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1 INTRODUCTION 

1.1 Les enzymes à cytochromes P450 (P450s) 

Les plantes étant des organismes sessiles, elles ne peuvent fuir des conditions 

environnementales défavorables. Pour lutter contre les stress biotiques et abiotiques, les 

plantes ont développé des protections physiques complémentées d�un arsenal chimique. La 

mise en place de ces barrières protectrices et d�un réseau complexe de voies métaboliques 

produisant des composés de défense sont notamment orchestrées par les enzymes à 

cytochromes P450 (P450s ou CYPs). La plupart des P450s sont inductibles par des facteurs 

physiques et chimiques variés (Durst et O'Keefe, 1995), ce qui soutient l�idée que ces 

enzymes participent à l�adaptation des plantes à l�environnement. Par exemple, CYP94A1 de 

Vicia sativa a une expression induite par des stress chimiques (Benveniste et al., 2005) et des 

polluants atmosphériques (Kastner et al., 2011) et CYP94C1 d�Arabidopsis thaliana a une 

expression induite par le méthyle jasmonate et la blessure (Kandel et al., 2007). Ces protéines 

possèdent des propriétés catalytiques très diverses (Nelson et Werck-Reichhart, 2011). 

1.1.1 Propriétés catalytiques des cytochromes P450 

1.1.1.1  Types de réactions catalysées 

Les P450s sont des hémoprotéines membranaires, généralement localisées au niveau 

du réticulum endoplasmique. Les P450s sont des monooxygénases catalysant l�incorporation 

d�un atome d�oxygène dans une molécule substrat. L�activation d�oxygène après liaison à 

l�hème permet aux P450s de catalyser des réactions thermodynamiquement défavorables 

telles que l�hydroxylation de groupes alkyles non fonctionnalisés d�acides gras ou 

d�hydrocarbures (Coon, 2005). Ces enzymes peuvent également catalyser des réactions 

d�isomérisation, d�époxydation, d�oxydation sur un atome d�azote ou de soufre et des 

réactions de C-déalkylation, N-déalkylation ou O-déalkylation (Durst et O'Keefe, 1995).  
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1.1.1.2  Mécanisme de catalyse des P450s 

Le mécanisme de catalyse des P450s a été étudié (Schlichting et al., 2000) et est 

détaillé dans la figure 1-1.  

 

Figure 1!1 : Mécanismes de catalyse lors d�une réaction de monooxygénation d�un substrat par un 

P450. Pour cette réaction, deux électrons permettent l�activation d�une molécule de dioxygène au 

niveau de l�hème du P450, puis une molécule d�eau est produite et le substrat peut être oxydé. 

D�après (Werck!Reichhart et Feyereisen, 2000) et sur le site http://www.p450.kvl.dk/p450.shtml. 

 

Lorsque le site actif du P450 est au repos, l�atome de fer de l�hème est hexacoordonné, 

avec quatre liaisons au noyau hémique, une liaison au soufre d�une cystéine conservée chez 

les P450s et une liaison à une molécule d�eau. En présence de substrat, la molécule d�eau se 

détache de l�atome de fer et un électron provenant de NADPH permet de passer d�un état de 

fer ferrique (Fe3+) à fer ferreux (Fe2+). Une molécule de dioxygène s�associe alors à l�atome 

de fer et un deuxième électron provenant de NADPH active la molécule d�O2. Un proton 

provenant d�une molécule d�eau ou d�un acide aminé à proximité, permet de former ensuite 

un groupement hydroperoxo. Un deuxième proton provoque la scission de la liaison O-O, une 

molécule d�eau est libérée et une espèce de fer (Fe4+)-oxo très réactive est formée avec 

l�atome d�oxygène restant. Le P450 active le substrat par abstraction d�un hydrogène ou d�un 

électron puis le substrat est oxydé. Le produit est alors libéré et une molécule d�eau se 

repositionne dans le site actif. 



20 

 

Le bilan réactionnel d�une réaction de monooxygénation d�un substrat (R) par un P450 

est : 

NADPH + H+ + O2 + RH ! NADP+ + H2O + R-OH 

Le nom de P450 provient de propriétés spectrophotométriques de ces enzymes. En 

effet, ces hémoprotéines ont la particularité de présenter un pic d�absorption à 450 nm lorsque 

le noyau hémique est réduit et qu�une molécule de monoxyde de carbone (CO) est liée au site 

actif (Omura et Sato, 1964). 

1.1.1.3  Rôle de la cytochrome P450 réductase couplée au cytochrome P450 

  Une cytochrome P450 réductase est couplée au P450. Celle-ci a pour rôle de fournir 

les deux électrons au P450 à partir de NADPH afin d�activer le dioxygène (figure 1-2).  Chez 

les plantes, les P450s ont des domaines conservés incluant notamment une région charnière 

reliant l�ancre membranaire en N-terminal à la partie globulaire cytosolique, au sein de 

laquelle une cystéine interagit avec l�hème dans le site actif (figure 1-2). 

 

Figure 1!2 : Schéma d�une cytochrome P450 réductase (CPR) couplée à un cytochrome P450. La CPR 

permet le transfert d�électrons provenant de NADPH vers le cytochrome P450. D�après Werck!

Reichhart et al. (2000). 

1.1.2 Diversité des cytochromes P450  

Les P450s sont présents chez les végétaux et les animaux, les champignons, les 

procaryotes et les protistes (Werck-Reichhart et Feyereisen, 2000). Toutefois, ce sont les 

plantes qui en possèdent le plus (Nelson, 2006). Le génome d�Arabidopsis thaliana comporte 

246 gènes de P450s et le peuplier, le riz et la vigne en possèdent 312, 356 et 457 
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respectivement (Nelson et al., 2004) tandis que le génome humain ne code que pour 57 P450s 

(Nebert et al., 2013). Chez la plante modèle Arabidopsis thaliana, appelée également arabette 

des dames ou arabette de Thalius, les P450s représentent la plus grande famille de gènes après 

les protéines F-box et les récepteurs like-kinases (Nelson et Werck-Reichhart, 2011). 

1.1.2.1  Nomenclature des cytochromes P450 

Les P450s sont nommés en fonction de leur identité de séquence d�acides aminés avec 

d�autres P450s. Des enzymes partageant 40% d�identité de séquence d�acides aminés font 

partie d�une même famille et à partir de plus de 55% d�identité les P450s sont classés dans 

une même sous-famille. Le symbole CYP est suivi du nombre de la famille, de la lettre de la 

sous-famille et du numéro du gène. 

 

Figure 1!3 : Exemple de nomenclature pour un cytochrome P450. 

 

1.1.2.2  Rôles biologiques des P450s chez les plantes   

1.1.2.2.1 Implication des P450s dans de nombreuses voies métaboliques 

Le rôle physiologique de la majorité des P450s reste à découvrir, notamment chez 

Arabidopsis thaliana, pour laquelle moins de 30% des P450s avaient une fonction 

caractérisée en 2010 (Mizutani et Ohta, 2010). 

Les P450s sont impliqués dans de nombreuses voies métaboliques, notamment la voie 

des phénylpropanoïdes conduisant à la synthèse de lignine et de sporopollénine (exine des 

grains de pollen) (Morant et al., 2007), la synthèse de composés volatils (Irmisch et al., 2013), 

la synthèse de composés de défense comme la camalexine (Glawischnig, 2006) et d�alcaloïdes 

comme le taxol (Kaspera et Croteau, 2006), le métabolisme des stérols et la production de 

pigments (flavonoïdes et caroténoïdes). L�implication de P450s dans la biosynthèse et le 
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catabolisme d�hormones ainsi que dans la synthèse d�enveloppe protectrice contre la 

dessiccation, les rayonnements ultra-violets et les pathogènes a également été décrite (Bak et 

al., 2011).  

1.1.2.2.2 Les  -hydroxylases d�acides gras dans la synthèse de cutine et de subérine 

La synthèse de cutine et de subérine, des biopolymères hydrophobes qui représentent 

une barrière physique entre la plante et l�environnement, ont permis aux plantes de conquérir 

le milieu terrestre (Pollard et al., 2008). Ces polymères sont principalement constitués 

d�acides gras, reliés entre eux par des liaisons esters entre les groupements carboxyle et  -

hydroxyle des acides gras. 

 

 

 

 

Figure 1!4 : Le polymère de cutine est formé par des acides gras reliés entre par des liaisons esters 

entre les groupements hydroxyle et carboxyle des acides gras. Les liaisons esters primaires sont 

désignées par des flèches rouges et la liaison ester secondaire est pointée par une flèche bleue. 

D�après (Kolattukudy, 1980). 

 

Les premières  -hydroxylases d�acides gras P450-dépendantes, CYP94A1 (Tijet et al., 

1998) et CYP86A1 (Benveniste et al., 1998) ont été caractérisées dans notre laboratoire. 

CYP94C1 a ensuite été identifiée comme une  -hydroxylase particulière catalysant 

l�oxydation complète d�un méthyle en fonction carboxyle (Kandel et al., 2007) (figure 1-5).  
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Figure 1!5 : CYP94C1 est une "!hydroxylase d�acides gras aux propriétés particulières. CYP94C1 

catalyse l�oxydation complète du méthyle terminal en fonction acide. D�après (Kandel et al., 2007). 

 

Les membres de la famille CYP94 et CYP86 étaient donc des acteurs potentiels pour 

la synthèse de cutine et de subérine. L�étude de plantes mutantes d�Arabidopsis thaliana a 

confirmé le rôle de CYP86s dans l� -hydroxylation d�acides gras incorporés dans la cutine et 

la subérine (Pinot et Beisson, 2011). En revanche, le rôle de P450s de la famille CYP94 dans 

la synthèse de ces polymères reste à déterminer. 

 

1.1.2.2.3 Les P450s dans la biosynthèse d�hormones 

Outre ces barrières physiques, les P450s participent à des défenses chimiques 

orchestrées par des voies de signalisation hormonale. Les cytochromes P450s sont impliqués 

dans la synthèse d�hormones. Par exemple, au moins 10 P450s appartenant à 5 sous-familles 

distinctes interviennent dans la biosynthèse des brassinostéroïdes, notamment CYP85A1, 

CYP85A2, CYP90A1, CYP90B1 chez Arabidopsis thaliana.(Fujita et al., 2006; Ye et al., 

2010) Des P450s interviennent également dans le métabolisme des gibbérellines. Par 

exemple, CYP701A et CYP88A participent à la biosynthèse de l�hormone active GA12 

(Helliwell et al., 1998; Helliwell et al., 2001). 
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L�implication de P450s dans le catabolisme d�hormones est également documentée et 

nous aborderons cet aspect (paragraphe 1.6.1.2) après avoir exposé les rôles des 

phytohormones, en particulier ceux des jasmonates.  

 

1.2 Diversité des phytohormones et de leurs fonctions 

physiologiques 

Les hormones sont des molécules clés pour déclencher des signalisations aboutissant à 

des réponses physiologiques spécifiques. Les phytohormones régissent le cycle de vie de la 

plante, son développement, sa reproduction mais également des réponses de défense et 

d�adaptation aux stress abiotiques et biotiques environnementaux (Santner et Estelle, 2009).  

1.2.1 Différentes classes de phytohormones 

Les diverses phytohormones identifiées sont synthétisées à partir de différents types de 

précurseurs. Certaines hormones sont formées à partir de précurseurs lipidiques, comme les 

jasmonates (JAs), les gibbérellines (GA), l�acide abscissique (ABA) et les brassinostéroïdes 

(BR). D�autres molécules signal sont synthétisées à partir d�acides aminés, comme l�auxine, 

l�acide salicylique (SA) ou l�éthylène, ou bien à partir d�une base purique dans le cas des 

cytokinines. La figure 1-6 présente des molécules représentatives de ces classes de 

phytohormones.  
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Figure 1!6 : Illustration de la diversité des hormones végétales. L�acide jasmonique fait partie de la 

classe des Jasmonates, la gibbérelline A12 des Gibbérellines, le brassinolide des Brassinostéroïdes, 

la zéatine des Cytokinines et l�acide indole!acétique de l�Auxine. (Les structures des composés 

proviennent du site pubchem (http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pccompound)). 

  

1.2.2  Fonctions physiologiques des hormones végétales  

Les fonctions physiologiques des hormones sont variées et complexes. Chaque 

hormone contrôle une signalisation conduisant à des réponses spécifiques. Dans la majorité 

des situations, plusieurs hormones interviennent pour contrôler un phénomène (par exemple 

un processus développemental précis ou des réponses de défense spécifiques), de manière 

synergique ou antagoniste. Des interactions entre voies de signalisations hormonales, 

nommées « crosstalks », peuvent intervenir. Il existe des crosstalks directs où plusieurs voies 

Acide indole-acétique 

Acide jasmonique Acide 
abscissique

Éthylène 

Acide salicylique

Gibbérelline A12

Brassinolide Zéatine
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hormonales partagent un même composant de signalisation, et des crosstalks indirects où un 

signal transmis par une voie hormonale peut stimuler ou réprimer un signal d�une autre voie 

de signalisation hormonale (Erb et al., 2012). 

1.2.2.1  Rôle des hormones dans le développement  

Plusieurs hormones contrôlent la croissance des plantes, notamment les BR, GA et 

auxines qui peuvent agir parfois de façon synergique (Depuydt et Hardtke, 2011). L�éthylène 

promeut la maturation des fruits (Burg et Burg, 1962) et inhibe l�initiation de la floraison 

(Achard et al., 2007). La germination des graines est contrôlée de manière antagoniste par 

l�ABA et les GA (Piskurewicz et al., 2008). La sénescence des feuilles d�Arabidopsis thaliana 

est contrôlée par JA, SA, l�éthylène et plus récemment l�implication de GA en amont de ces 

signalisations a été suggérée (Chen et al., 2014). Des actions antagonistes entre les voies GA 

et JA ont été décrites mais un synergisme entre les voies de signalisation de ces hormones a 

également été établi (Wild et al., 2012; Qi et al., 2014). L�OPDA, une molécule de la classe 

des jasmonates, joue un rôle important dans le développement de l�embryon chez la tomate 

(Goetz et al., 2012). L�initiation de la formation de trichomes est stimulée par la voie JA 

(Boughton et al., 2005; Yoshida et al., 2009; Qi et al., 2011). Par ailleurs, la croissance 

racinaire est inhibée par un traitement avec des jasmonates (Staswick et al., 1992). La voie JA 

est nécessaire pour le développement floral (Song et al., 2013). Chez Arabidopsis thaliana, de 

nombreuses études ont permis la caractérisation des enzymes de biosynthèse et des facteurs de 

signalisation indispensables à la fertilité mâle (Song et al., 2013; Wasternack et al., 2013). 

Nous développerons ce sujet dans le paragraphe 1.5 après avoir introduit les caractéristiques 

générales de la signalisation de JA-Ile. 

1.2.2.2  Rôle des hormones en réponse aux stress environnementaux 

Les phytohormones permettent également à la plante de se défendre contre les stress 

environnementaux. Les plantes sont confrontées à des stress abiotiques, tels que la 

température (froid ou chaleur), la sècheresse ou au contraire l�excès d�eau, le vent, les 

rayonnements UV. L�éthylène régule négativement les gènes de tolérance au froid (Shi et al., 

2012). De l�OPDA est produit lors d�un stress hydrique et il a été suggéré que cette molécule 

pourrait participer à la régulation de l�ouverture des stomates (Savchenko et Dehesh, 2014). 
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1.2.2.2.1 Reconnaissance des stress biotiques 

Les réponses de défense de la plante appropriées face à un stress biotique requièrent 

d�abord la reconnaissance d�éléments associés à ce stress. Les pathogènes sont reconnus par 

des motifs conservés de molécules microbiennes (flagelline, peptidoglycanes et 

lipopolysacharides des bactéries, chitine) appelées « MAMPs » (Microbe-Associated 

Molecular Patterns) ou « PAMPs » (Pathogen-Associated Molecular Patterns), qui sont 

détectées par des récepteurs reconnaissant ces motifs (PRRs, Pattern Recognition Receptor) à 

la surface de la cellule végétale (Jones et Dangl, 2006). Cela conduit à l�immunité déclenchée 

par les PAMPs (PTI, PAMP-Triggered Immunity). Par ailleurs, les motifs moléculaires 

associés aux dégâts, les « DAMPs » (Damage-Associated-Molecular Patterns) qui sont 

produits par la plante après infection, sont également reconnus par les PRRs pour déclencher 

des réactions de défense. Il s�agit de réponses immunes innées. Les pathogènes peuvent 

contourner ce système de défense par l�action de protéines effectrices. Certains génotypes de 

plante produisent en contrepartie des protéines de résistance qui peuvent spécifiquement 

reconnaître les effecteurs du pathogène et assurer ainsi une immunité basée sur les effecteurs 

(ETI, Effector Triggered Immunity) (Denance et al., 2013).  

1.2.2.2.2 Les réponses déclenchées lors d�une attaque par un herbivore 

L�attaque par un insecte herbivore induit plusieurs signaux internes à partir des tissus 

blessés, notamment des flux calciques, des cascades de phosphorylation et la signalisation JA 

(Furstenberg-Hagg et al., 2013). Les défenses contre les herbivores sont très majoritairement 

contrôlées par la voie JA (Howe et al., 1996; McConn et al., 1997; Hu et al., 2013; Schweizer 

et al., 2013; Song et al., 2014), mais les hormones éthylène, SA, ABA, auxine, CK, BR, et 

GA interviennent également (Erb et al., 2012). Les réponses de défense incluent la production 

de composés pouvant repousser ou empoisonner les insectes, et de protéines interférant avec 

la digestion. Par ailleurs, une défense indirecte consiste à attirer des prédateurs ou des 

parasites de ces herbivores, en produisant des composés volatiles, du nectar extra-floral ou des 

éléments nutritifs (Furstenberg-Hagg et al., 2013). La voie des jasmonates induit l�expression 

de gènes qui conduisent à l�accumulation de protéines et d�un arsenal chimique voués à la 

défense (Wu et Baldwin, 2010; Mithofer et Boland, 2012). Une molécule volatile de type 

jasmonate, le méthyle jasmonate, est synthétisée par la plante  aggressée et permet notamment 

d�alerter les plantes voisines et d�induire des réponses de défense chez celles-ci (Farmer, 

2001; Holopainen et Blande, 2012). 
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1.2.2.2.3 Les réponses de défense contre les pathogènes microbiens 

L�éthylène, JA et SA régulent également les réponses de défense contre les pathogènes 

microbiens. Par exemple, lors d�une infection, SA est requis pour mettre en place une 

résistance systémique acquise (SAR), un mécanisme qui active les réponses de défense dans 

des tissus non-infectés et confère une protection contre des infections ultérieures par divers 

agents microbiens (Durrant et Dong, 2004).  Les jasmonates sont notamment requis pour la 

résistance à des pathogènes fongiques racinaires (Vijayan et al., 1998) ou foliaires (Rowe et 

al., 2010). Les réponses de défense de la plante contre les microorganismes incluent un 

renforcement de la paroi cellulaire, une réponse hypersensible avec la génération d�espèces 

réactives d�oxygène (ROS), l�accumulation de métabolites secondaires comme des composés 

phénoliques ou des tannins et enfin la production de protéines « pathogenesis-related » (PR) 

(Sels et al., 2008). Par exemple, les défensines de plante constituent la famille 12 des 

protéines PR (Sels et al., 2008). Ce sont de petits peptides cationiques formant des pores 

multimériques qui perméabilisent les membranes (White et al., 1995). PDF1.2a code pour 

une défensine et est induit par les voies JA et éthylène chez Arabidopsis thaliana (Penninckx 

et al., 1996). La famille PR4 comprend des chitinases qui sont des enzymes dégradant le 

polymère de chitine (N-acétylglucosamine), un constituant important de la paroi cellulaire des 

champignons (Pel et Pieterse, 2013).  

Les hormones JA, éthylène et SA jouent des rôles clés dans les réponses de défense 

des plantes aux pathogènes. Les pathogènes biotrophes ont besoin de cellules de plante 

vivantes pour se développer et se reproduire, alors que les pathogènes nécrotrophes doivent 

tuer les cellules de plante pour rendre les substances nutritives accessibles et pouvoir croître et 

accomplir leur cycle de vie. Les réponses déclenchées par JA et l�éthylène sont plutôt 

efficaces pour développer des défenses contre les pathogènes nécrotrophes alors que SA 

promeut essentiellement des réponses contre les pathogènes biotrophes. Plus particulièrement, 

la voie SA exerce une inhibition sur la voie JA comme illustré figure 1-7 (Van der Does et al., 

2013). La voie JA permet l�activation de facteurs de transcription tels qu�ORA59 et ERF1, ce 

qui permet l�induction de la transcription de gènes de défense, notamment le gène de la 

défensine PDF1.2. La voie éthylène agit de manière synergique à la voie JA en stimulant 

également ces facteurs de transcription permettant la synthèse de gènes de défense contre les 

pathogènes nécrotrophes (Wasternack et Hause, 2013).   
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Figure 1!7 : Modèle d�interaction entre les signalisations SA et JA au niveau des promoteurs de 

gènes de réponse au JA contenant une boîte GCC. D�après Van der Does et al. (2013). L�infection 

par un pathogène biotrophe induit l�accumulation de SA qui provoque la monomérisation de NPR1 

via des changements rédox dans la cellule. NPR1 (monomérique) est alors transféré dans le noyau 

où il interagit avec les facteurs de transcription TGA pour induire l�expression des gènes de réponse 

au SA. L�expression d�un large panel de gènes WRKY est induite par SA, certains d�entre eux 

pouvant réguler l�expression de gènes de réponse au SA. La blessure, notamment causée par un 

insecte herbivore, ou l�infection par un pathogène nécrotrophe, induisent l�accumulation de JA!Ile. 

L�hormone promeut la dégradation des répresseurs transcriptionnels JAZs via un complexe E3!

ubiquitine ligase SCF
COI1

, ce qui permet de libérer des facteurs activateurs de transription tels que 

MYC2, EIN3 et EIL1. En conséquence, les facteurs de transcription AP2/ERF tels qu�ORA59 et ERF1 

sont induits  pour activer la branche ERF de la voie JA. La liaison d�ERFs à la boîte GCC induit 

l�expression de gènes de réponse au JA (ex : PDF1.2). SA peut affecter négativement l�accumulation 

de la protéine ORA59, ce qui soutient l�effet antagoniste entre l�expression des gènes de réponse 

au JA et au SA. Les TGAs et WRKYs pourraient jouer un rôle dans l�inhibition de la voie JA. Les 

flèches indiquent des activités établies ou l�accumulation de composés ; ceux en rouge indiquent 

des activités médiées par la voie SA ; ceux en vert indiquent des activités médiées par la voie JA. 

 

1.3 Les jasmonates (JAs) 

1.3.1 Biosynthèse de JA et de son conjugué Jasmonoyl-Isoleucine (JA-Ile)  

Les jasmonates sont une classe de phytohormones jouant des rôles clefs dans la 

régulation de la croissance et du développement de la plante ainsi que des réponses aux stress 
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abiotiques et biotiques (Fonseca et al., 2009a; Acosta et Farmer, 2010; Wasternack et 

Kombrink, 2010; Wasternack et Hause, 2013). 

La biosynthèse de JAs est fortement stimulée par les attaques d�herbivores ou après 

une blessure mécanique foliaire (Glauser et al., 2008). Ces étapes enzymatiques sont 

distribuées dans différents compartiments cellulaires. Elle débute dans les plastes,  se déroule 

ensuite dans le peroxysome puis dans le cytosol (figure 1-8).  

