrement dit, lorsque des différences d’intensité sont
enregistrées entre deux images d’échantillons différents, dans quelle mesure celles-ci sont

imputables aux différences de quantité des composés suivis ?

4. Evaluation de la répétabilité du signal par étalonnage interne

L'imagerie par spectrométrie de masse fournit des informations qualitatives et semi-
guantitatives. En outre, la corrélation entre I'intensité d’un ion et sa concentration effective locale
n’est pas accessible. L’une des approches pour avancer dans les niveaux de quantification consiste

a utiliser un étalon interne, afin de normaliser les intensités provenant de différents échantillons.

Nous avons entrepris cette approche en utilisant comme étalon interne une molécule naturelle
extraite du Millepertuis, une naphtodianthrone, I'hypéricine (CsoH160s). Plusieurs raisons ont
motivé le choix de ce composé. Premiérement, cette molécule n’est pas présente chez Vitis
vinifera. Ensuite, aucun composé n’est détecté a la masse m/z 505 (forme protonée de
I’"hypéricine) ou a la masse m/z 503 (forme déprotonée de I'hypéricine) lors de I’étude des feuilles
de vigne. Enfin, cette molécule est détectée avec une trés bonne sensibilité en LDI-TOFMS en

mode négatif®’.

Un essai a été réalisé sur une feuille de vigne témoin. Un dép6t par mouillage de 10 pL d’une
solution méthanolique d’hypéricine a une concentration de 10“*M a été effectué sur I’échantillon.
Plusieurs volumes ont été testés. Un volume de 10 pL permet de recouvrir de facon homogene

sans « détremper » la surface de la feuille (environ 30 mm?).
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m/z 503

Figure IV-7 : carte MSI de I'ion m/z 503 (ion [M-H] de I’'hypéricine), expérience LDI-MSI en mode négatif, 3025
pixels, résolution spatiale de 75 pum.
La Figure IV-7 expose une répartition tres hétérogene de I'ion associé a la molécule déprotonée
de I'hypéricine. Certaines zones sont peu intenses tandis que d’autres montrent un signal tres
élevé. Cette expérience prouve qu’il n‘est pas aisé d’utiliser un étalon interne puisque sa
répartition n’est pas réguliére, notamment a cause de la topographie irréguliére de la surface de
la feuille qui ne favorise pas un séchage homogéne. D’autres essais menés, notamment par
vaporisation, avec un automate (Linomat 5, Camag, Suisse), n’ont pas conduit a des dépots plus

homogenes.

Plutot que de persévérer dans cette voie, I'étalonnage indirect a été privilégié pour répondre a
cette problématique de répétabilité. Cette approche a été réalisée en comparant l'intensité
globale obtenue sur par MSI sur une feuille et les données quantitatives obtenues par LC-MS/MS

d’extraits méthanoliques de la méme feuille.
5. Evaluation de la répétabilité du signal des stilbenes par LC-ITMS

Pour procéder a I'évaluation de la répétabilité de la MSI par LDI-TOFMS, plusieurs
échantillons issus d’'une méme feuille (6 répétitions) vont étre analysés. Une feuille irradiée aux
UV-C a été sélectionnée pour cette étude car les stilbénes devraient a priori étre répartis sur une
majeure partie de la surface suite a ce stress®. De plus, la quantité de stilbénes synthétisés suite
a une irradiation aux UV-C est plus importante que celle liée a un stress biotique, ce qui permet
ainsi de s’affranchir d’éventuelles limites de détection en LDI-TOFMS. Pour chacun des 6
échantillons, une zone adjacente sera prélevée puis extraite avec du méthanol. Ce qui constituera
finalement, 6 paires d’échantillons : 6 échantillons a analyser en MSI et leurs 6 extraits associés
pour les dosages LC-MS des stilbénes. Avant d’effectuer la comparaison des résultats obtenus par
ces deux techniques d’analyse, il a été nécessaire de mettre au point la méthode d’analyse des

stilbénes d’intérét par LC-MS.
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5.1.  Développement de la méthode LC-ITMS

La méthode chromatographique pour le dosage des stilbénes observables en MSI a été
développée a partir du gradient d’élution utilisé pour le profiling de I'extrait méthanolique,
présenté au Chapitre lll. Ce développement a été réalisé avec les étalons de resvératrol,
ptérostilbéene et picéide. A ces 3 stilbénes a été ajouté le pinostilbéne (absent au sein du genre

Vitis) en tant qu’étalon interne (CisH1403).

La phase mobile consiste en un mélange d’eau déionisée et d’acétonitrile dont la composition en
acétonitrile passe linéairement de 20 8 90 % en 10 min a un débit de 500 pL-min’. Le volume
d’injection est de 20 pL. La température de la colonne est maintenue a 30 °C. Un rééquilibrage de
10 min est programmé pour revenir aux conditions initiales entre chaque injection. Les autres

parameétres instrumentaux sont détaillés dans I’Annexe II.

La Figure IV-8 présente un chromatogramme de I'analyse d’une solution des 4 stilbénes & 10° M.
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Figure IV-8 : chromatogramme d’une solution de 4 stilbénes chacun a une concentration de 10°M avec les
conditions finales LC. De haut en bas : courants ioniques totaux extraits du trans-picéide, du trans-
resvératrol, du trans-pinostilbéne et du trans-ptérostilbéne.

Les 4 stilbénes étalons sont élués logiquement du plus polaire au moins polaire a savoir le trans-
picéide (tr = 3,2 min, resvératrol glycosylé), le trans-resvératrol (tg = 5,2 min), le trans-pinostilbéne
(tr = 6,7 min, resvératrol mono méthoxylé) et le trans-ptérostilbéne (tr = 8,3 min, resvératrol

substitué avec deux groupes méthoxyles).
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Les limites de quantification (LOQ) ont été établies sur une base d’un rapport signal sur bruit
S/N = 10 et correspondent a I'injection d’une solution a 10° M pour le resvératrol et le picéide, et

a 10'° M pour le ptérostilbéne.

5.2.  Sélection des transitions MS/MS pour les dosages

Le dosage ciblé de composés par couplage de la chromatographie liquide avec la
spectrométrie de masse en tandem (LC-MS/MS) s’effectue en suivant uniquement certains
courants ioniques. Le mode SRM (Selective Reaction Monitoring) augmente la spécificité de
détection en permettant le suivi successif des courants ioniques caractéristiques de la
fragmentation des seuls composés sélectionnés. Le suivi spécifique d’un ion produit par
fragmentation d’un ion précurseur présélectionné est appelé transition (noté : ion précurseur >
ion produit). Ce mode d’analyse permet de s’affranchir de nombreux composés issus du milieu
complexe que représente I’échantillon lui-méme (matrice) et qui ne correspondront donc pas aux
criteres de sélection imposés au spectrometre. Dans les cas d’isoméres, le recours a la
chromatographie facilite également les interprétations. Sans que ce soit une régle générale, les
isomeres présentent souvent une fragmentation identique, donc des transitions identiques. Dans

ce cas, chaque isomere doit étre caractérisé par un temps de rétention différent.

Les transitions a suivre ont été déterminées a partir des quatre étalons analysés séparément en
infusion directe. L'énergie de collision est adaptée pour optimiser le signal de la transition la plus
intense. Les expériences ont été réalisées en mode d’ionisation négatif car les stilbénes se
déprotonent plus facilement qu’ils ne se protonent (présence de groupes phénols). Le signal est
donc plus intense en mode d’ionisation négatif®®. Par ailleurs, il est plus facile de maximiser
I'intensité d’une transition en mode négatif qu’en mode positif car ce mode génére moins de

fragments, le signal a suivre n’est donc pas dilué sur plusieurs fragments.

Pour ces expériences, les 4 stilbénes ont été préparés individuellement a une concentration de
10* M dans du méthanol. Les énergies de collision permettant des voies de fragmentation
exploitables pour le dosage avec I'appareillage utilisé s’échelonnent de 15 a 35 eV. Le Tableau
IV-2 présente les résultats de ces fragmentations. Les interprétations de ces schémas de

fragmentations sont décrites en Annexe II.
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Tableau IV-2 : données des fragmentations pour le resvératrol, le ptérostilbéne, le pinostilbéne et le picéide.

L’'intensité relative de chaque fragment est précisée entre parenthéses.

trans-resvératrol 228 185(100) ; 18338); 159(32) ; 15729) ; 143(11) ; 141(3) 32
trans-ptérostilbéne 257 240(100) ; 239(5) 30
trans-pinostilbéene 241 226(s1) ; 225(100) 31
trans-picéide 389 227 (100) 25

Dans le cas de I'utilisation de la SRM, la connaissance des principaux fragments issus des molécules
ciblées est essentielle pour le suivi de transitions. Le choix se portera sur la transition la plus
représentative possible de la structure en évitant de sélectionner les fragments peu spécifiques,
lorsque cela est possible, comme par exemple la perte d’'une molécule d’eau. En dépit d’'une plus
grande sélectivité dans la détection, il peut arriver, méme en SRM, dans le cas de I'analyse d’une
matrice complexe, de rencontrer des perturbations au niveau des transitions sélectionnées

amenant a choisir une autre transition.

Le fragment le plus intense provenant de la fragmentation de chaque stilbéne a été sélectionné.
Pour le trans-picéide, c’est la transition 389>227 qui a été suivie ; pour le trans-pinostilbene, la
transition 240>225 ; pour le trans-ptérostilbéne, la transition 255>240. En revanche, pour le trans-
resvératrol ce n’est pas la transition la plus intense qui a été considérée. Dans le milieu matriciel
cette derniere ne conduisait pas a des résultats satisfaisants. En conséquence, c’est la transition

227>159 qui a été sélectionnée.
5.3.  Quantification des stilbenes par la méthode des ajouts dosés

Cette méthode a été privilégiée d’une part pour s’affranchir de I'effet matrice, et d’autre
part car les échantillons étaient disponibles en volumes limités. Elle a été validée au préalable a
I'aide d’extraits méthanoliques de feuilles de vigne différents de ceux qui seront analysés pour la

corrélation du signal en imagerie LDI-TOFMS.

5.3.1 Résultats des dosage des échantillons

Le méme protocole de préparation des échantillons (détaillé en Annexe Il) et de dosage
précédemment décrit ont été suivis pour les 6 extraits de I'expérience. Un 7™ extrait a été
analysé, en qualité de contrdle (généré a partir d’'une feuille témoin du méme génotype), afin de
comparer les teneurs des stilbenes avec et sans traitement UV. La Figure IV-9 détaille les

chromatogrammes associés aux trois stilbenes pour I'’échantillon #2.
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Figure IV-9 : analyse LC-MS de I’échantillon #2. De haut en bas sont présentés les chromatogrammes associés
au trans-picéide, trans-resvératrol et trans-ptérostilbéne obtenus en mode SRM. Les aires des pics
chromatographiques sont indiquées en unité arbitraire (a.u.). Ces chromatogrammes sont relatifs au dosage
de I'échantillon #2, aprés deux ajouts de la solution étalon de stilbénes.

Les aires des trois stilbénes ne sont pas comparables, la concentration de ces mémes composés

n’étant pas la méme dans la solution des ajouts dosés. De plus, le coefficient de réponse de ces

trois composés n’est probablement pas le méme.

La Figure IV-10 illustre un exemple des courbes de dosage la méthode des ajouts dosés pour
I’échantillon #1 pour les trois stilbénes. Le cis-picéide n’a pas été dosé puisque seul le trans-picéide
était dans la solution étalon. Ceci n’est pas préjudiciable puisque les aires du cis-picéide pour ce

génotype sont négligeables devant les aires du trans-picéide (de I'ordre de 5 %).



WA Imagerie par spectrométrie de masse

Dosage du trans-picéide par ajouts dosés Dosage du trans-resvératrol par ajouts dosés
35000 120000
20000 y = 4E+10x + 1645.8 e y = 1E+11x + 13205
R? = 0.9959 100000 R?=0.9984 -
25000 :
- / 80000
g: 20000 5
2 2 60000
£ 15000 // e
< <
40000
10000 /
5000 20000
4)/
] 0
0,00E+00 1,00E-07 2,00E-07 3,00E-07 4,00E-07 5,00E-07 6,00E-07 7,00E-07 8,00E-07 9,00E-07 0,00E+00 1,00E-07 2,00E-07 3,00E-07 4,00E-07 5,00E-07 6,00E-07 7,00E-07 8,00E-07 9,00E-07
Concentration en ajout dosé (mol-L) Concentration en ajout dosé (mol-L?)

Dosage du trans-ptérostilbéne par ajouts dosés
250000

200000 y = 2E+12x + 54140 _A

R?=0.9976 //
150000
ES
E /
100000

0,00E+00 1,00E-08 2,00E-08 3,00E-08 4,00E-08 5,00E-08 6,00E-08 7,00E-08 8,00E-08 9,00E-08

Concentration en ajout dosé (mol-L?)

Figure IV-10 : droites d’étalonnage pour la méthode des ajouts dosés des trois stilbénes pour I’échantillon #1.
Les équations ainsi que les coefficients de chaque droite de régression linéaire sont indiqués.

Des coefficients de détermination satisfaisants ont été obtenus pour les 3 stilbénes avec la

méthode des ajouts dosés. Dans les trois cas, un coefficient de détermination supérieur a 0,99 est

obtenu, ce qui tout a fait est acceptable pour un étalonnage effectué dans une matrice complexe.

Ces résultats ont été obtenus sans utiliser d’étalon interne. L’utilisation du pinostilbéne n’a pas
conduit a des résultats satisfaisants. Les coefficients de détermination étaient systématiquement
plus faibles avec la normalisation interne. Le pinostilbéne connait vraisemblablement une
perturbation dans la matrice. L'utilisation d’étalons deutérés reste la solution idéale mais il n’est
pas aisé de se procurer ceux du resvératrol ou d’autres stilbenes, leur colt est élevé par rapport

a ce qu'’ils apporteraient au dosage.

La Figure IV-11 présente 'ensemble des concentrations en mg-g! de matiére de matiére séche
déterminées pour les 7 échantillons aprés la prise en compte des facteurs de dilution respectifs

des échantillons. Les 6 extraits irradiés sont relatifs a leurs homologues analysés en MSI.
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Figure IV-11 : concentrations en stilbénes des 7 échantillons obtenues par la méthode des ajouts dosés. Les
échantillons numéro 1 a 6 sont associés a la feuille irradiée et le numéro 7 a la feuille témoin.
Les concentrations en stilbéne des 6 échantillons irradiés présentent la méme tendance. Le
resvératrol est celui qui est synthétisé le plus abondamment, il représente en moyenne pres de
60 % de la teneur totale en stilbéne. Les échantillons #2, #4 et #6 sont quasiment similaires.
L’échantillon #3 présente un taux plus important en resvératrol. Ceci peut paraitre surprenant
puisque ces six échantillons proviennent de la méme feuille. En ce qui concerne les concentrations
en stilbénes de I'échantillon contréle, les concentrations en resvératrol et ptérostilbene de
représentent moins de 0,5 % des concentrations moyennes correspondantes des échantillons
irradiés. Le taux endogéne du picéide est relativement plus élevé puisqu’il représente pres de 14
% de la valeur moyenne des échantillons irradiés. De telles teneurs sont trop faibles pour conduire

a la détection d’un signal en imagerie LDI-TOFMS.

Le Tableau IV-3 détaille les données associées a cette étude de répétabilité réalisée sur 7 mesures
dont un échantillon témoin. Ces données concernent les rapports de matiére seche sur le volume
de solvant des échantillons (P/S), les concentrations en g-mL?! et mg-g* de matiére séche et enfin
les erreurs sur les mesures. Ces dernieres ont été déterminées par le calcul de la déviation

standard®. Ces calculs sont détaillés en Annexe II.
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Tableau IV-3 : résultats des dosages des 7 échantillons analysés en LC-MS/MS. L’erreur sur la mesure de la
concentration a été déterminée suite aux calculs des déviations standards. Les concentrations initialement
calculées en mol-L! ont été converties en g-mL™ pour faciliter les comparaisons entre les échantillons. Le
rapport P/S représente le rapport de matiére séche divisé par le volume de solvant de I’extrait. Les

moyennes et les écart-types associés aux 3 stilbénes ont été calculés pour les échantillons irradiés.

Resvératrol 27,43 3,59 11,9%

#1 7,63 Picéide 17,15 2,25 44,3%
Ptérostilbéne 7,22 0,95 7,8%

Resvératrol 45,91 5,88 14,9%

#2 7,80 Picéide 29,03 3,72 31,1%
Ptérostilbéne 6,80 0,87 13,5%

Resvératrol 82,72 10,80 8,7%

#3 7,66 Picéide 23,07 3,01 15,5%
Ptérostilbéne 11,03 1,44 3,0%

Resvératrol 54,17 6,27 10,8%

H#4 8,64 Picéide 34,08 3,94 27,4%
Ptérostilbéne 10,34 1,20 6,8%

Resvératrol 24,61 4,02 21,1%

#5 6,13 Picéide 12,99 2,12 84,3%
Ptérostilbéne 6,01 0,98 10,0%

Resvératrol 55,03 6,78 13,0%

#6 8,12 Picéide 26,26 3,23 40,3%
Ptérostilbéne 12,92 1,59 13,0%

Resvératrol 48,31 21,29
Picéide N::Vn‘:':':;es 23,76 Ecart-types 7,76
Ptérostilbéne 9,05 2,76
Resvératrol 0,077 0,013 13,1%

Témoin 5,83 Picéide 2,47 0,42 11,2%
Ptérostilbéne 0,033 0,006 38,7%

Les erreurs sur la mesure pour le resvératrol et le ptérostilbene sont dans la majorité des cas
inférieurs a 15 %. Pour le trans-picéide, ces erreurs sont en revanche plus importantes, elles sont
dans la majorité des cas supérieures a 30 %. Ces calculs d’erreur permettent de relativiser les

différences de teneurs constatées entre les 6 échantillons.
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5.3.2 Corrélation imagerie-dosages LC-MS

Dans un premier temps, les répartitions du resvératrol et du ptérostilbene des 6

échantillons irradiés ont été confrontées afin de dégager visuellement de premieres tendances.

#6 :
a)
#6 -

La Figure IV-12 expose les 6 cartes MSI obtenues lors de ces expériences.

Figure IV-12 : cartes MSI des 6 échantillons irradiés, numérotés de 1 a 6. Les images notées (a) et (b)
représentent respectivement les répartitions des ions m/z 228 et 254.
La répartition des deux stilbénes suivis est assez homogéne sur toute la surface de I'échantillon
#1. Cependant, cette tendance ne s’obverse pas pour les autres échantillons. En effet, sur les 5
autres cartes, la synthese de ces composés est certes intense mais leur localisation est plus
hétérogeéne. Certaines zones, pourtant exposées, présentent méme des intensités tres faibles
voire nulles. Ceci montre que méme apreés une irradiation réalisée sur toute la feuille, la zone de
biosynthese des stilbénes est presque systématiquement répartie de facon inhomogéne. Pour
notre feuille, la « norme comportementale » semble étre plus proche de ce qui est observé pour

les échantillons # 2 a 6.

Pour comparer les concentrations en stilbénes obtenues par dosage LC-MS et la répartition des
deux stilbenes obtenues par MSI, l'intensité moyenne obtenue pour chaque ions suivis
(resvératrol, m/z 228, et ptérostilbéne, m/z 254) sur chaque carte MSI a été déterminée. Ces
intensités moyennes « i » ont été divisées par la concentration « ¢ » de I’échantillon irradié
correspondant. Le ratio de proportionnalité intensité/concentration (noté « i/c ») pourrait
permettre de comparer les échantillons entre eux. Le Tableau IV-4 rassemble les résultats des six

couples d’échantillons irradiés.
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Tableau IV-4 : corrélation entre les concentrations déterminées en LC-ITMS et les intensités moyennes
relevées en imagerie par spectrométrie de masse des 6 échantillons irradiés aux UV-C. Les intensités des
cartes MSI sont exprimées en unité arbitraire (a.u.), 'unité utilisée par le logiciel Fleximaging. Les valeurs

associées a I’échantillon #1, jugées tres élevées par rapport aux autres, sont notées en rouge.

1 21,45 29,58 3,67 31,29

2 5,78 10,98 0,60 12,60

3 9,18 4,63 0,66 3,21

4 3,93 2,81 0,38 2,35

5 3,82 2,32 0,62 2,37

6 8,93 3,70 0,89 2,33

Moyenne * 6,33 4,89 0,63 4,57
Ecart-type * 2,61 3,52 0,18 4,50

* pour ces calculs, I'échantillon #1 a été exclu, considéré comme point aberrant.

L’échantillon #1 présente des intensités moyennes tres élevées par rapport aux cing autres Alors
qgue les concentrations obtenues par dosage dans la zone adjacente sont faibles. Il est fort
probable que les mesures pour cet échantillons ne soit pas représentatives de la feuille, la zone
cartographiée ayant un comportement différent de la moyenne. Mis a part I’échantillon #1, les
intensités moyennes des 2 ions considérés restent dans le méme ordre de grandeur (inférieure a
10 a.u.). Pour la corrélation du signal de I'ion m/z 228, le rapport i/c a été calculé en prenant en
compte la concentration du resvératrol additionnée a celle du trans-picéide puisque ce dernier
conduit aussi a la détection de I'ion m/z 228 en LDI (en supposant gu’ils aient le méme coefficient
de réponse). Le ratio i/c pour le ptérostilbéne est plus important que pour le resvératrol, le
rendement d’ionisation de ce composé est donc supérieur a celui du resvératrol : ceci confirme

I’observation émise lors du point 3.3.