La synthèse se fait à partir des acides gras insaturés C16:3 ou C18:3 (acide 

linolénique, LnA). Ces précurseurs sont estérifiés dans les glycérolipides complexes des 

membranes plastidiques. La désaturation d�acides gras pour la formation des précurseurs 

C16:3 et C18:3 est assurée par les désaturases FAD (Miquel et Browse, 1992; McConn et 

Browse, 1996). L�action de phospho- ou galactolipases est nécessaire pour libérer les acides 

gras insaturés C18:3 ou C16:3 des membranes plastidiques. DAD1 est une phospholipase A1 

localisée dans les plastes et son expression est induite par la blessure foliaire (Ishiguro et al., 

2001). Ce gène est également exprimé dans le filet des étamines et dad1 est mâle stérile. Dans 

le génome d�Arabidopsis thaliana il y a 12 gènes codant pour des protéines DAD1 ou DAD1-

like (Ishiguro et al., 2001). Ces enzymes portent souvent des activités phospholipases et 

galactolipases dans des proportions spécifiques à chaque membre. Les lipoxygénases 13-LOX 

catalysent la formation d�un groupement hydroperoxyle en position 13 de l�acide linolénique 

pour produire l�acide (13S)-hydroperoxyoctadécatriènoique (13-HPOT). La lipoxygenase de 

tomate TomLoxD a une expression induite dans les feuilles blessées (Heitz et al., 1997). Le 

groupement hydroperoxyle de 13-HPOT est ensuite converti en fonction allénique par l�allène 

oxyde synthase (AOS), ou CYP74A1 chez Arabidopsis thaliana, qui est un cytochrome P450 

atypique localisé dans les plastes et qui ne nécessite pas de molécule d�oxygène et de transfert 

d�électron pour former le produit (Laudert et al., 1996; Stumpe et Feussner, 2006). Puis 

l�allène oxyde cyclase (AOC) va cycliser l�allène oxyde, ce qui donne naissance à l�OPDA, la 

première molécule de type jasmonate. Toutes les molécules dérivées de l�OPDA sont 

qualifiées de jasmonates.  
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Figure 1!8 : Etapes de biosynthèse des premiers jasmonates et de l�hormone JA!Ile chez 

Arabidopsis thaliana. D�après La Camera et al. (2004). Les premières étapes de biosynthèse sont 

localisées dans le chloroplaste. Une lipid!acyl hydrolase (LAH),  telle que DAD1 au niveau des 

fleurs, catalyse la libération de l�acide linolénique (LnA) qui est un acide gras insaturé (C18:3). Une 

lipoxygenase (13!LOX) ajoute un groupement hydroperoxyde en position 13 pour former l�acide 

13!HPOT ((13S)!hydroperoxyoctadécatriènoïque), métabolisé ensuite par le cytochrome P450 

CYP74A1  (AOS) pour former une fonction allène. Puis une allène oxyde cyclase (AOC) forme un 

pentacycle pour donner naissance à l�OPDA (acide cis!(+)!12!oxophytodiénoïque), la première 

molécule qualifiée de jasmonate. Dans le peroxysome, la double liaison du pentacycle est réduite 

par l�OPDA réductase 3 (OPR3). La molécule d�OPC8:0 (acide 3!oxo!2!(2!pentenyl)!cyclopentane!1!

octanoïque) obtenue subit 3 étapes de #!oxydation pour raccourcir la chaîne carbonée et former 

l�acide jasmonique (JA). Enfin, l�enzyme Jasmonate Resistant 1 (JAR1) conjugue JA à l�isoleucine 

dans le cytosol pour produire l�hormone JA!Ile. JA peut également être méthylé par l�enzyme JMT 

(S!adénosyl!L!méthionine:acide jasmonique carboxyle méthyltransférase). 

 

La stéréochimie des jasmonates est assurée par l�allène oxyde cyclase (AOC) qui 

introduit une configuration cis dans l�OPDA (Ziegler et al., 2000) et cette configuration est 

ensuite conservée jusqu�à la synthèse de JA-Ile (Wasternack et Kombrink, 2010).  
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L�OPDA est ensuite transféré dans le peroxysome où la double liaison du pentacycle est 

réduite par une 12-oxophytodiènoate réductase (OPR) pour produire l�acide 3-oxo-2-(2�(Z)-

pentényle)-cyclopentane-1-octanoïque (OPC-8:0). Des étapes de  -oxydation permettent de 

raccourcir la chaîne latérale portant la fonction carboxyle. L�OPC-8:0 doit d�abord être activé 

par estérification de la fonction carboxyle avec un groupement CoA par l�OPC-8:0 CoA 

ligase1 (OPCL1) (Koo et al., 2006). Puis trois cycles de  -oxydation éliminent au total 6 

carbones, grâce à l�action de 3 enzymes : l�acyl-CoA oxydase (ACX), une protéine 

multifonctionnelle (MPF, comportant les activités énoyl-CoA hydratase et !-hydroxy-acyl-

CoA déhydrogenase) et la 3-kétoacyl-CoA thiolase (Furstenberg-Hagg et al., 2013). 

Finalement une acyl-thioestérase (ACH) libère l�acide jasmonique (JA) (Schaller et Stintzi, 

2009). Lorsque le C16:3 est utilisé pour initier la synthèse de JA, toutes les étapes 

catalytiques successives sont identiques à celles convertissant le C18:3, excepté les étapes de 

!-oxydation, où 2 cycles sont suffisants pour obtenir la molécule de JA qui a 12 carbones. 

Ensuite JAR1 (GH3-11), une JA-acide aminé synthétase, conjugue JA avec l�isoleucine dans 

le cytosol (Staswick et Tiryaki, 2004; Guranowski et al., 2007). Cette enzyme est hautement 

spécifique du point de vue stéréochimique et produit exclusivement le (+)-7-iso-JA-Ile (Suza 

et al., 2010), qui est reconnu comme hormone active (Fonseca et al., 2009b).  

 

 

1.3.2 Jasmonates dérivés de JA et de JA-Ile  

De nombreuses formes modifiées de JA ont été identifiées (figure 1-9), notamment des 

composés hydroxylés, sulfatés, glucosylés, décarboxylés, réduits ou méthylés. La fonction de 

la plupart des dérivés de JA ou de JA-Ile est inconnue et peu d�enzymes impliquées dans la 

formation de ces dérivés ont été caractérisées. 
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Figure 1!9 : Différents dérivés jasmonates décrits chez Arabidopsis thaliana en 2011. Les enzymes 

caractérisées formant des dérivés jasmonates sont indiquées en bleu (JAR1, Jasmonate Resistant1 ; 

JMT, S!adénosyl!L!méthionine:jasmonic acid carboxyle méthyltransférase ; ST2A,  sulfotransférase 

2A). La lettre R désigne la chaîne latérale des acides aminés conjugués à JA. Les étoiles indiquent 

les composés ayant des fonctions inconnues. TAG : 12!O!Glc!JA.  

 

Parmi les modifications possibles de JA, une S-adénosyl-L-méthionine:acide 

jasmonique carboxyle méthyltransférase (JMT) catalyse la formation de méthyle jasmonate 

(MeJA) (Seo et al., 2001). 

Le 12OH-JA ou acide tubéronique (TA) (figure 1-9), a été initialement décrit pour 

induire la formation de tubercules chez la pomme de terre, d�où son nom (Yoshihara et al., 

1989). Il a ensuite été trouvé chez de nombreuses espèces dans diverses situations (Miersch et 

al., 2008). Les 12OH-JA et 12-HSO4-JA (figure 1-9) sont accumulés dans les feuilles blessées 

de tomate et d�Arabidopsis thaliana (Gidda et al., 2003; Miersch et al., 2008). La 

sulfotransférase ST2A catalyse la formation de 12-HSO4-JA à partir de 12OH-JA dans les 

feuilles blessées d�Arabidopsis thaliana (Gidda et al., 2003). Contrairement au méthyle 

jasmonate, les composés hydroxylés et sulfatés n�inhibent pas la croissance racinaire et la 

germination des graines de tomate. Dans les feuilles de tomate, des gènes ayant une 

expression induite par la blessure ou un traitement avec du MeJA ont au contraire une 
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expression inhibée par un traitement avec du 12OH-JA ou du 12-HSO4-JA (Miersch et al., 

2008). Ces données suggèrent que ces dérivés oxydés et sulfatés de JA pourraient participer à 

l�extinction de la signalisation après blessure.  

Le 12-O-Glc-JA (TAG) est un autre composé accumulé dans les feuilles blessées. Sa 

fonction est inconnue chez Arabidopsis thaliana, mais ce composé a été décrit comme un 

signal spécifique déclenchant le repliement des feuilles de l�arbre Samanea saman (Nakamura 

et al., 2011). 

L�accumulation de dérivés oxydés de JA-Ile, les 12OH-JA-Ile et 12COOH-JA-Ile 

(figure 1-10), a également été décrite dans les feuilles blessées (Glauser et al., 2008).  

12OH-JA-Ile 12COOH-JA-Ile 

Figure 1!10 : Les formes oxydées 12OH!JA!Ile et 12COOH!JA!Ile. 

 

Un conjugué de JA avec le précurseur de l�éthylène, JA-ACC, a été décrit dans les 

plantules d�Arabidopsis thaliana de deux semaines et des tests enzymologiques ont montré 

que JAR1 forme ce conjugué in vitro (Staswick et Tiryaki, 2004). 

Bien que JA-Ile soit le principal conjugué JA-acide aminé étudié, d�autres conjugués 

sont synthétisés in vivo. Par exemple, l�accumulation des conjugués Jasmonoyl-Alanine (JA-

Ala), Jasmonoyl-Glutamine (JA-Gln), Jasmonoyl-Leucine (JA-Leu), Jasmonoyl-Valine (JA-

Val), Jasmonoyl-Phénylalanine (JA-Phe) et Jasmonoyl-Thréonine (Thr) a été décrite dans les 

feuilles blessées d�Arabidopsis thaliana âgées de 30 jours (Koo et al., 2009). JA-Val, JA-Leu 

et JA-Phe sont aussi détectés dans les plantules d�Arabidopsis thaliana non-blessées de deux 

semaines (Staswick et Tiryaki, 2004). Chez Nicotiana attenuata, les conjugués JA-Ile, JA-

Gln, JA-Leu et JA-Val sont accumulés après une blessure couplée à un traitement avec des 

sécrétions orales de larves du lépidoptère Manduca sexta, ce qui mime une attaque par cet 

insecte herbivore (Wang et al., 2007). Le conjugué JA-Tryptophane (JA-Trp) a été isolé à 
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partir de fleurs de Vicia faba (Brückner et al., 1988) et le conjugué JA-Tyr a également été 

détecté dans les fleurs de cette espèce de Fabaceae (Kramell et al., 2005). En revanche, JA-

Trp n�est pas accumulé dans les fleurs d�Arabidopsis thaliana (Staswick, 2009b). Ce 

conjugué  a récemment été caractérisé comme un inhibiteur d�auxine au niveau des racines 

(Staswick, 2009b). 

Des tests avec jar1 ont montré que JA-Ile est très efficace pour inhiber la croissance 

racinaire, contrairement à JA-Val, JA-Leu et JA-Phe (Staswick et Tiryaki, 2004).  

Des études enzymologiques ont montré que JAR1 conjugue in vitro plus de la moitié 

des 21 acides aminés avec JA et catalyse notamment la formation de JA-Ile et JA-Phe. 

Cependant dans les plantules de jar1, les niveaux de JA-Phe sont plus élevés que chez les 

plantes de type sauvage, indiquant qu�une autre enzyme forme ce conjugué dans les plantules 

(Staswick et Tiryaki, 2004). La formation des différents conjugués JA-acide aminés in planta 

semble donc résulter de l�activité de plusieurs enzymes. 

1.3.3 Voie de signalisation des jasmonates par JA-Ile  

La voie de signalisation des jasmonates, que l�on abrègera la voie JA, comprend la 

signalisation pouvant être gérée par l�ensemble des jasmonates, mais on sous-entend surtout le 

modèle COI1/JA-Ile/JAZ.  

La découverte que JA-Ile est le jasmonate hormonal actif permet de qualifier l�acide 

jasmonique de pro-hormone. La première démonstration qu�une forme de JA couplé à un 

acide aminé (l�isoleucine) induit l�expression de gènes a été réalisée chez l�orge (Kramell et 

al., 1997). Cette forme conjuguée de JA, le Jasmonoyl-Isoleucine (JA-Ile), a été identifiée 

bien plus tard comme l�entité bioactive permettant l�assemblage d�un co-récepteur 

« minimal » formé de la protéine F-box COI1 et d�un répresseur JAZ (Chini et al., 2007; 

Thines et al., 2007). L�interaction entre COI1 et JAZ1 est promue spécifiquement par JA-Ile 

et non pas par JA, MeJA ou OPDA, renforçant le concept que JA-Ile est l�hormone bioactive 

(Thines et al., 2007).  Les mécanismes de perception sont à présent bien documentés (Katsir 

et al., 2008a) (Fonseca et al., 2009a). 
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1.3.3.1  Le complexe SCFCOI1 

L�isolement du mutant coi1 a été le début d�une longue quête du récepteur de 

jasmonates. Le nom de COI1 (Coronatine Insensitive 1) vient de la résistance des plantes 

mutantes à la coronatine, un analogue structural de JA-Ile, synthétisée par les bactéries 

pathogènes Pseudomonas syringae et induisant la signalisation jasmonates. Ce mécanisme est 

un leurre pour inhiber la voie SA qui est efficace pour se défendre contre ces bactéries. Un 

traitement avec du MeJA ou de la coronatine provoque une inhibition de la croissance 

racinaire chez des plantules de type sauvage mais pas chez coi1 (Feys et al., 1994). De plus, 

les fleurs de ce mutant sont mâles stériles et, contrairement aux mutants de biosynthèse de JA, 

la fertilité ne peut pas être restaurée par un traitement exogène avec du MeJA suggérant que 

COI1 est impliqué dans la perception des jasmonates (Feys et al., 1994; Xie et al., 1998). Des 

études de profils transcriptionnels ont montré que COI1 est un régulateur clé de gènes 

impliqués dans le métabolisme secondaire et les défenses induits par la blessure ou le MeJA. 

COI1 régule environ la moitié des gènes ayant une expression induite ou réprimée par la 

blessure (Devoto et al., 2005).  

Des modélisations moléculaires d�interaction entre COI1 et JA-Ile (figure 1-11) ont 

suggéré que JA-Ile peut mieux se fixer à COI1 que la coronatine ou le MeJA (Yan et al., 

2009).  

 

 

 

 

 

Figure 1!11 : Modèle de liaison de JA!Ile au récepteur COI1. Cavité à la surface de COI1 (A) 

amarrage moléculaire de JA!Ile à la surface de COI1 (B) modèle de liaison de JA!Ile à COI1(C)  

d�après Yan et al. (2009). La cétone du pentacycle de JA interagit avec la poche P1 en formant des 

liaisons hydrogènes. La chaîne carbonée latérale de JA s�imbrique dans la poche P2 par des 

interactions hydrophobes et van der Waals. 

 

A B C
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Mais des données de cristallisation ont montré que JA-Ile ne peut pas se fixer à COI1 ou JAZ 

seul, d�où l�idée d�un co-récepteur (Thines et al., 2007; Sheard et al., 2010). COI1 est un 

élément du récepteur aux jasmonates nécessaire à la défense et la fertilité présent également 

chez la tomate (Li et al., 2004) et le soja (Wang et al., 2005). L�homologue de cette protéine 

chez la tomate est requis pour le contrôle maternel de la production de graines et le 

développement de trichomes glandulaires sur les sépales, les fruits et les feuilles (Li et al., 

2004). Chez Arabidopsis, COI1 est une protéine de 67 kDa portant 16 répétitions riches en 

leucine (LRR) et un motif F-box en position N-terminale (Xie et al., 1998). Ce composant de 

perception n�est pas une protéine membranaire, contrairement aux récepteurs hormonaux des 

BR, des cytokinines et de l�éthylène (Shan et al., 2012). Il a été démontré chez Arabidopsis 

que COI1 fait partie d�un complexe SCF (SKP1, Cullin, F-box), ubiquitine ligase E3 (Devoto 

et al., 2002; Ren et al., 2005). Ce type de complexe recrute sélectivement des protéines pour 

les ubiquitiner. Les complexes SCFCOI1 ubiquitine ligase sont requis pour les réponses aux 

jasmonates chez Arabidopsis thaliana (Xu et al., 2002). COI1 montre des similarités avec la 

protéine F-box récepteur à l�auxine TIR1, incluse dans le complexe SCFTIR1 qui, en présence 

d�auxine, recrute des répresseurs à l�auxine et les ubiquitine pour induire leur dégradation au 

niveau du protéasome. La découverte de répresseurs interagissant avec COI1 en présence de 

JA-Ile, selon un mécanisme similaire à la perception d�auxine, a ensuite permis de conclure 

que JA-Ile est une forme hormonale active des jasmonates. 

1.3.3.2  Rôle des répresseurs JAZs 

Les protéines JAZs sont des répresseurs inhibant la transcription de gènes de réponse 

aux jasmonates. Ces répresseurs ont été découverts simultanément par 3 groupes en 2007 

(Chini et al., 2007; Thines et al., 2007; Yan et al., 2007). 

Les répresseurs JAZs (JASMONATE ZIM-domain) sont des protéines comportant un 

domaine ZIM conservé incluant un motif TIFY (TIFF/YXG) qui permet des 

homodimérisations ou hétérodimérisations entre protéines JAZ, ainsi qu�un domaine Jas 

conservé qui interagit avec COI1 (Chung et Howe, 2009). Le domaine Jas contient un degron 

dont l�hélice alpha se lie à COI1 à proximité du site de liaison de JA-Ile et cette interaction est 

nécessaire pour la formation du co-récepteur COI1-JAZ (figure 1-12 et Pauwels et Goossens 

(2011)). 
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Figure 1!12 : Schéma représentant la protéine JAZ1 et les domaines conservés des protéines JAZs. 

D�après Pauwels et Goossens (2011). Les fonctions des domaines conservés ZIM et Jas sont 

indiquées. Le motif TIFY du domaine ZIM et le degron JAZ du domaine Jas sont soulignés dans la 

séquence d�acides aminés.  

 

Les répresseurs JAZs sont des cibles directes du complexe SCFCOI1 et un traitement 

avec du JA entraîne leur ubiquitination puis leur dégradation via le protéasome 26S, ce qui 

permet de lever la répression sur les gènes de réponse aux jasmonates (figure 1-14). Par 

exemple, JAZ3 inhibe le facteur de transcription MYC2 (Chini et al., 2007). L�expression de 

gènes JAZs est elle-même sous contrôle de la signalisation JA. Ainsi, lors de la perception de 

l�hormone, les JAZs sont dégradées mais également à nouveau synthétisées, ce qui permet 

d�assurer un rétro-contrôle négatif pour atténuer le signal hormonal. Les JAZs contribuent 

ainsi au caractère transitoire des réponses jasmonates (Browse, 2009). Plus récemment, il a 

été découvert que les JAZs régulent des interactions entre la voie JA et d�autres voies 

hormonales telles que l�éthylène, l�auxine, GA et SA (Kazan et Manners, 2012). Ceci 

constitue l�une des bases des cross-talks positifs ou négatifs entre hormones. 

1.3.3.3  Les facteurs de transcription ciblés par les répresseurs JAZs 

 Les répresseurs JAZs interagissent avec des facteurs de transcription. La dégradation 

des JAZs permet la dé-répression des facteurs de transcription qui peuvent alors agir sur la 

transcription des gènes cibles. Ces répresseurs peuvent interagir avec de nombreux facteurs de 

transcription différents, contrôlant ainsi l�expression de gènes impliqués dans divers 

processus dépendants de la voie JA, tels que la croissance racinaire, la défense contre les 

herbivores et les pathogènes nécrotrophes, la formation de trichomes, la synthèse 

d�anthocyanes et la fertilité mâle (figure 1-13) (Pauwels et Goossens, 2011). Ces interactions 

multiples permettent une grande plasticité de signalisation et contribuent à la spécificité des 

réponses au JA dans diverses situations. 
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Figure 1!13 : Inhibition des réponses aux jasmonates par interaction des protéines JAZs avec de 

nombreux facteurs de transcription, d�après Pauwels et Goossens (2011). Modèle décrivant les 

différentes combinaisons JAZ!facteur de transcription et leurs domaines protéiques impliqués. Les 

signes $ relient les domaines ou régions approximatives impliquées dans les interactions 

physiques.  

 

 Les facteurs de transcription à motifs basiques hélice-boucle-hélice (bHLH) tels que 

MYC2 (aussi nommé JIN1, JASMONATE INSENSITIVE 1), MYC3 et MYC4 sont réprimés 

par les JAZs (Fernandez-Calvo et al., 2011; Niu et al., 2011). MYC2 est un facteur de 

transcription qui permet les réponses aux JAs (notamment l�inhibition de la croissance 

racinaire et les réponses à la blessure). Le pattern d�expression des gènes contrôlés par MYC3 

est différent de celui de MYC2. MYC3 interagit seulement avec 8 protéines JAZs alors que 

MYC2 interagit avec les 12 JAZs (Browse, 2009; Cheng et al., 2011). Il a été établi que 

MYC4 interagit avec JAZ1, JAZ3 et JAZ9 (Niu et al., 2011). Les mutants sur-exprimant 

JAZ10.4, un variant épissé de JAZ10, sont mâles stériles. JAZ10.4 interagit avec MYC2 mais 

ne peut pas être dégradée via le complexe SCFCOI1, indiquant que les fonctions de cette forme 

dominante négative de JAZ10 doivent être d�atténuer les signaux en présence de JA-Ile 

(Chung et Howe, 2009).  

Chez les plantes, les facteurs MYB représentent une famille de protéines qui possèdent 

un domaine R2R3 de liaison à l�ADN (125 gènes chez Arabidopsis thaliana) (Stracke et al., 

2001). MYB21, MYB24 et MYB57 contrôlent des réponses au JA, notamment le 

développement floral (Mandaokar et al., 2006; Song et al., 2011). L�accumulation 

d�anthocyanes et l�initiation de la formation des trichomes est COI1-dépendante, induite par 

les facteurs de transcriptions R2R3 MYB75 et Glabra1 (GL1) et les facteurs de transcription 
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bHLH Transparent Testa8 (TT8), Glabra3 (GL3) et Enhancer of Glabra3 (EGL3), qui 

interagissent avec les répresseurs JAZs (Qi et al., 2011). Il est supposé que la dégradation des 

JAZs induite par JA-Ile abolit les interactions entre les protéines JAZs et les facteurs de 

transcription, permettant aux complexes de transcription WD-repeat/bHLH/MYB comportant 

ces facteurs d�activer les cascades transcriptionnelles aboutissant à l�accumulation 

d�anthocyanes et l�initiation de la formation des trichomes.  

 Récemment, des répresseurs transcriptionnels se liant à l�ADN (de type bHLH) et 

régulant négativement la signalisation JA ont été décrits. Le facteur JA-ASSOCIATED 

MYC2-LIKE1 (JAM1) agit comme un répresseur transcriptionnel et se lie aux séquences de 

gènes cibles auxquelles se lie également MYC2. Ces deux facteurs sont donc en compétition 

pour la régulation de l�expression de ces gènes (Nakata et al., 2013). Plus récemment, il a été 

décrit que JAM1 interagit avec les répresseurs JAZs (Sasaki-Sekimoto et al., 2014). JAM2 et 

JAM3 sont également des répresseurs transcriptionnels et leur expression réduit la fertilité 

mâle (Nakata et al., 2013; Nakata et Ohme-Takagi, 2013). 

 

1.3.3.4  La signalisation jasmonate est basée sur un système de dé-répression  

En résumé, JA est activé par conjugaison avec l�isoleucine par l�enzyme JAR1. Le 

conjugué JA-Ile promeut alors l�assemblage d�un co-récepteur composé de la protéine F-box 

COI1 et des protéines JAZs. Les JAZs sont des répresseurs de la transcription qui inhibent la 

transcription de gènes de réponse aux jasmonates en absence ou en présence de faibles 

niveaux de JA-Ile. L�assemblage du co-récepteur COI1-JAZ permet l�ubiquitination des JAZ 

par le complexe E3 ubiquitine ligase SCFCOI1, ce qui provoque leur dégradation protéolytique 

par le protéasome 26S. Ainsi, l�élimination des répresseurs JAZs correspond à une dé-

répression des réponses dépendantes de JA-Ile (figure 1-14).  
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Figure 1!14 : La perception de JA/JA!Ile par le complexe co!récepteur SCF
COI1

!JAZ libère l�expression 

de gènes de réponse aux jasmonates (Wasternack et Hause, 2013; Wasternack, 2014). En présence 

de faibles niveaux de JA!Ile, MYC2, qui se lie à une boîte G des gènes de réponse à JA/JA!Ile, est 

réprimé par des régulateurs négatifs tels que les JAZs interagissant avec les co!répresseurs NINJA 

et TOPLESS (TPL), qui agissent  via les HISTONEDEACETYLASE6 (HDA6) et HDA19. En complément 

des protéines JAZs, JASMONATE ASSOCIATED VQ MOTIF GENE 1 (JAV1) agit comme un répresseur 

(partie gauche du schéma). Les protéines JAMs (JASMONATE ASSOCIATED MYC2!LIKE1, JAM2, 

JAM3) (partie droite du schéma) sont des antagonistes de MYC2 en se liant également à la boîte G. 

En présence de forts niveaux d�hormone, les JAZs et JAV1 sont ubiquitinés pour être dégradés par 

le protéasome 26S. Ainsi, MYC2 peut activer la transcription des gènes de réponse au JA/JA!Ile, 

incluant des gènes de réponse précoces tels que les JAZs et MYC2. MED25, la sous!unité 25 du 

complexe Mediator, permet la transcription. E2, Rbx, Cullin, ASK1 et la protéine F!box COI1 sont 

des composants du complexe SCF. Ub, ubiquitine.  

 

Des modules de signalisation similaires interviennent également dans la régulation de 

l�expression de gènes induits par l�auxine, GA et ABA (figure 1-15). Ils comportent des 

facteurs de transcription, des répresseurs transcriptionnels et un complexe co-récepteur 

connectant le répresseur et le complexe SCF par liaison de l�hormone (Song et al., 2013). 
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Figure 1!15 : Schéma des voies de signalisation hormonale de l�auxine, des jasmonates et des 

gibbérellines. D�après Shan et al. (2012). Le protéasome 26S est représenté par le cylindre « 26S ». 

Les petits disques rouges représentent l�ubiquitine. (a) Voie de signalisation de l�auxine. TF : 

facteur de transcription incluant les ARFs. (b) Voie de signalisation JA. TF : facteurs de transcription 

incluant MYC2/3/4, MYB21/24/75, TT8, GL1, GL3, EGL3. (c) Voie de signalisation des gibbérellines. 

GID1 : GID1a/b/c chez Arabidopsis thaliana ; DELLA : protéines DELLA (GAI, RGA, RGL1, RGL2 RGL3 

chez Arabidopsis thaliana ) ; TF : facteurs de transcription tels que PIFs. 

 

1.4 Rôles de la voie JA dans les interactions plantes-insectes et les 

interactions plantes-microbes  

La cascade de signalisation JA, incluant l�hormone JA-Ile, est considérée comme une 

voie de régulation majeure de la défense des plantes contre les herbivores et certains 

pathogènes microbiens. 

1.4.1 La voie de signalisation JA garante de réponses de défense contre les 

insectes 

La voie JA joue un rôle clé dans la défense des plantes contre les insectes. La blessure 

mécanique et l�attaque par des herbivores stimulent fortement la synthèse des JAs qui 

déclenchent les réponses de défense chez la plante (Blechert et al., 1995; Koo et al., 2009). Le 

Protéolyse
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système immunitaire assuré par la voie JA affecte les performances d�insectes phytophages, 

tels que les chenilles (Lepidoptera), les thrips (Thysanoptera), les cicadelles (Homoptera), les 

tétranyques (Acari) et les mouches de terreau (Diptera) (Browse et Howe, 2008). Le rôle des 

JAs dans la défense des plantes a notamment été mis en évidence par l�étude des mutants de 

biosynthèse ou de signalisation de JAs. Par exemple chez la tomate, un mutant déficient dans 

la synthèse d�OPDA est déficient pour l�activation des gènes de défense inductibles par la 

blessure, ce qui compromet la résistance au lépidoptère prédateur Manduca sexta (Howe et 

al., 1996). Le mutant de biosynthèse de JAs fad3-2 fad7-2 fad8 est extrêmement sensible aux 

mouches de terreau (Bradysia impatiens) (McConn et al., 1997). Chez la tomate, le mutant de 

perception aux jasmonates jai1 (JAI1 étant l�homologue de COI1 d�Arabidopsis thaliana) est 

plus sensible au tétranyque à deux points. Les JAs assurent la protection des plantes contre les 

herbivores en régulant des réponses de défense (Koo et Howe, 2009), telles que la synthèse de 

métabolites secondaires toxiques (Pauwels et al., 2009) ou la production de barrières 

morphologiques comme les trichomes (Yoshida et al., 2009). Le MeJA est un fort éliciteur de 

l�expression d�inhibiteurs de protéinases qui interfèrent avec la digestion des insectes (Farmer 

et Ryan, 1990). Le rôle de la voie JA dans la défense contre les herbivores n�est pas limitée 

aux insectes, puisque des cloportes (crustacés terrestres), normalement détritivores, 

deviennent herbivores sur le mutant d�Arabidopsis thaliana aos (Farmer et Dubugnon, 2009). 

De même, le mutant coi1 est consommé plus intensément par des tortues (Mafli et al., 2012) 

1.4.2 La voie de signalisation JA pour la résistance aux pathogènes 

nécrotrophes 

La voie JA joue également un rôle essentiel pour la défense des plantes contre les 

pathogènes nécrotrophes (Browse, 2009). COI1 est essentiel pour la résistance aux 

champignons tels que Botrytis cinerea et Alternaria brassicicola (Thomma et al., 1998). Les 

systèmes de défense contrôlés par la voie JA incluent la biosynthèse d�inhibiteurs de protéases 

et de métabolites secondaires, notamment des anthocyanes et des flavonoïdes antimicrobiens 

(Mengiste, 2012). La voie JA stimule également la synthèse de peptides antimicrobiens, 

comme par exemple la défensine PDF1.2 (Thomma et al., 1998) ou d�autres protéines PR 

(Pathogenesis Related). 

La voie JA est aussi connue pour affecter positivement la formation des mycorhizes à 

arbuscules (Hause et al., 2007)   
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1.4.3 Les branches de signalisation antagonistes MYCs et ERF1/ORA59 

La voie JA promeut les réponses de défense contre les insectes herbivores en un cross-

talk positif avec l�ABA, alors que les réponses contre les pathogènes nécrotrophes sont 

induites en un cross-talk positif avec la voie éthylène. Des antagonismes existent entre ces 2 

branches (figure 1-16), de façon à prioriser la défense vers l�un ou l�autre programme 

transcriptionnel. Les facteurs de transcription MYCs déclenchent les réponses de défense 

contre les insectes herbivores et les facteurs de transcription ERF1 et ORA59 promeuvent les 

réponses contre les pathogènes nécrotrophes.  

Insectes herbivores Pathogènes nécrotrophes

Défense contre insectes Défense contre pathogènes 

nécrotrophes  

Figure 1!16 : Les cross!talks entre JA, éthylène (ET) et acide abscissique (ABA) déclenchés en 

réponse aux insectes herbivores et aux pathogènes nécrotrophes. D�après Wasternack et Hause 

(2013). L�attaque par des insectes herbivores induit les voies de signalisation dépendantes de JA et 

d�ABA, alors que les infections par les pathogènes nécrotrophes induisent les voies de signalisation 

dépendantes de JA et d�éthylène. Les deux branches sont régulées de manière antagoniste. Flèches 

pleines, interactions connues ; traits en pointillés, interactions hypothétiques ; flèches vertes, 

effets positifs. Les composés sont encadrés, les régulateurs transcriptionnels sont encerclés, les 

gènes régulés sont en violet. ERF1, ethylene response factor 1 ; ORA59, octadecanoid!responsive 

protéine 59 d�Arabidopsis à domaine AP2/ERF ; PYL4, PYR1!like protein 4 (récepteur à l�ABA).  
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1.5 Biosynthèse et signalisation jasmonate au cours du 

développement floral 

1.5.1 Développement floral et autofécondation chez Arabidopsis thaliana  

Le développement floral d�Arabidopsis thaliana s�effectue en plusieurs étapes 

détaillées dans la figure 1-17. 

Figure 1!17 : Représentation des 20 stades de développement floral chez Arabidopsis thaliana (The 

Arabidopsis book, Elena R. Alvarez!Buylla, URL: 

http://www.bioone.org/doi/full/10.1199/tab.0127). Représentation schématique des stades de 

développement des fleurs d�Arabidopsis. Brièvement, le primordium floral est formé aux stades 1 

et 2. Au stade 3, les primordia des sépales sont déjà visibles et continuent à grandir jusqu�à ce 

qu�ils enveloppent le méristème floral (stades 4 à 6). En même temps, au stade 5 les primordia des 

pétales et des étamines commencent à être visibles et le gynécée commence à se former (stade 6). 

Le développement des organes continue et au stade 9, des papilles stigmatiques naissent au 

sommet du gynécée. Au stade 12, les pétales ont une longueur similaire à celle des étamines. 

L�anthèse se passe au stade 13, la fécondation a lieu et les fleurs s�ouvrent au stade 14. Les siliques 

atteignent leur taille maximum et sont vertes au stade 17, puis elles perdent de l�eau et jaunissent 

(stade 18) jusqu�à ce que les valves se séparent des siliques sèches (stade 19) et que les graines 

tombent (stade 20). Méristème floral (FM) en rose ;  sépales en vert ; étamines en rose pâle ; 

étamines en bleu ; gynécée en jaune ; ovules en vert foncé, graines en orange et brun. La durée de 

chaque stade en heure (h) est indiquée sous les figures (à partir de Smyth et al. (1990)). 

 

La floraison, la pollinisation et la formation de graines sont des étapes essentielles 

pour la survie d�une espèce. Ainsi, dans leur environnement naturel, les plantes doivent 

contrôler le moment de formation de la fleur, son ouverture, la libération de grains de pollen 

matures et la production de composés volatils ou de nectar qui vont attirer des pollinisateurs. 
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La formation d�un embryon résulte de la fécondation entre un gamète mâle (contenu dans le 

grain de pollen) et un gamète femelle (protégé dans le pistil). Les espèces dioïques dépendent 

pleinement des pollinisateurs car elles comportent des individus portant uniquement des fleurs 

mâles produisant les grains de pollen et des individus portant uniquement des fleurs femelles. 

Des espèces monoïques produisent des fleurs hermaphrodites. Dans le cas d�auto-

incompatibilité, le pollen d�une fleur ne peut pas générer la fécondation d�un ovule d�une 

même fleur. Au contraire, certaines espèces autorisent l�autofécondation et n�ont pas besoin 

de pollinisateur car le pollen produit par une fleur peut féconder un ovule de la même fleur. 

Arabidopsis thaliana est une plante monoïque qui pratique l�autofécondation (figure 1-18).  

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figure 1!18 : Schéma de fleur d�Arabidopsis thaliana lors de l�autofécondation. 

 

Pour assurer l�autofécondation, il est primordial de libérer des grains de pollen matures au 

niveau des papilles stigmatiques du pistil lorsqu�elles sont prêtes à recevoir des grains de 

pollen. Le pollen peut alors germer au niveau des papilles et un tube pollinique se forme pour 

atteindre l�ovule (figure 1-18).  
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1.5.2 Développement de l�anthère et des grains de pollen 

Chez Arabidopsis thaliana, l�obtention de grains de pollen matures nécessite plusieurs 

étapes, notamment la génération d�une cellule végétative et de deux noyaux reproductifs (l�un 

engendrera l�embryon et l�autre permettra la formation d�albumen nécessaire à la croissance 

de l�embryon) après méiose puis mitose, mais également la formation d�une paroi pollinique 

qui aura pour but de protéger le grain de pollen des stress environnementaux (Alvarez-Buylla 

et al., 2010; Quilichini et al., 2014).  

Des observations d�anthères au cours des stades tardifs de développement, à partir du 

stade 9, ont été réalisées par Sanders et al. (1999) et sont présentées en figure 1-19. Le 

tapetum est constitué d�une couche de cellules assurant la maturation des grains de pollen 

(stades 9-11). Au stade 12, le tapetum est dégradé et le septum séparant les locules est brisé. 

Au stade 13, les anthères s�ouvrent au niveau du stomium, ce qui permet la libération des 

grains de pollen matures.  
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Figure 1!19 : Développement de l�anthère dans les fleurs d�Arabidopsis thaliana de stade 9 à 14 

(Sanders et al., 1999). Les fleurs ont été fixées et incluses dans une résine plastique et des coupes 

transversales de 1 µm d�épaisseur ont été effectuées. Les coupes ont été colorées au bleu de 

toluidine et les anthères ont été observées par microscopie en champ clair. Les stades 9 à 11, 12 à 

13, et 14a à 14c représentent respectivement le développement tardif de l�anthère, la déhiscence 

et la sénescence. C, tissu conjonctif ; E, épiderme ; En, endothécium ; Fb, bandes fibreuses ; MSp, 

microspores ; PG, grains de pollen ; Sm, septum ; St, stomium ; StR : région du stomium ; T, 

tapetum ; V, région vasculaire. Barre d�échelle = 50 µm. 
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La formation des grains de pollen a lieu dans les anthères des étamines. Parallèlement, 

le filet des étamines, structure portant l�anthère, s�allonge progressivement jusqu�à atteindre 

une longueur suffisante pour permettre à l�anthère de se situer à proximité des papilles 

stigmatiques (Smyth et al., 1990). Enfin, des mouvements d�eau contribuent  au dessèchement 

de l�anthère, ce qui provoque sa déhiscence et permet ainsi  la libération des grains de pollen 

matures (Nelson et al., 2012). La signalisation JA joue donc un rôle dans ces processus de 

développement floral tardif (figure 1-20). 

Anthère Pistil

Sépale

Pétale

Fin du stade 
intermédiaire

Stade tardif Fleur ouverte

Filet de 
l�étamine

 

Figure 1!20 : Modèle proposé de régulation synchrone de la maturation du pollen, de la déhiscence 

des anthères et de l�ouverture de la fleur par JA. Transmission de JA (flèches vertes), élongation 

des organes (flèches rouges) et transport de l�eau (flèches bleues). D�après (Ishiguro et al., 2001). 

 

Pour assurer la reproduction, l�étamine subit donc des processus développementaux 

spécifiques contrôlés par de multiples signalisations (Ge et al., 2010),  permettant notamment 

la génération de cellules reproductrices (Regan et Moffatt, 1990) et la déhiscence de l�anthère 

(Sanders et al., 2000). Chez Arabidopsis thaliana, les phytohormones JA, auxine, 

gibbérelline, brassinostéroïde (BR) et cytokinine (CK) jouent des rôles essentiels dans la 

régulation du développement des étamines (Song et al., 2013). Si l�importance du JA pour la 

viabilité du pollen est connue depuis 1996 (McConn et Browse, 1996), la découverte du rôle 

des brassinostéroïdes et des cytokinines est plus récente (Ye et al., 2010; Kinoshita-Tsujimura 

et Kakimoto, 2011).  Les hormones JA et auxine régulent principalement le développement 
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tardif de l�étamine après le stade floral 12, tandis que les GA sont déjà requises pour le 

développement de l�étamine à partir du stade floral 9 (Song et al., 2013). Les mutations qui 

affectent les étapes de la maturation du pollen, de l�élongation du filet ou de la déhiscence des 

anthères provoquent souvent une stérilité mâle (Song et al., 2013; Wasternack et al., 2013).  

1.5.3  Biosynthèse et signalisation JA dans les fleurs 

1.5.3.1  Enzymes impliquées dans la biosynthèse de JA dans les fleurs  

Des approches génétiques ont permis de découvrir le rôle des jasmonates dans la 

fertilité mâle chez Arabidopsis thaliana. Tout d�abord la stérilité mâle a été constatée chez le 

triple mutant fad3-2 fad7-2 fad8, qui produit du pollen non viable et est affecté dans la 

déhiscence des anthères et l�élongation du filet (McConn et Browse, 1996). Ce mutant est 

défectueux pour la désaturation d�acides gras conduisant à la synthèse de C16:3 et C18:3, 

précurseurs des oxylipines dont le JA (Miquel et Browse, 1992). L�application de JA ou de 

son précurseur C18 :3 sur les bourgeons floraux traités au stade floral 12 permet de restaurer 

la fertilité. Cette complémentation chimique a mis en évidence l�importance du JA pour la 

fertilité mâle au cours du stade floral 12. La restauration de la fertilité par traitement au JA a 

ensuite été utilisée pour deux autres mutants de biosynthèse de jasmonates qui ont confirmé 

l�importance du JA dans la fertilité mâle. A partir de cette découverte, la stérilité de nombreux 

mutants affectés dans la biosynthèse de JA a été établie. Le gène DAD1 code pour une 

phospholipase A1 libérant le C18:3 dans les plastes. Le mutant dad1 est mâle stérile, 

démontrant l�importance de la mobilisation enzymatique du précurseur des jasmonates pour la 

fertilité (Ishiguro et al., 2001). Le mutant opr3, également mâle stérile, est affecté dans la 

réduction de l�OPDA, requise pour la synthèse de JA. Ce mutant a permis de déterminer que 

le JA et non pas l�OPDA est la molécule signal qui induit et coordonne l�élongation du filet, 

la déhiscence de l�anthère et la production de pollen viable (Stintzi et Browse, 2000).  

L�allène oxyde synthase (AOS) et les allènes oxydes cyclases (AOC) catalysent la 

formation d�OPDA (Park et al., 2002). Chez Arabidopsis thaliana, il n�y a qu�un seul gène 

codant pour une AOS, il s�agit de CYP74A. L�utilisation du système rapporteur GUS a montré 

que l�AOS est exprimée dans les grains de pollen en cours de maturation et à la base des filets 

des étamines (Kubigsteltig et al., 1999). L�étude de l�expression des quatre AOCs existants 

chez Arabidopsis thaliana a montré qu�AOC4 et AOC1 sont les gènes les plus exprimés dans 

les bourgeons floraux et les fleurs ouvertes, l�expression d�AOC4 étant au moins 3 fois 
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supérieure à celle d�AOC1 (Stenzel et al., 2012). Dans les fleurs ouvertes, AOC1 et AOC4 

sont exprimés dans les sépales, les pétales, les étamines et le pistil. Dans l�étamine, 

l�expression d�AOC4 est située principalement dans le filet tandis que celle d�AOC1 est 

également forte dans l�anthère et dans les grains de pollen. Le mutant aos est mâle stérile 

alors que les mutants aoc ne sont pas stériles car une redondance entre ces gènes est probable. 

Les dernières étapes de synthèse de JA correspondent à des cycles de  -oxydation 

auxquels participent les acyl-coenzyme A oxidases (ACX), dans les peroxisomes. Chez 

Arabidopsis thaliana il existe 5 ACX, dont deux sont exprimées dans le pollen et participent à 

la fertilité mâle (Schmid et al., 2005; Schilmiller et al., 2007). Le rôle clé de ces enzymes pour 

la synthèse de JA dans les fleurs a été décrit chez le double mutant acx1/5 qui produit une 

majorité de pollen non-viable (Schilmiller et al., 2007).  

Les gènes de synthèse de JA sont donc exprimés dans les fleurs et leur inactivation 

provoque des déficiences de fertilité. Le lien entre biosynthèse de jasmonates et le 

développement et la maturation des étamines est également soutenu par le fait que la protéine 

homéotique florale AGAMOUS, responsable du développement de l�étamine, se fixe au 

promoteur du gène de la phospholipase à l�origine de la synthèse de JA, DAD1, et régule sa 

transcription (Ito et al., 2007).  

1.5.3.2  Transduction du signal jasmonate dans les fleurs 

Le rôle primordial des jasmonates pour la fertilité mâle chez Arabidopsis thaliana a 

également été mis en évidence par l�isolement de mutants de perception de JAs (Feys et al., 

1994; Xie et al., 1998).  

Le mutant du récepteur coi1 présente une déficience de l�allongement du filet des 

anthères ainsi que de l�ouverture des anthères et ses grains de pollen sont immatures, ce qui 

conduit à une stérilité mâle (Feys et al., 1994; Xie et al., 1998). Contrairement aux mutants de 

biosynthèse de JA, la fertilité de coi1 ne peut pas être restaurée par traitement exogène avec 

du JA. Ce mutant illustre l�importance de la signalisation jasmonate pour la fertilité mâle chez 

Arabidopsis thaliana.  

D�autres éléments de la signalisation des jasmonates intervenant dans le 

développement floral ont pu être identifiés. L�établissement de profils transcriptionnels de 

bourgeons (stade 12) du mutant opr3 traité au MeJA a permis d�identifier 1296 gènes régulés 
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de manière jasmonate-dépendante dans les étamines (Mandaokar et al., 2006). La plupart des 

gènes (72%) sont exprimés spécifiquement dans le sporophyte, les autres gènes étant 

spécifiquement exprimés dans le pollen. Parmi ces gènes, des facteurs de transcription 

majeurs régulant le développement JA-dépendant des étamines ont été identifiés, notamment 

MYB21, MYB24, MYB32 et MYB108 pour lesquels des études génétiques ont ensuite 

montré leur implication dans la maturation du pollen et des étamines (Preston et al., 2004; 

Mandaokar et al., 2006; Mandaokar et Browse, 2009; Song et al., 2011; Wasternack et al., 

2013).  

MYB21 et son homologue MYB24 codent pour des facteurs de transcription MYB du 

sous-groupe 19  et sont exprimés spécifiquement dans la fleur (Stracke et al., 2001; Shin et 

al., 2002). Le mutant myb24 est fertile tandis que myb21 est mâle stérile, en raison d�une 

élongation réduite du filament des anthères et une déhiscence retardée. Le double mutant 

myb21myb24 présente des défauts de développement floral supplémentaires, incluant 

l�absence de déhiscence. Le pollen étant cependant viable, la perte de déhiscence et de 

l�élongation du filament des anthères apparaissent donc être à la base de la stérilité. Ces 

résultats ont montré que MYB21 et MYB24 sont des régulateurs clés de la signalisation 

jasmonate au cours du développement des étamines (Mandaokar et al., 2006). L�expression de 

MYB21 et MYB24 est COI1-dépendante (Reeves et al., 2012). Les jasmonates sont 

synthétisés au cours du développement floral. L�hormone promeut l�interaction entre COI1 et 

les protéines répresseurs JAZs, provoquant la dégradation de celles-ci et libérant la fonction 

de transcription de MYB21 et MYB24, essentiels pour le développement de l�étamine (Song 

et al., 2013). 

Les mutants myb108 présentent une fertilité mâle réduite, associée à un retard de 

déhiscence des anthères et une réduction de la viabilité du pollen. Il a été décrit que MYB108 

et MYB24 ont des fonctions partiellement redondantes et agissent en aval de MYB21 dans la 

cascade transcriptionnelle qui gouverne la maturation des étamines et du pollen en réponse au 

JA (Mandaokar et Browse, 2009). MYB21 et MYB24 sont également requis pour la 

croissance des pétales et du gynécée et MYB21 promeut la production de sesquiterpènes 

volatils (Reeves et al., 2012). 

La synthèse de JA dans les fleurs induit également l�expression des gènes de défense 

dans cet organe. Chez Arabidopsis thaliana, les myrosinases TGG1 et TGG2, des enzymes 

catalysant la libération de composés de défense volatils par hydrolyse de glucosinolates, sont 
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exprimées dans les fleurs de manière COI1-dépendante (Capella et al., 2001). Chez la tomate, 

le gène de Threonine Deaminase, qui catabolise la thréonine dans l�intestin des lépidoptères 

herbivores et le gène de Proteinase inhibitor 2, qui inhibe la digestion de protéines dans 

l�intestin des herbivores, sont fortement exprimés dans les fleurs (Samach et al., 1991; Ryan, 

2000; Gonzales-Vigil et al., 2011). Cette régulation pourrait permettre d�augmenter les 

défenses contre les stress biotiques dans l�organe floral enrichi en sucres qui est attractif pour 

les herbivores (Wasternack et al., 2013). 