Pour un échantillon biologique, I'écart-type (valeurs en gras, Tableau IV-4) est relativement faible
pour le resvératrol, la déviation standard est d’environ 30 %. Pour le ptérostilbéne, la déviation
standard est plus importante puisque de 98 %. Néanmoins, dans I'ensemble, ces résultats mettent
en évidence une correspondance acceptable entre les concentrations déterminées en dosages LC-
MS/MS et les intensités moyennes des ions enregistrés en imagerie LDI-TOFMS. Ils montrent une

répétabilité correcte des signaux d’'une image a I'autre.

Toutefois, ils mettent également en évidence une variation des teneurs en stilbéne d’une zone a
I'autre de la feuille. Deux prélevements proches peuvent ainsi présenter des concentrations
relativement différentes (au maximum d’un facteur 3 dans le cas du resvératrol), contrairement

au postulat émis au début de cette étude.
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En ce qui concerne la répétabilité du signal, ces résultats laissent imaginer au pire un facteur 2
entre les intensités observées d’'une image a l'autre pour les 2 stilbénes suivis. En revanche, la
localisation de ces derniers est apparue plus hétérogene que ce qui avait été observé jusqu’alors
pour des feuilles irradiées. Comme nous le verrons dans le chapitre suivant, I’explication de cette
différence de résultats peut provenir de la variété du cépage ou de la génétique de la plante
analysée. Les cartes MSI et les dosages montrent que la variabilité inter image est

vraisemblablement davantage imputable a I’échantillon qu’a la technique MSI.
5.4.  Conclusion sur I"’évaluation de la répétabilité du signal en imagerie

Les dosages LC-ITMS ont permis d’une part de déterminer les teneurs en stilbénes pour
plusieurs échantillons irradiés, et d’autre part de contréler la répétabilité du signal en imagerie.
Hormis un échantillon, les intensités pour des échantillons provenant d’'une méme feuille sont
dans le méme ordre de grandeur et demeurent comparables. Ce résultat pourra conforter les

observations qui seront faites lors de comparaison de cartes réalisées en LDI-TOFMS.
6. Imagerie en mode négatif

Avant de refermer la discussion sur I'imagerie en mode LDI, il convient d’explorer les
profils métaboliques qui ont pu étre observés en mode de détection négatif. Comme nous I’avons
vu dans le Chapitre Ill, lors des analyses d’extraits méthanolique de feuilles, le mode de détection

négatif est assez bien adapté pour I'’étude de nombreux métabolites.
6.1. Empreinte spectrale LDI-TOFMS en mode négatif

Les tensions du spectrometre de masse ont d{ étre légerement modifiées afin d’obtenir

le meilleur signal possible. Ces paramétres sont présentés en Tableau IV-5.

Tableau IV-5 : parameétres du spectrométre de masse a temps de vol Reflex IV en mode négatif.

Parametre Valeurs
lon Source 1 20,00 kV
lon Source 2 16,20 kv
Lens 9,80 kV
Reflector 23,00 kV
Pulsed ion extraction 200 ns

Detector gain 1728V
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Les paramétres associés au laser 266 nm (focalisation, énergie laser et taille du spot laser) n’ont
pas été modifiés. Seule I'énergie du laser a été augmentée pour atteindre un rendement

d’ionisation suffisant.

La Figure IV-13 présente une empreinte spectrale d’une feuille de vigne de Cabernet Sauvignon

analysée en mode de détection négatif.
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Figure IV-13 : empreinte spectrale LDI-TOF en mode négatif d’une feuille de vigne de Cabernet Sauvignon.

Certains pics sont remarquables au-dela de 500 Da, c’est notamment le cas des ions m/z 531, 559
et 587. En outre, ces trois ions sont séparés de 28 u entre eux. Ceux-ci pourraient étre associés a
des molécules ou fragment de molécule présentant des chaines grasses. Le méme comportement
se retrouve avec le groupe d’ions m/z 395, 423 et 451. Le défaut de masse est particulierement
élevé pour ces ions, mais ce critere doit étre pris avec précaution puisque ce spectre n’a pu étre
calibré que par étalonnage externe. Malgré quelques investigations, peu d’informations ont pu
étre trouvées dans la littérature a leur sujet. La perte de 136 u entre les deux séries d’ions peut

néanmoins faire penser a des lipides de type phosphatidyl glycérols™.

6.2.  Cartes MSI sur feuilles de vigne en mode négatif

Deux autres ions, tres peu intenses sur le spectre de la Figure IV-13, ont retenus notre
attention. Il s’agit des ions m/z 301 et 317 dont la cartographie peut présenter un intérét dans le

cadre des études de mécanisme de défense chez la vigne.

Un premier essai a été conduit sur une feuille de vigne prélevée en plein champ. Les parameétres

sont identiques a ceux décrits au point précédent.
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m/z 301 m/z 317

Figure IV-14 : expérience MSI conduite sur une feuille prélevée en plein champ en mode négatif.
Représentations des ions (a) m/z 301, ion [M-H]" de la quercétine et (b) m/z 317, ion [M-H]" de la myricétine.
Les répartitions des ions m/z 301 et 317 présentées en Figure IV-14 correspondent
respectivement a la quercétine et a la myricétine. Il a été montré dans le chapitre précédent que
ces flavonoides étaient détectés en ESI-FTICRMS exclusivement sous forme de composés
substitués par des sucres ; en I'occurrence avec un glucuronide ou avec un rhamnoside. Ainsi, ces
ions détectés en LDI-TOFMS sont uniquement associés a I'aglycone correspondant sous forme
déprotonée [M-H]". Lors du processus d’ionisation, ces flavonoides substitués perdent leur partie
sucre comme observé pour le picéide en mode positif. En outre, la répartition de ces deux
composés est remarquable. Certains pixels sont trés intenses alors que d’autres sont totalement
dépourvues de ce ou ces ions. De plus, les deux flavonoides semblent colocalisés bien que la
guercétine apparaisse de fagon plus intense. Un tel comportement n’a pas été retrouvé lors de
I"analyse d’une feuille de serre. On ne détecte pas de flavonoides sur ce type de feuilles. Les études
des extraits méthanoliques par ESI-FTICRMS ont pourtant montré qu’ils étaient présents dans les
feuilles cultivées en serre mais sans doute en quantité trop faible pour étre détectés avec une
bonne sensibilité en imagerie MS. En effet, la serre bloque les rayonnements UV or ces derniers
induisent la synthése de flavonoides. En extérieur, ces composés servent de protection anti-UV

pour les cellules de I'épiderme de la feuille?.

Pour évaluer I'influence de la longueur d’onde sur I'observation de la répartition de métabolites
en mode d’ionisation négatif, les deux lasers disponibles sur le Reflex IV ont été évalués. Sur un
méme échantillon, deux zones ont été analysées : la premiere a 266 nm, et la seconde a 337 nm.
Les paramétres du spectrometre de masse sont restés inchangés et les énergies laser ont été
optimisées dans les deux cas pour obtenir le meilleur rapport signal/bruit. L’échantillon provient
d’une feuille d’un hybride (7063H, OIV 9) cultivé en plein champ. Les résultats de cette expérience

sont décrits en Figure IV-15.
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m/z 301 m/z 301

Figure IV-15 : comparatif de I’efficacité d’ionisation pour le mode de détection négatif. (a) répartition de la
quercétine, 'ion m/z 301 avec le laser 266 nm et (b) avec le laser 337 nm sur un méme échantillon. La
résolution spatiale est la méme pour les deux images.

A l'observation de ces deux cartes, une nette différence d’intensité apparait pour la répartition de
la quercétine. La sensibilité de détection des flavonoides semble bien supérieure a 337 nm par
phénoméne de protonation. Cette différence peut-étre également liée au diametre du spot laser,

plus large dans le cas du laser azote, qui augmenterait la quantité désorbée a I'impact.

7. Imagerie par spectrométrie de masse avec matrice

Nous venons de voir que notre méthode d’imagerie MS par LDI de feuilles de vigne
permettait d’observer avec une sensibilité élevée deux stilbenes, le resvératrol et le ptérostilbéne.
Il existe cependant de nombreux autres métabolites non détectés par cette technique et qui ont
pu étre identifiés lors de I'analyse d’extraits par ESI-FTICRMS (Chapitre Ill). De méme, suite a un
stress subit par une plante, des phénomeénes d’oligomérisation par oxydation du resvératrol ont
été décrits, conduisant notamment a la production de viniférines particulierement actives en
présence d'un pathogéne. Par conséquent, pour limiter la perte d’information relative a
I'interaction laser-feuille, le mode d’ionisation MALDI a été évalué dans le but d’accéder a la
répartition de ces autres métabolites d’intérét. Cette partie décrit les essais réalisés pour
déterminer les meilleurs parametres expérimentaux pour I'imagerie MALDI. Ils ont été menés sur

les deux spectrometres a temps de vol disponibles au laboratoire : le Reflex IV et I’Ultraflex III.
7.1. Présentation du spectrométre de masse MALDI-TOF/TOF

En avril 2012, le laboratoire s’est doté d’un nouveau spectrometre de masse a temps de
vol MALDI-TOF/TOF, de modele Ultraflex Il (Bruker Daltonic). Les caractéristiques de cet appareil
en font un spectrometre adapté pour I'imagerie par spectrométrie de masse. Notamment grace a

la fréquence de tir laser, qui peut monter jusqu’a 200 Hz (contre 9 Hz avec les lasers du Reflex V).
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Les moteurs qui permettent le déplacement de la cible sont également plus véloces. Ces deux
caractéristiques permettent d’analyser des zones en imagerie comprenant un nombre supérieur
a 10 000 pixels avec une résolution spatiale élevée. Enfin, la possibilité de réaliser des expériences

en fragmentation est également un atout pour I'imagerie.

Cependant, en dépit de ses avantages, I'Ultraflex n’a pas permis d’obtenir de résultats en imagerie
sur des feuilles de vigne. En effet, dans les conditions d’analyses LDI, quelle que soit I'énergie laser
ou le nombre de tirs laser cumulés, le spectre de masse ne comporte que du bruit de fond. Toutes
les largeurs de spots ont été testées, sans résultat. Le laser, appelé « Smartbeam » est
vraisemblablement en cause. Ce laser de type Nd-YAG émettant une impulsion laser a 355 nm est
dit a profil structuré. Contrairement aux lasers Nd-YAG classiques ou I'énergie est déposée sur
I’échantillon suivant un profil gaussien, le Smartbeam réparti I’énergie laser sur toute la surface
de maniere inhomogéne et modifie cette distribution d’énergie entre chaque tir. La quantité
d’énergie localement déposée est donc plus faible, trop faible dans notre cas, pour qu’il y ait une
interaction avec les couches cellulosiques de la feuille, bien plus rigides que ne le serait par

exemple, un tissu animal.

Les essais de dépot d’une couche absorbante telle qu’une matrice n’ont également pas conduit a
des résultats satisfaisants, seule la matrice est ionisée. Plusieurs matrices (9-AA, DHB, CHCA,
nitrate d’argent et graphite) avec plusieurs concentrations (de 1 M a 102 M) et plusieurs modes

de dépots (goutte séchée, vaporisation, trempage de I’échantillon) ont été testés en vain.

En conséquence, seuls les essais de matrice sur les étalons et les extraits ont pu étre réalisés sur

I’'Ultraflex Ill. Les expériences d’imageries MALDI ont été conduites sur le Reflex IV.

7.2.  Analyse MALDI-TOFMS de composés standards

Certains métabolites présents au sein des extraits de feuilles de vigne (voir Chapitre Ill) et
détectés lors des études ESI-FTICRMS sont commerciaux et étaient disponibles au laboratoire. Des
essais d’ionisation ont été réalisés sur ces étalons afin de déterminer les matrices les plus efficaces
en mode positif et négatif. Deux familles de métabolites ont été étudiées : les flavonoides et les

stilbénes.

7.2.1 Analyse de flavonoides

Deux flavonoides de type flavonol ont été analysés en MALDI-TOFMS : la quercétine et
I’astragaline (kaempférol-3-O-glucoside). Dans ce dernier cas, un processus d’ionisation doux est

indispensable pour ioniser la molécule sans fragmentation, la liaison O-glycosidique étant
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particulierement fragile’?. Ces étalons ont été préparés dans du méthanol a une concentration de

10° M. Les analyses ont été conduites sur I’Ultraflex 11l équipé du laser Smartbeam a 355 nm.

Cing matrices ont été testées pour I'analyse de ces deux composés : la 9-aminoacridine (9-AA), le
1,5-diaminonaphtalene (DAN), l'‘acide 2,5-dihydroxybenzoique (DHB), I'acide «-cyano-4-
hydroxycinnamique (CHCA) et la trihydroxyacétophénone (THAP). Un rapport de concentration
classique de 10 000 a été défini entre I'analyte et les matrices, en conséquence ces derniéres ont
été préparées 3 10 M. Pour le mode de détection positif, I'ajout d’acide trifluoroacétique (TFA) a
0,1 % a également été évalué systématiquement. Des dépobts de 1 pL des différents mélanges
intimes (matrice et standards) sont effectués en goutte séchée sur la plague MALDI. Dans chaque
expérience, le type d’ion détecté (ion sous forme radicalaire, protoné ou déprotoné) a été reporté
ainsi que son rapport signal/bruit associé. Les conditions LDI, sans matrice ont également été
évaluées pour avoir un point de comparaison avec cette technique d’ionisation qui est notre
référence depuis le début du chapitre. Le Tableau IV-6 résume les différents résultats relatifs aux

essais réalisés avec la quercétine.
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Tableau IV-6 : récapitulatif des rapports signal/bruit et des intensités absolues obtenus pour la détection de
la quercétine (solution méthanolique a 10> M) en LDI- et MALDI-TOFMS dans les différentes conditions
testées. Cing matrices ont été testées : 9-AA, DAN, DHB, CHCA et THAP, toute préparée a 10 M (« / » non

détecté).
_ Mede  Mewce | Sohamt Pcmsjortore menstélaw) SN
LDI / / /
9-AA MeOH/H,0 75/25 301 1541 347
Négatif DAN ACN/H,0 50/50 302* /301 3261 /2923 711 /637
CHCA ACN/H,0 50/50 / /
THAP ACN/H,0 50/50 301 2848 204
DHB ACN/H,0 50/50 301 1013 148.8
LDI / / /
DAN ACN/H,0 50/50 / / /
DAN+TFA ACN/H,0 50/50 / / /
DHB ACN/H,0 50/50 303 11421 285.9
DHB+TFA ACN/H,0 50/50 303 25992 464.7
Positif CHCA ACN/H,0 50/50 303 54004 549
CHCA+TFA ACN/H,0 50/50 303 53697 362
THAP ACN/H,0 50/50 303 7480 243.4
THAP+TFA ACN/H,0 50/50 303 14719 285.8
9-AA MeOH/H,0 75/25 / / /
9-AA+TFA MeOH/H,0 75/25 / / /

* . jon radicalaire

L'ionisation LDI a 355 nm de ce composé est inefficace que ce soit en mode négatif ou en mode
positif. En MALDI, le DAN permet d’obtenir le meilleur rapport signal sur bruit (886) pour la
détection de la quercétine. Cette matrice permet l'ionisation de cette molécule sous forme
déprotonée (m/z 301) mais aussi sous forme radicalaire M* (m/z 302), démontrant le fait que
cette matrice est donneuse d’électron. L'ionisation la quercétine avec La 9-AA est satisfaisante
méme si le rapport S/N est deux fois important qu’avec la matrice précédente. En mode positif, la
DHB avec I'ajout de TFA a 0,1 % et la CHCA donnent les meilleurs résultats avec respectivement
des rapports S/N de 464 et 617. A noter que les intensités absolues sont bien plus élevées en mode

positif. Ainsi pour ce composé, il est possible de travailler en mode négatif mais également positif.

Les mémes tests ont été conduits sur astragaline, le Tableau IV-7 synthétise les résultats associés.
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Tableau IV-7 : récapitulatif des rapports signal/bruit et des intensités absolues obtenus pour la détection du
kaempférol-O-glycoside (solution méthanolique a 10> M) en LDI- et MALDI-TOFMS dans les différentes
conditions testées. Cing matrices ont été testées : 9-AA, DAN, DHB, CHCA et THAP, toute préparée a 10 M

(« / » non détecté).

LDI 447 / 285 3344 /6051  105.6/131.8
9-AA MeOH/H,0 75/25 447 629 25.3
Négatif DAN ACN/H,0 50/50 448* [ 447 1403 /1491  124.3/131.1
CHCA ACN/H,0 50/50 / /
THAP ACN/H,0 50/50 / /
DHB ACN/H,0 50/50 / /
LDI / / /
DAN ACN/H,0 50/50 / / /
DAN+TFA ACN/H,0 50/50 / / /
DHB ACN/H,0 50/50 287/ 449 4066 / 1723 183.4 / 60.1
DHB+TFA ACN/H,0 50/50 287 / 449 7055 / 1504 295.2 /47.9
Positif CHCA ACN/H,0 50/50 287 4416 220.1
CHCA+TFA ACN/H,0 50/50 287 307 55.7
THAP ACN/H,0 50/50 287/ 449 348 / 747 70.4 /79
THAP+TFA ACN/H,0 50/50 287/ 449 1033 /1038 72.1/57
9-AA MeOH/H,0 75/25 / / /
9-AA+TFA MeOH/H,0 75/25 / / /

* . jon radicalaire

La LDI permet cette fois I'ionisation de ce composé et deux ions déprotonés peuvent étre observés
pour ce composé; m/z 447 et 285 qui peuvent étre respectivement associés a I'ion moléculaire et
a son aglycone déprotonés. Les meilleurs rapports S/N sont toutefois obtenus avec le DAN avec
une détection de I'astragaline sous forme d’ion radicalaire (m/z 448) et d’ion moléculaire
déprotoné (m/z 447). En mode positif, la THAP permet la détection de I'ion m/z 447 avec le

meilleur rapport S/N.

L’ionisation de I'astragaline n’est pas aisée méme en condition MALDI. L’hétéroside est détecté
sous forme de fragment correspondant a I'aglycone. L'intensité absolue de ce dernier est toujours
bien supérieure a celle de I'hétéroside (mise a part pour le cas de la THAP avec TFA en mode
positif). Ceci met en évidence le fait que ces conditions d’ionisation MALDI sont moins douces que
I’électrospray. La 9-AA permet néanmoins la détection de I’'hétéroside avec un bon rapport S/N.
Contrairement aux autres matrices, cette derniere présente I'avantage de ne générer que tres peu

d’ions, l'ion majoritaire en mode négatif étant relatif a la 9-AA déprotonée. Ceci facilite
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grandement les interprétations des spectres issus d’analyse MALDI-TOFMS en n’ayant quasiment

pas de signaux interférents avec les pics d’intéréts.

Pour I'analyse de flavonoides, le 1,5-diaminonaphtaléne semble étre bien adaptée au mode de
détection négatif. En mode positif, I'obtention de I'ion moléculaire est plus difficile a obtenir mais
possible avec la THAP et la DHB. Pour cette derniere, I'ajout de TFA augmente légérement le

rapport signal sur bruit.

7.2.2 Analyse de stilbénes

Ces essais ont été menés sur le trans-resvératrol, le trans-ptérostilbéne et un dimére de

resvératrol, la trans-d-viniférine, toujours avec les cing mémes matrices.

Le ratio matrice/analyte a d(i cependant étre ramené a 1 000 pour conduire une détection des

stilbénes. Les standards ont été préparés a 10 M et les matrices toujours a 101 M.

Le Tableau IV-8 résume les différents rapports signal sur bruit enregistrés avec les différentes
matrices. La CHCA n’a pas pu étre prise en compte en mode positif puisqu’elle génére un pic

interférent m/z 228 avec le resvératrol.

Tableau IV-8 : récapitulatif des rapports signal/bruit et des intensités absolues obtenus pour la détection du
resvératrol (solution méthanolique a 10* M) en en LDI- et MALDI-TOFMS dans les différentes conditions
testées. Cing matrices ont été testées : 9-AA, DAN, DHB, CHCA et THAP, toute préparée a 101 M (« / » non

détecté).
_ Mode  Mawce  Soamt  Picmajoriwire mtensité(ew) YN
LDI 227 7373 306.7
9-AA MeOH/H,0 75/25 227 594 68.2
Négatf DAN ACN/H,0 50/50 227 / 228* 1499 / 662 348.9 /153
CHCA ACN/H,0 50/50 / / /
THAP ACN/H,0 50/50 / / /
DHB ACN/H,0 50/50 / / /
LDI 228* 2934 91.5
DAN ACN/H,0 50/50 / / /
DAN+TFA ACN/H,0 50/50 / / /
DHB ACN/H,0 50/50 228* /229 499 /232 55.3/25.5
- DHB+TFA ACN/H,0 50/50 228* /229 6783/5366  328.8/258.7
Positf CHCA ACN/H,0 50/50 / / /
CHCA+TFA ACN/H,0 50/50 / / /
THAP ACN/H,0 50/50 / / /
THAP+TFA ACN/H,0 50/50 229 152 38.3
9-AA MeOH/H,0 75/25 / / /

* . jon radicalaire
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Le resvératrol peut s’ioniser sans I'aide de matrice avec le laser a 355 nm. Parmi les matrices
testées en mode d’ionisation positif, seule la DHB conduit a la détection du resvératrol sous deux
formes : I'ion moléculaire radicalaire et protoné. L'ajout d’acide trifluoroacétique améliore
significativement le signal. Le rapport S/N ainsi que lintensité absolue de l'ion protoné
augmentent cependant plus vite (facteur 10) que ceux de lion radicalaire (facteur 6). Ce
comportement est attendu puisque I'ajout d’acide augmente la quantité de protons dans le
milieu. De fagon similaire, en mode négatif, le DAN conduit a la détection de I'ion radicalaire M*

et de I'ion déprotoné [M-H]-.