1.5.4  Interactions entre les voies hormonales auxine et JA 

Des études génétiques ont montré que la perturbation de la biosynthèse ou du transport 

de l�auxine affecte l�initiation de la formation de l�étamine et le développement tardif de 

l�étamine (Cheng et al., 2006). L�utilisation de gènes rapporteurs (GUS et GFP) sous contrôle 

du promoteur inductible à l�auxine DR5 a mis en évidence la présence d�auxine dans les 

anthères aux stades 10 et 11, synthétisée probablement par la flavine monooxygenase YUC6 

(Cheng et al., 2006; Cecchetti et al., 2008).  

Des mutants de signalisation de l�auxine ont mis en évidence l�importance de cette 

hormone dans le développement floral. Le mutant d�Arabidopsis thaliana msg2 est un mutant 

gain de fonction pour la protéine répresseur IAA19 (INDOLE-3-ACETIC ACID 

INDUCIBLE 19) et est mâle stérile en raison d�une élongation réduite du filet des anthères 

(Tatematsu et al., 2004). Les mutants des facteurs de transcription arf6 et arf8 (auxin 

response factor), déficients pour la signalisation de l�auxine, sont mâles stériles et présentent 

un phénotype similaire à coi1 (filament plus court, déhiscence de l�anthère défectueuse, 

pollen non viable). Il a été montré qu�ARF6 et ARF8 induisent la synthèse de JA dans les 

bourgeons floraux en contrôlant l�expression des gènes DAD1, LOX2, AOS et OPR3 (Nagpal 

et al., 2005; Tabata et al., 2010; Reeves et al., 2012). Il y a donc un cross-talk positif liant les 

voies hormonales auxine et JA. Il est probable que l�auxine synthétisée au cours du 

développement floral permette la dégradation des répresseurs et active les facteurs de 

transcription ARF6 et ARF8, qui ensuite régulent la synthèse de JA pour assurer le 

développement de l�étamine (Song et al., 2013). ARF6 et ARF8 sont eux-mêmes contrôlés au 

niveau transcriptionnel par le micro-ARN miR167 (Wu et al., 2006).  
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1.5.5 Interactions entre les voies hormonales GA et JA 

Des mutants de biosynthèse de gibbérellines mâles stériles ont mis en évidence le rôle 

essentiel de GA dans l�élongation du filet et dans le développement de l�anthère aux stades 

10, 11 et 12 (Sun et Kamiya, 1994; Cheng et al., 2004; Hu et al., 2008; Rieu et al., 2008). 

L�implication de la signalisation GA dans le développement floral a également été 

démontrée. En effet, le triple mutant des récepteurs au GA gid1a gid1b gid1c présente des 

défauts d�élongation du filet et un arrêt du développement de l�anthère au stade 9 (Griffiths et 

al., 2006). Des études ultérieures ont montré que les répresseurs DELLA de la voie GA 

agissent par la régulation de miR159 et les facteurs de transcription MYB33 et MYB65 pour 

contrôler le développement précoce de l�anthère au stade 9 (Achard et al., 2004; Millar et 

Gubler, 2005; Allen et al., 2007). Par ailleurs, la dégradation des DELLAs au stade 12 permet 

de lever l�inhibition de la synthèse de JA. Le JA peut alors être synthétisé et les facteurs de 

transcription MYB21, MYB24 et MYB27 sont activés pour assurer le développement tardif 

de l�étamine (Cheng et al., 2009). 

La fertilité mâle est donc régulée par de nombreux acteurs, impliquant notamment les 

signalisations auxine, GA et JA (figure 1-21). 

 

 

 

 

 

 

Figure 1!21 : Schéma de régulation de la fertilité mâle par les voies hormonales auxine, gibbérelline 

(GA) et jasmonate (JA). L�auxine active les facteurs de transcription ARF6 et ARF8 (inhibés par 

miR167) qui induisent la synthèse de JA. Celle!ci est également déclenchée par la transcription de 

la phospholipase DAD1, qui est sous contrôle du facteur homéotique AGAMOUS. La synthèse de JA 

est aussi stimulée par GA, qui permet de lever l�inhibition exercée par les répresseurs DELLAs. JA 

permet ensuite l�activation du facteur de transcription MYB21 qui agit en amont des facteurs de 

transcription MYB24 et MYB108 régulant la fertilité mâle. MYB24 exerce un rétrocontrôle positif 

sur la synthèse de JA. 
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1.6 Mécanismes d�inactivation hormonale 

Les hormones sont des molécules clés induisant des réponses spécifiques dans des 

tissus précis à un moment déterminé. La défense étant coûteuse en énergie, il est en effet 

nécessaire de contrôler la production des composés de défense (Denance et al., 2013). Pour 

réguler les réponses, la plante doit donc contrôler finement les niveaux d�hormone. Ceux-ci 

résultent d�un équilibre entre biosynthèse et inactivation ou catabolisme (figure 1-22).  

 

Figure 1!22 : Les quantités d�hormone bioactive stimulant la signalisation hormonale dépendent 

d�un équilibre dynamique entre sa biosynthèse et son inactivation. 

 

Comme nous l�avons vu, la voie de biosynthèse de JA-Ile est parfaitement élucidée 

(figure 1-8). Cependant, les mécanismes d�inactivation contrôlant les niveaux d�hormone 

active demandaient à être caractérisés lorsque j�ai démarré mes travaux de recherche. 

L�inactivation d�une hormone peut être temporaire et réversible, correspondant à son 

stockage, ou bien impliquer un catabolisme irréversible. Les hormones sont sujettes à de 

nombreuses modifications, notamment par oxydation, méthylation, estérification, 

glucosylation ou conjugaison avec un acide aminé (Erb et Glauser, 2010). 

Par exemple, l�inactivation d�une hormone peut être effectuée par glucosylation. Des 

formes glucosylées de nombreuses hormones végétales ou de leurs dérivés sont connues 

(Piotrowska et Bajguz, 2011). Chez Zea mays, le gène iaglu code pour une 

glucosyltransférase agissant sur l�IAA (indole-3-acetic acid) (Szerszen et al., 1994). La 

réaction inverse est réalisée par une hydrolase (6-O(4-O)-IAAGlc hydrolase), permettant de 

libérer l�auxine et donc de l�activer (Jakubowska et Kowalczyk, 2005).  

Biosynthèse 
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Inactivation 
 Hormone 
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1.6.1 Catabolisme oxydatif d�hormones 

1.6.1.1  Catabolisme oxydatif d�hormones par des dioxygénases 

Chez le riz, l�enzyme DAO est une 2-oxoglutarate-dependent-Fe (II) dioxygénase qui 

assure le catabolisme de l�auxine en  oxydant IAA pour produire la forme inactive acide 2-

oxo-indole-3-acétique (OxIAA) (Zhao et al., 2013). Chez Arabidopsis thaliana, la SA-3 

hydroxylase (S3H) catalyse la conversion d�acide salicylique en acide 2,3-

dihydroxybenzoique (2,3-DHBA).  Ce catabolisme de l�acide salicylique a lieu dans les 

feuilles et inhibe ainsi la sénescence foliaire en limitant les niveaux de SA  (Zhang et al., 

2013). La biosynthèse et le catabolisme des gibbérellines sont contrôlés par des 2-

oxoglutarate-dependent dioxygénases (GA2oxydase, GA3oxydase) (Hedden et Thomas, 

2012). 

1.6.1.2  Catabolisme oxydatif d�hormones par des P450s 

Les P450s sont impliqués dans la biosynthèse ou l�inactivation de nombreuses 

hormones, participant ainsi à l�homéostasie de ces composés signaux (Mizutani et Ohta, 

2010). 

Des P450s interviennent dans le métabolisme des gibbérellines. CYP701A et CYP88A 

participent à la biosynthèse de l�hormone active GA12 alors que CYP714D1 inactive 

l�hormone active GA4 par époxydation (Zhu et al., 2006).  

 

Figure 1!23 : P450s impliqués le métabolisme des gibbérellines. Les P450s impliqués dans la 

biosynthèse (en rouge) et le catabolisme (en bleu) sont représentés. D�après Mizutani et Ohta 

(2010). 
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L�ABA induit la dormance des graines. Il a été montré que CYP707A2 catalyse 

l�hydroxylation d�ABA en position 8 (figure 1-24), ce qui provoque l�inactivation de cette 

hormone et promeut la levée de la dormance (Millar et al., 2006).  

(+)-S-ABA

CYP707A

8�-hydroxy ABA

HO

 

Figure 1!24 : La forme bioactive de l�acide abscissique ((+)!S!ABA) peut être inactivée par 

hydroxylation par les membres de la famille CYP707A. 

 

 

L�inhibition de l�activité de BR peut également être effectuée par une simple 

hydroxylation (en position C26) par CYP734A1 (Turk et al., 2005).  

inconnu

 

Figure 1!25 : P450s impliqués dans le métabolisme des brassinostéroïdes. D�après Mizutani et Ohta 

(2010). Les P450s impliqués dans la biosynthèse (en rouge) et le catabolisme (en bleu) sont 

représentés. L�hydroxylation catalysée par CYP734A est un mécanisme d�inactivation. 

 

 

La modification de l�expression de P450s impliqués dans des étapes de biosynthèse ou 

de catabolisme d�hormone est un facteur important dans l�homéostasie des hormones et  

affecte le développement de la plante. Ainsi, la sur-expression de P450s oxydant GA ou BR 

conduit à de sévères défauts développementaux (Turk et al., 2005; Zhu et al., 2006).  
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1.6.2 Inactivation hormonale par conjugaison 

Des conjugués hormone-acide aminé peuvent conférer à l�hormone une propriété 

biologique spécifique, mais également être un moyen de stocker l�hormone sous forme 

inactive, la dégrader ou la transporter. Par exemple, l�acide salicylique couplé à l�acide 

aspartique (SA-Asp) par l�acétyl-amido synthétase GH3.5 a été décrit comme une forme de 

transport de SA (Chen et al., 2014).  De nombreux conjugués auxine-acide aminé ont été 

décrits (Tam et al., 2000; Kowalczyk et Sandberg, 2001). La conjugaison d�auxine avec des 

acides aminés est un processus très important chez Arabidopsis thaliana car 90% de l�auxine 

est conjuguée à un acide aminé (Tam et al., 2000). 

 

1.7 Clivage de conjugués hormonaux par des amido-hydrolases 

Certains conjugués d�auxine comme IAA-Asp et IAA-Glu sont considérés comme des 

intermédiaires de la dégradation d�auxine car des dérivés oxydés comme Ox-IAA-Asp ou 

6OH-IAA-Asp ont été décrits (Östin et al., 1998). D�autres conjugués comme IAA-Ala, IAA-

Leu et IAA-Phe peuvent être clivés pour libérer l�auxine. Des amido-hydrolases de conjugués 

d�auxine, catalysant le clivage de la liaison entre l�auxine et l�acide aminé, ont été décrites 

(Ludwig-Muller, 2011; Ljung, 2013). Elles appartiennent à la famille M20 des peptidases, qui 

ont deux cations dans leur site actif, généralement des ions Mn2+ (Ludwig-Muller, 2011). 

Chez Arabidopsis thaliana, les amido-hydrolases d�auxine caractérisées font partie 

d�une famille de 7 gènes (IAR3, ILL1, ILL2, ILL3, ILL5, ILL6 et ILR1) (Rampey et al., 2004). 

Les isoformes ILL1, IAR3 et ILL5 portent une séquence signal prédisant une localisation 

dans le RE, alors qu�ILL6 et ILL3 n�en possèdent pas, et ILR1 et ILL2 ont des motifs 

prédisant une localisation dans le RE chez les animaux ou les champignons, mais pas chez les 

plantes (Davies et al., 1999; LeClere et al., 2002; Campanella et al., 2003; Bitto et al., 2009).  

ILR1 est la première amido-hydrolase qui a été caractérisée, suite à l�isolement du 

mutant ilr1 par son insensibilité à un traitement IAA-Leu (Bartel et Fink, 1995). IAR3 clive 

divers conjugués d�auxine et également des conjugués ABA-acide aminé in vitro, suggérant 

que sa sélectivité de substrat n�est pas très stricte. Elle peut cliver d�autres conjugués 

(Todoroki et al., 2011) comme IAA-Ala (figure 1-26) (Davies et al., 1999). Son activité est 

requise pour la tolérance à la sècheresse (Kinoshita et al., 2012) 
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Figure 1!26 : L�amido!hydrolase IAR3 promeut l�activation d�auxine (IAA) par hydrolyse de la liaison 

amide du conjugué IAA!Ala. 

 

1.8 Objectifs du travail de thèse 

L�homéostasie d�une hormone est contrôlée par sa biosynthèse et son inactivation 

catabolique. La biosynthèse de JA-Ile est bien caractérisée, mais les mécanismes 

d�inactivation de JA-Ile demandent à être élucidés.  

Les modes de formation des composés oxydés de JA-Ile, 12OH-JA-Ile et 12COOH-

JA-Ile, étaient inconnus lorsque j�ai initié mes travaux de recherche. Ces deux composés 

semblaient être des produits directs de l�oxydation de l�hormone, contrairement aux autres 

jasmonates oxydés connus. Certaines hormones sont inactivées par les P450s (paragraphe 

1.6.1.2). Nous avons émis l�hypothèse que des cytochromes P450 pourraient oxyder 

l�hormone JA-Ile afin de l�inactiver. Plus particulièrement, CYP94C1 a été ciblé pour ses 

propriétés catalytiques particulières, déterminées préalablement sur des acides gras au 

laboratoire, ainsi que pour son profil d�expression.   

Mes travaux de thèse ont eu pour objectif de caractériser les mécanismes 

d�inactivation de l�hormone JA-Ile chez Arabidopsis thaliana. Plus particulièrement, j�ai 

étudié l�implication des enzymes à cytochromes P450 de la famille CYP94 et des amido-

hydrolases de la famille d�IAR3 dans le métabolisme des jasmonates. La blessure mécanique 

foliaire induit une forte accumulation de JA-Ile de manière transitoire, c�est pourquoi j�ai 

choisi ce premier modèle biologique pour étudier l�inactivation et le catabolisme de cette 

hormone.  
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L�impact de l�oxydation de JA-Ile sur les réponses physiologiques a également été 

étudié, en particulier sur les réponses de défense lors de l�infection par le champignon Botrytis 

cinerea et au cours du développement floral. 

 Pour déterminer si les niveaux d�autres conjugués JA-acide aminés pourraient être 

régulés par des oxydations catalysées par des CYP94s, nous avons également étudié le 

métabolisme du conjugué JA-Phe qui est accumulé dans les feuilles blessées. 
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2 MATERIEL ET METHODES 

2.1 Matériel végétal  

Tous les génotypes d�Arabidopsis thaliana utilisés sont d�écotype Columbia-0 (Col-0). Le site 

TAIR (The Arabidopsis Information Resource, http://www.arabidopsis.org/) indique les 

lignées mutantes disponibles pour chaque gène. Les mutants d�insertion T-DNA ont été 

obtenus des collections SALK. 

Les mutants d�insertion T-DNA utilisés sont les suivants : 

Mutant Gène touché Allèle  Collection  

cyp94b1 At5g63450 cyp94b1-1  SALK_129672 

cyp94b3 At3g48520 cyp94b3-1  CS302217 

cyp94c1 At2g27690 cyp94c1-1  SALK_55455 

iar3 At1g51760 iar3-5  SALK_069047 

iar3 At1g51760 iar3-6  SALK_042101 

ill6 At1g44350 ill6-1  GK412E11 

ill6 At1g44350 ill6-2  SALK_024894 

jar1 At2g46370 jar1-1  

coi1 At2g39940 coi1-1  

Les lignées d�insertion T-DNA ont été obtenues du Nottingham Arabidopsis Stock Center 

(NASC), des collections de l�institut SALK (noté SALK, http://www.salk.edu/) ou GABI-

KAT (noté GK, http://www.gabi-kat.de/). Les graines obtenues proviennent de populations 

ségrégantes. Dans de rares cas, il s�agit de stocks homozygotes. 

Pour les lignées RNAi de CYP94C1, obtenues avant mon arrivée au laboratoire, un fragment 

d�ADNc (nucléotides 451 à 750 de l�ADNc) de CYP94C1 a été amplifié par PCR et cloné 

dans les deux orientations dans le vecteur pFGC5941 (Heitz et al., 2012). Un ARN double 

brin obtenu par expression de cette construction sous promoteur 35S permet de diminuer 

voire éteindre l�expression du gène endogène. 
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Les doubles mutants cyp94b3cyp94c1, cyp94b1cyp94b3, cyp94b1cyp94c1 et le triple mutant 

cyp94b1cyp94b3cyp94c1 sont issus de croisements entre les lignées cyp94b1-1, cyp94b3-1 et 

cyp94c1-1. 

Les lignées utilisées sur-exprimant CYP94C1 (OECYP94C1-3B et OECYP94C1-3F) ont été 

obtenues avant mon arrivée au laboratoire par Sylvie Kandel. Elles ont été générées par 

clonage de l�ORF de CYP94C1 successivement dans les vecteurs Gateway (Invitrogen) 

pDONR207 et pB7WG2, en aval du promoteur 35 S du virus de la mosaïque du chou-fleur. 

Les constructions de vecteur binaire ont été transférées à la souche d�Agrobacterium GV3101 

puis introduites dans des plantes sauvages par immersion des fleurs (Clough et Bent, 1998). 

Des plantes homozygotes T3 ou les générations suivantes ont été utilisées pour les 

expériences. 

Des plantes sur-exprimant CYP94B3 (OECYP94B3) nous ont été courtoisement données par 

Yves Millet. 

2.2 Conditions de culture  

2.2.1 Plantes en terreau  

Les plantes d�Arabidopsis thaliana ont été cultivées dans des pots individuels de 7 cm de 

diamètre contenant du terreau (0408001 LAT-Terra Standard P, Industrie-Erdenwerk Archut, 

Lauterbach, Allemagne) supplémenté d�engrais Osmocote 3-4 mois (Scotts International 

B.V., 4190 CA Geldermalsen, The Netherlands). L�engrais est ajouté en proportion 2 kg/m3 

de terreau, soit 140 g pour 70 litres de terreau. Les plantes sont disposées en logettes de 

culture avec une photopériode 12 h jour /12 h nuit pendant 6 à 7 semaines (stade rosette 

adulte) pour les expériences de blessure et d�infection par Botrytis cinerea. Des plantes en 

fleurs ont été obtenues avec une photopériode 16 h jour /8 h nuit. La température des logettes 

est de 21 °C en période de lumière et de 18 °C en période d�obscurité. 
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2.2.2 Plantes en culture in vitro  

2.2.2.1  Stérilisation des graines  

Pour la stérilisation des graines destinées à la culture en milieu solide, les graines ont été 

soumises à une atmosphère provenant d�un mélange de javel, d�eau et de HCl (50:50:3 

(v/v/v)) pendant 3 h. 

Pour la stérilisation des graines destinées à la culture en milieu liquide, des lavages à l�éthanol 

ont été effectués. Pour cela, les graines sont mises dans un tube éppendorf de 2 ml et 1 ml 

d�éthanol 70% est ajouté. Le tube est ensuite mis en rotation sur roue pour bien laver les 

graines pendant 10 min puis l�éthanol est retiré. Ensuite les graines sont à nouveau lavées 

avec de l�éthanol 70% puis de l�éthanol 96%. Les graines sont laissées sous la hotte pour 

sécher avant d�être semées en milieu liquide. 

2.2.2.2  Culture en milieu solide  

Le milieu solide artificiel utilisé pour cultiver les plantes in vitro est un milieu Gamborg B5 

solidifié par 3 g/l de bactoagar. Les graines ont été semées en ligne à deux cm du bord de la 

boîte. Les boîtes de milieu solide sont incubées à 4°C pendant 48h puis disposées 

verticalement en chambre de culture (photopériode de 16 h d�éclairage à 21°C et 8 h 

d�obscurité à 17°C) pendant 11 jours.  

2.2.2.3  Culture en milieu liquide  

Le milieu liquide artificiel utilisé pour cultiver les plantes in vitro est composé de Murashige 

et Skoog Basal (M5519, Sigma-Aldrich®) 4,4 g/l, complémenté de saccharose 5 g/l et de MES 

monohydrate (Duchefa Biochemie) 0,5 g/l. Le pH du milieu est ajusté à 5,8 à l�aide d�une 

solution de KOH 1 M. 

Un volume de 4 ml de milieu liquide est placé stérilement dans chacun des 6 puits d�une boîte 

de plastique stérile. Puis 12 graines stérilisées sont déposées à l�aide d�un cure-dent dans 

chaque puits. La boîte est ensuite fermée par un couvercle et une double couche de sparadrap 

large microporeux (urgopore). La boîte est laissée à l�obscurité à 4°C pendant 48 h pour 

synchroniser la germination, puis transférée dans une armoire de culture (armoire SANYO, 16 

h de luminosité / 8 h d�obscurité, 22°C, 65 % d�humidité).  
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2.3 Analyse et caractérisation de lignées d�insertion T-DNA  

2.3.1  Extraction d�ADN génomique rapide  

Cette méthode d�extraction rapide permet d�analyser de nombreux d�échantillons. De plus, 

une seule jeune feuille d�Arabidopsis thaliana est suffisante pour obtenir l�ADN génomique 

nécessaire pour les PCR de génotypage. Une jeune feuille (environ 5 mm) est broyée dans un 

volume de 500 µl de tampon d�extraction « Magic Buffer » (50 mM Tris-HCl pH 7.5, 300 

mM NaCl, 300 mM saccharose). Après centrifugation (3,000 rpm, 3 min), 10 µl de 

surnageant sont dilués dans 90 µl de tampon d�extraction. 

2.3.2  Génotypage par PCR  

La technique de PCR permet de génotyper les plantes en mettant en évidence la présence du 

T-DNA dans l�allèle muté ou son absence dans l�allèle sauvage. Pour chaque lignée, deux 

combinaisons d�amorces différentes sont utilisées :  

- Une amorce sens et une amorce anti-sens s�hybridant spécifiquement sur le gène 

d�intérêt, de part et d�autre de la zone prédite de l�insertion du T-DNA. La présence 

d�un amplicon met en évidence un allèle sauvage sans insertion T-DNA. 

- Une amorce sens s�hybridant spécifiquement avec le gène d�intérêt et une amorce anti-

sens s�hybridant spécifiquement sur le T-DNA (ou inversement). Cette combinaison 

doit permettre d�amplifier un fragment hybride gène d�intérêt/T-DNA, c�est-à-dire 

l�allèle interrompu par le T-DNA. Cet amplicon permettra également de vérifier par 

séquençage le site d�insertion du T-DNA dans le gène au nucléotide près.  

 

 

 

 

 

Figure 2!1 : Schéma illustrant la position des amorces utilisées pour le génotypage de plantes par 

PCR. 
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Le milieu réactionnel de PCR est composé de : 0,5 à 1 µl de solution d�ADN, Tampon 

GoTaq, MgCl2 à (2 mM), 1µl dNTPs (0,4 µM), Primer A (0,4 µM), Primer B (0,4 µM), Taq 

polymérase (1 U), H2O qsp 25 µl. 

2.3.2.1  Programme PCR  

L�ADN est d�abord dénaturé 2 min à 95°C, puis suivent 35 cycles d�amplification. Un cycle 

d�amplification comprend 30 s de dénaturation à 95 °C, 30 s d�hybridation des amorces à 

56°C, 1 min de polymérisation à 72 °C. Pour terminer, 10 min à 72°C permettent une 

élongation finale. 

2.3.2.2  Amorces utilisés pour le génotypage par PCR  

Des amorces LP (sens) et RP (anti-sens) permettant le génotypage des mutants des lignées 

SALK sont décrites sur le site http://signal.salk.edu/tdnaprimers.2.html.  

Les amorces que nous avons utilisées sont : 

Gène Lignée  Amorce LP (5� 3�) Amorce RP (5� 3�) 

At5g63450 cyp94b1-1 cggggtaccttaaatatacatcgaatcacattgct gggaattcactttcgaaatcc 

At3g48520 cyp94b3-1 tggtttggttctcactgttcac gaacgtgggaagcgagaggaagc 

At2g27690 cyp94c1-1 tgtctttttggaaagtagcacc gattccacggcctaaaagatc 

At1g51760 iar3-5 gttctccacgtgcgttatagc aaaaagccacactgttccatg 

At1g51760 iar3-6 gttctccacgtgcgttatagc acaccagtaacagcaactggg 

At1g44350 ill6-1 gactatgcttcttggtgctgc cgcacctcttgaatacgtttc 

At1g44350 ill6-2 gactatgcttcttggtgctgc cgcacctcttgaatacgtttc 

Amorce T-DNA LBb1.3 (SALK) attttgccgatttcgaac 

Amorce T-DNA o8409 (GABI-Kat) atattgaccatcatactcattgc 

 

2.3.3  Analyse des produits de PCR sur gel d�agarose  

L�électrophorèse sur gel d�agarose est une technique permettant la séparation des fragments 

d�ADN, notamment des produits PCR, selon leur taille. Les produits d�amplification sont 

séparés sur gel d�agarose 1 % dans du TAE 0,5 x. Du bromure d�éthidium permet de révéler 

l�ADN sous UV.  
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2.3.4 Séquençage d�ADN  

Le séquençage des sites d�insertion des T-DNA a été effectué à la plateforme de séquençage 

de l�IBMP par A. Alioua selon une technique de séquençage basée sur la méthode de Sanger 

(Sanger et al., 1977). La technique utilisée repose sur l�incorporation aléatoire de 4 

didéoxyribonucléotides (ddATP, ddTTP, ddGTP, et ddCTP) qui entraînent l�arrêt de 

l�élongation de la chaîne d�ADN. Chaque didéoxyribonucléotide est couplé à une fluorescéine 

ayant une longueur d�onde d�excitation qui lui est propre. Les molécules d�ADN sont 

séparées en fonction de leur taille dans des capillaires contenant un gel de polyacrylamide, 

puis la séquence de l�ADN à séquencer est déduite par suivi de la fluorescence correspondant 

à chaque didéoxyribonucléotide (séquenceur Abi Prism) (Prober et al., 1987).  

2.3.5  Vérification de la perte d�expression des gènes d�intérêt  

Afin de vérifier l�abolition de l�expression des gènes étudiés, les feuilles de plantes mutées 

homozygotes et d�un contrôle sauvage sont blessées pour induire l�expression puis récoltées 

après 1h. Puis l�ARN total est extrait et une transcription inverse est effectuée (les techniques 

d�extraction d�ARN totaux et de RT-qPCR sont expliquées paragraphe 2.13). L�expression du 

gène muté est ensuite évaluée par PCR quantitative en choisissant, dans le cas où l�insertion 

est située dans un exon, des amorces à cheval de part et d�autre du site d�insertion du T-DNA. 

De cette manière, seule une séquence d�ADNc sauvage peut à priori être amplifiée chez 

l�allèle muté, le transcrit aberrant ne permet en général pas d�amplification. Ceci permet de 

déterminer si la plante est Knock-down (diminution de l�expression) ou Knock-out (perte 

totale d�expression) pour le gène d�intérêt. 

2.4 Blessure de feuilles d�Arabidopsis thaliana  

La blessure de feuilles est un modèle biologique d�étude du métabolisme des jasmonates. Ce 

stress mécanique permet de stimuler de manière synchrone des réponses similaires à celles 

induites par une attaque d�insecte herbivore et induit fortement la synthèse de jasmonates 

ainsi que des réponses transcriptionnelles.  

Des plantes d�Arabidopsis thaliana adultes âgées de 6 à 7 semaines sont blessées à l�aide 

d�une pince hémostatique. Environ 6 feuilles par plante sont blessées en appliquant 3 à 4 

pincements perpendiculaires à la nervure centrale. Les feuilles blessées sont récoltées et 
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congelées rapidement dans l�azote liquide à différents temps après blessure (30 min, 1 h, 2 h, 

4 h et 8 h) afin de réaliser une étude cinétique. Concrètement, toutes les feuilles blessées de 4-

5 plantes sont récoltées pour un point de cinétique. Les feuilles congelées sont stockées à -

80°C jusqu�au moment des extractions d�ARN ou de métabolites. 

2.5 Test de résistance à Botrytis  

2.5.1  Préparation de l�inoculum et inoculation  

Les spores de la souche B05.10 du champignon nécrotrophe Botrytis cinerea sont stockées à -

80°C. Pour préparer l�inoculum, les spores sont reprises dans du PDB (Potato Dextrose Broth) 

0,5 X pour atteindre une concentration de 2,5 x 106 spores/ml. La suspension est laissée 6 h à 

température ambiante avant l�inoculation des spores à des feuilles de plantes d�Arabidopsis 

thaliana âgées de 6-7 semaines. L�inoculation est effectuée par 2 dépôts de 5 µl de 

suspension, disposés de part et d�autre de la nervure centrale de la feuille. Entre 4 et 7 feuilles 

par plante sont inoculées. Les plantes inoculées sont disposées dans des mini-serres fermées 

contenant un fond d�eau afin d�assurer une humidité saturante propice au développement de 

Botrytis cinerea. Les mini-serres sont placées sous une photopériode de 12 h jusqu�au 

moment de la récolte. Les feuilles inoculées sont observées et récoltées au bout de 1, 2 ou 3 

jours et la résistance de chaque génotype de plante est évaluée. Trois réplicats biologique sont 

récoltés indépendamment. Les feuilles récoltées destinées aux analyses moléculaires et 

métaboliques sont congelées dans un tube plongé dans l�azote liquide puis stocké à -80°C. 

2.5.2  Evaluation de la résistance  

2.5.2.1  Mesure des lésions  

Une évaluation macroscopique du niveau de résistance est effectuée par mesure du diamètre 

des lésions 3 jours après inoculation à l�aide d�une loupe graduée. L�aire des lésions est 

ensuite calculée afin de comparer la taille des lésions chez les différents génotypes de plante.  

2.5.2.2  Quantification relative de l�ADN de Botrytis cinerea  

Une autre méthode utilisée pour comparer la résistance des différents génotypes de plante est 

la détermination de la quantité relative de champignon sur les feuilles infectées par PCR. Pour 



71 

 

ceci, les ADNs de plante et de pathogène sont extraits simultanément. Entre 50 et 100 mg de 

poudre de feuille infectée congelée sont broyés (broyeur Precellys (Bertin Technologies, 

Montigny-Le-Bretonneux, France), 5500 rpm, 30 sec) dans 400 µl de tampon d�extraction 

(TrisHCl 0,2 M pH 7.5, NaCl 250 mM, EDTA 25 mM, SDS 0,5 %). Le broyat est centrifugé 

(18,000g, 5 min, 4°C) puis 300 µl de surnageant sont ajoutés à 300 µl d�isopropanol froid 

pour précipiter l�ADN (5 min à température ambiante). Une centrifugation (18,000g, 10 min, 

4°C) permet d�obtenir un culot, qui est ensuite lavé avec 1 mL d�éthanol 70%. Après une 

nouvelle centrifugation, le culot est séché 15 min à 37°C. Un volume de 100 µl de TrisHCl 

(10 mM, pH 8) permet de reprendre le culot. Deux centrifugations successives permettent 

d�éliminer les derniers débris. Le surnageant de la dernière centrifugation sera utilisé pour 

évaluer les quantités relatives d�ADN de champignon et de plante par qPCR. 

Des régions spécifiques des gènes de la cutinase A de Botrytis cinerea et du gène actine 2 

d�Arabidopsis thaliana sont amplifiés par qPCR pour quantifier l�ADN de chaque organisme. 

Le rapport quantité d�ADN de Botrytis cinerea/quantité d�ADN de plante permet de comparer 

la croissance du champignon sur les plantes de divers génotypes et à différents temps après 

inoculation.  

2.6 Test de croissance racinaire d�Arabidopsis thaliana in vitro  

Des graines stérilisées de type sauvage et de mutants cyp94s ont été semées en milieu solide 

supplémenté ou non avec de l�acide jasmonique (2 ou 10 µM). Au total, 30 graines par 

génotype et par condition de traitement ont été semées. Les graines ont été disposées en ligne 

(à 2 cm du bord) dans des boîtes de pétri carrées. Les boîtes ont été incubées à 4°C pendant 

48h puis disposées verticalement en chambre de culture pendant 11 jours. Les plantules ont 

été photographiées et la longueur des racines mesurée avec l�outil « simple neurite tracer » du 

logiciel Fiji. 

2.7 Traitement de feuilles adultes d�Arabidopsis thaliana par des 

jasmonates  

Des feuilles d�Arabidopsis thaliana âgées de 6 semaines ont été coupées puis déposées 

verticalement dans des fioles en verre, le pétiole plongé dans une solution de JA-Ile, de 

12OH-JA-Ile ou de 12COOH-JA-Ile à 10 µM. Les fioles ont été disposées à la lumière avec 
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une photopériode de 12 h. Les feuilles ont été récoltées à différents temps de traitement. Pour 

la récolte, les feuilles ont été brièvement séchées et rapidement congelées avec de l�azote 

liquide. Les échantillons ont été stockés à -80°C jusqu�au moment de l�extraction des ARNs. 

2.8 Traitement de plantules d�Arabidopsis thaliana de 7 jours par 

des jasmonates  

L�utilisation de plantules d�Arabidopsis thaliana de 7 jours cultivées en milieu liquide permet 

d�administrer des composés sans occasionner de stress pour les plantes. Cette méthode permet 

d�évaluer l�effet  du traitement par des jasmonates sur l�expression de gènes, sans que l�effet 

du traitement ne soit masqué ou altéré par les réponses de jasmonates endogènes synthétisés 

inévitablement dans d�autres protocoles utilisant des feuilles excisées. 

Des plantules cultivées in vitro dans du milieu MS liquide en armoire de culture pendant 7 

jours ont été traitées par du MeJA, JA-Ile, 12OH-JA-Ile ou du 12COOH-JA-Ile à 30 µM. 

Concrètement, 10,5 µl de composé à 10 mM (dans du méthanol) sont ajoutés délicatement au 

centre d�un puits contenant 3,5 ml de milieu MS et 10 à 12 plantules. Le cône utilisé ne 

touche pas les plantules pour ne pas les stresser. Un  seul mouvement circulaire rapide de 

l�ensemble de la boîte est effectué pour homogénéiser le milieu. Les boîtes sont scellées 

(urgopore) pour éviter l�évaporation. Les plantules sont disposées dans l�armoire de culture 

(armoire SANYO, 16 h de luminosité / 8 h d�obscurité, 22°C, 65 % d�humidité) jusqu�au 

moment de la récolte. 

Les plantules sont récoltées selon une cinétique. Pour chaque prélèvement, les plantules sont 

séchées brièvement par dépôt sur une feuille de papier absorbant, placées dans un tube à 

visser contenant des billes de verre puis immédiatement congelées à l�azote liquide. Les 

échantillons sont stockés à -80 °C jusqu�à extraction des ARNs. 

2.9 Récolte de fleurs d�Arabidopsis thaliana fermées ou ouvertes  

Les fleurs d�inflorescences secondaires obtenues après coupure de la hampe primaire ont été 

récoltées. Deux types d�échantillons ont été récoltés. Les « fleurs fermées » récoltées 

correspondent à la partie centrale de l�inflorescence et comportent tous les stades floraux 

avant ouverture et émergence des pétales (stades 1 à 12). Les « fleurs ouvertes » récoltées 
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correspondent aux stades floraux auxquels les pétales sont apparents jusqu�au stade de fleur 

totalement ouverte (stades 13 et 14).  

Les échantillons sont récoltés manuellement à l�aide d�une pince et congelés immédiatement 

après prélèvement dans un tube plongé dans l�azote liquide. Les échantillons sont stockés à -

80°C avant extraction des métabolites ou des ARNs. 

2.10  Récolte de pollen d�Arabidopsis thaliana  

Des inflorescences comportant un maximum de fleurs ouvertes sont prélevées à l�aide d�une 

pince et déposées dans un tube falcon de 50 ml (la quantité d�inflorescences récoltées 

correspond à un volume d�environ 20 ml). Puis 20 ml de PBS x1 (Tampon Phosphate Salin) 

sont ajoutés et le tout est agité vigoureusement. Le liquide est filtré sur une toile à bluter (50 

µm) laissant passer les grains de pollen. A nouveau, 20 ml de PBS x1 sont ajoutés aux 

inflorescences et après agitation et filtration, les deux filtrats sont rassemblés. Une 

centrifugation (15 min, 4000g) permet de culoter les grains de pollen. Le surnagent est ôté 

délicatement puis le culot est repris dans 1 ml de PBS et transféré dans un microtube de 1,5 

ml. Une nouvelle centrifugation (15 min, 5000g) permet d�obtenir un culot de pollen, repris 

dans 100 µl de PBS puis stocké à -30°C avant d�extraire les ARNs. 

2.11  Observations au mini-microscope électronique à balayage  

Le pollen des mutants affectés dans l�expression des CYP94s a été examiné. Afin de vérifier 

la présence de réticulations au niveau de l�exine à la surface des grains de pollen, des 

observations ont été effectuées avec un mini-microscope électronique à balayage (TM-1000 

Hitachi). Les grains de pollen de fleurs ouvertes ont été déposés sur un morceau de gélose 

(LB agar) puis directement observés. 

2.12  Colorations  

2.12.1 Colorations GUS  

La localisation de l�expression des gènes codant pour CYP94B3 et CYP94C1 a été étudiée 

par l�intermédiaire d�une fusion de leur promoteur avec la séquence codante d�un gène 

rapporteur ( -glucuronidase), technique décrite par (Jefferson et al., 1987). Ces lignées étaient 
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disponibles au laboratoire. La coloration est basée sur l�activité de la  -glucuronidase qui 

convertit le substrat X-Glc en un précipité bleu. Les tissus bleus correspondent donc aux 

cellules dans lesquelles le promoteur du gène d�intérêt est actif et permet une transcription de 

la  -glucuronidase. On peut donc en déduire les tissus dans lesquels la transcription du gène 

d�intérêt a lieu. 

2.12.1.1 Colorations  

Les tissus de plantes transformées avec la construction contenant le gène rapporteur sont 

infiltrés sous vide durant 5 à 10 min dans une solution X-Glc (acide 5-bromo-4-chloro-3-

indolyl- -D-glucuronique) 0,5 mg/ml, tampon phosphate Na2HPO4/NaH2PO4 50 mM pH 7, 

ferricyanate de potassium 1 mM, ferrocyanate de potassium 1 mM, 0,1 % Triton X-100. 

Après incubation pendant 8 à 20 h dans la solution-substrat à 37°C, les tissus sont décolorés 

dans des bains de concentrations croissantes d�éthanol. Les tissus colorés sont conservés à 4 

°C dans une solution d�éthanol à 96 %. 

2.12.1.2 Inclusions et coupes  

Les tissus sont ensuite inclus dans du paraplast pour pouvoir réaliser des coupes. Pour cela, 

les échantillons sont baignés à 60°C dans des solutions d�histoclear de concentrations 

croissantes (Ethanol/Histoclear 3:1, puis 1:1, puis 1:3, v/v) pour terminer dans 100% 

d�histoclear. Ensuite les tissus sont baignés dans une solution histoclear/paraplaste (1:1, v/v) 

pendant environ 4 heures. Enfin, les échantillons sont baignés dans du  paraplaste 100% pour 

2 jours avant l�inclusion par refroidissement. 

Les coupes de 10 µm sont ensuite réalisées à l�aide d�un microtome et déposées sur des lames 

silanées. Pour silaner des lames de verre, les lames sont plongées 1 min dans une solution 

d�acétone comportant 2,1% de silane (Fluka/sigma) puis l�excès de silane est enlevé dans une 

solution d�acétone 100% (30 s) et les lames sont rincées à l�eau. Celles-ci sont ensuite séchées 

une nuit à 42°C. Les observations des coupes sont ensuite faites sous un microscope Nikon 

E800. 

2.12.2  Coloration d�Alexander : test de viabilité du pollen  

La coloration d�Alexander est une technique simple permettant de déterminer si un grain de 

pollen est viable ou non. La coloration d�Alexander colore le protoplasme en rose et la paroi 



75 

 

du pollen en vert. Or, les grains de pollen qui avortent tôt ne possèdent pas de protoplasme 

(Barrow, 1983). Ces grains de pollen non viables ne sont donc pas colorés en rose et 

apparaissent vert, tandis que les grains de pollen viables sont roses. 

Sur une lame de microscope, des fleurs sont déposées dans une goutte de solution 

d�Alexander (Alexander, 1969), les étamines sont dégagées et le tout est recouvert d�une 

lamelle. Après 10 min, les grains de pollen sont observés au microscope sous lumière 

blanche. 

2.12.3  Coloration au bleu d�aniline : visualisation du tube pollinique  

 Pour visualiser la germination du pollen in vivo, les pistils de fleurs ouvertes (donc après 

déhiscence des anthères) sont prélevés puis coupés longitudinalement en deux parties égales. 

Ces échantillons sont fixés dans une solution éthanol / acide acétique (3:1, v/v) durant 1 h à 

température ambiante puis baignés dans une solution de NaOH 1 M pour une nuit. Les pistils 

sont lavés plusieurs fois dans de l�eau distillée puis plongés dans une solution d�aniline 0,1% 

(dissous dans 0,1 M de K2HPO4) pendant 3 h à l�obscurité. Les pistils sont ensuite mis entre 

lame et lamelle dans une goutte de glycérol et observés sous lumière UV (!max = 330 nm) d�un 

microscope à épifluorescence. 

2.13  Analyse de l�expression de gènes par RT-qPCR  

L�extraction des ARNs totaux puis l�obtention d�ADNc par transcription inverse permettent 

de mesurer ensuite l�expression de gènes d�intérêt par PCR quantitative (qPCR) dans 

différents organes ou situations de stress. 

2.13.1  Extraction des ARNs totaux  

Les échantillons congelés de feuilles (100-150 mg), de fleurs (environ 80 mg) ou de plantules 

(10-12 plantules de 7 jours, correspondant à une vingtaine de mg) stockés dans des tubes à 

capuchon vissant contenant une dizaine de billes en verre sont additionnés de 1 ml de Trizol 

sur glace. Le broyage s�effectue avec un broyeur oscillant (Precellys, 5500 rpm, 2 x 30 sec 

avec 30 sec de pause). Pour les plantules, un second broyage est effectué avec le même 

programme. Après ajout de chloroforme (200 "l) et centrifugation (12000g, 15 min, 4°C), la 

phase aqueuse obtenue contenant les ARNs est extraite dans du phénol/chloroforme/alcool 
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isoamylique (25:24:1; v/v/v). Après centrifugation (12000g, 10 min, 4°C), 500 µl de 

surnageant sont transférés dans un microtube de 2ml contenant 500 µl d�isopropanol froid 

(500 "l) pour précipiter les ARN (10 min à température ambiante). Une centrifugation 

(12000g, 10 min, 4°C) permet d�obtenir un culot d�ARN, lavé ensuite à l�éthanol 70%, séché 

puis repris dans de l�eau (50 "l pour tous les échantillons excepté les plantules pour lesquelles 

le culot d�ARN est repris dans 15 µl). La concentration et la pureté des ARN obtenus sont 

évaluées par mesure de l�absorbance à 260 et 280 nm au nanodrop (Thermo). 

2.13.2   Transcription inverse  

La transcription inverse permet de synthétiser de l�ADN à partir d�ARN. On utilise la 

transcription inverse pour obtenir des ADN complémentaires (ADNc) à ceux des ARN 

messagers. Ces ADNc serviront de matrice pour mesurer l�expression de gènes par qPCR. 

Des transcriptions inverses sont effectuées sur 1 "g d�ARN total extrait avec le kit 

ImPromIITM Reverse Transcription System (Promega) selon le protocole fourni. 

A la fin de la réaction, les ADNc obtenus sont dilués 5 fois en ajoutant 80 µl d�eau aux 20 µl 

de réaction avant d�être utilisés pour la qPCR. 

2.13.3   PCR quantitative (qPCR)  

La PCR quantitative ou en temps réel permet de mesurer précisément les quantités d�ADNc 

provenant des transcrits d�un gène présents dans un échantillon. Ainsi, cette technique est très 

utile pour comparer les niveaux d�expression d�un gène dans divers organes ou dans deux 

échantillons de plante différents, par exemple un échantillon de plante stressée et un 

échantillon de plante non stressée. 

2.13.3.1 Milieu de réaction  

Le milieu de réaction de PCR quantitative en temps réel est composé de 1 "l d�ADNc (dilués 

comme décrit ci-dessus), 5 "l de SYBR Green Master Mix, 2 "l d�eau et 2 "l du couple 

d�amorces (2,5 "M). Les amorces sont déposées manuellement en plaque de 384 puits, puis 

un mélange contenant les autres réactifs est assemblé pour chaque cDNA et distribué par un 

robot Biomek 3000 (Beckman Coulter). 
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2.13.3.2 Amorces utilisées  

Les amorces utilisées ont été dessinées pour la plupart avec le logiciel Universal ProbeLibrary 

(UPL) Roche (http://www.roche-applied-

science.com/shop/CategoryDisplay?catalogId=10001&tab=&identifier=Universal+Probe+Lib

rary#tab-3). Le logiciel se base sur tout  le génome d�Arabidopsis thaliana pour dessiner des 

amorces spécifiques au gène d�intérêt. Si le gène d�intérêt comporte des introns, des amorces 

sont choisies de part et d�autre d�un intron (le temps d�amplification par PCR étant court (15 

sec), un tel couple d�amorce amplifiera préférentiellement des ADNc provenant de transcrits 

épissés, plutôt que de l�ADN génomique). La température d�hybridation optimale de chaque 

amorce est de 61 °C. La taille de l�amplicon est généralement de 60 à 100 nucléotides.   

Les amorces utilisées pour les réactions de qPCR sont listées dans le tableau ci-dessous. 