Les résultats pour le ptérostilbéne sont semblables. Un bon rapport S/N s’obtient en mode négatif
sans matrice et il s’ionise également en mode positif avec la DHB. Le dernier stilbéne testé fut la
trans-0-viniférine. Les résultats associés a ce composé sont détaillés dans le Tableau IV-9. Le 1,5-
diaminonaphtaléne n’a pas pu étre utilisé en raison d’un pic apparaissant au rapport m/z 453, le

méme que celui associé a I'ion moléculaire de la viniférine déprotonée.

Tableau IV-9 : récapitulatif des rapports signal/bruit et des intensités absolues obtenus pour la détection de
la trans-3-viniférine (solution méthanolique a 10* M) en LDI- et MALDI-TOFMS dans les différentes conditions
testées. Quatre matrices ont été testées : 9-AA, DHB, CHCA et THAP, toute préparée a 10* M (« / » non

détecté).
_ Mode  Matce et Picmajoritare  ntensit(ew) YN
LDI / / /
9-AA MeOH/H,0 75/25 453 185 11.4
Négatif CHCA ACN/H,0 50/50 / / /
THAP ACN/H,0 50/50 / / /
DHB ACN/H,0 50/50 / / /
LDI / /
DHB ACN/H,0 50/50 454/455 946 /721 182.5/139.1
DHB+TFA ACN/H,0 50/50 454/455 2601 / 1825 329.8/231.1
Positif CHCA ACN/H,0 50/50 454 1015 145.7
CHCA+TFA ACN/H,0 50/50 454 12647 500.6
THAP ACN/H,0 50/50 / / /
THAP+TFA ACN/H,0 50/50 454 / 455 252 /376 29.5/44.2

* . jon radicalaire

Sans utilisation de matrice, la viniférine n’est pas détectée. Ceci n’est pas surprenant puisque cette
molécule ou I'un de ses isomeéres n’ont jamais été détectés en imagerie par LDI. En mode négatif,

seul la 9-AA conduit a la détection de I'ion déprotoné mais avec un rapport signal sur bruit tres
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faible. En mode positif, deux matrices se distinguent : la DHB et la CHCA. Pour ces derniéres, I'ajout
d’acide trifluoroacétique a 0,1 % améliore nettement le signal. A noter que I'ion majoritaire
détecté avec la CHCA est Iion radicalaire M*". La DHB conduit quant a elle a la détection de I'ion

M?* et de I'ion [M+H]*.

Suite a ces essais, deux matrices seront conservées pour les analyses d’extraits : la DHB pour le
mode positif et la 9-AA pour le mode négatif. Ces deux matrices se sont révélées étre adaptées au

type de composés recherchés (stilbénes et flavonoides).
7.3.  Analyse MALDI-TOFMS d’extraits méthanoliques de feuilles de vigne

Dans la continuité de ces premiers tests avec matrice, des extraits de feuilles de vigne
préalablement analysés en ESI-FTICRMS ont été analysés en MALDI-TOFMS. Au vu des expériences
menées sur les standards, seules deux matrices ont été retenues pour I'analyse d’extraits

méthanoliques : la 9-AA pour le mode négatif et la DHB pour le mode positif.

Ce sont directement les mémes échantillons analysés en infusion directe (Chapitre Ill) qui ont été
utilisés pour les mélanges intimes avec les matrices. En conservant la méme concentration il est
ainsi possible de comparer la sensibilité de I'lanalyse MALDI-TOFMS par rapport a I'ESI-FTICRMS.
Les extraits sélectionnés sont des extraits inoculés. Les extraits n°2462 et n°2444 présentent
respectivement un indice OIV 7 et 9. Ne connaissant pas les concentrations des métabolites au
sein des extraits, les matrices ont été préparées a une concentration de 10 mg-Lt. Aprés mélange
intime de I'extrait et de la matrice, 1 plL a été déposé sur la plague d’analyse, le Tableau IV-10

présente les principales espéces détectées pour les deux extraits.

Tableau IV-10 : espéces détectées pour I’analyse des extraits méthanoliques n°2462 et n°2444 en MALDI-

TOFMS avec les deux matrices suivantes : 9-AA et DHB préparées a 10 mg-L™.

Extrait Négatif 9-AA 193 301;353; 447 ;463 ;793 ;815
n°2462 Positif DHB 137;154;155;177;193; 273 184 ;226 ;303 ;319 ; 455; 593 ; 607
Extrait 9-AA 193 227;301;317;463 ;493
Négatif
n°2444 DHB 153 ;289 ; 307 317;341;463;493
Positif DHB 137;154;155;177 ;193 184; 226 ; 257; 303 ; 319 ; 463; 579 ; 607

Pour I'extrait n°2462, la 9-AA permet I'ionisation en mode négatif, comme attendu, de plusieurs
flavonoides. Les ions m/z 301, 317, 447 et 463 respectivement associés a la quercétine, la

myricétine, la quercétine-O-rhamnoside et la myricétine-O-rhamnoside sont ainsi détectés.
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L’acide chlorogénique (m/z 353), ainsi que deux acyle-lipides (m/z 793 et 815) sont également
détectés, ce qui en fait une matrice plut6t polyvalente. En mode positif, la DHB permet de détecter
des composés relatifs aux cires, détectés en LDI, mais cette fois-ci sous forme d’ions protonés (m/z
593 et 607). Certains fragments associés a ces cires se détectent aussi sous forme d’ions
radicalaires (m/z 184 et 226). La quercétine et la myricétine se détectent uniqguement sans leur
sucre, donc sous forme de fragment. La DHB confirme, en outre, le résultat observé avec I'étude
du standard de la viniférine. Elle conduit en effet a la détection de ce composé sous sa forme
radicalaire (m/z 454) et protonée (m/z 455), méme si dans le cas présent c’est I'espéce [M+H]* qui

est la plus intense.

Pour I'extrait n°2444, la DHB donne lieu en mode négatif a la détection du disaccharide (m/z 341)
largement détecté durant I'étude ESI-FTICRMS (voir Chapitre 1l1) mais aussi des flavonoides (m/z
317, 463 et 493). Toutefois la sensibilité sur ces derniers est meilleure avec la 9-aminoacridine. En
outre, le resvératrol est détecté sous sa forme déprotoné (m/z 227) avec la 9-AA. En mode positif,
cette derniére n’a pas conduit a la détection de métabolites d’intéréts. En mode positif, la DHB
permet tout comme avec I'extrait n°2462, de détecter les flavonoides (sous forme d’aglycones
seulement), les cires mais aussi le ptérostilbéne. L'ion m/z 463 détecté en mode positif, peut étre
associé a titre d’hypothése a la péonidine-O-glucoside. Cet anthocyane a notamment été détecté

au sein des feuilles de Vitis vinifera’.

Ces travaux montrent qu’il est difficile de trouver une matrice permettant d’ioniser toutes les
familles de composés. Toutefois, deux matrices se dégagent a la suite de cette étude. En mode
négatif, la 9-AA est |a plus polyvalente. Elle permet I'ionisation de flavonoides avec leur sucre mais
également celle des acyle-lipides. Dans le mode positif, c’est la DHB qui donne les meilleurs
résultats méme si elle génére de nombreux pics potentiellement interférents. Elle permet
notamment de détecter les viniférines, des composés auxquels on s’intéresse fortement dans le
processus de sensibilité ou de résistance au mildiou et qui, jusqu’a présent, étaient inaccessibles
en imagerie. Enfin, ces analyses d’extraits de la population 41528 ont confirmé les observations

émises lors des analyses des standards.

Ces extraits ont également été analysés sur le Reflex IV avec le laser azote afin de déceler une
éventuelle influence du laser. Les différences aux niveaux des longueurs des deux lasers (337 nm
pour le laser azote et 355 nm laser Nd-YAG) et des profils énergétiques n’ont cependant pas
conduit a des changements significatifs, que ce soit en termes d’espéces détectées ou en termes

d’intensité du signal.
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7.4. MALDI-MSI sur le Reflex IV 337 nm

Suite au probléme de sensibilité rencontré sur |’Ultraflex Ill, mentionné en introduction
de cette partie, les expériences MALDI-MSI ont été conduites sur le Reflex IV équipé du laser 337
nm. Ce dernier permet d’obtenir du signal sur les feuilles en LDI avec ou sans matrice. Toutefois,
sa vitesse d’acquisition reste faible (8 Hz). En conséquence les analyses en imagerie couvriront de
petites zones. Le laser a 266 nm n’a pas été utilisé puisque la longueur d’onde d’absorption des

matrices usuelles se situe aux alentours de 337 nm, la longueur d’onde générée par le laser azote.

Cette expérience d’imagerie MALDI en mode positif a été réalisée avec l'acide 2,5
dihydroxybenzoique. La matrice a été solubilisée a une concentration de 10 mg-mL? dans un
solvant acétonitrile/eau 50/50 (v/v) acidifi¢ a 0,1 % avec de |'acide trifluoroacétique. Cing
microlitres de matrice ont été déposés sur la surface d’une feuille de vigne de 10,6 mm?. Cet
échantillon a été préparé a partir d’une feuille fraiche de génotype Rpvl 22-8-78 préalablement

irradiée aux UV-C. La Figure IV-16 expose un spectre MALDI-TOFMS de cet échantillon.
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Figure IV-16 : spectre MALDI-TOFMS aprés un dépot de 5 puL de DHB sur un échantillon irradié Rpv1 22-8-78.
La calibration est effectuée de 137 a 454 Da avec une erreur de 13 ppm. Apparaissent en bleu les ions
associés a la matrice, en orange aux stilbénes et en vert aux flavonoides. Le cartouche, zoom de 445 a 467 Da,
détaille les deux espéces détectées relatives aux viniférines.

Les ions issus de la DHB dominent cette empreinte spectrale. Outre la perturbation en basse
masse, ces signaux permettent de calibrer le spectre. La cartouche montre les deux signaux
détectés de la viniférine. La distribution isotopique de I'ion radicalaire m/z 454 n’est pas celle
attendue, I'ion m/z 455 est presque aussi intense. Ce signal présente en réalité deux

contributions : celle du 3C de I'ion radicalaire m/z 454 et celle de I'ion protoné m/z 455. La

résolution du spectrométre de masse a temps de vol n’est pas suffisante pour séparer ces deux
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pics qui ne possédent pas la méme masse exacte (différence de 9,7 ppm). Deux flavonoides
aglycones (pics de couleur verte, Figure IV-16) sont également présents sur ce spectre a une
intensité inférieure a celle des stilbénes. En revanche, I'ion m/z 479 pourrait correspondre a la
qguercétine-O-glucuronide. Ce flavonoide a été largement détecté dans les extraits méthanoliques
sous la forme de I'ion déprotoné m/z 477 (voir Chapitre Ill). Les autres ions intenses, hors pics de

matrice, n’ont pas pu étre identifiés.

Suite a cette analyse, I'expérience MSI a été conduite sur le méme échantillon sur une surface de

6,4 mm?. La Figure IV-17 présente différentes cartes MSI associées a différents ions remarquables.

m/z 137 m/z 303 m/z 319 m/z 479

m/z 229 m/z 257 m/z 455 m/z 439

Figure IV-17 : expérience MALDI-MSI a 337 nm en mode positif. Cing microlitres de DHB ont été déposés sur
une surface de 10,6 mm?2. La trame analysée mesurait 6,4 mm? avec une résolution spatiale de 75 um, soit
1094 pixels. Les cartes MSI correspondent a la répartition de I'ion (a) m/z 137 ([DHB-H,0+H]*), (b) m/z 303

(quercétine protonée), (c) m/z 319 (myricétine protonée), (d) m/z 479, (e) m/z 229 (resvératrol protoné), (f)

m/z 257 (ptérostilbéne protoné) et (h) m/z 455 (viniférine protonée) et m/z 439.
La répartition de I'ion relatif de la matrice (m/z 137) est relativement homogéne, hormis sur la
zone centrale (Figure IV-17 (a)). De méme, alors que cette matrice cristallise le plus souvent sous
forme d’aiguilles, la formation d’un dép6t de matrice s’est fait sous la forme uniquement d’une
couche de matrice. Ceci montre que cette méthode de dépot par goutte séchée est envisageable
sur des feuilles, en veillant toutefois a controler la quantité déposée, celle-ci augmentant
fortement le risque de délocalisation des analytes de la feuille. Il existe d’ailleurs des dispositifs
dédiés pour les dépots de matrice soit par vaporisation (par exemple, le dispositif ImagePrep,
Bruker), soit par sublimation permettant de mieux contréler ces dépéts de matrice’. Les
flavonoides détectés sous forme aglycone sont peu présents sur ces échantillons. Ceci est

vraisemblablement d{ au fait que cette feuille provienne d’une serre et a, par conséquent,
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synthétisé moins de flavonoides. La répartition de I'ion m/z 479 (Figure IV-17 (d)), possiblement
la quercétine-O-glucuronide déprotonée est remarquable : il est particulierement localisé, mais
différemment par rapport aux stilbenes. Les lieux de biosynthese de ces deux familles de

composés sont probablement différents.

Trois stilbénes sont observés en imagerie : le resvératrol, le ptérostilbéne et la viniférine
(isomeéres) sous forme d’ions moléculaires radicalaires et protonés, ces derniers étant les plus
abondants ((Figure IV-17 (e), (f) et (g)). L'apport du mode MALDI est particulierement intéressant
ici parce qu’il permet d’observer que la localisation de ces trois stilbénes est similaire. Ceci
indiquerait que le lieu de biosynthéese de ces stilbénes est commun. En revanche, le picéide n’a
pas été détecté. Son rendement d’ionisation a partir de la feuille de vigne est vraisemblablement
faible. On peut penser que ce composé se localise davantage dans les tissus de la feuille, étant
ainsi inaccessible avec une analyse de surface comme la MALDI. Enfin, I'ion m/z 439 a retenu notre
attention, ce dernier présente une répartition similaire a celle des stilbénes bien que cette masse

ne corresponde pas a un représentant de cette famille de phytoalexines ((Figure IV-17 (h)).

Cette expérience en imagerie MALDI montre une avancée par rapport a I'imagerie LDI-TOFMS.
Dans le mode positif, la DHB permet de détecter les viniférines, ces composés qui étaient jusqu’a
présent inaccessibles. Ce résultat est d’autant plus intéressant que ces stilbenes présentent la

toxicité la plus importante envers les zoospores de Plasmopara viticola™.

Un essai a également été réalisé en mode négatif avec la matrice 9-aminoacridine. Cette matrice
a en effet conduit a des résultats encourageants lors des analyses des standards et des extraits
méthanoliques. Cependant aucun résultat concluant n’a été obtenu, seule la matrice générait des
pics. Plusieurs concentrations de matrices ont été testées, sans amélioration. Les flavonoides
glycosylés susceptibles d’étre présent n’ont pas été détectés. Ceci est vraisemblablement di au
fait que la feuille analysée était une feuille de serre. Or, nous avons montré qu’une feuille

extérieure présente des concentrations en ces composés bien plus importantes (point 6.2).

Ces résultats préliminaires sont prometteurs mais il est possible de les optimiser. Le mode de
dépot de la matrice peut étre amélioré. Ces expériences peuvent étre conduites sur des feuilles
inoculées ainsi que sur des feuilles issues de pieds de vigne cultivés en plein champ. Ceci dans le

but d’observer la localisation spécifique de stilbenes et de flavonoides.

L'imagerie LDl ou MALDI reste cependant une analyse de surface, dés lors, qu’en est-il de la

répartition de ces métabolites dans la profondeur de la feuille ?



Imagerie par spectrométrie de masse

8. Etude de feuilles de vigne en profondeur

Pour tenter de retirer une ou plusieurs couches cellulaires, deux techniques peuvent étre
considérées. La premiére solution envisageable est la microdissection par microtome, il serait
alors possible d’analyser la feuille couche par couche (de 2 a 25 um) et donc de s’affranchir de
I’épiderme. Dans ce cas, le protocole de préparation d’échantillon deviendrait plus lourd. La
deuxieme solution concerne I'utilisation d’un laser excimer pour ablater les couches superficielles.
Le laboratoire a démontré une expertise certaine dans le domaine de l'interaction laser matiére

de haute énergie, en conséquence, cette solution a été privilégiée en premier lieu.
8.1. Généralités sur le laser excimer

Le laser a excimére ou laser a exciplexe (I'appellation dépend du gaz utilisé : pur ou en
mélange) émet dans le domaine des ultraviolets. Il est notamment employé en chirurgie oculaire
réfractive. Sous I'effet d’'une décharge électrique importante (plusieurs dizaines de kilovolts),
I’espéce excimere ou exciplexe se retrouve a I'état excité. Lorsque I'espece redescend a son niveau
d’énergie fondamental, elle émet un rayonnement laser de longueur d’onde spécifique a I'espece

utilisée.

Le laboratoire est équipé d’un laser & exciplexe COMPex™ 201 (Lambda Physik) utilisant un
mélange d’argon et de fluor. En se désexcitant, 'espéce ArF* émet a la longueur de 193 nm.
L’énergie maximale délivrée en sortie par ce laser est supérieure a 200 mJ et la durée du pulse est
de 20 ns. Le spot est de forme rectangulaire, un diaphragme est disposé sur le banc optique afin

de réduire le spot a la taille de la surface de la feuille a traiter.
8.2.  Analyses LDI-TOFMS aprés ablation laser

Plusieurs énergies laser de sortie ont été testées. Bien que le laser puisse tirer a une
fréquence de 10 Hz, cette derniere a été réglée a 1 Hz afin de mieux controler le nombre de tir

que I"échantillon regoit.

Ces expériences préliminaires ont été réalisées tardivement, par conséquent, il n’a pas été
possible d’évaluer la profondeur d’ablation générée par le laser excimer sur les feuilles de vigne.
En conséquence, ces essais préliminaires ont été menés sur des feuilles irradiées Rpv1 22-8-78.
Ces dernieres ont été analysées au préalable sur le Reflex IV en imagerie LDI-TOFMS avec le laser
a 266 nm dans le but de cibler le comportement des stilbénes. Ces expériences en imagerie

préliminaires ont pour but « d’épuiser » les stilbénes présents en surface de la feuille.
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Différentes énergies laser ont été testées sur les feuilles irradiées apres leur analyse en MSI : 50,
75, 100, 125, 150 et 200 mJ. Au-dela de 150 mJ, I'aspect de la feuille change : elle brunit. En outre,
le signal en LDI-TOFMS s’en retrouve affecté : pour conserver I'énergie du laser LDI a son énergie
habituelle, une saturation du détecteur est enregistrée de 40 a 400 Da. Il est donc nécessaire
d’augmenter fortement |'atténuation laser mais au détriment du signal. Pour des énergies
inférieures a 100 mJ, il est difficile de quantifier les différences d’intensité des composés

d’intéréts. En conséquence, I'énergie du laser excimer a été fixée a 100 mJ pour le reste des tests.

Les feuilles irradiées sélectionnées pour ces tests ont montré des intensités en resvératrol (m/z
228) et ptérostilbéne (m/z 254) trés importantes. Dans un premier temps, une image a été réalisée
sur la globalité d’un échantillon. Puis, sur la surface « épuisée » en stilbénes, un spectre de 500
tirs laser cumulés a différents endroits de la zone analysée en MSI a été enregistré. L’échantillon
a ensuite été soumis a 10 tirs a 100 mJ du laser excimer. Enfin, afin de comparer les intensités
avant et apres passage au laser excimer, un nouveau spectre de 500 tirs lasers cumulés a été
enregistré sur le méme carré de feuille. Les parametres LDI-TOF et du laser 266 nm sont restés
fixes. La Figure IV-18 expose un agrandissement des deux empreintes spectrales dans la zone

d’intérét de cet échantillon.
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Figure IV-18 : comparaison du signal du resvératrol et du ptérostilbéne avant et aprés ablation au laser
excimer. Somme de 500 spectres de masse LDI-TOFMS (500 tirs laser), d’'un échantillon irradié Rpv1 22-8-78
(a) avant traitement au laser excimer et (b) apres traitement au laser excimer. Zoom entre 225 et 262 Da, le

maximum des axes d’ordonnées a été fixé a 1,4.10% a.u.
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Le rapport signal sur bruit est supérieur dans le cas du spectre apres le traitement au laser excimer.
Si dans les deux cas l'intensité absolue du resvératrol reste dans le méme ordre de grandeur
(environ 2100 a.u.), celle du ptérostilbene est plus importante d’un facteur 6 (Figure IV-18 (b)). Il
semblerait donc qu’une ou plusieurs couches soient ablatées lors du passage au laser excimer
puisque l'intensité du ptérostilbene est plus importante. Toutefois, la feuille n’étant pas un
matériel homogeéne, il est difficile de conclure avec la seule comparaison de sommes de 500

spectres de masse.