Amorces utilisées pour mesurer l�expression de gènes mutés chez les mutants T-DNA d�Arabidopsis 

thaliana 

Lignée  Gène Amorce sens (5� 3�) Amorce anti-sens (5� 3�) 

cyp94b1-1 
(SALK_129672) 

At5g63450 caatgaggctttacccaccag aaatgtcgtcgtttgctgcat 

cyp94b3-1 
(CS302217) 

At3g48520 acgtgtcaagagaggagacaaagtg caccggttcgggttaaactcttctg 

cyp94c1-1 
(SALK_55455) 

At2g27690 ctcatctctttcctctcacctt agacgatggtgaatgatatgattag 

iar3-5 
(SALK_069047) 

At1g51760 ttgcttcttgtacccctgct tcggataagcaagtgaagga 

iar3-6 
(SALK_042101) 

At1g51760 gggctgatatggatgcacttg tgcatcttccctggaacctt 

ill6-1 
(GK412E11) 

At1g44350 gtgtcccatatccatccaacgg ggtccgacatacccatgatcc 

ill6-2 
(SALK_024894) 

At1g44350 cttggtgctgcccatattct tcatccaaagctccgtcttc 

Amorces utilisées pour mesurer l�expression de gènes non-mutés 

Gène d�Arabidopsis thaliana Amorce sens (5� 3�) Amorce anti-sens (5� 3�) 

CYP94B1 At5g63450 caatgaggctttacccaccag aaatgtcgtcgtttgctgcat 

CYP94B2 At3g01900 caacgttgacggaaacctct  ggggtgaagtcgtgtgtagc  

CYP94B3 At3g48520 tggcttacacgaaggcttgtc  agtcccacgaaactggaggat  

CYP94C1 At2g27690 ggcccggattacgaagagttt  ggccggaacttaccttcgtt  

CYP94D1 At1g34540   cctgtgccagtggacataaag  caaatgtcccatcaggcaat  

CYP94D2 At3g56630 ccgtcgaaatcaacactaggc  gcgaaccgctccaatatgt  

EXP At4g26410 gagctgaagtggcttcaatgac  ggtccgacatacccatgatcc  

GAPDH At1g13440 ttggtgacaacaggtcaagca  aaacttgtcgctcaatgcaatc  
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OPR3 At2g06050 gctcgcttaccttcacgttacac  cttgaaccgcgaaaccaaatccg  

VSP1 At5g24780 ccgtcaatgtttggatctttg  gctgtgttctcggtcccata  

Actine 2 At3g18780 cttgcaccaagcagcatgaa ccgatccagacactgtacttcctt 

TIP41 At4g34270 gtgaaaactgttggagagaagcaa tcaactggataccctttcgca 

ST2a At5g07010 ggcttgcaactttcttagagctt cggcgatagccttcacaac 

IAR3 At1g51760 gggctgatatggatgcacttg tgcatcttccctggaacctt 

ILL6 At1g44350 ggctgatatggacgcactacc tgcattttgcctgcaacttt 

ILL1 At5g56650 ttcaacaacatcgccaacatt caacgttcttcaacgctcct 

ILL2 At5g56660 atgaacatcgccaccatttg ctcatcttctttgctccactcaa 

ILL3 At5g54140 tgttgctctccgtgctgata tttgctcttatgatcccactcaa 

ILR1 At3g02875 actggatccactcgaagctg tgcggtattacgttttgagca 

ILL5 At1g51780 gtttcacgagaggcagatcct tcgggaatgacattaaaagca 

PR1 At2g14610 catacactctggtgggccttac cgagtctcactgactttctcaa 

PR4 At3g04720 gccatctcattgttgactaccaattt atcaatggccgaaacaagca 

PDF1.2 At5g44420 cacccttatcttcgctgctctt tacacttgtgtgctgggaagac 

JAZ1 At1g19180    ttctgagttcgtcggtagcc cacgtctgtgagaagctaggc 

JAZ2 At1g74950 gcctctttagcctgcgaact tggtgcctttgatgtgatcc 

JAZ3 At3g17860 ccaatgtaatggctccaacagt aaaaacctagccagggatgct 

JAZ4 At1g48500 gccggttcagtattagtttaccaag atttccggctagcaacatga 

JAZ5 A1g17380 ttgctaaacggaaagacagagc tgtcctgcctctagtggttga 

JAZ6 At1g72450 cttcatcgattctttgctaaacg cgatggagcaaccatctctg 

JAZ7 At2g34600 tgagaagttcagacggttcgg tcgagtcgaattgtttgggat 

JAZ8 At1g30135 aatgtgtttttcttcagatgttaccc ttctctgcttgcgatcgatatt 

JAZ9 At1g70700 catccttctcttgttccacga ccgccataaaagattgtgagc 

JAZ10 At5g13220 cgctcctaagcctaagttccag tttcgaaatcgcaccttgaata 

JAZ11 At3g43440 gatcgattcacgaagctaggtc tcccaccaaagataatagtaagttgag 

JAZ12 At5g20900 cacatctaatgtggcatcacca gcctccttgcaataggtagatca 

VSP1 At5g24780 ccgtcaatgtttggatctttg gctgtgttctcggtcccata  

MYB21 At3g27810 gatggtgtttggaattctctcg agtgatgtttccccgtcgt 

MYB24 At5g40350 tggaactctctcgccaaatc gcacatcaggtcggaggtag 

MYB27 At3g53200 aacaggaagctcaaaactatggaa ttgtgcaacaattcttctcctg 

MYC2 At1g32640 gccgaaggaatacacgcaat cgggttgtgaacgggcta 

ERF1 At3g23240 aaagcagcttgatcgtaggc attcgactagaaacggtattaggg 

JR1 At3g16470 tccaatactattccagcacaagg tgtcgtgaacaccatcatcc 

JR2 At4g23600 ggatccatatcaaagggatgg gatcatgtagcgtgagccaac 

Gène de Vicia Amorce sens Amorce anti-sens 
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Vs CYP94A1 cttaacaaaaccaaacaacaaagtatcttc gcggtgcaggttttttctga 

Vs CYP94A2 tggagcgacagctgaaagaag acagattcggattccgactgtag 

Vs CYP94A3 atcggaacagaacagcggtta ccaatgattccaacgctgatt 

mmVf Ubiquitine tgaccggaaagaccatcact gagtacgaccgtcctcaagc 

Gène de Botrytis cinerea Amorce sens Amorce anti-sens 

Cutinase A Z69264 gatgtgacggtcatctttgccc agatttgagagcggcgagg 

Figure 2!2 : Amorces utilisées pour les réactions de PCR quantitatives. 

2.13.3.3 Programme  

L�instrument de PCR quantitative en temps réel à haut débit (Light Cycler 480, Roche) est 

utilisé pour amplifier un fragment d�ADNc avec le programme suivant :  

- dénaturation (95°C, 5 min),  

- PCR (45 cycles : dénaturation des amplicons 10 s à 95°C, hybridation des amorces 15 

s à 60°C, polymérisation 15 s à 72°C) 

Puis un gradient de températures croissantes (entre 55 et 95°C) permet d�établir une courbe de 

fusion des amplicons et de vérifier la spécificité d�amplification pour chaque couple 

d�amorces. 

2.13.3.4 Calculs des niveaux d�expression  

Le Sybr Green est une molécule fluorescente lorsqu�elle est intercalée dans de l�ADN double 

brin. L�amplification des ADNc peut être suivie en temps réel en observant la fluorescence à 

chaque nouveau cycle lorsque les amplicons sont dénaturés. La fluorescence est 

proportionnelle à la quantité d�amplicons et reflète donc la quantité d�ADNc de départ tant 

que l�efficacité d�amplification est maximale, c�est-à-dire que le nombre de molécules est 

doublé à chaque cycle. L�efficacité d�amplification est maximale pour les premiers cycles de 

PCR. Le cycle seuil Ct (ou treshold) correspond au cycle à partir duquel une fluorescence est 

mesurable au-delà du bruit de fond. On estime que l�efficacité d�amplification est maximale 

au Ct. La quantité relative d�ADNc de départ, correspondant au niveau de transcrits dans 

l�échantillon, est calculée avec la méthode 2-##Ct.  

Les valeurs de l�expression d�un gène d�intérêt sont d�abord normalisées par rapport aux 

valeurs d�expression de deux gènes de référence, choisis pour leur expression stable dans le 

matériel végétal utilisé. Les gènes de référence que nous avons utilisés sont EXP 
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(At4g26410), GAPDH (At1g13440), TIP41 (At4g34270) et Actine2 (At3g18780) chez 

Arabidopsis thaliana et ubiquitine chez Vicia sativa. 

Le taux d�induction de la transcription du gène cible est ensuite calculé en effectuant le 

rapport de l�expression du gène cible dans l�échantillon X et l�expression du gène cible dans 

l�échantillon biologique de référence. Dans les cinétiques de blessure par exemple, 

l�expression du gène cible dans un échantillon de feuille blessée est rapportée à son 

expression dans une feuille non blessée.  

Toutes les réactions sont réalisées trois fois. Une moyenne des taux d�induction de ces 

triplicats techniques est calculée. 

2.14  Tests enzymatiques des CYP94s recombinants  

L�activité enzymatique des cytochromes P450s est étudiée au laboratoire grâce à l�expression 

hétérologue de ces enzymes dans la souche WAT11 de Saccharomyces cerevisiae, système 

décrit par Denis Pompon (Pompon et al., 1996). La séquence codant pour le P450 est clonée 

dans le vecteur pYeDP60, puis la souche WAT11 de S. cerevisiae est transformée avec ce 

plasmide recombinant. Cette souche de levure exprime une cytochrome P450 réductase 

d�Arabidopsis thaliana, nécessaire à l�activité enzymatique du cytochrome P450 que l�on 

souhaite étudier. L�expression du P450 dans la levure est contrôlée via un promoteur 

inductible au galactose. Après induction de l�expression de la protéine, des fractions 

membranaires sont préparées pour tester ensuite, in vitro, les capacités enzymatiques du P450.  

Les clonages des 6 CYP94s d�Arabidopsis thaliana dans le plasmide pYeDP60 ont été 

réalisés dans notre laboratoire par Pascaline Ullmann selon la théorie décrite par Denis 

Pompon (Pompon et al., 1996). 

2.14.1  Transformation de levure  

2.14.1.1 Préparation de levures compétentes  

Les levures sont mises en culture sur boîtes de milieu complet YPGA 3 à 4 jours avant la pré-

culture pour obtenir des colonies. Puis 50 ml de milieu YPGA liquide (10 g/l bactopeptone 10 

g/l yeast extract, 20 g/l glucose, 200 mg/l adénine) sont ensemencés avec une colonie de 

levure puis incubés durant une nuit à 30 °C sous agitation horizontale. L�absorbance A600 est 
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alors mesurée et la culture est diluée pour obtenir 50 ml à une A600 égale à 0,2. La culture est 

ensuite placée à 30°C sous agitation pendant 5 h. Après 5 h, les levures sont centrifugées 

(5500g, 4 °C, 10 min) puis reprises dans 1,5 ml d�eau stérile pour 10 ml de culture de départ 

et aliquotées par volume de 1,5 ml. Les levures sont centrifugées 10 s avec une centrifugeuse 

de paillasse et le culot est repris dans 1,5 ml d�AcLi/TE (Acétate de Lithium 10,2 g/l, Tris-

HCl 10 mM, EDTA 1mM ; pH 7,5). Les levures sont à nouveau centrifugées 10 s, puis 

reprises dans 50 "l d�AcLi/TE. 

2.14.1.2 Transformation  

Trente minutes avant la fin des 5 h de culture des levures, l�ADN de sperme de saumon est 

dénaturé (100 "g/transfection, 20 min, 100 °C). Les 100 "g d�ADN de sperme de saumon 

ainsi que 1 à 2 "g de plasmide recombinant sont déposés dans un microtube de 1,5 ml puis les 

levures compétentes préparées (50 "l dans AcLi/TE) sont ajoutées. Ensuite, 500 "l de 

PEG4000 40 % dans AcLi/TE sont additionnés et le tout est incubé sur un agitateur rotatif (30 

min, 30 °C) puis au bain marie (15 min, 42 °C). Finalement, le microtube est centrifugé (10 s, 

1900g) et le culot repris dans 500 "l d�eau stérile. Après nouvelle centrifugation (10 s, 1900g) 

le culot est repris dans 100 "l d�eau stérile ou de milieu SGI (1 g/l « bactocasamino acids », 7 

g/l « yeast nitrogen base without amino acids (Sigma)», 20 g/l glucose, 20 mg/l tryptophane) 

puis étalé sur milieu SGI solidifié par 20 g/l d�Agar DIFCO (2 étalements : 90 et 10 "l de 

levures transformées). 

2.14.2  Expression de la protéine  

Du milieu SGI liquide (30 ml) est ensemencé avec une colonie isolée de levure transformée 

puis incubé (30 °C, agitation horizontale) pendant 18 h. Le lendemain, 5 à 8 ml de pré-culture 

(qui a atteint une A600 de 1) sont utilisés pour ensemencer 200 ml de milieu YPGE liquide (10 

g/l bactopeptone, 10 g/l Yeast extract, 5g/l glucose, 30 ml/l éthanol). Après 30 heures de 

culture (30 °C, agitation horizontale), les levures sont récoltées par centrifugation (10 min, 

4000g) puis reprises dans 200 ml de YPI (milieu d�induction de l�expression du P450 et de la 

Cytochrome P450 réductase (10 g/l bactopeptone, 10 g/l Yeast extract, 20 g/l galactose). La 

culture est incubée 17 h (30 °C, agitation horizontale), puis les levures sont récoltées par 

centrifugation (7500g, 4 °C, 10 min). L�extraction des microsomes de levures exprimant le 

P450 peut alors être effectuée. 
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2.14.3  Préparation de microsomes de levure  

Les cytochromes P450 sont généralement localisés dans le réticulum endoplasmique des 

cellules. Les microsomes sont des fractions membranaires enrichies en réticulum 

endoplasmique et obtenues par centrifugations successives. Nous utilisons ainsi des 

microsomes pour tester l�activité des cytochromes P450 in vitro. 

 Pour l�extraction des microsomes, les levures sont reprises dans 4 ml de tampon TES (Tris-

HCl 50 mM pH 7.5, EDTA 1 mM, sorbitol 600 mM) puis transférées dans un tube conique de 

50 ml et broyées à l�aide de billes de verres de 0,5 mm de diamètre (agitation énergique à la 

main 10 fois 30 s avec 30 s de pause dans la glace entre 2 agitations). Le broyat est repris dans 

60 ml de tampon TES puis une première centrifugation est effectuée (10 000g, 10 min, 4 °C). 

Le surnageant est transféré dans un tube d�ultracentrifugation et centrifugé (100 000g, 1 h, 

4°C). Après avoir retiré le surnageant, le culot de microsomes obtenu est repris dans 1 à 3 ml 

de tampon TEG (Tris-HCl 50mM pH 7.5, EDTA 1mM, glycérol 30%) par homogénéisation 

avec un potter-Elvehjem puis réparti en fractions aliquotes conservées à -20 °C avant les tests 

enzymatiques. 

2.14.4  Dosage des protéines totales des microsomes par la méthode de Bradford  

Le dosage des protéines totales dans la préparation de microsomes donne une indication de la 

concentration en protéines contenues dans les microsomes et permet de mieux comparer les 

activités de P450s provenant de différentes préparations de microsomes. Les microsomes sont 

dilués 2000 ou 4000 fois et une gamme de BSA (Albumine de sérum bovin) entre 2,5 et 20 

mg/l est effectuée. Le réactif de Bradford permet de détecter les protéines par 

spectrophotométrie (A600). Les quantités de protéines contenues dans les microsomes sont 

calculées à partir de la relation A600/concentration de protéines de la gamme de BSA.  

2.14.5  Incubations de microsomes avec des jasmonates  

Afin d�étudier les capacités enzymatiques des CYP94s, les microsomes de levure exprimant 

des CYP94s ont été incubés avec des jasmonates. Afin de minimiser tout risque d�adsorption 

du substrat sur les parois du tube, les incubations sont réalisées dans des tubes à hémolyse en 

verre borosilicaté. 
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Un volume de 10 µl de substrat à 1 mM en solution dans le méthanol est d�abord déposé au 

fond du tube. Le méthanol est ensuite évaporé sous argon de manière à ne pas perturber la 

réaction. Puis un tampon phosphate de sodium (20 mM, pH 7,4) et 30 à 40 µl de microsomes 

sont ajoutés au tube de manière à ce que le volume final soit de 100 "l. La réaction a ensuite 

lieu dans un incubateur à 27 °C sous agitation pendant 25-30 min. La réaction est initiée par 

addition de NADPH (1 mM final) et stoppée par ajout de 200 "l d�acétonitrile contenant 0,2 

% d�acide acétique. Pour chaque réaction, un contrôle sans NADPH est réalisé. Les produits 

d�incubation seront extraits avec de l�acétonitrile puis analysés par UPLC-MS/MS (voir 

paragraphe 2.15.2.2 et 2.15.3). 

2.15  Analyses métaboliques  

Des analyses métaboliques ont été réalisées par Chromatographie Liquide Ultra-Performance 

couplée à la Spectrométrie de Masse (UPLC-MS) sur deux types d�échantillons : d�une part, 

pour identifier et quantifier les jasmonates dans des incubations enzymatiques et d�autre part, 

pour établir le profil quantitatif des jasmonates présents dans des échantillons de feuille ou de 

fleur. 

L�UPLC-MS/MS permet de rechercher et quantifier des molécules connues pour lesquelles 

nous disposons de standards synthétiques. Cet instrument permet également la caractérisation 

de nouveaux composés de structure connue ou présumée, par exemple des produits de 

réaction formés dans les tests enzymatiques. 

D�une part, les analyses par chromatographie liquide ne nécessitent pas de dérivatisation des 

jasmonates, ce qui est un avantage par rapport à la chromatographie gazeuse. D�autre part, la 

durée d�analyse de plus d�une quinzaine de molécules d�un échantillon est rapide, inférieure à 

20 min. Ces caractéristiques nous ont permis d�analyser un grand nombre d�échantillons, 

notamment des séries d�échantillons provenant de cinétiques de blessure sur plusieurs 

génotypes de plantes. 

2.15.1  Jasmonates de synthèse utilisés  

Les molécules synthétiques ont été utilisées d�une part comme substrat lors de tests 

enzymatiques et d�autre part comme standards pour identifier et quantifier les produits de 

réaction ou les jasmonates extraits de plantes. Des composés synthétiques ont également été 
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utilisés pour des expériences de traitement de plantes. La structure des composés utilisés est 

présentée en figure 2-3. 

2.15.1.1 Composés synthétiques issus de collaborations avec des chimistes  

Différents jasmonates ont été synthétisés par Laurent Désaubry (Laboratory of Therapeutic 

Innovation, UMR7200, Illkirch, F-67401, France) et principalement en collaboration avec 

Laurence Miesch, chimiste dans l�équipe de Michel Miesch (Laboratoire de Chimie 

Organique Synthétique-UDS-CNRS UMR7177, Strasbourg F-67008, France). Plus 

particulièrement, la molécule de jasmonoyl-phénylalanine a été synthétisée par Clément 

Heinrich sous la direction de L. Miesch. 

2.15.1.1.1 Standards internes  

Les composés dhJA (9,10-dihydro-JA) et dhJA-Ile (9,10-dihydro-JA-Ile) ont été ajoutés 

comme standard interne dans la solution d�extraction employée pour extraire les jasmonates 

de plantes. Ces molécules correspondent respectivement au JA et au JA-Ile dont la double 

liaison (position 9,10) de la chaîne latérale a été réduite. 

2.15.1.1.2 Jasmonates  

Les jasmonates synthétiques utilisés, synthétisés à partir de méthyle jasmonate commercial, 

sont : JA-Ile (jasmonoyl-isoleucine), 12OH-JA-Ile, 12COOH-JA-Ile (synthèse complète 

décrite dans la publication Widemann et al. (2013), 12OH-JA (acide tubéronique), 12COOH-

JA, JA-Phe (jasmonoyl-phénylalanine), JA-Tyr (jasmonoyl-tyrosine). 

2.15.1.2 Composés commerciaux  

D�autres composés synthétiques, commerciaux, ont été utilisés dans différentes expériences : 

JA (acide jasmonique), OPDA (acide 12-oxo-phytodiénoique), C12:0 (acide dodécanoïque, 

acide laurique), $OH-C12 (acide 12-hydroxy-dodécanoïque), diCOOH-C12 (acide 

dodécandioïque), C16:0 (acide hexadécanoïque, également appelé acide palmitique), $OH-

C16 (acide 16-hydroxy-hexadécanoïque), MeJA (méthyle jasmonate) (Sigma-Aldrich). 

L�acide laurique radioactif 14C12:0 (ARC, American Radiolabeled Chemicals), utilisé pour 

les tests d�activité enzymatique in vitro, est marqué au 14C au niveau de la fonction acide 

carboxylique (14COOH).  
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2.15.1.3 Structures des composés utilisés  

Les  structures des composés de référence synthétisés dans le cadre d�une collaboration avec 

nos collègues chimistes et les composés commerciaux utilisés sont listés dans le tableau ci-

dessous. 

JASMONATES 

Nom  Structure  

OPDA ;  

acide 12-oxo-phytodiénoique 

JA ; acide jasmonique 

MeJA ; méthyle jasmonate 

12OH-JA ; acide tubéronique 

12COOH-JA 

dhJA ; 9,10-dihydro-JA 

dhJA-Ile ; 9,10-dihydro-JA-Ile 

JA-Ile ; jasmonoyl-isoleucine 
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12OH-JA-Ile 

12COOH-JA-Ile 

12-HSO4-JA 

12-O-Glc-JA ; TA-Glc 

JA-Phe ;  

jasmonoyl-phénylalanine 

JA-Tyr ; jasmonoyl-tyrosine 

ACIDES GRAS 

Nom  Structure  

C12:0 ; acide dodécanoïque ; (acide 
laurique) 

 

$OH-C12 ;  
acide 12-hydroxy-dodécanoïque 

 

diCOOH-C12 ;  
acide dodécadioïque 
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C16:0 ; acide hexadécanoïque ; 
(acide palmitique) 

$OH-C16 ; acide 16-hydroxy-
hexadécanoïque 

Figure 2!3 : Noms et structure des composés utilisés. 

 

Tous les composés sont stockés à -20°C à l�exception du MeJA qui est stocké à 4°C. Les 

acides gras sont dissous  dans l�éthanol et les jasmonates dans du méthanol. 

2.15.2  Extraction de jasmonates  

2.15.2.1 Extraction de jasmonates de feuille ou de fleur  

En vue d�analyser les jasmonates de feuilles de plantes traitées ou de fleurs, un extrait 

méthanolique clarifié est préparé. Ce protocole simple a donné les meilleurs résultats parmi 4 

procédures différentes testées au début de nos travaux. 

Les tissus congelés sont pré-broyés avec une tige de verre pour obtenir une poudre. La poudre 

est introduite dans un tube de 2 ml à visser contenant des billes de verre (une quinzaine de 

billes de 1 mm de diamètre) puis re-congelée. Ces étapes sont réalisées en présence d�azote 

liquide pour ne pas décongeler les tissus. La masse exacte de poudre pesée, entre 130 et 150 

mg, est notée afin de calculer le volume de solution d�extraction à ajouter. Pour les fleurs, on 

n�effectue pas de pré-broyage mais la masse précise de fleurs est notée au moment de la 

récolte. La proportion masse de l�échantillon et volume de solution d�extraction est la 

suivante : 150 mg de poudre pour 750 µl de solution. Nous avons choisi du méthanol 90% 

comme solvant d�extraction, car il est parfaitement miscible à l�eau et permet d�extraire 

efficacement les jasmonates des tissus.  

Les composés synthétiques dhJA et dhJA-Ile (la liaison 9,10 est hydrogénée par rapport aux 

jasmonates endogènes) sont ajoutés comme standards internes dans la solution de méthanol 

90%, à une concentration finale de 10 µM. On estime que les comportements des JA / dhJA et 

JA-Ile / dhJA-Ile sont similaires lors de l�extraction car les propriétés physico-chimiques de 

ces molécules saturées et insaturées sont très proches. Le signal obtenu pour chaque standard 

permet d�estimer les pertes des composés d�intérêt au cours de la procédure. Pour la 

quantification de l�acide salicylique, l�acide gentisique est ajouté comme standard dans la 

solution d�extraction (33 µM). 
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Une fois la solution d�extraction ajoutée à la poudre, les échantillons sont broyés (broyeur 

Precellys, 5500 rpm, 2 x 30 savec 30 s de pause) puis homogénéisés 25 min sur agitateur 

rotatif à 4°C. Une centrifugation (18,000g, 15 min, 4°C) permet de culoter les débris. Un 

volume de 450 µl de surnageant est ensuite prélevé puis concentré sous flux d�azote jusqu�à 

atteindre un volume de 200 µl. Après une nuit à -30°C, une dernière centrifugation (18,000g, 

15 min, 4°C) élimine les précipités et le surnageant est transféré dans des vials pour être 

analysé par UPLC-MS/MS. 

2.15.2.2 Extraction des jasmonates des milieux d�incubation de microsomes  

Les jasmonates produits lors des incubations de microsome de levure exprimant les CYP94s 

sont extraits pour être identifiés par UPLC-MS/MS. Les mélanges milieu d�incubation de 

microsomes additionnés d�acétonitrile/acide acétique ajouté pour stopper la réaction sont 

homogénéisés à l�aide d�un vortex (20 secondes) puis les tubes à hémolyse sont centrifugés 

pour culoter les microsomes (10 min à 2000g). Le surnageant contenant les jasmonates est 

alors filtré (MillexR-GV membrane PVDF 0,22 "m) et le filtrat est transféré dans un vial 

avant analyse par UPLC-MS/MS.  