Finalement, pour confirmer cette observation, une expérience en imagerie MS a été menée. Un
autre échantillon irradié (également de génotype 22-8-78) présentant des taux importants de
stilbénes a été dans un premier temps analysé en MSI. Un cache a ensuite été disposé sur la moitié
de I’échantillon (Figure 1V-19 (a)). Puis, ce dernier a été soumis a 10 tirs du laser excimer a une
énergie de 100 mJ. Aprés traitement, la feuille a été analysée une seconde fois en MSI apres avoir
retiré le cache. La zone de la seconde analyse MSI a été étendue afin de constater une éventuelle
influence du recouvrement des tirs lasers a 266 nm. La Figure IV-19 présente les images associées

a cette expérience.

m/z 228 m/z 254

Figure IV-19 : étude de I'influence de I’ablation laser sur le signal des stilbénes par imagerie MS. (a) image
optique avec le dispositif de cache avant le passage au laser excimer. (b) et (c) sont les cartes MSI respectives
de la répartition du resvératrol et du ptérostilbéne issues de la 1% analyse MSI. Pour la 2™ analyse MSI, la
zone a été étendue, (b’) et (¢’) sont associées respectivement a la répartition du resvératrol et du

ptérostilbéne apres 10 tirs a 100 mJ au laser excimer.

La séparation entre la zone traitée et la zone non traitée au laser excimer se distingue aisément.
L'analyse de la partie gauche non exposée au laser montre des intensités en stilbéne bien plus

faibles par rapport a celle de la partie droite, exposée au laser (Figure IV-19 (b’) et (c’)). C'est
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d’autant plus flagrant pour le cas du ptérostilbéne qui est plus intense. Ceci confirme I'observation
émise a I'observation des deux spectres de masses (Figure IV-18) : les intensités relatives au
ptérostilbéne sont plus élevées que celles du resvératrol. La répartition de I'ion m/z 254 est
remarquable, il est localisé préférentiellement sur les nervures. Le comportement du resvératrol
est également atypique. Aprés le traitement au laser excimer, le signal de I'ion m/z 228 est
relativement plus intense par rapport a la premiére expérience MSI. On peut supposer que dans
ce cas, le resvératrol est moins concentré a la surface de la feuille mais davantage dans les tissus
de la feuille. Enfin, il n’y a pas de diminution de signal sur la zone de recouvrement, commune aux

deux imageries MS successives, confirmant le fait que du matériel végétal a bien été ablaté.

L'intégration de cette étape pour appréhender les stilbenes en profondeur lors de I'analyse MSI
apporterait une dimension supplémentaire a la localisation des stilbénes. Ceci impliquerait de
contréler précisément I'épaisseur de la couche ablatée en fonction du nombre de tirs et de
I’énergie laser. Ceci n’est pas aisé a déterminer puisque la surface d’une feuille n’est pas
homogene. Les nervures et le limbe ne possede pas la méme fermeté et ne seront en conséquence

pas ablatés de la méme maniere. Mais la piste est ouverte.

9. Conclusion

Dans la continuité des travaux de thése de G. Hamm, le développement de I'imagerie LDI
sur feuille de vigne s’est poursuivi. Les molécules ciblées avec cette technique, notamment en
mode positif, sont les stilbéenes, les composés antifongiques synthétisés lorsque la feuille est
soumise a des stress biotiques (Plasmopara viticola) ou abiotique (irradiations UV-C). Dans les
conditions de désorption/ionisation laser, seuls les suivis du ptérostilbéne et du resvératrol sont
possibles, les autres stilbénes n’étant pas ionisés. En revanche, il a été montré que le signal du
resvératrol pouvait également provenir de la fragmentation in-source des picéides. Dans le but de
fiabiliser ces analyses, la répétabilité du signal a été évaluée. Pour permettre la quantification du
resvératrol, du ptérostilbéne et des picéides, le développement d’'une méthode LC-ITMS a été
entrepris. La méthode des ajouts dosés a permis d’observer une correspondance marquée entre

les teneurs calculées en stilbenes et les signaux relevés en imagerie de ces mémes composés.

Par la suite, I'analyse LDI-TOF en mode de détection négatif a été envisagée pour
I'imagerie par spectrométrie de masse. Les mémes protocoles de préparation des échantillons ont
été conservés. Via le mode négatif, une nouvelle famille de molécules a pu étre suivie en imagerie :
les flavonoides, plus précisément la quercétine et la myricétine. En LDI, ces composés sont

détectés uniqguement sous forme d’aglycone alors qu’ils sont présents au sein des feuilles de vigne
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uniguement sous forme glycosylée. Ceci est dii a un phénomeéne de fragmentation in-source qui
brise la liaison éther entre le flavonoide et son sucre. Enfin, I'analyse de feuilles de plein champ a
montré des intensités bien plus importantes par rapport a des feuilles de serre témoignant du fait
que les rayons UV induisent la synthese de flavonoides. De plus, ces composés étaient répartis de

facon trés localisés et intense.

La suite logique du développement de I'imagerie est la prise en considération du MALDI.
Plusieurs publications dans la littérature font état d’études MALDI-MSI appliquées aux végétaux
mais non sur feuilles de vigne. Ceci nécessite un développement important puisqu’un nombre non
négligeable de parametres entrent en jeu. Le choix de la matrice en lui-méme est crucial puisqu’il
conditionne le type de molécule qui sera détecté. Ce développement instrumental a été mené sur
le dernier spectrométre a temps de vol acquis par le laboratoire, I'Ultraflex Il développé par
Bruker. Pour débuter ces travaux, I'analyse de composés standards présents au sein de feuilles de
vigne a été mise en ceuvre en MALDI-TOFMS. Plusieurs matrices ont été testées. Puis, les mémes
tests ont été conduits sur des extraits de feuilles déja analysés en ESI-FTICRMS. Ceci a permis de
déterminer les matrices les plus adaptées pour les petits métabolites : I'acide 2,5-
dihydroxybenzoique pour le mode positif et la 9-aminoacridine pour le mode négatif. Ce
développement a ensuite connu des difficultés instrumentales puisque le laser Nd-YAG 355 nm
qui équipe ce spectrometre de masse n’a donné aucun signal en LDI sur les feuilles. Méme en
conditions MALDI, seules les espéces relatives aux matrices étaient détectées, aucune interaction
entre les matrices et la feuille ne s’est produite. Plusieurs tests ont été conduits afin d’y remédier,
sans succes. Le développement de I'imagerie MALDI s’est donc poursuivi sur le Reflex IV équipé
de son laser azote a 337 nm. Si le mode négatif n’a pas conduit a des résultats, le mode positif
avec la DHB a permis la détection des viniférines, des stilbénes jusqu’a présent inaccessible en
MSI. La méthode de dépbt peut cependant étre améliorée pour conduire a une répartition plus

homogeéne de la matrice.

Enfin, pour tenter d’étudier les feuilles de vigne a différentes profondeurs, Iutilisation d’un
laser excimer a été envisagée. Elle a conduit a des résultats intéressants en LDI-TOFMS 266 nm.
Bien que I'épaisseur de la couche ablatée par le laser ne soit pas encore maitrisée, le traitement
au laser excimer a permis la détection plus en profondeur des stilbenes. La microdissection
pourrait également étre envisagée mais elle rendrait le protocole d’échantillonnage plus lourd et

le risque de délocalisation de métabolites plus grand.

Le dernier chapitre de ce manuscrit décrira une application de I'imagerie LDI-TOFMS en

mode positif. Il présentera une association de trois techniques pour I'observation des stilbénes.
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1. Introduction et contexte

Ce chapitre présente une application particuliere de I'imagerie par spectrométrie de
masse par LDI-TOF en mode positif avec le laser 266 nm décrite lors du Chapitre IV. Le but de
I’étude est d’obtenir une localisation des stilbénes plus précise qu’elle ne le serait avec une seule
technique. Ainsi, cette étude combinant trois techniques complémentaires, est le fruit d’une
collaboration étroite avec I'équipe Génétique et Amélioration de la Vigne de 'UMR Santé de la
Vigne et Qualité du Vin de I'INRA Colmar (UMR 1131) et le Laboratoire Ecologie Systématique
Evolution UMR 8079 (CNRS, UPS, AgroParisTech Université Paris-Sud 11).

L'association de plusieurs techniques a été effectuée afin d’obtenir des informations
complémentaires sur la répartition des phytoalexines dans les feuilles de vigne. L'objectif consiste
a préciser le plus finement le(s) lieu(x) de synthése des stilbénes suite a I'infection des tissus des

feuilles par le pathogene.

L'imagerie par spectrométrie de masse (MSI) permet d’avoir une localisation avec I'identification
structurale de la synthese des stilbénes sur la surface de la feuille des métabolites. Néanmoins la
résolution spatiale reste relativement faible et I'information apportée reste plutét cantonnée ala
surface. La nature de l'interaction avec la feuille (phénoméne de désorption en surface et/ou
d’ablation en profondeur) n’est encore pas clairement définie. La microscopie confocale repose
sur la fluorescence globale des stilbénes. Elle donne acces a la répartition en surface mais
également en profondeur de ces molécules d’intérét avec une bien meilleure résolution spatiale
mais elle n"apporte pas d’information sur les molécules a I'origine de cette fluorescence (type de

stilbéne en présence).
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Microscopie corrélative

Figure V-1 : concept de I’'approche corrélative multi technique présentant les atouts et limitations de chacune
d’entre elle (A. Poutaraud).
L'intérét de la combinaison de ces techniques réside donc dans leur complémentarité. La
microscopie confocale peut répondre a I'aspect analyse en trois dimensions (informations sur la
localisation en profondeur des stilbeénes. La spectrométrie de masse, moins résolutive, permet
d’identifier les stilbénes a l'origine de la fluorescence observée. Enfin, les dosages HPLC
permettent quant a eux d’estimer la quantité de chaque stilbéne, mais en moyennant les résultats
sur tout I’échantillon. La microscopie confocale et les dosages HPLC-UV ont été menés
respectivement au Laboratoire Ecologie Systématique Evolution (ESE, Paris-Sud) et a I'INRA de

Colmar (Figure V-1).

Aprés la présentation de I'imagerie photonique, le protocole de préparation et de conservation
des échantillons, qui doit étre adaptée pour toutes les techniques, sera détaillé. Les échantillons
étudiés dans le cadre de cette approche provenaient de différents génotypes possédant les génes
de résistance Rpv1 et/ou Rpv2 ou aucun des deux. Le comportement des stilbénes sera étudié

d’abord suite a leur induction par irradiations aux UV-C, puis par infection par le mildiou.

2. Présentation de I'imagerie photonique

Certains composés phénoliques contenus dans les feuilles de vigne présentent des
capacités d’autofluorescencel. Cela dépend des conditions inhérentes a la feuille telles que le pH,
la polarité ou encore le compartiment de la feuille ol ils sont présents. C'est notamment le cas

des stilbenes qui émettent une fluorescence bleue lorsqu’ils sont exposés a la lumiére UV. Les
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propriétés spectrales des stilbénes ont été décrites pour la premiére fois en 1968 par Hillis et
Ishikura®. Le trans-resvératrol en solution méthanolique par exemple, présente un maximum
d’excitation de fluorescence situé autour de 320 nm et un maximum d’émission de fluorescence
situé a 380 nm?. Bien que de faibles variations existent en termes de rendement de fluorescence,
les spectres des principaux stilbénes présent chez la vigne sont assez semblables, a I'exception du
cis-picéide. Les spectres excitation et d’émission de ce dernier présentent un double pic a 380

nm?3.

2.1.  Microscopie de fluorescence

La microscopie de fluorescence ou épifluorescence est l'une des techniques de
microscopie optique les plus employées dans la recherche biologique et biomédicale. Ceci
s’explique, d’une part, par sa grande spécificité et sa relative facilité d’utilisation, et d’autre part,
par sa résolution spatiale trés élevée (centaine du nanomeétre) qui permet d’observer les
organelles. La microscopie de fluorescence (Figure V-2) est utilisée fréquemment dans les études
intracellulaires impliquant mécanismes et dynamiques moléculaires de macromolécules et

métabolites*®.

capteur

oculaire " .
filtre barriére

==

miroir dichroique
—

=
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filtre d'excitation

objectif

spécimen

Figure V-2 : schéma du principe de la microscopie de fluorescence.

2.2.  Microscopie confocale

Le principe de la microscopie confocale a été développé et breveté en 1957 par Martin
Minsky. En microscopie confocale (CMI : « Confocal Microscopy Imaging ») le systeme d’excitation
et de détection est réduit dans un méme dispositif de taille réduite. Comme pour la microscopie

de fluorescence, I'observation de signaux fluorescents repose sur quatre éléments clefs : une
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source de lumiére excitatrice, un fluorophore, des filtres pour séparer les photons d’émission des

photons d’excitation et un détecteur qui enregistre I’émission de photon.

L'image dite confocale est obtenue par le déplacement du point de focalisation de la lumiére
excitatrice dans les trois dimensions de I'échantillon (Figure V-3). Cette technique d’imagerie
représente une avancée technologique importante puisqu'elle permet d'obtenir des images de
grande résolution. Ces images peuvent étre qualifiées de « coupes optiques », d'une épaisseur
d'environ 0,4 um, obtenues a différents niveaux dans I'épaisseur d'un échantillon. Basée sur
|'élimination des signaux de fluorescence provenant des régions situées en dehors du plan focal,

cette technique donne ainsi acces a des informations situées a l'intérieur des cellules.

Photomultiplicateur
Filtre d'émission

—— Trou d'aiguille
(Pinhole)

Expanseur

Lentille (afocal)

Miroir
dichroique

Scanner l/ /};’l

Lentille
de l'objectif

— Plan focal { Z

Figure V-3 : schéma d’un microscope confocal a balayage laser (d’aprés S. Brown).

Les résolutions latérale (x, y) et dans la profondeur (z) des images obtenues peuvent étre trés
élevées ; elles dépendent directement de I'objectif utilisé. La microscopie confocale permet
également d’obtenir des images hautement contrastées de bien meilleure résolution (résolution
latérale allant jusqu’a 0,2 pm) que la microscopie de fluorescence plein champs, surtout sur les

échantillons épais.

Comme l'ont montré Hutzler et al., cette technique permet la visualisation in vivo de composés
phénoliques au sein méme de feuille grace aux sections optiques permettant la reconstruction
3D®. Cela rend possible la localisation subcellulaire de ces composés, en plus de I'accés a des

informations quantitatives avec I'intensité de fluorescence. Ces possibilités font de la microscopie
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confocale un outil particulierement adapté pour I'étude au niveau cellulaire des plantes”. Par
ailleurs, plusieurs articles récents font état de I'utilisation de la microscopie confocale pour I'étude

de relations plante-pathogéne®.

3. Développement expérimental

Cette approche corrélative multidisciplinaire a nécessité un développement
méthodologique conséquent. En effet, il a fallu coordonner les analyses entre les différents
laboratoires en tenant compte des contraintes instrumentales différentes tout en veillant au
conditionnement des échantillons. Les parties suivantes décrivent les différentes étapes de ce

développement.

3.1.  Ordre d’analyse des échantillons

Faisant intervenir 3 laboratoires, ce travail a soulevé des questions de mises au point
techniques mais également logistiques. Chaque échantillon issu de cultures a I'INRA de Colmar
doit étre en effet analysé au méme stade d’évolution sur les mémes zones par les deux techniques
d’imagerie (MSI et microscopie de fluorescence) situées a Metz et Paris. Il est donc nécessaire
d’établir une organisation séquentielle de I'analyse d’un échantillon vis-a-vis de ces 2 techniques
et de marquage (repérage) de la zone a cartographier. Les dosages HPLC sont réalisés sur une zone
de la feuille adjacente a celle cartographiée par MSI et fluorescence car une fois étudiée en MSI,

I’échantillon n’est plus récupérable pour une extraction méthanolique.

Les expériences en microscopie confocale doivent étre réalisées en amont car cette technique est
non destructive contrairement a la MSI pour laquelle I'impact du laser a 266 nm désorbe de la

matiére (Chapitre IV).

Le dispositif de repérage a été discuté notamment pour différencier la face intérieure de
I’échantillon (face abaxiale) a analyser de sa face extérieure (face adaxiale). En effet, apres
lyophilisation, il n"est plus aisé de distinguer les deux faces de la feuille. Ce dispositif permet,
d’autre part, de repérer les zones qui doivent étre cartographiées avec les deux techniques

d’imagerie.
3.2.  Conditionnement des échantillons : rincage et lyophilisation

La question de la conservation et du conditionnement de I’échantillon entre son étude en

microscopie confocale et en imagerie MS implique quelques points a résoudre :
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= La premiere difficulté est liée aux conditions d’analyse qui doivent étre compatibles pour
la CMI et la MSI. En microscopie confocale, 'uniformité du chemin optique doit étre
respectée par I’homogénéisation des indices de réfraction milieu/lamelle/agent
mouillant. Il faudra ensuite pouvoir éliminer les traces d’agents mouillants qui pourraient
perturber les mesures en MSI.

= La deuxiéme difficulté concerne la conservation des échantillons et leur transport. Il faut
éviter une évolution possible de I’échantillon dans le temps entre I'étape de CMI et de
MSI. Afin de bloquer cette possible dégradation, il a été décidé de conserver les
échantillons par lyophilisation apres analyses en microscopie confocal. Les extraits pour

les dosages HPLC sont effectués au stade d’analyse de la CMI.

3.2.1 Milieu pour I'analyse en microscopie optique

Plusieurs milieux de montage ou agents mouillants sont envisagés pour la microscopie

confocale :

- tween (esters de sorbitan) : non envisageable en MSI car ce mélange complexe s’ionise
tres facilement et peut générer de nombreux pics d’interférence ;

- I'eau pure : compatible avec la spectrométrie de masse, elle ne génere pas de pic de
matrice supplémentaire et peut s’éliminer lors de la lyophilisation. En revanche, ce milieu
ne permet pas d’acquérir une image optimale en microscopie confocale ;

- I’huile : compatible avec les deux techniques, cependant elle pose ensuite probléme pour
les rincages a I'eau, nécessaires avant la lyophilisation ;

- leglycérol : trés bon milieu pour la CMI mais peut générer des pollutions persistantes avec

un encrassement au niveau des lentilles du spectrométre de masse.

L’eau, le glycérol et I’huile, trois milieux compatibles pour la microscopie confocale ont été retenus
pour une évaluation en HPLC et en LDI-TOFMS. Le but est de vérifier si I'utilisation de I'un ou
I"autre milieu perturbe la détection des stilbénes sur les feuilles de vigne. Pour répondre a ce point,
des échantillons ont été préparés pour les deux techniques sur des feuilles de Muscat Ottonel

infectées par P. viticola.

Quatre modalités ont été appliquées :

- échantillon qui ne subit aucun traitement aux agents mouillant : échantillon dit
« témoin » ;

- échantillon monté entre lame et lamelle avec de I'’eau ultra pure ;
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- échantillon monté entre lame et lamelle avec du glycérol pur ;
- échantillon monté entre lame et lamelle avec de I'huile (huile d’immersion, Merck,

d’indice 1,046990100).

Dans tous les cas, aprés la simulation du montage lame/lamelle avec I'agent mouillant, les
échantillons sont rincés a I'eau ultra pure. La Figure V-4 présente les spectres de masse acquis

avec ces échantillons lyophilisés deux jours apres inoculation.
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Figure V-4 : étude de l'influence des 4 milieux de montage pour la détection en LDI-TOFMS. Somme de 100

spectres de masse LDI-TOFMS (100 tirs laser), (a) du témoin (pas d’agent mouillant et donc pas de ringage) ;

(b) en milieu aqueux puis rincé a ’eau ; (c) en milieu huile puis rincé a I’eau ; (d) en milieu glycérol puis rincé a

I'eau. L’erreur moyenne apres calibration sur ces 4 spectres est d’environ 35 ppm.

Les ions m/z 578, 606 et 1001 associés aux couches protectrices des feuilles (cires)!! apparaissent

pour les 4 milieux de montage. Ces composés préférentiellement présents en surface ne semblent

pas étre altérés par les agents mouillant et les rincages. Le resvératrol (m/z 228) est détecté sur

tous les spectres de masse comme en témoigne la Figure V-5.
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Figure V-5 : étude de l'influence des 4 milieux de montages pour la détection en LDI-TOFMS. Détail de 225 a
230 Da des 4 spectres de masse LDI-TOFMS (a), (b), (c) et (d) de la Figure V-4.
La présence de I'ion m/z 226, apparenté a un fragment de cire, se remarque dans les 4 cas. Cette
expérience prouve que ces milieux ne perturbent pas de facon évidente la détection du

resvératrol.

Les dosages HPLC-UV (Figure V-6) confirment la présence de différents stilbénes au sein de ces

échantillons de Muscat Ottonel.

Influence du ringage sur la teneur en stilbénes

m trans-ptérostilbéne

m trans-delta viniférine

@ trans-epsilon viniférine
O trans-resvératrol

O cis-picéide

O trans-picéide

Teneur en stilbénes en mg par g de MS

0.0
témoin - témoin- témoin- eau puis eau puis eau puis glycérol glycérol glycérol huile puis huile puis huile puis

pasde pasde pasde ringage rincage rincage puis puis puis rincage ringage ringage
rincage ringage rincage eau eau eau rincage ringage rincage eau eau eau
eau eau eau

Figure V-6 : dosages HPLC-DAD pour I’étude de I'influence du ringage sur la teneur en stilbénes, 3 répétitions
sont réalisées pour chaque modalité (INRA de Colmar, A. Poutaraud).
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Le trans-ptérostilbene, le trans-resvératrol, la trans-delta viniférine, la trans-epsilon viniférine, le
cis- et trans-picéide sont les principaux stilbénes dosés. D’aprés la Figure V-6, c’est uniquement
dans le cas du montage avec huile qu’une nette diminution des teneurs en stilbéne est
enregistrée. Les quantifications associées au traitement avec le glycérol sont proches de celles de
la feuille témoin. Enfin, les quantités de ptérostilbene sont trés faibles, ceci conforte I'absence de

détection de ce composé en spectrométrie de masse sur ces échantillons.

Le glycérol a donc été sélectionné comme agent mouillant en remplacement de I’huile puisqu’il
est compatible avec les trois types d’analyses, pose moins de difficulté pour le rincage, et enfin,

n’altére pas le signal associé aux stilbenes.

3.2.2 Optimisation de la lyophilisation

Comme précisé plus tot dans ce chapitre, il est indispensable de bloquer apres les analyses
en CMI les réactions de biosynthéses de la feuille afin que les deux techniques d’imagerie
« photographient » I’échantillon a un méme instant. Or ce n’est physiquement pas possible dés
lors que ces deux techniques sont accessibles dans des laboratoires géographiquement éloignés.
Avec une telle contrainte, la lyophilisation apparait comme indispensable. Ce procédé, également
appelé cryodessiccation, élimine I'eau présente au sein des échantillons et bloque ainsi la suite
des réactions de I’échantillon. Ceci présente I'avantage, en outre, de faciliter les transports des

échantillons puisque ces derniers sont conditionnés entre lames et lamelles.

Cependant, les premieres lyophilisations ont posé des difficultés : de nombreux échantillons se

sont craquelés pendant ce processus, rendant leur analyse en TOFMS impossible.

3.2.2.1 Protocole

Pour cette expérience, les parametres suivant ont été pris en considération :

- 3 génotypes sélectionnés, cultivés en serre : Muscat Ottonel (sensible), Rpvl 22.8.78
(moyennement résistant) et Rpv2 7001H (résistant) ; et deux modalités : inoculés et

témoin ;

- l'intérieur du montage (Figure V-7), trois supports ont été testés :
= |ame recouverte de scotch ;
= création d’'une chambre pour I’échantillon a I'aide d’une surépaisseur de scotch ;
= utilisation d’un filtre a la place du scotch (filtre millipore AP40 glassfiber

prefilters).
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La surface en contact avec I'échantillon est importante puisque dans le cas des lames en
contact direct, I'échantillon se craquele. Il faut trouver une surface plus souple mais qui
ne fait pas adhérer I'échantillon auquel cas ce dernier serait difficile a extraire du

montage.

- le type de fermeture des lames :
=  scotch;
"  une pince;

= deux pinces.

Ce parametre est également capital, la tension appliquée sur les deux lames doit étre
suffisante pour que les échantillons soient le plus plats possible sans toutefois qu’ils

adhérent au support.

- passage dans |'azote liquide ou sur un pack de glace avant la lyophilisation. Cette étape
permet d’effectuer une transition pour les échantillons qui sont préparés a température
ambiante du laboratoire (environ 20 °C) avant de les placer dans le lyophilisateur. En effet,
les échantillons contiennent de I'eau et une chute brutale de la température pourrait les

endommager (craquelements). La glace refroidit donc progressivement les échantillons.

Systéme de « chambre »,
vue de profil

surépaisseur de scotch filtre Millipore

Figure V-7 : clichés des trois types de montage testés : (a) lames recouvertes de scotch, (b) systeme de
chambre créée par une surépaisseur de scotch, (c) quart de filtres Millipore scotché aux lames.
Pour se placer dans les conditions du futur protocole de corrélation des 3 techniques, les feuilles
sont plongées au préalable dans du glycérol pendant 4h (temps nécessaire pour une analyse en

CMI) puis rincées a I’eau. La Figure V-8 décrit le plan global de I'expérience.
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Azote liquide

Montage scotch Montage filtre Montage scotch Montage filtre  Montage scotch Montage filtre
1 pince 2 pinces scotch 1 pince 2 pinces scotch1 pince 2 pinces scotch \L 1 pince 2 pinces scotch 1 pince 2 pinces scotch |1 pince 2 pinces scotch
Montage scotch chambre Montage scotch chambre Montage scotch chambre
1 pince 2 pinces scotch 1 pince 2 pinces scotch 1 pince 2 pinces scotch
Montage scotch Montage filtre Montage scotch Montage filtre Montage scotch Montage filtre
1 pince 2 pinces scotch 1 pince 2 pinces scotch1 pince 2 pinces scotch 1 pince 2 pinces scotch 1 pince 2 pinces scotch pince 2 pinces scotch
Montage scotch chambre Montage scotch chambre Montage scotch chambre
1 pince 2 pinces scotch 1 pince 2 pinces scotch 1 pince 2 pinces scotch

Figure V-8 : plan de I’expérience réalisée pour évaluer les différentes configurations de montage, « MO »
signifie Muscat Ottonel.
Les échantillons prélevés correspondent a la surface d’'un carré de 6 mm x 6 mm. Quatre carrés
de feuilles sont placés dans chaque lame, sauf pour les filtres pour lesquels il y en aura 3
seulement. En tout cela fait 54 individus dans ce plan, soit 188 échantillons a prélever et 108

lames. Enfin, une fois dans leur montage, les échantillons sont placés 48h dans le lyophilisateur.

3.2.2.2 Syntheése

Trois critéres sont retenus pour |'évaluation de I'état des échantillons apres la
lyophilisation. Sont pris en compte I'état général de I’échantillon (présence ou non de
craquelures), la planéité de I’échantillon (est-il parfaitement plat ou ondulé ?) et enfin la facilité
d’extraction de I’échantillon hors du montage. Ces trois critéres sont notés de 0 a 2 (0 pour
mauvais ; 1 pour correct ; 2 pour excellent). Les détails relatifs a ces notations sont précisés en
Annexe lll. La somme de ces trois notes permet de donner une note globale a chaque modalité.
La présence de plusieurs échantillons au sein d’'un méme montage permet d’avoir des répétitions

et donc une note moyenne pour chaque dispositif de montage.
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Observations a I’évaluation de toutes les lames :

v Le refroidissement des lames sur les blocs de glace avant la lyophilisation est moins
brutale que la trempe directe des échantillons dans I'azote liquide. Aucune craquelure n’a
été constatée avec la glace ;

v Les filtres Millipore donnent d’excellents résultats pour les trois critéres suivis ;

v' Le systéme de chambre (surépaisseur de scotch), donne également de bons résultats,
I’échantillon est facilement extractible et en trés bon état. Cependant, I’échantillon peut
se déformer dans quelques rares cas ;

v' La fermeture la plus efficace est assurée avec le scotch. Mais associé avec le systéme de
chambre, I'échantillon gondole quelques fois. Le systeme a une pince constitue également
un bon compromis entre planéité et fermeté, la tension appliquée sur les lames étant

inférieure a celle avec deux pinces.

Le montage qui a donné les meilleurs résultats est celui constitué avec les filtres, un systéme de
fermeture constitué de scotch ou d’une seule pince, les deux possibilités donnant les mémes

résultats.

3.3,  Mesure de la profondeur des impacts laser par microscopie confocale

Contrairement a la microscopie confocale, I'imagerie par spectrométrie de masse
n’apporte pas d’information sur la localisation en profondeur des stilbenes. Néanmoins, les
impacts laser sont susceptibles d’ablater plus ou moins de matiere lors de I'analyse en fonction
de la nature de la surface de I'échantillon et de I'énergie du laser. La microscopie confocale
également permet de mesurer le diametre et la profondeur des impacts. Ces mesures
permettront de connaitre la profondeur a laquelle le laser interagit en MSI pour I'observation de
la synthése des stilbene. En d’autre termes, nous pourrons savoir si les stilbénes détectés

proviennent plutot de la surface de la feuille ou aussi de cellules de couches inférieures.

Pour cette expérience, les échantillons seront analysés dans I'ordre inverse de I'’étude. Dans un
premier temps, I"échantillon sera soumis a la MSI puis, dans un deuxiéme temps, la taille et la
profondeur des impacts seront estimées en CMI. Dans ce cas de figure, la difficulté est de
récupérer I'échantillon pour cette deuxieme analyse. Habituellement, I’échantillon lyophilisé est
fixé par un ruban adhésif en aluminium. En outre, les feuilles lyophilisées sont seches et donc trés
cassantes. Afin de pouvoir récupérer les échantillons sans dommage, il a été nécessaire de revoir

son protocole de fixation au support MALDI. Quelques essais se sont révélés infructueux comme
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une redécoupe au scalpel, le repli du scotch aluminium, la fabrication de cadres en carton, etc.
Une astuce de fixation a été finalement trouvée. L'échantillon est maintenu par un cache
métallique (partie supérieure d’une capsule de sertissage en aluminium de Vial), lui-méme scotché
sur la plague avec le méme ruban adhésif. Il est a noter que ce systeme est conducteur ce qui
devrait permettre de conserver une homogénéité des potentiels électriques a proximité de

I’échantillon. La Figure V-9 illustre ce systéme de fixation.

Plaqued’analyse MALDI

Echantillon

2,5cm

Cache métallique

Scotch aluminium

Figure V-9 : systéme de fixation des échantillons sur la plaque d'analyse MALDI permettant leur extraction
apres analyse.
Les mesures intégreront également une comparaison des impacts laser entre une feuille fraiche
(la plupart du temps, en dehors de cette étude, les analyses sont faites sur feuille fraiche) et une
feuille lyophilisée. Les feuilles fraiches directement analysées dans le spectrométre de masse ne
sont pas proprement dites lyophilisées méme si sous I'effet d’'un vide poussé, I’échantillon se

déshydrate. Ce processus est différent de celui d’une lyophilisation classique.
Pour ces mesures d’impacts, trois échantillons ont été préparés et analysés en LDI-TOFMS :

- un échantillon frais donc déshydraté in source, cartographié sur une zone de 2 x 2 mm
avec un pas de 50 um, échantillon A ;

- un échantillon lyophilisé cartographié sur une zone de 2 x 2 mm avec un pas de 50 um,
échantillon B ;

- un échantillon lyophilisé avec des lignes d’impacts laser incrémentées de 5 tirs a chaque

fois, séparées de deux lignes « vides » sans impacts, échantillon C, (Figure V-10).
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40 tirs laser cumulés
35 tirs laser cumulés
30 tirs laser cumulés . X
. i lignes « vides »
25 tirs laser cumulés
20 tirs laser cumulés
15 tirs laser cumulés
10 tirs laser cumulés

5 tirs laser cumulés

Figure V-10 : cliché optique pris a la binoculaire du protocole mise en ceuvre pour I’évaluation de la
profondeur des tirs laser sur feuilles de vigne pour I’échantillon C.
La microscopie de fluorescence (FM, « fluorescence microscopy ») permet de s’apercevoir que les
impacts laser intensifient la fluorescence verte sous excitation bleue. Plus les lignes ont subi

d’impacts laser, plus elles fluorescent comme l'illustre la Figure V-11.

Figure V-11 : images en microscopie de fluorescence de I’échantillon lyophilisé C, (c) en transmission et (c’) en
fluorescence sous excitation bleue, (Laboratoire Ecologie Systématique Evolution, S. Bellow).

En réalisant cette mesure a I'aide d’un laser 488 nm, la microscopie confocale permet de

différencier les régions qui ont subi des tirs laser des autres (Figure V-12). La fluorescence verte

des parois des cellules de I'épiderme induite par les impacts laser est trés clairement visible (Figure

V-13).
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Figure V-12 : images 3D sous différents angles de microscopie confocale de la région cartographiée en MSI de

I’échantillon B, obtenues a I’aide d’un laser 488 nm. Ces images 3D sont des superpositions du canal vert (501
—597 nm) associé a la fluorescence des cellules de I'épiderme, et du canal rouge (629 — 683 nm) relatif a la
fluorescence des chlorophylles. La région imagée représente 133.6 x 133.6 x 38 um? (LESE, S. Bellow).
Cependant, le diamétre des impacts ne sont observables ni en microscopie classique ni en
microscopie confocale. On ne note aucun impact en creux sur aucun des échantillons, qu’ils soient
« frais déshydratés » dans la source ou lyophilisés (Figure V-11 et -12). Les impacts laser
n’entament pas I’échantillon mais ils semblent augmenter I'intensité de la fluorescence verte

(Figure V-11).

Figure V-13 : images en microscopie de fluorescence (gauche) et de microscopie confocale (centre et droite)
acquises dans les mémes conditions que celles présentées Figure V-11 et -12, respectivement. La région
imagée en microscopie confocale représente 133.6 x 133.6 x 31 um?3(LESE, S. Bellow).

Ces différentes images permettent de conclure sur la nature de l'interaction du laser avec la

feuille. Les conditions opératoires utilisées montrent que les images effectuées en MSI sont
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produites en condition de désorption laser sans jamais atteindre le régime d’ablation. Ce sont
donc uniquement les stilbénes d’extréme surface (de quelques micromeétres au maximum) qui

sont visualisés et qui donnent lieu a la détection des ions m/z 228 et 254.

4. Résultats

Cette premiere partie détaille les expériences réalisées sur des échantillons irradiés aux
UV-C. Elle a pour objectif d’évaluer la faisabilité de cette approche multi technique avec des
échantillons qui synthétisent en concentration importante les stilbenes. L’étape finale consiste en
I"analyse d’échantillons inoculés par Plasmopara viticola, dans le but d’obtenir une localisation

précise des stilbenes synthétisés dans le cadre de la relation héte-pathogéne.

4.1. Feuilles irradiées aux UV-C

Comme nous l'avons déja développé dans le Chapitre IV, les irradiations aux UV-C
sollicitent la production de stilbenes chez Vitis. Les irradiations sont réalisées via une lampe a UV-
C (tube UV-C, Osram, 30 W, 90 uW.cm2) 4 254 nm, a une distance de 13 cm des feuilles, disposées
sur leur face supérieure de fagon a ce que la face abaxiale soit orientée en vis-a-vis avec la lampe.
Les temps d’exposition dépendent de I'expérience. L'irradiation est effectuée sur les faces
abaxiales des feuilles. En effet, Langecake et Pryce ont démontré que l'irradiation de cette face de

la feuille conduisait a la biosynthése de stilbénes??.

Les travaux antérieurs du laboratoire ont montré qu’une irradiation UV-C donnait des résultats
différents quant a la détection des stilbénes'!. Aprés une inoculation, la présence des ions associés
au resvératrol et au ptérostilbene est trés localisée. Suite a une irradiation UV-C, la présence de
ces stilbénes est intense mais aussi plus diffuse. Pour cette raison, le calage des expériences
d’imageries MSI et CMI a débuté par I'étude d’échantillons irradiés aux UV-C afin d’avoir plus
d’homogénéité en terme de biosynthése des stilbénes et aucun probleme de sensibilité de

détection.

Les conditions expérimentales de la MSI appliquées ne permettent la détection des stilbénes qu’a
la surface de la feuille. De ce fait, les échantillons n’ont pas été analysés en microscopie confocale
mais uniquement en microscopie de fluorescence (FM). Ceci présente I'avantage de couvrir une
zone plus importante et surtout cela ne nécessite pas de traitements informatiques lourds,

occasionnant parfois des pertes de données los du traitement informatique en CMI.
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4.1.1 Objectif et protocole

L’objectif de cette premiére expérience est de valider la superposition des informations
fournies par les deux techniques d’imagerie avec des feuilles qui synthétisent des stilbénes en

guantité importante sur de larges zones.

La moitié des échantillons présente 3 modalités : pas d’irradiation UV (zone témoin), 45 secondes
sous irradiation UV (irradiation intermédiaire) et 180 secondes sous irradiation UV (zone
fortement irradiée). L'autre moitié présente 2 modalités : pas d’irradiation UV et 180 secondes

d’irradiations UV.

Comme défini en amont, les échantillons sont préalablement observés en FM avant d’étre
lyophilisés et nous étre envoyés. Pour repérer la zone a analyser, 3 points de marquage sont

déposés par un feutre fin aux 3 extrémités (Figure V-14).

point de marquage

- @
: \\ Témoin
Témoin Témoin
UV 180 s
Uv45s uv4ss
4 Uv4ss
e

UV 180's 4\

Figure V-14 : présentation du protocole d’irradiation d’une feuille de vigne. Pour les analyses en imagerie MS
et en microscopie, les zones seront prélevées sur la partie gauche de la feuille et pour les analyses LC-MS, sur
la partie droite. Trois points de marquage sont déposés avec un feutre noir afin de délimiter la zone
commune a analyser en MSI et en microscopie. Dans ce cas de figure, I’échantillon présente 3 modalités.
Pour obtenir ces différents temps d’irradiation, quatre caches (espacés verticalement de 1 mm)
sont disposés aux endroits choisis. La feuille est ensuite exposée pendant 2 min 15 s aux rayons

UV. Suite a ce temps d’exposition, les deux caches de la zone intermédiaire inférieurs sont retirés.

Enfin, la feuille est resoumise a 45 s de rayonnement UV.

Trois génotypes ont été sélectionnés pour cette expérience, 1223 (sensible), Rpv2 1162 (OIV 7) et
Rpv2 1202 (OIV 9), soit trois feuilles. Ces mémes génotypes seront repris pour la partie inoculation

de cette expérience.
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Trois jours apres traitement, les échantillons sont prélevés sur les feuilles. Deux rectangles de 8 x
10 mm sont découpés. Le premier comporte trois zones correspondant aux trois modalités : 0, 45
et 180 secondes ; et le deuxieme deux zones : 0 et 180 secondes. Pour les dosages des stilbénes
par HPLC, les disques foliaires correspondants aux trois zones sont découpés. Apres extraction
méthanolique, ils sont séchés puis pesés afin de contréler le rapport de matiére séche/volume de

solvant.

Les parameétres d’imagerie pour cette expérience sont les mémes que ceux décrits dans le

Chapitre IV.

4.1.2 Superposition des données d’imagerie et dosages HPLC

Comme mentionné dans le Chapitre IV, I'ion m/z 228 détecté en LDI-TOFMS peut provenir
soit du trans- ou cis-resvératrol, soit du trans- ou cis-picéide. En conséquence, pour simplifier le
discours dans cette partie, I'ion m/z 228 sera systématiquement associé au resvératrol. Les

dosages compléteront les données.

4.1.2.1 Corrélation des techniques d’imagerie

L’échantillon #1 Rpv2 1202 n’a pas pu étre exploité car la zone étudiée était trop pres du
point de repérage a I'encre situé sur la face abaxiale. Ceci conduit a une saturation du détecteur
qui n’est plus opérationnel pendant plusieurs dizaines de minutes voire quelques heures. Pour les
échantillons suivants, les zones d’analyses en imagerie ont été réduites afin d’étre suffisamment

éloignées des points de marquage.

a. Echantillon #2, Rpv2 1202

Cet échantillon présente une configuration a 3 zones (témoin, zone a droite ; irradiation a
180, zone centrale ; irradiation a 45 s, zone a gauche). L’acquisition des 5228 pixels a duré environ
10h15. La Figure V-15 présente les images observées en microscopie et en MSI pour cet

échantillon.
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Figure V-15 : analyses de I’échantillon #2 Rpv2 1202. Clichés de microscopie, (a) en transmission et (b) en
fluorescence. Répartition des ions (c) m/z 606, (d) m/z 228 et (e) m/z 254. Les cadres servent a repérer les
zones communes entre les deux techniques. Les deux barres verticales sur les images (d) et (e) délimitent les
3 zones : a gauche la zone irradiée pendant 45 s ; au centre, irradié 3 min ; et a droite, la zone témoin. Un
décalage d’orientation a été remarqué entre les clichés FM et les images issues de la MSI, il a fallu opérer une
légere rotation pour la corrélation des images. Paramétres MSI : énergie laser a 30 pJ (faisceau dévié),
atténuateur a 60 %, pas de 50 um entre chaque tir laser et diamétre des impacts laser d’environ 40 um. Le
cercle rouge indique un point de marquage.

Sur ces cartes MSI, les 3 zones se distinguent nettement avec la distribution du resvératrol (m/z
228). Les pixels de la zone entre les deux barres blanches sont effectivement plus intenses (Figure
V-15 (d)). C’est moins net pour le ptérostilbéne (m/z 254), mais tout de méme visible. Ce dernier
semble étre plutot localisé au niveau des petites nervures. En fluorescence, le dessin des nervures
est également trés reconnaissable. Les cires (ion m/z 606, Figure V-15 (c)) témoignent d’un signal
régulier durant toute I'expérience MSI. La taille des nervures a une influence au niveau du signal
détecté. Au niveau des trés grosses nervures, I'interaction du laser avec I'échantillon ne conduit
pas a la détection d’ions. Dans le cas de la fluorescence, la concentration des métabolites mais

également la rigidité et la viscosité du milieu influent sur le signal. Les stilbénes présentent donc

une intensité de fluorescence plus importante au niveau des nervures.
b. Echantillon #3, 1223

Cet échantillon présente une configuration a 2 zones. L’acquisition des 4856 pixels
correspondant a duré un peu plus de 9 heures et demi. La Figure V-16 présente les images

observées en microscopie et en MSI associées a cet échantillon.
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Figure V-16 : analyses de I’échantillon #3, 1223. Clichés de microscopie (a) en transmission, et (b) en
fluorescence (b). Répartition des ions (c) m/z 606, (d) m/z 228 et (e) m/z 254. Les cadres servent a repérer les
zones communes entre les deux techniques. Les barres verticales sur les images (d) et (e) délimitent les deux

zones, non traitée a gauche et irradiée pendant 3 min a droite.
La distinction est trés nette entre la zone irradiée et la zone témoin, notamment avec le
resvératrol. Le méme phénomeéne observé pour I'échantillon précédent se remarque ici pour le
ptérostilbene. Ce composé est moins intense et est surtout davantage localisé au niveau des
nervures. Une baisse du signal survient pour quelques lignes avant la fin de la cartographie
confirmée avec I'ion m/z 606. Ceci est vraisemblablement d{i au signal saturé du resvératrol qui a

rendu le détecteur inopérant pendant plusieurs dizaines de lignes cartographiées.
c. Echantillon #4, 1223

Cet échantillon présente une configuration a 3 zones (témoin, zone a droite ; irradiation a
180 s, zone centrale ; irradiation a 45 s, zone a gauche). L’acquisition de 5880 pixels a duré 11h30.