2.15.3 Analyse et caractérisation de jasmonates par UPLC-MS/MS  

2.15.3.1 L�UPLC-MS/MS  

Les jasmonates ont été analysés par UPLC-MS/MS ou UPLC-3Q-MS, chromatographie 

liquide ultraperformance (UPLC, Waters Mildorf, MA), équipé d�une source électrospray 

(ESI) et couplée à un spectromètre de masse triple quadrupôlaire (Waters Quattro Premier 

XE). La chromatographie liquide ultraperformante permet de séparer finement les molécules 

de l�échantillon injecté en fonction de leur polarité et avec une forte résolution. A la sortie de 

la colonne, les molécules sont ionisées grâce à une source électrospray utilisée en mode 

positif ESI(+) ou négatif ESI(-), qui permettent généralement d�ajouter ou de retirer un proton 

H+ respectivement à la molécule de départ. Le spectromètre de masse permet ensuite de 

sélectionner les ions formés et éventuellement de les fragmenter. Un appareil permet de 

détecter finalement les ions sélectionnés puis un chromatogramme représentant l�intensité des 

signaux en fonction du temps de chromatographie est visualisable.   

Le spectromètre de masse peut être utilisé avec différents modes d�analyse (figure 2-4).  
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Figure 2!4 : Schéma illustrant différents modes d�utilisation du spectromètre de masse 

triquadrupôlaire. 

 

Le mode SCAN permet de détecter tous les ions d�un intervalle de masse/charge (m/z) choisi. 

Le mode SCAN est utilisé pour avoir une vue d�ensemble des composés majeurs du mélange 

injecté et permet également la détection d�ions de composés encore non identifiés. Si cette 

méthode présente l�avantage de visualiser énormément d�ions différents, elle est en revanche 

peu sensible.  

Le mode SIR (Selected Ion Recording) est plus sensible puisqu�il sélectionne un ion de m/z 

précis, ce qui réduit le bruit de fond.  

Enfin, le mode MRM (Multiple Reaction Monitoring) est la méthode la plus spécifique et la 

plus sensible pour identifier et quantifier un composé connu. Cette méthode que nous avons 

abondamment utilisée est très puissante car elle permet d�identifier avec une grande confiance 

et de quantifier précisément des composés particuliers dans une matrice complexe de plante, 

sans fractionnement préalable. Pour la méthode MRM, un ion « parent » de m/z spécifique est 

d�abord sélectionné par le premier quadrupôle (Q1). Puis le deuxième quadrupôle (Q2) est 

activé et agit comme cellule de collision dans laquelle l�ion parent sélectionné va être 
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fragmenté. Cette fragmentation produit des ions « fils ». Un ion fils spécifique peut ensuite 

être sélectionné par le troisième quadrupôle (Q3). La sélection d�un ion parent puis d�un ion 

fils rend la méthode MRM très spécifique. La transition MRM d�une molécule s�écrit : 

m/z de l�ion parent > m/z de l�ion fils 

Afin de mettre au point la transition MRM d�une molécule, un daughter-SCAN est pratiqué 

pour visualiser l�ensemble des ions fils produits à partir de l�ion parent sélectionné. Ceci 

permet de choisir l�ion fils le plus abondant après fragmentation de l�ion parent (avec une 

énergie de collision précise) et d�optimiser la transition MRM. Des exemples de mise au point 

de transitions MRM sont détaillés dans les résultats (partie 3) pour les composés oxydés de 

JA-Phe. 

2.15.3.2 Les méthodes d�analyse utilisées  

Les jasmonates issus de plantes et d�incubations enzymatiques ont été analysés par UPLC-

MS/MS. 

Entre 3 et 5 µL d�échantillon sont injectés. La séparation chromatographique est effectuée sur 

une colonne Acquity UPLC BEH C18 (100 × 2.1 mm, particules de 1.7 "m; Waters) équipée 

d�une pré-colonne. La phase mobile est composée d�eau (solvant A) et de méthanol (solvant 

B) contenant chacun 0,1% d�acide formique. La séparation commence par 2 min à 95% de A, 

puis un gradient linéaire est appliqué jusqu�à atteindre 100% de B à 12 min. Entre 12 et 14 

min, 100% de B sont maintenus. Le retour aux conditions initiales est atteint en 3 min. La 

durée totale du run est de 17 min. La température de la colonne est de 35°C et le débit de 0,35 

ml/min. La colonne permet l�élution séquentielle des métabolites par la phase mobile sur la 

base de leur polarité. Sur cette colonne en phase inverse, les métabolites les plus polaires 

seront les premiers à être élués.   

Une source électrospray est utilisée pour ioniser les molécules. De l�azote est utilisé comme 

gaz asséchant et pour la nébulisation. Le flux de gaz pour nébuliser est fixé à 50 l/h et le flux 

de gaz pour la désolvatation est paramétré à 900 l/h. La température de l�interface est fixée à 

400°C et celle de la source à 135°C. Le voltage du capillaire est fixé à 3,4 kV. Pour toutes les 

expériences MS, la tension de cône est fixée à 25 V. Pour les expériences MS/MS (MRM et 

daughter SCAN), la tension de cône et l�énergie de collision ont été testées entre 8 V et 32 V 
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puis les valeurs optimales ont été sélectionnées pour chaque composé selon le ratio signal sur 

bruit.   

Les transitions MRM utilisées sont présentées dans la figure 2-5. 
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Composé 
Temps  de 
rétention 

(min) 
ES+ 

Tension de 
cône (V) 

Energie de 
collision (eV) 

ES- 
Tension de 

cône (V) 
Energie de 

collision (eV) 

12CO-JA-Ile 8,43 338.2 > 132.1 16 16       
12CO-JA-Phe 8,6 372 > 166 22 14       
12COOH-JA 6,49 241 > 117.2 16 16       
12COOH-JA-Ile  8,39       352 > 130 25 23 
12COOH-JA-Phe 8,6 388 > 120 22 35       
12-HSO4-JA 5,72       305.2 > 97 30 32 
12-O-Glc-JA 6,22 227.1 > 149.1 24 16 387 > 206.8 25 20 
12OH-JA 6,56       225 > 59 25 25 
12OH-JA-Ile  8,44       338 > 130 25 23 
12OH-JA-Phe 8,63 374 > 120 22 28       
acide gentisique 4,88 154,8 > 137  21 14       
dhJA 9,8 213 > 153 25 20       
dhJA-Ile 10,6 326 > 280 25 20       
dhJA-Ile 10,6 326 > 85.9 24 24       
IAA 7,46 176 > 130 20 17       
IAA-Ala 7,07 247 > 130 25 17       
Ile 1,66 132.2 > 85.7 15 10       
JA 9,19       209 > 59 25 23 
JA-Ile 10,28 324 > 151 25 20       
JA-Phe 10,28 358.15 > 119.9 25 32 356.2 > 163.9 49 17 
JA-Tyr 8,92 374.1 > 151 25 17       
OPDA 11,42 293.4 > 275.3 25 15       
SA 7,97       137 > 93 25 16 
JA-Ile-MeOX 10,97 353>322 24 8       
12CO-JA-Ile-2MeOX 10,18 396>365 24 8       
Figure 2!5 : Temps de rétention et méthodes MRM des composés analysés par UPLC!MS/MS.
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2.15.3.3 La méthoxyamination pour identifier des fonctions aldéhydes  

La méthoxyamination est une méthode de dérivatisation chimique mettant en évidence les 

fonctions carbonyles d�une molécule. En effet, en présence de méthoxyamine hydrochloride, 

le groupement carbonyle d�une fonction aldéhyde ou cétone est remplacée par un groupement 

NOCH3. Cette dérivatisation correspond à l�ajout d�une masse de 29 sur la molécule de 

départ et modifie son temps de rétention, ce qui permet de différencier la molécule dérivatisée 

de la molécule non-dérivatisée par UPLC-MS. Cette dérivatisation est spécifique car elle ne 

s�applique pas aux fonctions carboxyles. Nous avons utilisé cette méthode de dérivatisation 

pour identifier de nouvelles molécules portant une fonction aldéhyde, 12CO-JA-Ile et 12CO-

JA-Phe. L�identification de 12CO-JA-Ile par cette méthode est décrite dans une publication 

soumise au journal Metabolomics (partie 3 des résultats) et celle de 12CO-JA-Phe est 

détaillée dans la partie 3 des résultats. 

Le protocole de réaction chimique de dérivatisation que nous avons utilisé est adapté de la 

publication de Di Donna et al. (2013). Une solution de méthoxyamine hydrochloride est 

préparée à 126 mg/ml dans de l�eau dé-ionisée, traitée aux UV et filtrée (0,22 µm). Les 

échantillons sont dérivatisés par ajout de la solution de méthoxyamine hydrochloride dans des 

proportions 84 :16 (v/v) afin d�obtenir une concentration finale de méthoxyamine d�environ 

20 mg/ml. Les échantillons sont agités à 900 rpm pendant 90 min à 40°C avant analyse 

UPLC-MS. 

2.15.3.4 Le logiciel MassLynx  

Le logiciel MassLynx (Waters, Mildorf, MA) permet d�acquérir, de visualiser et d�exploiter 

les données générées par l�UPLC-MS/MS. Le signal détecté par le détecteur est présenté sous 

forme de chromatogramme, avec l�intensité du signal en fonction du temps d�élution. Pour les 

analyses en mode MRM, la partie QuanLynx du logiciel MassLynx permet une intégration 

automatique de l�aire des pics des chromatogrammes obtenus. Connaissant le temps de 

rétention de la molécule d�intérêt, on demande au logiciel de rechercher dans le 

chromatogramme un pic à ce temps de rétention et de l�intégrer. Cette automatisation étant 

plus ou moins efficace, il est tout de même nécessaire de vérifier la présence de pic et son 

intégration correcte pour chaque chromatogramme. La valeur d�aire sous le pic obtenue peut 

ensuite être exportée dans excel pour le calcul des concentrations de jasmonates de 

l�échantillon. 



94 

 

2.15.4   Calculs des concentrations de jasmonates de l�échantillon  

L�aire de chaque pic du chromatogramme est représentative de l�abondance de la molécule 

dans l�échantillon. Cependant, l�efficacité de détection d�un composé par l�UPLC-MS/MS est 

spécifique à chaque molécule, notamment en fonction de la qualité de son ionisation. Une 

même valeur d�aire peut correspondre, selon les composés, à des abondances très différentes 

dans l�échantillon. Pour cette raison, l�aire obtenue doit être corrigée par l�efficacité de 

détection. Pour ceci, le composé synthétique est injecté à différentes concentrations. On 

obtient ainsi une droite de gamme étalon indiquant l�aire détectée y en fonction de la 

concentration x du composé. 

 

Figure 2!6 : Gamme étalon établissant la relation entre aire détectée et concentration du composé. 

 

 Le coefficient directeur de la droite permet ainsi de calculer la concentration du 

composé dans l�échantillon injecté à partir de l�aire du pic intégré.  

L�échantillon injecté est issu de plusieurs étapes de préparation (extraction des jasmonates 

décrite paragraphe 2.15.2.).  La concentration du composé dans l�échantillon injecté doit donc 

être corrigée par les variations liées à l�extraction. Les standards dhJA-Ile et dhJA, présents 

dans le solvant utilisé pour l�extraction, subissent également toutes les étapes de préparation 

de l�échantillon. La comparaison de la quantité de standard dans le solvant utilisé pour 

l�extraction et la quantité de standard détectée dans l�échantillon extrait injecté permet de 

calculer le rendement d�extraction pour chaque échantillon.  

Un autre paramètre à prendre en compte pour connaître la concentration des composés dans 

l�échantillon de plante avant extraction est l�étape d�évaporation de l�échantillon sous azote, à 

l�issue de laquelle l�échantillon est concentré 2,25 fois. Les standards de la solution 

d�extraction sont donc aussi concentrés 2,25 fois lors de cette étape.  
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Par ailleurs, pour exprimer la concentration de jasmonates par gramme de poids frais, le 

rapport volume de solvant d�extraction/masse d�échantillon (en proportion 750 µl pour 150 

mg, soit 1 l pour 200 g) est pris en compte.  

Finalement, le calcul appliqué pour connaître la concentration d�une molécule de jasmonates 

au départ dans l�échantillon de plante (en nmol/g de poids frais) est :  

   

 

2.16  Statistiques  

Des analyses statistiques ont été effectuées par Yann Aubert. Des tests ANOVA à deux 

facteurs suivis de  corrections de Bonferroni ont été réalisés avec le logiciel GraphPad Prism 

version 5.01. 
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 RESULTATS partie 1 :  

Catabolisme de JA-Ile et homéostasie 

de jasmonates au cours de la réponse 

à la blessure 
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3 CATABOLISME OXYDATIF DE JA-ILE PAR LES 

CYTOCHROMES P450 DE LA FAMILLE CYP94 

LORS DE LA BLESSURE MECANIQUE 

3.1 Introduction 

Le métabolisme des jasmonates est fortement stimulé par une blessure mécanique ou 

par des herbivores au niveau des feuilles (Chung et al., 2008; Glauser et al., 2008). De 

manière cohérente avec le rôle majeur des jasmonates dans les réponses induites, les niveaux 

de JA-Ile sont contrôlés dynamiquement. Son accumulation est transitoire (Glauser et al., 

2008), suggérant l�existence de mécanismes de modifications pouvant éliminer rapidement 

l�hormone active dans les cellules stimulées, lorsque la signalisation doit être atténuée. Nous 

avons proposé que les formes oxydées de JA-Ile, les 12OH-JA-Ile et 12COOH-JA-Ile 

accumulés après blessure (Glauser et al., 2008), pourraient être des produits formés par des 

P450s et que ces oxydations correspondraient à une inactivation de l�hormone.  

CYP94C1 a été caractérisée préalablement dans notre laboratoire comme une  -

hydroxylase d�acides gras catalysant la carboxylation du méthyle terminal de la chaîne 

aliphatique via un intermédiaire hydroxyle (Kandel et al. (2007) et figure 1-5). Or JA-Ile est 

synthétisée à partir d�acides gras (C16 :3 ou C18:3) et la chaîne latérale aliphatique de la 

partie JA du conjugué JA-Ile correspond à l�extrémité   de l�acide gras précurseur. Nous 

avons donc émis l�hypothèse que CYP94C1 pourrait catalyser la formation de 12OH-JA-Ile 

et/ou de 12COOH-JA-Ile (figure 3-1).  
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Figure 3!1 : Hypothèse de l�inactivation de JA!Ile par oxydation. L�hormone pourrait être 

hydroxylée en position " puis carboxylée au niveau du carbone terminal de la chaîne latérale par 

CYP94C1.  

 

De plus, la recherche de gènes d�enzymes dont l�expression est co-régulée avec celle de gènes 

impliqués dans la voie JA (données de centaines de microarrays disponibles sur Expression 

Angler, Toufighi et al. (2005)) a permis de mettre en évidence que l�expression du 

cytochrome P450 CYP94C1 est co-régulée avec celle de plusieurs gènes de biosynthèse de 

JAs (figure 3-2). 

CYP94C1
�..
Disease resistance
�..
OPR3
�..
LOX3
OPCL1
ILL6
�.
AOC3
�.
JAZ6

Valeur R

1

0,955

0,931

0,910
0,907
0,901

0,895

0,886

Gène

Bait :

 

Figure 3!2 : L�expression du gène CYP94C1 est co!régulée avec celles de gènes de biosynthèse de 

jasmonates. Les gènes OPR3, LOX3, OPCL1 et AOC3 codent pour des enzymes de biosynthèse de 

JAs. Le gène du répresseur JAZ6 est induit par la blessure. D�après des données de microarray 

disponibles sur le serveur Expression Angler http://bbc.botany.utoronto.ca/ntools/cgi!

bin/ntools_expression_angler.cgi . 
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Nous avons développé une panoplie d�outils génétiques, enzymologiques et analytiques pour 

permettre l�analyse fonctionnelle des CYP94s et l�étude de leur implication dans le 

métabolisme oxydatif de l�hormone JA-Ile. 

 

3.2 Publication : Cytochromes P450 CYP94C1 and CYP94B3 

catalyze two successive oxidation steps of plant hormone 

Jasmonoyl-isoleucine for catabolic turnover (Heitz et al., 

2012) 
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4 CATABOLISME PAR CLIVAGE DE JA-ILE ET DE 

12OH-JA-ILE ET PRODUCTION DE 12OH-JA 

PAR LES AMIDO-HYDROLASES IAR3 ET ILL6 

LORS DE LA BLESSURE 

4.1 Introduction 

A l�issue de la caractérisation de la voie catabolique oxydative, l�utilisation continue des 

outils de co-régulation a montré la présence du gène ILL6 parmi les gènes les plus co-régulés 

avec CYP94C1 et les gènes marqueurs de la voie des jasmonates (figure 4-1).  

 

CYP94C1
�..
Disease resistance
�..
OPR3
�..
LOX3
OPCL1
ILL6   
�.
AOC3
�.
JAZ6

Valeur R

1

0,955

0,931

0,910
0,907
0,901

0,895

0,886

Gène

Bait :

 

Figure 4!1 : Les expressions des gènes ILL6 et CYP94C1 sont co!régulées avec celles de gènes de 

biosynthèse de jasmonates. Les gènes OPR3, LOX3, OPCL1 et AOC3 codent pour des enzymes de 

biosynthèse de JAs. Le gène du répresseur JAZ6 est induit par la blessure. D�après des données de 

microarray disponibles sur Expression Angler http://bbc.botany.utoronto.ca/ntools/cgi!

bin/ntools_expression_angler.cgi . 
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Par ailleurs, IAR3 est connu de longue date comme le gène JR3 (Jasmonate 

Responsive 3), dont l�expression est inductible par la blessure et les jasmonates (Titarenko et 

al., 1997). IAR3 pourrait donc éventuellement jouer un rôle dans le métabolisme de ces 

derniers. Plus particulièrement, ce marqueur de la voie JA a été identifié comme une amido-

hydrolase qui a la capacité d�hydrolyser IAA-Ala (Davies et al., 1999), un conjugué portant 

un acide aminé aliphatique. Le conjugué JA-Ile comprend également un acide aminé 

aliphatique. Nous avons donc formulé l�hypothèse qu�IAR3 pourrait catalyser l�hydrolyse de 

JA-Ile lors de la blessure pour inactiver cette hormone (figure 4-2). 

 

Figure 4!2 : Hypothèse d�une inactivation de JA!Ile par hydrolyse. Le conjugué JA!Ile pourrait être 

hydrolysé au niveau de la liaison amide par des amido!hydrolases de la famille d�IAR3. 

 

Une stratégie similaire à celle utilisée pour l�étude des CYP94s a donc été poursuivie dans le 

but d�évaluer si une voie hydrolytique pouvait coexister avec la voie oxydative. 

 

4.2 Publication : The amidohydrolases IAR3 and ILL6 contribute 

to jasmonoyl-isoleucine hormone turnover and generate 12-

hydroxyjasmonic acid upon wounding in Arabidopsis leaves 

(Widemann et al., 2013) 
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RESULTATS partie 2 :  

Catabolisme de JA-Ile et homéostasie 

de jasmonates dans deux autres 

modèles biologiques de 

signalisation JA 
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5 IMPACT DU METABOLISME OXYDATIF DE JA-

ILE PAR CYP94B3 ET CYP94C1 SUR LES 

REPONSES AU PATHOGENE NECROTROPHE 

BOTRYTIS CINEREA 

5.1 Introduction  

Les pathogènes biotrophes ont besoin de maintenir les cellules de plante vivantes pour 

proliférer, alors que les pathogènes nécrotrophes doivent tuer les cellules de plante pour 

rendre les substances nutritives accessibles et pouvoir croître et accomplir leur cycle de vie. 

Les pathogènes nécrotrophes, incluant Botrytis cinerea (responsable de la pourriture grise) et 

Alternaria brassicola, sont la plus grande classe de pathogènes fongiques et sont responsables 

de pertes de récoltes importantes (!a"niewska et al., 2010). L�étude des réponses de défense 

des plantes contre ces pathogènes a donc un intérêt économique. 

Généralement, alors que les réponses de défense contre les pathogènes biotrophes sont 

contrôlées par SA (Vlot et al., 2009), les réponses de défense contre les pathogènes 

nécrotrophes sont induites par les voies de signalisation JA et éthylène (Farmer et al., 2003).  

Nous avons vu que les CYP94s sont impliqués dans l�élimination de JA-Ile dans les 

feuilles blessées. Ces enzymes ont un rôle potentiel dans le contrôle des niveaux d�hormone 

dans les feuilles infectées par le champignon nécrotrophe Botrytis cinerea. Dans ce cas, la 

perte de ces P450s devrait permettre d�obtenir des niveaux d�hormone plus élevés dans les 

feuilles infectées, qui pourraient conduire à des réponses de défense plus intenses et à une 

augmentation de la résistance chez les plantes cyp94s. 

Nous avons utilisé les outils métaboliques et génétiques développés précédemment 

pour étudier le métabolisme oxydatif de JA-Ile par les CYP94s et son impact sur les réponses 

de défenses antimicrobiennes.  
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5.2 Résultats 

5.2.1 Recherche de 12COOH-JA-Ile au cours de l�infection foliaire 

d�Arabidopsis thaliana par Botrytis cinerea  

Le métabolisme oxydatif catalysé par les CYP94s diminue les niveaux de l�hormone 

JA-Ile dans les feuilles blessées (Heitz et al., 2012). Nous avons émis l�hypothèse qu�un 

métabolisme similaire existerait également lors de l�infection fongique par Botrytis cinerea. 

Pour déterminer si l�hormone peut être oxydée dans ce contexte, nous avons inoculé des 

spores de Botrytis cinerea à des feuilles d�Arabidopsis thaliana de type sauvage cultivées en 

terre, puis extrait les métabolites et recherché les dérivés oxydés de JA-Ile par UPLC-MS/MS. 
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Figure 5!1 : Niveaux de JA!Ile, 12OH!JA!Ile et 12COOH!JA!Ile dans les feuilles d�Arabidopsis thaliana 

de type sauvage (Col0) au cours de l�infection par Botrytis cinerea. Les niveaux de JA!Ile, 12OH!JA!

Ile et 12COOH!JA!Ile ont été déterminés par UPLC!MS/MS, dans les échantillons de feuilles non 

inoculées ou infectées (2 ou 3 jours après inoculation). 

 

Comme le montre la figure 5-1, les niveaux de JA-Ile et de 12OH-JA-Ile augmentent 

au cours de l�infection pour atteindre 97 et 39 pmol/g de poids frais respectivement 3 jours 

après inoculation. Ces mesures quantifiées confirment l�accumulation de ces composés au 

cours de l�infection par Botrytis cinerea. Le 12COOH-JA-Ile est également accumulé dans les 

feuilles infectées, avec un niveau de 524 pmol/g de poids frais 3 jours après infection, soit 5 

fois plus que celui de JA-Ile. Comme nous l�avions supposé, les composés 12OH-JA-Ile et 

12COOH-JA-Ile sont donc accumulés lors de l�infection, ce qui confirme que le métabolisme 

oxydatif de JA-Ile existe dans ce contexte biologique. 
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5.2.2 Expression des CYP94s au cours de l�infection foliaire par Botrytis 

cinerea  

Nous avons détecté une accumulation croissante des formes hydroxylées et 

carboxylées de JA-Ile au cours de l�infection. Pour déterminer si des membres de la famille 

des CYP94s pourraient être impliqués dans leur production, nous avons examiné l�expression 

des 6 membres de la famille CYP94 au cours de l�infection par RT-qPCR.  
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Figure 5!2 : Expression des 6 gènes CYP94s au cours d�une infection foliaire par Botrytis cinerea 

chez des plantes de type sauvage. Le niveau d�expression de chaque gène est indiqué, dans les 

feuilles saines (jour 0) et dans les feuilles inoculées (après 1, 2 ou 3 jours suivant l�inoculation).  