La Figure V-17 présente lesimages observées en microscopie et en MSl associées a cet échantillon.
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Figure V-17 : analyses de I’échantillon #4 1223, sensible. Clichés de microscopie (a) en transmission, et (b) en
fluorescence (b). Répartition des ions (c) m/z 606, (d) m/z 228 et (e) m/z 254. Les cadres servent a repérer les
zones communes entre les deux techniques. Les deux barres verticales sur les images (d) et (e) délimitent les
3 zones : a gauche la zone irradiée pendant 45 s, au centre irradié 3 min et a droite la zone témoin. Le cercle
blanc des images (b) et (d) cible une zone particulierement intense en resvératrol, également repérée en
fluorescence.
La répartition du resvératrol permet une distinction nette des trois zones. Certains pixels sont trés
intenses dans la zone a 45 s, cette zone semble étre colocalisée avec la fluorescence (cercle blanc).
Un phénomene étrange avec le ptérostilbene se remarque. S’il permet de faire la distinction entre
les 3 zones, son intensité moyenne est bien plus élevée sein de la zone intermédiaire de 45 s que

celle de la zone irradiée a 3 min. Ce comportement aussi inhabituel qu’inattendu a toutefois été

confirmé par les dosages HPLC-DAD (paragraphe 4.1.2.2).
d. Echantillon #5, Rpv2 1162

Cet échantillon présente une configuration a 2 zones. L’analyse de 4904 pixels a
duré environ 9h30. La Figure V-18 présente les images observées en microscopie et en MSI

associées a cet échantillon. Afin de balayer la quasi-totalité de I’échantillon, le pas a été réglé a 75

pm.
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Figure V-18 : analyses de I’échantillon #5 Rpv2 1162. Clichés de microscopie (a) en transmission, et (b) en
fluorescence (b). Répartition des ions (c) m/z 606, (d) m/z 228 et (e) m/z 254. Les barres horizontales sur les
images (b), (d) et (e) délimitent la zone supérieure (irradiée 3 min) de la zone inférieure (témoin). Le cercle
blanc cible une zone intense en resvératrol, zone qui apparait brunie sur le cliché (a) en transmission.

Pour cette expérience, il a fallu procéder a un réajustement des alignements. Tout comme le cliché
en fluorescence, l'intensité maximale des stilbénes sur cet échantillon est assez faible. Une
nouvelle fois, c’est le ptérostilbéene qui colocalise le mieux avec la fluorescence avec une
distribution préférentielle sur les petites nervures. L'ion m/z 228 apparait trés intense pour
quelques pixels. Ces derniers peuvent étre associés a une zone particulierement brunie par

Iirradiation UV (cercle blanc), observable sur le cliché de microscopie en transmission.

e. Echantillon #6, Rpv2 1162

Cet échantillon présente une configuration a 3 zones (témoin, zone supérieure ;
irradiation a 180 s, zone centrale ; irradiation a 45 s, zone inférieure). L'analyse de 5092 pixels a
duré pratiquement dix heures. La Figure V-19 présente les images observées en microscopie et en
MSI associées a cet échantillon. Afin de balayer la quasi-totalité de I’échantillon, le pas a

également été réglé icia 75 um.
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Figure V-19 : analyses de I’échantillon #6 Rpv2 1162. Clichés de microscopie (a) en transmission, et (b) en
fluorescence (b). Répartition des ions (c) m/z 606, (d) m/z 228 et (e) m/z 254. Les cadres servent a repérer les
zones communes entre les deux techniques. Les barres sur les images (b), (d) et (e) délimitent les 3 zones :
supérieure, la zone témoin ; au centre, la zone 3 min ; et inférieure, le zone irradiée 45 s.
L’échantillon #6 a d{i aussi étre recadré. Méme constat que I’échantillon précédent, I'intensité des
stilbénes pour ce génotype est plus faible avec les deux techniques. La délimitation des 3 zones

est moins franche par rapport aux autres échantillons. La zone du milieu (entre les deux barres)

est néanmoins plus intense en resvératrol, conformément au temps d’irradiation de 180 s.

4.1.2.2 Dosages HPLC

Les extraits méthanoliques relatifs a ces échantillons ont été analysés en HPLC-DAD afin
d’accéder a des valeurs de concentration pour les stilbenes. Chaque génotype n’a été analysé

gu’une fois, les analyses correspondantes sont détaillées en Figure V-20.
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Analyses HPLC-DAD Echantillons "3 Approches" UV

B Pterostilbene

m trans delta viniferin
7 m trans epsilon viniferin

6 O trans resveratrol

5 D cis piceid
. | trans piceid

Teneur en stilbénes en mg par g de matiere séche

OlIvL OlIvL OlIvi Olv7 Olv7 Olv7 OIv9 OIv9 (O] \VA¢]
non UV ‘ UV45sec ‘ Uv3min ‘ non UV ‘ UV45sec ‘ UV3min ‘ non UV ‘ UV45sec ‘ UV3min ‘
1223 ‘ 1223 1223 ‘ 1162 ‘ 1162 ‘ 1162 ‘ 1202 ‘ 1202 1202 ‘

Figure V-20 : résultats des dosages HPLC-DAD des échantillons irradiés aux UV-C pour I’approche corrélative
(INRA de Colmar, A. Poutaraud).
Méme si le dosage n’apporte qu’une information quantitative moyennée sur toute la surface du
disque foliaire prélevé, ils confirment plusieurs observations émises lors des analyses en imagerie
MS et de fluorescence. Premierement, la feuille de génotype 1162 est celle qui a synthétisé le
moins de stilbéne suite a son irradiation UV. En effet, les signaux en fluorescence ainsi que les
intensités relatives aux ions suivis étaient faibles pour ce génotype. L’autre fait remarquable qui a
été observé en MSI était la trés forte intensité du ptérostilbéne pour le génotype sensible 1223
sur la zone intermédiaire irradiée a 45 secondes. Ce phénomeéne est confirmé par ces dosages.
Enfin, pour la feuille de génotype 1202, tout comme lintensité élevée de l'ion associé au
resvératrol en MSI, les dosages montrent des teneurs pour ce composé trés élevées. Ces dosages
permettent, en outre, de dégager une tendance sur la provenance de l'ion m/z 228. En
I'occurrence, le signal de cet ion provient en majorité du trans-resvératrol. Les teneurs en picéides
sont en effet inférieures a celles du resvératrol, sauf dans le cas de I'échantillon 1223 pour le
temps d’irradiation de 45 secondes. Les concentrations en viniférines sont également notables,
bien que non observables en MSI, ces composés contribuent au signal global de fluorescence des

stilbénes.

4.1.2.3 Conclusion

Cette étude témoigne d’'une complémentarité mais aussi d’une corrélation entre les
données obtenues avec ces trois techniques. Les deux techniques d’imagerie tout d’abord, la
fluorescence et I'imagerie par spectrométrie de masse, ont montré des répartitions similaires pour
les stilbénes conjointement suivis (resvératrol et ptérostilbéne). Les dosages HPLC ont confirmé

les observations semi-quantitatives émises a propos des différences d’intensité entre le
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resvératrol et le ptérostilbéne au sein d’'une méme carte. Il est évident, par exemple, que le
génotype 1162 est celui qui a synthétisé le moins de stilbénes, comme observé par les trois
techniques. Les dosages ont permis, enfin, de confirmer la présence d’autres stilbénes non

observés en MSI : les viniférines et les picéides.

Concernant l'instrumentation, I'énergie du laser s’est montrée stable sur de longues durées
d’analyse méme s'il a fallu faire attention de ne pas atteindre la saturation du détecteur, faute de
quoi, I'échantillon n’aurait été pas exploitable (extinction du signal pour I'échantillon #1, et
qguelques lignes absentes pour les échantillons 3 et 5). Les deux stilbenes ont présenté deux
comportements distincts dans le cas de l'irradiation UV-C. Pour cette série d’échantillons, le
ptérostilbéne se concentrait davantage au niveau des petites nervures au contraire du resvératrol,
présent largement dans le limbe. Enfin, le temps d’irradiation a montré avoir une influence, les
signaux associés aux stilbénes étant plus élevés pour les zones irradiées a 180 s, sauf pour le
ptérostilbéne pour I'échantillon #4. Bien que confirmée par les dosages en HPLC, ce cas unique

est difficile a interpréter d’'un point de vue biologique.

4.2.  Feuilles inoculées par Plasmopara viticola

L’expérience ayant été validée sur des échantillons de feuilles de vigne irradiées aux
rayons UV-C, la méme expérience a été reconduite sur des échantillons inoculés par Plasmopara
viticola. Le méme protocole a été suivi, que ce soit pour la préparation des échantillons ou leur
analyse. Tout comme pour la précédente expérience, I'observation des stilbénes se fera

uniquement en microscopie de fluorescence et non en microscopie confocale.

4.2.1 Objectif et protocole

Six génotypes présentant différents niveaux de résistance ont été sélectionnés pour cette
expérience. Les échantillons sont inoculés par vaporisation d’une solution d’inoculum & 3.10°
sporanges par millilitre. La solution d’inoculum est obtenue a partir de feuilles de Muscat Ottonel
a 6 dpi. Un cache est déposé sur la partie de la feuille qui doit rester « témoin ». Pour repérer les
zones a analyser, 3 points de marquage sont effectués par un feutre fin noir aux 3 extrémités de

la future zone a cartographier (Figure V-21).
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Figure V-21 : présentation du protocole d’inoculation. Pour les analyses en MSI et en FM, les zones seront
prélevées sur la partie gauche de la feuille et sur la partie droite pour les analyses LC-MS.
A 3 jours post infection, deux rectangles de 8 x 10 mm sont découpés de chaque feuille pour les
deux techniques d’imagerie. Les disques foliaires sont prélevés sur les mémes feuilles pour

effectuer les analyses par HPLC-DAD.

Les 6 échantillons inoculés analysés en MSI pour cette deuxieme expérience sont encodés de la
maniéere suivante :

v" échantillon #1 : Rpvl 22-8-78,0IV 7 ;
v' échantillon #2 : Rpv2 1162, 0IV 7 ;

v' échantillon #3 : Rpv2 1202, 01V 9 ;

v' échantillon #4 : 1223, OIV1.

4.2.2 Superposition des données d’imagerie et dosages HPLC
4.2.2.1 Dosages HPLC

Comme pour I'étude précédente, les extraits méthanoliques associés aux échantillons
infectés ont été analysés par HPLC. Les résultats de ces analyses sont présentés en premier lieu

en Figure V-22,
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Analyses HPLC-DAD Echantillons "3 Approches" Inoculés

B Pterostilbene

m trans delta viniferin

m trans epsilon viniferin

O trans resveratrol

O cis piceid

B trans piceid

Teneur en stilbénes en mg par g de matiére séche
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Figure V-22 : résultats des dosages HPLC-DAD des échantillons inoculés pour I'approche corrélative (INRA de
Colmar, A. Poutaraud).

Plusieurs observations peuvent étre émises quant a I'’étude de ce graphique. Tout d’abord, les
taux en resvératrol sont en général assez faibles au sein des échantillons inoculés. Plus étonnant
encore, le taux endogene de ce méme composé est plus important au sein de I'échantillon Rpv1
non inoculé. Le taux endogene en trans-picéide de I'échantillon Rpvl est également tres élevé.
Les concentrations associées aux stilbénes ciblés (resvératrol et ptérostilbéne) sont bien plus
faibles que pour la précédente expérience avec les échantillons UV, en moyenne d’un facteur 5.
En revanche, contrairement aux irradiations UV, la proportion des viniférines par rapport au
resvératrol est beaucoup plus importante. C’est particulierement le cas pour les échantillons 22-
8-78, 1162 et 1202. En valeur absolue, les concentrations en viniférines de ces échantillons sont

dans le méme ordre de grandeur que celles des échantillons irradiés.

4222 Corrélation des techniques d’imagerie

a. Echantillon #1, Rpv1 22-8-78

Cette feuille est issue d’un génotype Rpv1 22-8-78 de nombre OIV 7. Les cartes MSl issues

d’une zone d’analyse de 8710 pixels sont présentées en Figure V-23.
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Figure V-23 : analyses de I’échantillon #1 Rpv1 22-8-78 inoculé. Clichés de microscopie (a) en transmission et
(b) en fluorescence. Répartition des ions (c) m/z 228 et (d) m/z 254. Les traits horizontaux délimitent la zone
infectée (supérieure) de la zone témoin (inférieure).

Le signal moyen en MSI est faible, particulierement sur les parties gauches des images (Figure
V-23 (c) et (d)). La corrélation avec le cliché en FM est toutefois respectée. La séparation zone
inoculée/zone témoin est également cohérente entre les deux techniques d’imagerie. En MSI, le
resvératrol et ptérostilbene sont colocalisés, leurs signaux se retrouvent en majorité sur les
mémes zones méme si lorsque le resvératrol est tres présent, le ptérostilbene I'est moins et vice-
versa. Globalement, le resvératrol est toutefois détecté de fagon plus intense. Enfin, le
comportement du ptérostilbene évoqué dans I'expérience précédente menée sur les échantillons
UV n’est pas retrouvé ici. Alors qu’il était plutdt localisé sur les nervures, il se concentre ici dans
le limbe, tout comme le resvératrol. Ceci peut étre imputé au mode d’induction des stilbénes. En
effet, I'inoculation génere des sites d’infections vraisemblablement au niveau des stomates. Les

lieux de biosynthése sont donc bien localisés.

b. Echantillon #2, Rpv2 1162

Une zone de 8509 pixels a été analysée pour cet échantillon résistant a P. viticola (OIV 7).

Les images qui lui sont associées sont présentées en Figure V-24.
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Figure V-24 : analyses de I’échantillon #2 Rpv2 1162. Clichés de microscopie (a) en transmission et (b) en
fluorescence, répartitions des ions (c) m/z 228 et (d) m/z 254. Les traits horizontaux délimitent la zone
infectée (supérieure) de la zone témoin (inférieure).

Pour ce cas, le signal global relatif au stilbene n’est pas tres élevé. La fluorescence enregistrée en
microscopie n’est elle-méme pas tres intense. La corrélation ne s’observe que sur la partie droite
de I'échantillon (Figure V-24 (b), (c) et (d)). Cependant, la fluorescence des stilbenes reste visible
et permet de faire la distinction entre la zone infectée et la zone témoin. Au vu des dosages HPLC,

elle pourrait provenir des viniférines, particulierement abondantes pour cet échantillon.

c. Echantillon #3, Rpv2 1202

Ce génotype 1202 présente une résistance totale au mildiou (OIV 9). Seule fois dans toute
I’étude, cet échantillon s’est retrouvé malheureusement craquelé a sa réception. La partie la plus
importante en termes de surface a néanmoins été récupérée pour I'analyse en MSI, soit une zone

de 5247 pixels. Les clichés associés a cet échantillon sont illustrés en Figure V-25.



IV-200

Etude corrélative multi technique

m/z 228

Figure V-25 : analyses de I’échantillon #3 1202. Clichés de microscopie (a) en transmission et (b) en
fluorescence, (c) image de la répartition de I'ion m/z 228. Les barres verticales de I'image (b) délimitent la
zone analysée en MSI. Les traits horizontaux délimitent la zone infectée (supérieure) de la zone témoin
(inférieure).

Seul le resvératrol est détecté en MSI. Sur la partie qui a pu étre analysée en imagerie par
spectrométrie de masse, on note une bonne corrélation entre le signal de fluorescence et celui du

resvératrol en MSI méme si I'intensité reste faible en moyenne sur toute la surface. Ce qui est en

accord avec les dosages HPLC, la teneur en resvératrol est effectivement trés faible.

Une analyse complémentaire a été menée sur la face adaxiale de ce méme échantillon. En effet,
les clichés en microscopie montraient également une fluorescence des stilbénes remarquable
pour ce coté de la feuille. L’échantillon a donc été extrait de son montage puis refixé sur la plaque

d’analyse. Les clichés de ces analyses sont exposés en Figure V-26.
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Figure V-26 : analyses de la face adaxiale de I’échantillon #3 1202 Clichés de microscopie (a) en transmission
et (b) en fluorescence, (c) image de la répartition de I'ion m/z 228. Les traits horizontaux délimitent la zone
infectée (supérieure) de la zone témoin (inférieure).

Le sighal concernant I'ion m/z 228 est tres faible, il est vraisemblablement trés proche de la limite
de détection du spectrométre. Cependant, on note une corrélation entre la répartition de I'ion
m/z 228 et le cliché en fluorescence. Ceci démontre que I'analyse de stilbéne en MSI sur la face
adaxiale est possible. Méme dans le cadre d’une inoculation (qui présente des répartitions en
stilbénes trés localisées), la LDI-TOFMS demeurent suffisamment sensible pour détecter les

stilbénes sur la face adaxiale ; la face habituellement moins concentrée en stilbénes®*2.

d. Echantillon #4, 1223

Le dernier échantillon est issu d’un génotype sensible : 1223, de nombre OIV 1. La surface
analysée est composée de 7000 pixels. Les différentes images relatives a cet échantillon sont

présentées en Figure V-27.
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Figure V-27 : analyses de I’échantillon #4, 1223. Clichés de microscopie (a) en transmission et (b) en

m/z 228

fluorescence, (c) image de la répartition de I'ion m/z 228. Les cadres des images (a) et (b) délimitent la zone
analysée en MSI. Les traits horizontaux délimitent la zone infectée (supérieure) de la zone témoin
(inférieure).
Outre la fluorescence observée sur les nervures, elle apparait également trés localisée, ce qui
différe par rapport aux échantillons précédents. Etant donné que ce génotype ne posséde aucun
géne de résistance, on peut penser que les sites de développement du pathogene sont plus
nombreux, d’ol une présence tres localisée des stilbenes. Ici également, le signal enregistré en
imagerie MS ne provient que du resvératrol. La corrélation s’observe au niveau de la nervure
supérieure et ponctuellement sur des sites de la zone infectée (Figure V-27 (b) et (c)). Le signal
moyen pour cette cartographie est trés faible, la fluorescence des stilbénes I'est également. Les
dosages HPLC montrent que cet échantillon a synthétisé des stilbénes en de faibles proportions,

la concentration en ptérostilbéne étant particulierement faible.

4.2.2.3 Bilan

Les dosages HPLC corrélent moins bien avec les signaux enregistrés en MSI par rapport
aux échantillons UV. C'est notamment le cas pour les échantillons #2 et #3 pour lesquels il n’y a
pas eu de détection de ptérostilbéne en imagerie MS. Pourtant, d’aprés les dosages, il devrait y
en avoir plus que du resvératrol. Une explication peut étre avancée pour justifier ce constat. Aprés
une irradiation UV, les stiloénes sont synthétisés sur de larges zones contrairement a une
inoculation ou la présence de stilbénes est trés localisée. Les dosages HPLC « moyennent » les
taux de stilbénes, puisque les surfaces des disques prélevés sont bien supérieures (plus de 20 fois)

par rapport aux zones analysées en MSI. De plus, méme si un disque foliaire présente une
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concentration élevée en stilbenes, la zone adjacente a ce préléevement peut-étre moins
concentrée. Cet évenement est moins susceptible de se produire pour les feuilles irradiées (voir
I’étude de la répétabilité du signal en imagerie par LC-MS, Chapitre IV). Enfin, les dosages ont
révélé des teneurs en viniférines particulierement importantes pour les échantillons résistants
(Rpv122-8-78, Rpv2 1162 et Rpv2 1202). Ces concentrations sont dans le méme ordre de grandeur

que celles des échantillons irradiés.

En ce qui concerne les techniques d’imagerie, une corrélation entre la fluorescence observée en
microscopie et la MSI a été mise en évidence. Toutefois, elle est moins évidente que pour
I’expérience conduite sur les échantillons UV. Les dosages HPLC ont révélé des taux en
ptérostilbéne et resvératrol faibles, rendant leur détection plus difficile car proche de la limite de
détection en LDI-TOFMS. Néanmoins, la sensibilité de cette technique s’est montrée suffisante
pour détecter les stilbénes sur la face adaxiale qui présente habituellement des concentrations
moins importantes de ces composés. De plus, une différence de comportement dans la répartition
du ptérostilbéne a également été décelée. Il se concentre ainsi principalement autour des petites
nervures et non plus sur ces derniéres comme c’était le cas pour les échantillons irradiés. En
revanche, sur les grosses nervures, aucun signal n’est enregistré, comme observé lors de
I'expérience UV. Enfin, la fluorescence observée pour I’échantillon sensible 1202 semble

différente des autres, elle est moins diffuse et davantage localisée.

5. Conclusion

Les analyses en microscopie confocale ont été conduites en amont puisque I'imagerie par
spectrométrie de masse est une technique destructive. En conséquence, le conditionnement des
échantillons a demandé une adaptation pour la bonne conservation des échantillons lors de leur
transport entre les différents laboratoires. Il fallait, en outre, bloquer leur cinétique afin que les
échantillons soient analysés a un méme instant d’évolution suite a un stress. C'est dans ce but

gu’un protocole de lyophilisation a été mis en place et optimisé.

La premiere partie de cette approche corrélative concernait des feuilles exposées aux
rayons UV-C. Sur un méme échantillon, 2 ou 3 temps d’irradiation différents ont été étudiés. Pour
ces échantillons, la corrélation entre la fluorescence et la MSI des stilbenes a bien été respectée.
Pour certains génotypes, les 3 zones étaient clairement distinguables. Les dosages ont, en outre,
confirmé les teneurs en stilbénes cohérentes aux analyses effectuées en imagerie. Toutefois, les

deux stilbénes ont montré des comportements différents au niveau de leur répartition : le
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ptérostilbene était principalement localisé sur les nervures de la feuille alors que le resvératrol

était plutdt localisé dans le limbe.

Les résultats de cette étude ciblée sur les stilbenes ont été obtenus avec I’association
originale de trois techniques analytiques complémentaires entre elles. La microscopie confocale,
ou a défaut I'observation en microscopie de fluorescence, donnent accés a des localisations des
stilbénes en profondeur (dans seul le cas de la CMI) avec des clichés hautement résolus. L'imagerie
par spectrométrie de masse permet d’accéder a des informations structurales par le suivi des ions
m/z 228 et 254 fournissant des informations structurales sur la nature de la fluorescence
observée. Les dosages HPLC quant a eux apportent un complément d’information quantitatif sur
la répartition resvératrol/picéide (inclus I'isomérie cis-trans) représenté par le seul ion m/z 228 en
MSI. lIs fournissent également des données qualitatives puisque I'ensemble des stilbénes, y

compris ceux inaccessibles en MSI, sont dosés.

Dans le contexte de I'étude de la relation du pathogene avec la feuille de vigne, la deuxieme
partie a été logiquement consacrée a I'analyse de feuilles inoculées par le mildiou. Ici également,
une corrélation a pu étre mise en évidence entre la fluorescence et I'imagerie par spectrométrie
de masse. Cependant, les signaux provenant des stilbénes étaient nettement plus faibles. Dans
certains cas, on se rapprochait des limites de détection LDI-TOFMS. Les taux en stilbénes
déterminés en HPLC étaient effectivement plus faibles par rapport a ceux des échantillons irradiés.
Ce fut particulierement le cas pour le resvératrol. De plus, pour certains échantillons, les valeurs
de ces dosages n’étaient pas en accord avec les intensités relevées en MSI (cas du ptérostilbéene
pour les échantillons #2 et 3). La répartition du ptérostilbene était également différente de celle
observée avec les échantillons irradiés. Ce dernier se concentrait davantage autour des nervures
pour les échantillons inoculés. Enfin, la LDI-TOFMS s’est montrée suffisamment sensible pour

détecter et conduire a une corrélation sur une face adaxiale de feuille infectée.

Finalement ces résultats démontrent la faisabilité et I'intérét de cette approche corrélative,
méme si cette derniere est encore perfectible. Le repérage des zones avec le trait de marquage
est efficace mais la zone autour du feutre doit étre soigneusement évitée en MSI afin de prévenir
toute saturation du détecteur. Un autre dispositif de marquage pourrait étre développé pour
éviter cet écueil. Cette expérience pourrait également étre menée sur d’autres génotypes tels que
le Cabernet Sauvignon, par exemple. Du point du vue purement instrumental, la limite actuelle en
imagerie réside dans la résolution et la vitesse d’acquisition, toutes deux dépendantes du laser.
Les lasers Nd-YAG actuels fonctionnent a plus haute fréguence tout en conservant des diamétres

d’impacts inférieurs a 50 um. Ceci permettrait de considérablement améliorer la résolution des
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images et la taille de la zone analysée. Le laser excimer pourrait également étre utilisé, comme vu
dans le chapitre précédent, dans le but d’analyser différents niveaux de profondeurs de la feuille
conjointement en CMI et MSI. Enfin, cette étude multi disciplinaire pourrait maintenant étre
réalisée en MALDI pour la partie spectrométrie de masse. Ceci permettrait de suivre par exemple
les viniférines qui, comme nous |I'avons observé, sont tres présentes chez certains génotypes lors

de l'infection par P. Viticola.
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Parmi les maladies de la vigne, le mildiou, causé par I'agent pathogene Plasmopara
viticola, demeure une préoccupation majeure dans les vignobles européens. Les traitements
phytosanitaires demeurent encore pour l'instant efficaces, mais il reste impératif de trouver des
réponses alternatives notamment pour la protection de I'environnement et la santé des
viticulteurs et des populations vivant a proximité des vignobles.

Les travaux de recherche présentés dans ce manuscrit sont inscrits dans ce contexte, avec
I’objectif d’acquérir une meilleure compréhension des mécanismes naturels de défense et de
résistance de la vigne. Nous pourrions espérer compter sur ces défenses plutét que sur I'assistance
des produits phytosanitaires. Certaines variétés de vigne possédent des génes de résistance leur
conférant une résistance partielle voire totale au pathogene. Cependant, cette stratégie de lutte
plus « naturelle » conduit a rechercher ce qui différencie d’un point de vue moléculaire un cultivar

résistant d’'un autre sensible. Afin de répondre a cette interrogation, plusieurs approches

analytiques par spectrométrie de masse ont été envisagées.

Dans un premier temps, une population issue de différentes étapes de croisement entre
Vitis vinifera et Muscadinia rotundifolia a été étudiée. La population 41528 a été créée dans le but
de transmettre les génes de résistance Rpvl et Rpv2 de Muscadinia rotundifolia aux variétés
sensibles de Vitis vinifera. A cause du brassage génétique, les hybrides ont présenté différents
degrés de résistance. Pour chaque individu, deux feuilles ont été prélevées : la premiere, qui a été
mise en contact avec le mildiou par inoculation, et la deuxiéme, qui a servi de témoin. L’analyse
de I'extrait méthanolique de ces échantillons par la spectrométrie de masse a résonance
cyclotronique des ions a transformée de Fourier (FTICRMS) associée a une source a électrospray
(ESI) a permis d’établir les profils métaboliques des deux sous-populations. Quatre grandes
familles de molécules ont été mises en évidence par le biais d’expériences de spectrométrie de
masse en tandem (MS/MS) : les dérivés d’acides hydroxycinnamiques, les saccharides, les
flavonoides et les acyle-lipides. Si les échantillons témoins ont montré des intensités relatives
importantes en flavonoides, les saccharides et les lipides sont apparus surexprimés au sein des
échantillons inoculés notamment a cause de la dégradation du matériel cellulaire entrainée par
I'infection du pathogéne.

Dans le but de synthétiser ces résultats, une analyse en composantes principales (ACP) a
été entreprise avec 19 ions marqueurs. Chaque famille de molécules était représentée dans cette
liste d’ions, ces derniers étant parmi les plus représentatifs des empreintes spectrales. Ces ACP
ont permis d’observer une ségrégation entre les échantillons infectés et les échantillons témoins.
Cependant, aucun classement n’a pu étre établi selon le degré de résistance des hybrides a

Plasmopara viticola. Si les marqueurs sélectionnés ont montré étre impactés par l'infection, aucun
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d’eux ne semble étre clairement lié au phénomene de résistance proprement dit. Toutefois, des
sulfoquinovosyl diacylglycérols ont été identifiés pour la premiére fois chez Vitis et bien gu’ils
soient peu évoqués dans la littérature, des investigations supplémentaires mériteraient d’étre
menées a leur sujet. En effet, ils pourraient étre associés a des mécanismes favorisant la défense
de la plante, notamment au sein des chloroplastes comme c’est le cas pour d’autres plantes.
Enfin, pour inscrire ces travaux dans une approche de type métabolomique plus détaillée,
le couplage de la chromatographie liquide avec la spectrométrie de masse a été envisagé. Lors de
I"analyse d’un échantillon infecté, cette expérience a permis d’acquérir de nombreux signaux, qui
n’ont pas pu tous étre identifiés, la précision en masse du spectrométre de type trappe linéaire
ne le permettant pas. En plus des especes identifiées par ESI-FTICRMS, cinq stilbenes ainsi que
certains de leurs isoméres ont été détectés. En limitant les effets de matrice par la séparation
chromatographique, cette approche a permis d’acquérir une vue plus compléete des métabolites
présents dans un extrait de feuille de vigne. Il semble alors nécessaire de pouvoir combiner les
analyses a haute résolution et précision en masse avec une étape de séparation

chromatographique, par exemple avec un couplage LC-MS impliquant un analyseur orbitrap.

Lors de ces précédentes analyses métaboliques, I'étape nécessaire d’extraction du
matériel végétal induit conjointement une perte d’information sur la distribution spatiale des
métabolites. Par conséquent, I’analyse in situ de feuilles de vigne a été entreprise en imagerie par
spectrométrie de masse (MSI) dans un deuxieme temps. Cette technique repose sur I'interaction
laser-échantillon. Les paramétres du laser ont été au préalable optimisés afin d’obtenir la
meilleure sensibilité possible aux stilbénes en condition de désorption/ionisation laser, sans
utilisation de matrice. L'avantage de la LDI réside dans la préparation simple des échantillons qui
limite les contaminations, délocalisations et interférences associées a I'ajout de substances
exogenes telles que les matrices. Les molécules détectées dans ces conditions sont principalement
associées a des acyle-glycérols et a des stilbénes, ces derniers étant uniqguement détectés sur des
feuilles irradiées ou infectées par P. viticola. Toutefois, en LDl a 266 nm, seuls deux signaux
correspondant a des stilbénes sont détectables : m/z 228 et m/z 254. Si I'ion m/z 254 peut étre
attribué au ptérostilbéne, le signal LDI-MS de I'ion m/z 228 peut provenir des isoméres du
resvératrol et du picéide. Le profilage LC-MS a d’ailleurs montré la présence de 5 cinq stilbenes
lors de I'analyse d’une feuille infectée. Les conditions d’ionisation ne sont donc pas adaptées a la
détection du resvératrol glycosylé (picéide) mais aussi des dimeres de resvératrol (les viniférines).
La MSI a mis en évidence une colocalisation des sites de biosynthese du ptérostilbene et du
resvératrol, vraisemblablement en réponse a I'agression du pathogene au niveau des stomates, la

voie d’entrée du pathogene.



Conclusion générale

Différentes voies d’études ont été alors explorées pour compléter le panel des
métabolites accessibles par imagerie MS.

Le mode négatif a été d’abord testé en MSI tout en conservant un protocole
d’échantillonnage simple. Ceci a conduit a la détection et I'observation de flavonoides. Leur
répartition est apparue trés localisée et intense. lls n"ont été, cependant, détectés que sous la
forme de fragments associés aux aglycones correspondant, bien qu’ils soient principalement
présents sous forme glycosylée au sein des feuilles de vigne. Ceci est vraisemblablement d{ aux
conditions dures de désorption/ionisation qui provoquent la rupture de la liaison glycosidique de
I’hétéroside. Suivant le type d’échantillon étudié, une nette différence a été observée concernant
la détection de ces composés. En effet, les intensités relatives aux flavonoides étaient tres faibles
pour des feuilles élevées en serre en comparaison des feuilles prélevées en plein champ et donc
soumises aux rayonnements UV de leur environnement naturel.

Toujours dans le but de suivre la répartition d’autres composés, |'utilisation de matrice a
été envisagée. Afin de déterminer les matrices les plus adaptées, des études préliminaires ont été
conduites sur des étalons puis des extraits méthanoliques de feuilles de vigne préalablement
analysés en ESI-FTICRMS. Les molécules ciblées étaient principalement les stilbénes et les
flavonoides, les deux familles de composés les plus présents chez la vigne. Ces études ont permis
de dégager deux matrices : I'acide 2,5-dihydroxybenzoique pour le mode positif et la 9-
aminoacridine pour le mode négatif. Si les essais de MALDI-MSI n’ont pas conduit a des résultats
en mode négatif avec la 9-AA, la DHB a permis de suivre en mode positif sur une feuille de vigne
irradiée la répartition des viniférines, jusqu’alors non détectées en LDI-TOFMS. Ce résultat est
particulierement intéressant puisque la toxicité des viniférines a I’égard du mildiou est bien plus
importante que celle du resvératrol. Il est apparu, en outre, que le resvératrol, le ptérostilbéne et
les viniférines étaient localisés aux mémes endroits. L'imagerie MALDI sur feuille de vigne doit
étre poursuivie, notamment en mode négatif avec la 9-AA, en améliorant le protocole de dépdt
de la matrice (par vaporisation par exemple).

Enfin, des tests d’ablations ont été menés avec un laser excimer afin d’étudier les feuilles
de vigne a d’autres niveaux de profondeur. Méme si la profondeur d’ablation n’a pu étre mesurée,
ces essais ont permis de réaliser des cartographies successives de stilbénes en LDI-TOFMS sur une
méme feuille irradiée aux UV-C. Ce protocole de préparation des feuilles pourrait désormais étre
repris pour des expériences MALDI. Une autre solution reste a envisager pour la préparation des
échantillons. Elle consisterait en I'utilisation de la microdissection, une technique qui permettrait
d’avoir un controle précis des couches retirées. En contrepartie, le protocole de préparation

deviendrait plus lourd.
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Ces pistes exploratoires ont montré que la technique d’imagerie de végétaux par
spectrométrie de masse posseéde un fort potentiel d’évolution. Suivant les conditions de
préparation de I'échantillon mais aussi des parameétres laser, nous avons vu qu’un plus grand
nombre de molécules pouvaient étre imagées. De plus, 'accés a la haute résolution ainsi qu’a la
MS/MS serait un atout non négligeable pour confirmer les répartitions de métabolites sur

végétaux.

Pour conclure le volet imagerie MS, une association de trois techniques d’analyse des
stilbénes a été mise en place dans le but d’acquérir une localisation précise, détaillée et quantifiée
des stilbénes au sein des feuilles de vigne. La microscopie de fluorescence (localisation avec des
clichés hautement résolus), I'imagerie par spectrométrie de masse (données structurales et de
localisation) et I'HPLC (données quantitatives et qualitatives) ont apporté des informations
complémentaires sur les stilbénes. Un protocole d’échantillonnage robuste a di étre mis en place
au préalable. L'ordre d’analyse des échantillons et leur conditionnement par lyophilisation pour
leur conservation ont nécessité plusieurs expériences de mise au point. Le premier volet de cette
approche corrélative multi disciplinaire a été réalisé sur des échantillons irradiés aux UV-C afin de
valider la faisabilité de cette approche, autant en termes de logistiques que de résultats. Une
bonne corrélation est apparue entre les 3 techniques. Les localisations observées en microscopie
de fluorescence étaient en accord avec celles constatées en MSI. Les dosages ont confirmés les
proportions attendues en stilbénes pour ces échantillons. Le ptérostilbéne est apparu
principalement localisé sur les nervures de la feuille alors que le resvératrol était plut6t localisé
dans le limbe. En revanche, sur les trés grosses nervures aucun signal n’était enregistré en MSI
contrairement a la microscopie de fluorescence ou les signaux de fluorescence étaient intenses.

Une fois cette approche validée avec des feuilles irradiées, I'’étude d’échantillons infectés
par le mildiou a pu étre envisagée. Une corrélation entre les deux techniques d’'imagerie a été
observée, toutefois, de fagon moins évidente que précédemment. Pour certains échantillons, on
se rapprochait des limites de détection LDI-TOFMS. La fluorescence des stilbénes était également
nettement plus faible en comparaison des échantillons irradiés. Les valeurs des dosages ont
confirmé des teneurs en moyenne 5 fois inférieures a celles enregistrées pour les feuilles irradiées.
En perspective, cette expérience prometteuse pourrait étre reconduite avec d’autres génotypes
producteurs de plus grandes quantités de stilbénes. Puis, par la suite, avec d’autres préparations
d’échantillons telles que I'utilisation de matrices pour la MSI, donnant ainsi acces a la localisation
des viniférines. L'utilisation d’'un laser haute cadence permettrait, en outre, d’augmenter le
nombre d’acquisitions ou d’analyser des zones plus importantes en MSI dans un méme laps de

temps.
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Pour aller plus loin dans I'étude de l'interaction héte-pathogene, I'analyse de spores
germées de mildiou pourra constituer une piste pertinente. L’analyse d’extraits méthanoliques de
ces spores en spectrométrie de masse en tandem ESI-FTICMRS pourra apporter de précieuses
informations. Ces expériences donneront accés aux fragments de composés potentiellement
intéressants, tout en bénéficiant de la trés haute précision en masse. Elles demanderont,
toutefois, du temps pour étre optimisées et donc un volume d’échantillon important. Ces analyses
pourront étre également complétées par des expériences LC-MS. En effet, le profiling réalisé a la
fin du Chapitre Ill a laissé un nombre important de métabolites non identifiés, ces derniers
pouvant provenir du mildiou lui-méme. Ainsi, par comparaison entre le profil d’une feuille infectée
et celui du mildiou, il sera possible de déterminer quels métabolites sont issus des spores. Ces
analyses en FTICRMS et LC-MS pourront étre effectuées a différents stades du développement du
pathogene. Le métabolisme du mildiou est, en effet, encore mal connu et peut étre susceptible

d’évoluer rapidement.
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Annexe |

- Analyse LC-ITMS en mode négatif d'un extrait de feuille de vigne inoculé -

Tableau-1 : liste des ions détectés et isolés lors de I'analyse LC-ITMS en mode négatif d’un extrait de feuille de
vigne inoculé. Colonne « métabolites potentiels » : les métabolites identifiés apparaissent en vert
(notamment avec les fragments et les temps de rétention) et en orange les possibles métabolites.

133 5,46 115; 87

149 1,02;12,3 131,103;87;59 acide tartrique
153 9,08 138; 135

157 26,58 158 ;139

163 1,31;4,92 145;131;119,;103;87;59 acide coumarique
176 9,55 155; 135

179 1,16 ; 15,05 161; 135 acide cafféique
185 33,73 167 ; 158(157) ; 141 acide carboxylique
191 28,42 173

197 22,05 179;182; 153 acide syringique
199 36,79 181

205 5,48 187; 173 ;143

213 38,79, 39,79

223 22,53 207

227 42,70 185 resvératrol
233 34,22

243 18,31 225;181 picéatannol
253 43,83

255 47,90 235 ptérostilbene
264 18,20 246 ;218

272 26,06 240,208

277 41,83 259;233; 179

281 48,40

283 52,59

293 5.32;23.42;34.05 236;221;131,97

295 16,08 163; 149 acide coutarique
297 34,93 279,193

301 41,13 283; 257 acide ellagique
311 15,97 179; 149 acide caftarique
315 5,81 297;271;237; 225,207 ;195 acide carboxylique
323 6.29;258;47,86 31%51,;217493,;2&91,;213139,;2105;;117091,

325 12,75 183; 193 ferruloyltartaric
341 34,88 179;161; 135 cafféoyl-4-Glc
351 35,81 259
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353
366
389
439

453

477
489
527
547
549
556
559
591
595
605
607
615
621
631
663
667
675
678

683

707
711
712
713
719
734
743
748
779
782
797
799
809
815
819
829
834
837
840
905
923

9,57
10,34
13,03 ; 13,66
1,25
17,02 ;18,47 ; 21,58 ;
22,71
15,84

21,58 ;22,65
28,89 ;39,35
56,01 ; 58,66
29,86 ; 30,41

31,95
29,86 ; 30,41
46,45
28,20
51,70
43,86
23,66
49,40
10,84
12,06
35,14 ;37,54
26,84 ;27,52
24,18
34,32 ;34,61;50,78;
51,74

23,90 ; 24,66 ; 26,02
26,86 ; 27,50
50,98 ; 54,04

24,18 ;51,00 ; 53,94
26,84 ;27,52

48,59
46,93
51,00
12,06
47,90
12,04
10,82
52,73 ; 52,97
12,26 ; 54,77
52,95
13,16
46,38
48,09 ; 48,42 ; 52,75
46,42
19,99
23,10

191;179; 135
246 ;204 ;186 ; 142
227
421,341,179

435;411;359; 347 ;333

301
453
421 ;405 ;270; 255; 240
493; 313, 287;259; 234
531;513;481;277;253;241
299,255,225
513,277, 253
559,515
415; 315, 279, 241; 223
519
575,531, 487
573,521,505, 453,401, 213
562 ;535,491
613
631
635
415 ; 397
583;571;501; 465 ;437

423 ; 405 ; 277

613 ;519
679 ;415 ;397
550; 532 ;452,227 ;255
677
673
474 ;277
507
715
751
498 ; 301; 257
751,725
781,631
779,724 ;513 ;277
751;559; 537
773,513, 277
811;779;751,;735,709; 299
577 ;553 ;415,391 ;297 ;279 ; 255
559
739 ;556 ; 455 ;437 ;301 ; 257
811,717,451, 359
679 ;453 ;339,293

acide chlorogénique

picéides
dissaccharide+H2PO4-
viniférines

quercétine-O-glururonide




929
935

951

962
966
971
981

58,76
48,19

40,34 ;46,42 ;52,73 ;
55,08

52,97 ;55,04 ; 57,06
12,26
48,04
48,19

579 ;564
675 ;657 ;397 ;379 ;277
691;673;657;415;397;379; 293
930; 898
945 ;815;797 ;779 ;751,733
935;675;657;415;397;379; 277
935; 657

acyle-lipide
acyle-lipide

acyle-lipide

acyle-lipide

acyle-lipide
acyle-lipide
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Annexe I

- Développement de la méthode LC-ITMS pour le dosage des stilbenes -

1. Parametres expérimentaux
1.1.  Conditions de séparation en chromatographie liquide

La séparation chromatographique est réalisée sur une chaine HPLC Dionex Ultimate 3000,
équipée d’'une colonne Waters Symmetry Shield phase inverse C18 de diamétre interne de 3,5
mm et de dimensions 4,6 mm x 50 mm. La phase mobile est composée d’acétonitrile (ACN, solvant
"A") et d’eau (solvant "B"). Un gradient linéaire d’'une durée de 10 min de 20 a 90 % d’ACN dans
I’eau est programmeé pour chaque expérience avec le four de la colonne maintenu a 30 °C, le débit
de pompe fixé a 500 puL-mint et un volume d’injection de 20 pL. Entre chaque run, du solvant pur
est injectée avec une phase mobile composée de 20 % d’ACN et de 80 % d’eau afin de rééquilibrer

la colonne.

1.2. Conditions ESI-MS

La chaine HPLC est couplée a une trappe ionique linéaire de modele Velos Pro
(ThermoScientific) associée a une source d’ionisation a électrospray. Les conditions finales de la

source sont les suivantes :

Température de source : 400 °C
Sheath Gas (a.u.) : 60

Aucxiliary Gas (a.u.) : 20

Sweep gaz flow (a.u.) : 5

Potentiel : - 4,60 kV

Température du capillaire : 380 °C

1.3. Logiciels

Ce systéme de couplage est piloté par le logiciel Xcalibur (Thermo, version 2.2). Ce
programme permet de créer des séquences entierement automatisées. Le logiciel Chromeleon
(Dionex) peut piloter indépendamment la chaine HPLC, et le logiciel LTQ Tune Plus (Thermo
version 2.7.0 1103 SP1) le spectrométre de masse. Les exploitations des chromatogrammes sont
réalisées avec le module Qual Browser du logiciel Xcalibur. Enfin, les données et les régressions

linéaires ont été traitées avec Excel 2013 (Microsoft).
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2. Matériel chimique et végétal
2.1.  Matériel chimique

L’acétonitrile, le méthanol et I'eau, tous de grade HPLC, ont été achetés auprés de la
société Sigma Chemicals (Saint Louis, MO). Les étalons de trans-resvératrol, trans-ptérostilbene,
trans-pinostilbéne et de trans-picéide ont été acquis chez Sigma-Aldrich (Saint Quentin Fallavier,
France). lls ont été préparés systématiquement dans du méthanol. L'acétate d’ammonium a

également été acheté chez Sigma-Aldrich.
2.2. Protocole d’extraction

Une feuille de génotype Rpvl 22-8-78 a été irradiée pendant 3 min aux UV-C. L’extraction
solide-liquide est réalisée deux jours aprés ce traitement, selon la procédure décrite dans le
Chapitre lll. Six carrés d’environ 1,5 x 1,5 cm sont prélevés de cette feuille traitée. Un autre est
prélevé d’une feuille témoin du méme génotype. Les poids frais de ces 7 carrés de feuilles sont
compris entre 12 et 25 mg. Apres leur pesée, ils sont placés dans des Vial. En partant d’un
pourcentage théorique d’humidité des feuilles de 80 %, le volume de solvant est ajusté de maniéere
a ce que le rapport poids sec sur volume de solvant soit maintenu a 7,5 mg-mL™. Ces vials
contenant les carrés de feuilles immergés dans le solvant sont placés dans une étuve a 60 °C
pendant 45 min sous légere agitation. Aprés cette opération, les carrés de feuilles sont retirés puis
pesés une fois ramenés a sec afin de déterminer le rapport poids sec sur volume de solvant exact
pour les 7 échantillons. Avant analyse HPLC, les extraits sont filtrés par centrifugation a 'aide de
micro-filtres Amicon pendant 10 min a 12 000 tour-min™. Le Tableau-2 détaille les données

concernant ces extraits méthanoliques.
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Tableau-2 : données sur les 7 échantillons : 6 échantillons proviennent de la méme feuille Rpv1 22-8-

78 irradiée aux UV-C, le 7éme est prélevé d’une autre feuille Rpv1 22-8-78 témoin.

A 1 UV 3min 18,40 491 3,74 7,63
A 2 UV 3min 22,20 592 4,62 7,80
A 3 UV 3min 16,96 452 3,46 7,66
A 4 UV 3min 14,46 386 3,34 8,64
A 5 UV 3min 17,66 471 2,89 6,13
A 6 UV 3min 12,26 327 2,66 8,12
B 7 Témoin 19,77 527 3,07 5,83

3. Etude des standards par spectrométrie de masse en tandem

Cette partie détaille les expériences de spectrométrie de masse en tandem réalisées sur

les 4 standards de stilbénes.

3.1.  Fragmentation CID du trans-picéide

La Figure 1 présente le spectre de fragmentation du trans-picéide.
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Figure 1 : spectre ESI-ITMS/MS du trans-picéide en mode négatif, I'énergie de collision a été fixée a 25 V.

La fragmentation de ce composé est simple. L'ion précurseur m/z 389 se fragmente pour donner
un ion produit unique au rapport m/z 227. La rupture se fait comme attendu au niveau de la liaison
éther entre I'aglycone et son sucre, la liaison la plus faible de la molécule. C'est pour cette méme
raison que ce composé nécessite une énergie d’activation relativement faible. La fragmentation

du picéide conduit donc a la détection du resvératrol déprotonée.
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3.2.  Fragmentation du pinostilbéne

Le spectre de fragmentation du pinostilbéne conduit a la détection de deux fragments,
m/z 226 et 225, respectivement associés a une perte de 15 et 16 u (Figure 2). L'ion précurseur
correspond a la molécule de pinostilbéne déprotonée. Le premier fragment au rapport m/z 226
suggére une perte du groupement méthyle radicalaire suite a un mécanisme de rupture

homolytique. Le second pic a m/z 225 pourrait étre associé a une perte du groupe CHa.
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Figure 2 : spectre ESI-ITMS/MS du trans-pinostilbéne en mode négatif, I’énergie de collision a été fixée a 31 V.

Une autre possibilité pour la formation du pic m/z 225 serait associée a la perte d’'un hydrogéne
radicalaire de I'ion fragment m/z 226. Cependant, ce type de perte n’est que trés peu décrit dans
la littérature. En revanche, ce mécanisme est détaillé dans I'étude de Mazotti et al. lors de la
fragmentation du ptérostilbéne?®, un composé présentant une structure trés proche de celle du

pinostilbene. La Figure 3 décrit les deux voies de fragmentation possibles pour le pinostilbéne.
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Figure 3 : schéma de fragmentation du pinostilbéne présentant les deux voies possibles.

3.3.  Fragmentation CID du ptérostilbéne

La fragmentation du ptérostilbéne conduit a un seul fragment comme illustré en Figure 4.
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Figure 4 : spectre ESI-ITMS/MS du trans-ptérostilbéne en mode négatif, I’énergie de collision a été définie a
30V.
L'ion m/z 240 est le résultat d’une perte de 15 u par rapport a I'ion précurseur, soit une perte d’un
groupement méthyle radicalaire, en accord avec I'étude de Mazzotti et al.l. Ce schéma de

fragmentation est similaire a celui observé pour le pinostilbéne.

3.4.  Fragmentation CID du resvératrol

La fragmentation du resvératrol est riche (Figure 5). Cette expérience de spectrométrie
de masse en tandem met en jeu différents mécanismes de fragmentation. La déprotonation peut

avoir lieu sur un groupement hydroxyle du phénol ou de la résorcine : la valeur de leur pKa est



trés proches : respectivement 9,89 et 9,81. Ainsi, certains fragments peuvent étre expliqués par

la déprotonation au niveau du phénol (Figure 6.A) et d’autres au niveau de la résorcine (Figure

6.B). Ces deux cas seront donc détaillés séparément.
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Figure 5 : spectre ESI-ITMS/MS du trans-resvératrol en mode négatif, I'énergie de collision a été fixée a 32 V.

Ces schémas de fragmentation sont basés sur ceux décrit par Stella et al.2. Dans leurs travaux, ils
décrivent le mécanisme dissociation du resvératrol par CID. Les structures qu’ils proposent ont

été confirmées a I'aide du marquage aux isotopes stables, en I'occurrence au deutérium.
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Figure 6 : schéma de fragmentation du resvératrol avec (A) la déprotonation initiale ayant lieu sur le phénol
et (B) la déprotonation initiale ayant lieu sur la résorcine, d’aprés Stella et al.2.

L’ion fragment m/z 185 est associé a une perte de 42 u. Dans ce cas, une perte de CHCOH est

supposée a partir de la structure résonante du resvératrol avec un réarrangement d’hydrogene

suivi par une réaction de retro-Diels-Alder. Cette réaction conduit a un autre réarrangement

(probablement via un intermédiaire di-radicalaire), duquel résulte I'ion fragment (1b), m/z 185.

Le fragment suivant, m/z 183, pourrait provenir d’une perte du groupement H, et une cyclisation
de I'ion fragment m/z 185 (structure (1e)). Une autre possibilité est envisageable pour la formation
de ce fragment, en considérant cette fois-ci une déprotonation initiale au niveau de la résorcine,
fragment (1h) (Figure 6.B). L'ion m/z 157 correspondrait a une perte de 28 u du fragment (1b) et
pourrait étre expliqué par une perte de CO, donnant lieu a la formation de la structure (1d). Le
dernier pic intense, I'ion fragment m/z 143 correspond a une perte de 42 u de I'ion m/z 185. De

toute évidence, cette porte est associée au départ d’'un groupe CHCOH pour conduire a I'ion (1c).

Les ions aux rapports m/z 143, 157 et 183 proviennent de I'ion fragment (1b) m/z 185 suite a
différents réarrangements. La déprotonation de la résorcine peut conduire a une réaction de
cyclisation suivie par une ouverture de cycle donnant lieu a la structure (1f). D’autre part, la

formation du fragment m/z 159 pourrait étre expliquée par un décalage d’hydrogéne suivi d’une
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réaction de retro-Dies-Alder, ce qui conduit a une perte de C30,, soit 68 u, donnant lieu a la
détection de l'ion a la structure (1f), au lieu de la formation de l'ion (1b) m/z 185). Un
réarrangement radicalaire d’hydroxyle forme un bi-radical anion suivi d’'un réarrangement avec
un proton permettrait la perte du neutre CO,, soit une perte de 42 u. Ceci mene a la formation du

pic m/z 183, structure (1h).

Ces études de fragmentation ont permis de sélectionner les transitions a suivre pour le mode SRM.
Les fragments suivis sont respectivement les ions m/z 227, 159, 225, et 240 pour le picéide, le
resvératrol, le picéide et le ptérostilbéne. Le suivi du fragment le plus intense du resvératrol (I'ion
produit m/z 185) n’a pas été possible a cause vraisemblablement d’une perturbation dans le

milieu matricielle.

4. Méthode des ajouts dosés
4.1.  Préparation des échantillons pour les ajouts dosés

Afin d’éviter la saturation du signal, les six échantillons irradiés sont diluées 1 000 fois et
I’échantillon témoin, 20 fois dans du méthanol. Une solution étalon composée de trans-picéide et
resvératrol 8 10 M et de ptérostilbéne 3 10°M est utilisée pour les ajouts dosés. La concentration
en resvératrol est plus élevée que celle du ptérostilbene pour compenser I'intensité plus faible de
la transition 227>159, ceci afin de conserver une bonne sensibilité pour la quantification. Les
échantillons irradiés sont analysés aprés I’échantillon témoin, toujours pour éviter les problemes

de contamination.

Pour chaque échantillon, 5 dosages sont effectués : le premier, lI'extrait seul ; puis,
respectivement, le deuxiéme avec 5 pL ; le troisieme avec 10 uL ; le quatrieme avec 15 ; et enfin, le

guatrieme avec 20 pL de la solution étalon.
4.2.  Détermination des concentrations

La méthode des ajouts dosés permet de déterminer la concentration de composés par
I'ajout d’une solution d’étalons directement dans I’échantillon. La réponse de I'échantillon seul
est mesurée au préalable. Puis, on ajoute une quantité connue des étalons a doser (en
I'occurrence, le trans-picéide, le resvératrol et le ptérostilbéne) pour ensuite en déterminer la
réponse. Cette opération doit étre répétée au minimum 3 a 4 fois en doublant la quantité ajoutée
da maniere itérative, comme pour la réalisation d’'une courbe d’étalonnage normale. Un

graphique est ensuite tracé avec le signal en ordonnée (aires des pics relevées) et les
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concentrations de I'ajout en abscisse. Une régression linéaire donne une réponse du type
(Equation 2) :

Equation 2

Signal = ax Cgjoys + b
Si le signal est égal a 0, cela signifie que la concentration de I'analyte est nulle. En outre :
Cajout = € —Cy

: -b
Et lorsque le signal est nul : Cgjoye = -

S )z . : b
De plus si le signal est nul, C = 0, et en remplagant Cg 4y '€quation devient : (o = -

4.3, Calcul de la déviation standard sur les concentrations déterminées

Pour la méthode des ajouts dosés, le calcul de la déviation standard est I'une des
possibilités envisageables®. Pour calculer I'intervalle de confiance, un seul dosage par échantillon
est suffisant. L'Equation 3 détaille la formule employée pour le calcul de I'erreur sur la

détermination de la concentration des sept échantillons.

Equation 3

o Sy L. ¥
Y b |n b2Yi(x; —%)?

Avec :

SxE , la déviation standard ; n, le nombre de point pris en compte

pour la régression linéaire ;
Sy/x , I’écart-type résiduel ;

y, la moyenne des valeurs des titres ;
b , le coefficient directeur de la

droite ; Yi(x; — %)% , somme des x; moins la

moyenne, au carré
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- Evaluation des différents types de montage pour la lyophilisation des échantillons -
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Traitement
pré-lyophilisation

Génotype

Type de montage

Type de fermeture

Azote
liquide

Muscat
Ottonel

Scotch

2 pinces
1 pince

scotch

Scotch chambre

2 pinces
1 pince

scotch

Filtre millipore

2 pinces
1 pince

scotch

22878

Scotch

2 pinces
1 pince

scotch

Scotch chambre

2 pinces
1 pince

scotch

Filtre millipore

2 pinces
1 pince

scotch

7001H

Scotch

2 pinces
1 pince

scotch

Scotch chambre

2 pinces
1 pince

scotch

Filtre millipore

2 pinces
1 pince

scotch

Etat Planéité Extraction
échantillon | échantillon | échantillon

Total Remarques

peluchage du filtre

bulles d'air importantes

peluchage du filtre
peluchage du filtre

lame ouverte

peluchage du filtre
peluchage du filtre




Traitement
pré-lyophilisation

Génotype

Type de montage

Etat Planéité Extraction

Type de fermeture

échantillon | échantillon | échantillon

Glace

Muscat
Ottonel

Scotch

2 pinces
1 pince

scotch

Scotch chambre

2 pinces
1 pince

scotch

Filtre millipore

2 pinces
1 pince

scotch

22878

Scotch

2 pinces
1 pince

scotch

Scotch chambre

2 pinces
1 pince

scotch

Filtre millipore

2 pinces
1 pince

scotch

7001H

Scotch

2 pinces
1 pince

scotch

Scotch chambre

2 pinces
1 pince

scotch

Filtre millipore

2 pinces
1 pince

scotch

Total

peluchage du filtre
peluchage du filtre
peluchage du filtre

peluchage du filtre
peluchage du filtre

peluchage du filtre

peluchage du filtre
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Résumé

Le mildiou de la vigne, causé par le pathogene Plasmopara viticola, est une maladie cryptogamique
pouvant causer de sérieux dégats sur les récoltes. Pour éviter ces pertes, il est nécessaire de recourir a des
produits phytosanitaires. Outre leur colt financier, les questions sur la santé des viticulteurs et des
populations vivant a proximité des vignobles, ainsi que la protection de I'environnement ne peuvent étre
ignorées. Cependant, toutes les variétés de vigne ne présentent pas la méme sensibilité au pathogene. En
effet, bien qu’elles soient moins appréciées pour leurs qualités organoleptiques, les variétés américaines
sont résistantes a cette maladie. Les combiner par croisement variétal avec des especes européennes peut
constituer une alternative viable aux traitements antifongiques. Cependant, pour piloter effacement ces
problemes de sélection variétal, il est nécessaire de mieux appréhender la relation « hote-pathogéne ».

C’est dans ce but que I'analyse par spectrométrie de masse a été employée sous différents aspects.

Le premier volet de cette étude a concerné I'étude métabolique de feuilles de vigne témoins et
infectées par le mildiou par spectrométrie de masse a résonance cyclotronique des ions a transformée de
Fourier couplée a I'électrospray (ESI-FTICRMS). Ces feuilles provenaient d’'une population d’hybrides issus
de croisements variétaux entre Muscadinia rotundifolia (résistant) et Vitis vinifera (sensible). Plusieurs
molécules, regroupées en quatre familles de composés ont pu étre identifiées grace a des expériences de
spectrométrie de masse en tandem. Une analyse en composantes principales (ACP) a permis d’observer une
ségrégation entre les échantillons témoins et infectés sans toutefois classer les échantillons suivant leur
degré de résistance. Cela démontre que les métabolites sélectionnés pour cette ACP sont impactés par

I'infection, sans toutefois étre directement liés au phénomene de résistance.

La suite de ces travaux a été consacrée a I'analyse in situ de feuilles de vigne en imagerie par
spectrométrie de masse (MSI). L'instrumentation impliquée était la spectrométrie de masse a temps de vol
couplée a une source de désorption/ionisation laser (LDI-TOFMS). Les répartitions de deux stilbénes, le
ptérostilbene et le resvératrol, ont pu étre observées sur les feuilles infectées. Ces deux composés sont
apparus colocalisés, vraisemblablement au niveau des stomates de la feuille, la voie d’entrée du pathogéne.
Le mode négatif ainsi que "utilisation d’une matrice ont permis d’observer en imagerie respectivement les
flavonoides et les viniférines, ces dernieres étant particulierement toxiques pour le mildiou. Enfin, ces
travaux se sont achevés avec la mise en place d’une approche multi disciplinaire, dans le but de préciser
plus finement les lieux de biosynthése des stilbenes suite a I'infection des tissus des feuilles par le
pathogene. Ainsi, I'observation des stilbenes en imagerie par spectrométrie de masse (MSl) a été combinée
a la microscopie de fluorescence et a des analyses quantitatives en chromatographie liquide haute
performance (HPLC). Une corrélation sur la répartition des stilbénes a été mise en évidence entre les deux
techniques d’imagerie. Les dosages HPLC ont confirmé ces résultats tout en apportant des informations sur

la présence d’autres stilbenes au sein des échantillons.



Abstract

Downy mildew, caused by the Plasmopara viticola pathogen, is a fungal disease which can induce
serious harvest damages. To avoid these losses, it is necessary to use phytosanitary treatments. In addition
to their financial cost, winegrower’s health issues and the environment protection cannot be ignored.
However, all grapevine varieties do not present the same sensitivity to the pathogen. Indeed, despite of
poor organoleptic qualities, American varieties are resistant to this disease. Combining them with European
species by varietal crossing may be a viable alternative to these treatments. However, to lead efficiently
these cross breeding programes, it is necessary to know more about the relationship "host-pathogen". In this

context, analysis by mass spectrometry has been used under different aspects.

The first part of this work concerned a metabolic study of controlled and infected (by downy
mildew) grapevine leaves by Fourier transform ion cyclotron resonance mass spectrometry associated with
an electrospray source (ESI-FTICRMS). These leaves came from a population of hybrids stemming from
crosses between Muscadinia rotundifolia (resistant) and Vitis vinifera (sensitive). Several molecules,
grouped in four families of compounds, have been identified through fragmentation experiments. A
principal component analysis (PCA) performed on the whole population with nineteen marker-ions allowed
to observe a segregation between the control samples and the infected ones. However, no sample
classification according to their degree of resistance was noticed. This result points out that selected
metabolites seems to be affected by the infection without being directly related to the resistance

phenomenon.

The second part of this work was devoted to in situ analysis of grapevine leaves by mass
spectrometry imaging (MSI). The instrumentation involved here was the time of flight mass spectrometry
coupled with laser desorption/ionization (LDI-TOFMS). Distributions of two stilbenes, pterostilbene and
resveratrol have been observed on infected leaves. These two compounds appeared to be collocated,
possibly near stomata, the place of the early infection. The negative ionization mode and the use of a matrix
allowed to observe respectively flavonoids and viniferins (particularly toxic to P. viticola) by MSI. Finally, a
multi-disciplinary approach was established to finish this study. The purpose was to specify more precisely
the sites of stilbene biosynthesis following infection of leaf tissues by the pathogen. Thus, observation of
stilbenes by MSI was combined with fluorescence microscopy and quantitative analyzes by high-
performance liquid chromatography (HPLC). Correlation on the stilbene distributions was noticed with the
two imaging techniques. HPLC dosages have confirmed these results while providing information on the

presence of other stilbenes in samples.
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