 

Les niveaux d�expression des 6 gènes au cours du temps après inoculation sont 

représentés dans la figure 5-2 et exprimés en expression corrigée par celle de deux gènes de 

référence. Les profils transcriptionnels des 6 gènes CYP94s sont différents. L�expression de 

CYP94D2 est la plus forte dans les feuilles non-inoculées. Cependant, l�expression de ce gène 

diminue au cours de l�infection, ce qui suggère que ce P450 ne participe pas à la production 

des formes oxydées de JA-Ile. L�expression de CYP94B2 est indétectable dans les feuilles 
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saines et dans les feuilles infectées. Celle de CYP94D1 est indétectable dans les feuilles non-

inoculées et très faible 3 jours après inoculation. L�expression de CYP94B1, CYP94B3 et 

CYP94C1 augmente au cours de l�infection, celles de CYP94B3 et CYP94C1 étant les plus 

fortes. Ces données transcriptionnelles indiquent qu�il est possible que les enzymes CYP94B3 

et CYP94C1 catalysent la production des formes oxydées de JA-Ile qui s�accumulent au cours 

de l�infection. 

5.2.3 Niveaux de jasmonates des plantes mutantes ayant des expressions de 

CYP94B3 et CYP94C1 modifiées   

Pour déterminer le rôle potentiel de CYP94B3 et CYP94C1 dans le métabolisme de 

JA-Ile dans les feuilles infectées, l�analyse des jasmonates des feuilles infectées des mutants 

cyp94b3, cyp94c1, cyp94b3c1 et de plantes sur-exprimant CYP94C1 a été effectuée.  

Les niveaux de JA-Ile et de ses formes oxydées ainsi que de JA et de 12OH-JA ont été 

déterminés chez les plantes de type sauvage (Col0) et les mutants (figure 5-3). Chez cyp94c1 

et cyp94b3c1, les niveaux de 12OH-JA-Ile sont proches de ceux des plantes de type sauvage 

(hormis pour cyp94c1 3 jours après inoculation) tandis que les quantités de 12COOH-JA-Ile 

sont fortement réduites. Ces résultats indiquent que CYP94C1 joue un rôle majeur dans 

l�accumulation de 12COOH-JA-Ile lors de l�infection. Chez OEC1, les quantités de 12OH-

JA-Ile et de 12COOH-JA-Ile sont beaucoup plus élevées par rapport à Col0, tandis que les 

niveaux de JA-Ile sont légèrement affaiblis. Ces résultats montrent que la surexpression de 

CYP94C1 a essentiellement un effet sur les niveaux des formes oxydées de JA-Ile. Les 

modifications des niveaux de JA et de 12OH-JA chez les mutants sont semblables à celles des 

niveaux de JA-Ile. Les quantités de JA-Ile sont au moins deux fois plus élevées chez les 

plantes cyp94b3, cyp94c1 et cyp94b3c1, indiquant que les enzymes CYP94B3 et CYP94C1 

jouent un rôle important dans la gestion des niveaux d�hormone. 
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Figure 5!3 : Niveaux de jasmonates chez des mutants d�expression de CYP94B3 et CYP94C1. Les 

dosages de JA!Ile (A), JA (b), 12OH!JA!Ile (C), 12OH!JA (D) et 12COOH!JA!Ile (E) ont été effectués 

par analyse UPLC!MS/MS. Pour des raisons de lisibilité, les quantités relatives de 12COOH!JA!Ile 

sont montrées pour tous les mutants dans l�histogramme de gauche (E) alors que celui de droite ne 

présente pas les niveaux du mutant sur!exprimant CYP94C1 (F). 
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5.2.4 Résistance des plantes mutantes ayant des expressions de CYP94B3 et 

CYP94C1 modifiées   

CYP94B3 et CYP94C1 assurent la gestion catabolique des niveaux de JA-Ile après 

blessure et nous avons observé que l�expression de leurs gènes est induite par l�infection. 

Nous avons observé que les plantes mutantes cyp94s accumulent des niveaux plus élevés 

d�hormone. Un gain de résistance pourrait donc être obtenu. Pour déterminer si CYP94B3 et 

CYP94C1 ont un impact sur la résistance des plantes, nous avons observé les feuilles 

nécrosées de plantes mutantes (figure 5-4) et avons mesuré la taille des lésions trois jours 

après inoculation (figure 5-5). Contrairement à ce qui était attendu, la taille des lésions 

mesurées chez les mutants est similaire à celle des plantes de type sauvage. Le test statistique 

indique également que les plantes sur-exprimant CYP94C1 ont des nécroses significativement 

plus grandes que celles des plantes de type sauvage. Un niveau seuil de JA-Ile assez élevé 

pourrait donc être requis pour promouvoir les défenses.  

 

 

 

 

 

 

Figure 5!4 : Photographies de lésions obtenues 3 jours après inoculation de spores de Botrytis 

cinerea sur des feuilles d�Arabidopsis thaliana de type sauvage ou mutantes pour l�expression de 

deux CYP94s. Quatre feuilles représentatives sont présentées verticalement par génotype. Les 

génotypes de plante étudiés sont : plantes de type sauvage (Col0), sur!exprimant CYP94C1, 

cyp94b3, cyp94c1 et le double mutant cyp94b3c1. 

Col0 OECYP94C1 cyp94b3 cyp94c1 cyp94b3c1 
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Figure 5!5 : Taille des lésions observées 3 jours après inoculation de spores de Botrytis cinerea sur 

des feuilles d�Arabidopsis de type sauvage ou mutantes pour l�expression de CYP94s. Les mutants 

inoculés sont cyp94b3 (94b3!1), cyp94c1 (94c1!1), cyp94b3c1 (94b3c1) et OEC1 (94C1OE!3B). Le test 

statistique à comparaison multiple Kruskall!Dunn (P < 0.05) a été effectué par Yann Aubert. Les 

histogrammes marqués de lettres différentes indiquent une différence significative. 

 

Pour estimer la biomasse fongique, la quantité relative d�ADN de Botrytis cinerea a 

été mesurée par qPCR dans les échantillons de feuilles infectées (figure 5-6). 
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Figure 5!6 : Quantité relative d�ADN de Botrytis cinerea au cours de l�infection chez les plantes de 

type sauvage (Col0), mutantes cyp94b3, cyp94c1, cyp94b3c1 ou sur!exprimant CYP94C1 (OEC1). 

Quantification relative d�ADN de Botrytis cinerea (gène CutinaseA) par rapport à la quantité d�ADN 

de plante (gène Actine2) par qPCR. Le niveau maximum observé chez OEC1 est fixé à 1. 
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Le champignon se développant au cours de l�infection, il est logique de voir des 

quantités relatives d�ADN fongique croissantes au cours du temps après inoculation. 

Conformément aux tailles de lésion supérieures mesurées chez OEC1 3 jours après 

inoculation, la quantité relative de champignon est également plus élevée par rapport au 

sauvage. Il apparait donc que les plantes sur-exprimant CYP94C1 ont une résistance affaiblie. 

Les quantités relatives de champignon mesurées chez les mutants simples sont similaires à 

celles de Col0 sauvage. Au contraire, celles du double mutant sont plus faibles à T3, 

suggérant que malgré des tailles de lésions similaires au contrôle, la prolifération de Botrytis 

cinerea pourrait être amoindrie en l�absence simultanée de CYP94B3 et CYP94C1. 

Contrairement à ce que nous attendions, un fort gain de résistance chez les plantes KO 

n�a pas pu être observé. Ces résultats montrent qu�une élévation du niveau de JA-Ile 

n�entraîne pas nécessairement un fort gain de résistance. En revanche, un fort phénotype de 

résistance affaiblie a été observé chez les plantes sur-exprimant CYP94C1.  

5.2.5 Expression des CYP94s chez les mutants inoculés 

Le profil de jasmonates est profondément modifié chez les mutants KO et OEC1, avec 

un impact significatif de CYP94B3 et CYP94C1 sur le degré d�oxydation des composés. Pour 

déterminer si l�expression d�autres CYP94s pourrait être affectée chez ces mutants, nous 

avons examiné l�expression de chaque CYP94 dans les différents génotypes. Dans tous les 

génotypes, l�expression de CYP94D2 n�est pas modifiée (figure 5-7) et l�expression de 

CYP94B2 est indétectable. L�expression des autres gènes est au contraire affectée (figure 5-7). 

Chez OEC1, l�expression de CYP94B1 est diminuée, alors qu�elle est augmentée chez le 

double mutant. Ce résultat est cohérent avec le fait que CYP94B1 fait partie des nombreux 

gènes régulés par la voie JA, et ses transcrits sont corrélés avec les niveaux de JA-Ile. Chez 

les mutants simples et le double cyp94b3c1, l�expression de CYP94D1 est augmentée. De 

manière étonnante, l�expression de CYP94B3 est plus forte chez le KO et chez le sur-

expresseur de CYP94C1. L�ensemble de ces résultats indique que modifier l�expression d�un 

ou de plusieurs CYP94s peut avoir des conséquences sur l�expression d�autres CYP94s. De 

manière plus générale, la manipulation de l�expression des CYP94s pourrait impacter 

l�expression de nombreux gènes. 
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Figure 5!7 : Expression des gènes CYP94B1, CYP94B3, CYP94C1, CYP94D1, CYP94D2  dans les feuilles 

des différents génotypes mutants en réponse à l�infection par Botrytis cinerea. Les génotypes  

mutants inoculés sont : cyp94c1 (c1), cyp94b3 (b3), cyp94b3c1 (b3c1), sur!expresseur de CYP94C1 

(OEC1). L�expression de chaque gène est rapportée à son expression dans les feuilles de plantes de 

type sauvage (Col0) non inoculées (jour 0) qui a été fixée à 1. 
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5.2.6 Etude des réponses transcriptionnelles de gènes de défense ou de 

signalisation chez les plantes mutantes infectées 

5.2.6.1 Expression de gènes de défense 

Les mutants cyp94b3, cyp94c1 et le double mutant cyp94b3c1 présentent des niveaux 

de JA-Ile plus élevés mais qui ne sont pas associés systématiquement à un gain de résistance. 

Comme illustré précédemment, la mutation de CYP94s peut avoir un effet sur l�expression de 

gènes. Pour essayer de comprendre pourquoi ces mutants ne sont pas plus résistants que les 

plantes sauvages et pourquoi le mutant OEC1 voit sa résistance affaiblie, nous avons examiné 

l�expression de gènes de défense induits par Botrytis cinerea. 

L�induction de l�expression des gènes de défense marqueurs des voies JA et éthylène 

PDF1.2 et PR4 est présentée dans la figure 5-8. Les expressions de ces gènes sont très 

fortement induites chez les plantes de type sauvage. Le facteur d�induction de PDF1.2 est 

particulièrement élevé, du fait d�un niveau très faible avant inoculation. Cette amplitude est 

modérément augmentée chez les mutants KO. L�absence de gain de résistance pourrait donc 

s�expliquer par des réponses de défense similaires à celles des contrôles. Au contraire, chez 

OEC1, l�expression de PR4 est fortement réduite et celle de PDF1.2 quasiment abolie. Ces 

réponses de défense altérées sont cohérentes avec la perte de résistance de ce mutant. 

L�expression de PR1 est induite par la voie SA, qui promeut essentiellement des 

réponses de défense efficaces contre les pathogènes biotrophes. Les voies JA et SA induisent 

des spectres de défense spécifiques et s�inhibent mutuellement (Gimenez-Ibanez et Solano, 

2013). Nous avons voulu savoir si une dérégulation du catabolisme de JA-Ile impacte la voie 

SA. L�expression du gène marqueur de la voie SA PR1 est 6 fois plus induite chez OEC1 par 

rapport aux plantes de type sauvage (figure 5-8). Chez OEC1, la légère diminution de JA-Ile 

pourrait lever partiellement l�inhibition que cette hormone exerce sur la voie SA, ce qui 

permettrait d�augmenter les niveaux de SA et finalement d�induire davantage la transcription 

de PR1. Il se peut également que l�excès de 12COOH-JA-Ile chez OEC1 puisse avoir un effet 

inhibiteur sur la signalisation JA, ce qui permettrait également de lever la répression sur la 

voie SA. La perte de résistance d�OEC1 pourrait donc s�expliquer également par l�induction 

de réponses inadaptées au pathogène nécrotrophe Botrytis cinerea. 
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Figure 5!8 : Expression des gènes marqueurs des voies JA et éthylène PDF1.2 et PR4 ainsi que du 

gène PR1, marqueur de la voie SA, chez les mutants CYP94s. L�expression des gènes a été mesurée 

au cours de l�infection par Botrytis cinerea chez les plantes de type sauvage (Col0) et les mutants 

cyp94c1 (c1), cyp94b3 (b3), cyp94b3c1 (b3c1) et le sur!expresseur de CYP94C1 (OEC1). L�expression 

de chaque gène est rapportée à son expression dans les feuilles sauvages Col0 non inoculées, qui a 

été fixée à 1. 
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5.2.6.2  Expression des facteurs de transcription MYC2 et ERF1  

L�expression de gènes de défense est contrôlée par des facteurs de transcription. La 

voie JA induit l�expression de gènes de défense principalement par 2 branches, contrôlées par 

des facteurs de transcription différents : les gènes de réponse à la blessure et aux insectes 

herbivores sont transcrits notamment par MYC2, tandis que l�expression des gènes de défense 

contre les pathogènes nécrotrophes (cf. PDF1.2) est induite par les facteurs de transcription 

ERF1 et ORA59 (voir introduction, figure 1-16). Il existe un antagonisme entre ces 2 voies 

(Wasternack et Hause, 2013).  

Afin de déterminer si les modifications de l�expression des gènes de défense PDF1.2 

et PR4 (figure 5-8) pourraient provenir de perturbations au niveau de ces facteurs de 

transcription, nous avons mesuré l�expression de MYC2 et ERF1. La figure 5-9 indique que 

comme attendu, l�expression de MYC2 est peu induite en réponse à un champignon 

nécrotrophe, et est inchangée dans son ordre de grandeur chez les différents mutants. De 

manière cohérente, les transcrits des gènes inductibles par la blessure, JR1 et JR2 (Leon et al., 

1998), sont également stables chez le sauvage, et peu affectés chez les mutants. Ces données 

montrent que la branche MYC2-dépendante de la voie jasmonate n�est pas perturbée 

massivement par le déséquilibre de l�oxydation de JA-Ile. Les modifications d�expression de 

PDF1.2 et de PR4, particulièrement leur forte chute chez OEC1, ne semblent donc pas 

provenir d�un excès de signalisation de MYC2. 

Au contraire de MYC2, ERF1 est induit fortement (800 x) à T3 chez les plantes 

sauvages, et cette induction est amoindrie chez OEC1. Inversement, ERF1 est sur-induit de 

façon spectaculaire à T2 chez les 3 lignées KO. Ces résultats indiquent une dé-régulation forte 

de ce facteur de transcription qui pourrait être une conséquence des niveaux modifiés de JA-

Ile chez les mutants KO. Il est surprenant qu�un tel excès de ERF1 ne s�accompagne pas 

d�une sur-expression proportionnée des gènes cibles, représentés par les marqueurs de défense 

PDF1.2 et PR4. 
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Figure 5!9 : Expression des gènes des facteurs de transcription MYC2 et ERF1 ainsi que des gènes de 

réponse à la blessure JR1 et JR2 dans les feuilles inoculées des différents génotypes mutants. Les 

génotypes  mutants inoculés sont : cyp94c1 (c1), cyp94b3 (b3), cyp94b3c1 (b3c1), surexpresseur de 

CYP94C1 (OEC1). L�expression du gène est rapportée à son expression dans les feuilles de plantes 

de type sauvage (Col0) non inoculées (jour 0). 

 

5.2.6.3 Expression des répresseurs JAZs 

Les plantes KO pour CYP94B3 ou/et CYP94C1 ont des niveaux de JA-Ile augmentés 

par rapport au sauvage, pourtant nous n�avons pas observé de fort gain de résistance 

antifongique. PDF1.2 et PR4 ne sont pas induits davantage, malgré l�expression exagérée 

d�ERF1 qui agit en amont dans la signalisation. Il semble donc que l�excès de JA-Ile ait un 

impact positif sur l�élément de signalisation ERF1 mais que d�autres facteurs contrent cette 

signalisation et empêchent un gain de défense. Il se pourrait donc que des rétro-contrôles 

négatifs se mettent en place pour limiter l�amplitude des défenses induites chez ces mutants. 

Les protéines JAZs sont des répresseurs majeurs des réponses aux jasmonates. Afin de 
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déterminer si la perte de CYP94s peut avoir un effet sur les répresseurs, nous avons analysé 

l�expression des 12 gènes JAZs chez les mutants, parallèlement aux plantes de type sauvage.  

La figure 5-10 montre que l�expression des 12 JAZs est régulée différemment en 

réponse à l�infection par Botrytis cinerea chez les plantes sauvages. Plusieurs groupes de 

gènes peuvent être distingués en fonction de leur réponse au champignon et de l�impact des 

mutations. Un premier groupe formé de JAZ3, 4, 10, 11 et 12 a une expression quasi-

constante, et insensible aux mutations cyp94. Les gènes du groupe II, formé de JAZ1, 2 et 5 

sont stimulés à divers degrés chez les plantes sauvages, essentiellement inchangés chez 

OEC1, mais sont considérablement sur-stimulés chez les mutants déficients en CYP94. 

Inversement, les gènes du groupe III, composé de JAZ 6, 8 et 9 voient leur expression réduite 

chez OEC1, alors qu�elle reste comparable au sauvage chez les mutants. Enfin, JAZ7 se 

distingue des autres JAZ car son expression est dérégulée chez tous les mutants. 

Ces résultats montrent de façon intéressante que l�impact de la perturbation du 

catabolisme oxydatif de l�hormone JA-Ile est très contrasté entre les différents groupes de 

gènes JAZs. Les promoteurs des différents groupes de gènes JAZs réagissent distinctement au 

défaut ou à l�excès d�oxydation de JA-Ile. Les fonctions individuelles de chaque répresseur 

JAZ ne sont pas encore élucidées, mais on peut prédire que leur dérégulation pourrait 

contribuer aux phénotypes de défense et de résistance observés. L�augmentation de 

l�induction transcriptionnelle de JAZ1, JAZ2 et surtout JAZ5 chez les KO pourrait être un 

mécanisme de rétrocontrôle négatif sur les réponses terminales de la voie JA, notamment sur 

l�expression des gènes de défense. Ainsi, chez ces mutants accumulant un excès de JA-Ile et 

de transcrits d�ERF1, une stimulation massive des défenses serait empêchée par une réponse 

accrue de certains gènes JAZs. La synthèse abondante de ces protéines JAZs surpasserait les 

capacités de protéolyse promue par l�excès de JA-Ile. Les gènes JAZs du groupe III voient 

leur expression moins induite chez OEC1, à l�instar des gènes de défense. La moindre 

induction de ces gènes, (et éventuellement une moindre répression) ne suffit pas pour assurer 

une expression robuste de PDF1.2 et de PR4. Les plantes OEC1 sont également caractérisées 

par des niveaux de 12COOH-JA-Ile très élevées, et l�impact éventuel de ce métabolite sur la 

signalisation reste à découvrir.  Ces résultats indiquent que la modification de l�expression des 

CYP94s impacte l�expression de l�ensemble des JAZs induites par Botrytis cinerea. Les voies 

métaboliques définies par CYP94B3 et CYP94C1 jouent donc un rôle clé dans la régulation 

transcriptionnelle des répresseurs JAZs et des gènes cibles qu�ils contrôlent.
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Figure 5!10 : Expression des 12 gènes JAZs au cours de l�infection foliaire par Botrytis cinerea chez les plantes de type sauvage (Col0) ou chez les mutants 

cyp94b3, cyp94c1, cyp94b3c1, ou OEC1. L�expression du gène est rapportée à celle mesurée dans les feuilles non!inoculées de Col0 (temps 0). I : JAZs 

dont l�expression n�est pas induite par l�infection ; II : JAZs dont l�expression est augmentée chez les mutants KO ; III : JAZs dont l�expression est réduite 

chez OEC1 ; IV : JAZ dont l�expression est diminuée chez OEC1 et augmentée chez cyp94c1 et cyp94b3c1.
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5.2.7 La carboxylation, une inactivation totale de JA-Ile ? 

Comme nous venons de le voir, la perturbation du métabolisme oxydatif de JA-Ile a 

des impacts sur la transcription de gènes de signalisation et de défense. Les CYP94s 

contrôlent les niveaux de l�hormone JA-Ile, en produisant les composés 12OH-JA-Ile et 

12COOH-JA-Ile dont les propriétés biologiques pourraient contribuer aux modifications 

transcriptionnelles observées. Il a été décrit que 12OH-JA-Ile est moins efficace que JA-Ile 

pour promouvoir l�assemblage du complexe COI1-JAZ3.1 ou COI1-JAZ10 dans des tests 

d�interaction de pull-down in vitro (T. Heitz données non publiées et Koo et al. (2011)). 

Cependant, une interaction COI1/12OH-JA-Ile/JAZ est encore détectable. Il est donc possible 

qu�in vivo, 12OH-JA-Ile permette encore l�induction de certaines réponses. Une oxydation 

supplémentaire de l�hormone conduisant au 12COOH-JA-Ile pourrait permettre d�inactiver 

totalement l�hormone. Afin de comparer les capacités individuelles de JA-Ile, de 12OH-JA-Ile 

et de 12COOH-JA-Ile à promouvoir l�expression de ces gènes dépendant de la voie JA, nous 

avons effectué des traitements de plantes avec chaque composé puis extrait les ARNs et 

examiné l�expression de ces gènes par RT-qPCR.  

5.2.7.1  Effet d�un traitement JA-Ile, 12OH-JA-Ile ou 12COOH-JA-Ile sur des 

feuilles de plantes âgées de 7 semaines  

Dans un premier temps, nous avons effectué les traitements sur des feuilles adultes 

prélevées sur des plantes âgées de 7 semaines. Les feuilles excisées au niveau du pétiole ont 

été mises en survie en plongeant le pétiole dans une solution contenant le composé d�intérêt. 

Les feuilles ont été congelées après 3 h, 8 h ou 24 h de traitement, puis les ARNs ont été 

extraits et l�expression des gènes analysée par RT-qPCR. La figure 5-11 présente l�expression 

de JAZ5 et de PDF1.2 après différentes durées de traitement. L�expression (relative à des 

feuilles non traitées) des deux gènes est fortement induite au bout de 3 heures dans les 

contrôles. Cela suggère que le simple fait de couper les feuilles induit déjà fortement la voie 

JA et la production de JA-Ile de manière endogène. Par conséquent, il est difficile de 

reconnaître l�effet de traitements exogènes avec JA-Ile, 12OH-JA-Ile ou 12COOH-JA-Ile. 

Attribuer des propriétés biologiques à ces molécules n�est donc pas possible avec ce mode 

opératoire.  
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Figure 5!11 : Expression des gènes JAZ5 et PDF1.2 dans des feuilles traitées avec JA!Ile, 12OH!JA!Ile 

ou 12COOH!JA!Ile. Les solutions de jasmonates sont à une concentration de 10 µM. Les feuilles 

coupées de plantes âgées de 7 semaines sont disposées verticalement dans des fioles contenant 

l�un des jasmonates. Les feuilles sont récoltées et congelées avec de l�azote liquide après 3 h, 8 h 

ou 24 h de traitement. Le traitement contrôle correspond à de l�eau contenant 1 � de méthanol. 

L�expression est rapportée à celle mesurée dans des échantillons de feuilles non!traitées 

(congelées immédiatement après récolte). Les valeurs présentées sont les moyennes ± SD de 3 

réplicats techniques.  

 

5.2.7.2  Effet d�un traitement JA-Ile, 12OH-JA-Ile ou 12COOH-JA-Ile sur des 

plantules d�une semaine cultivées en milieu liquide 

Pour éviter le problème d�induction de la voie JA par la coupure des feuilles et 

pouvoir étudier l�effet de traitements exogènes avec les jasmonates JA-Ile, 12OH-JA-Ile et 

12COOH-JA-Ile sur la transcription de gènes de la voie JA, nous avons, dans un deuxième 

temps, effectué les traitements sur des plantules d�une semaine cultivées in vitro en milieu 

liquide. Ce modèle biologique est fréquemment utilisé pour étudier les réponses à des 

traitements hormonaux, notamment dans les expériences répertoriées dans les serveurs de 

microarrays (Toufighi et al., 2005). Il permet un contact continu de la plante avec le composé 

à tester, sans stress. Les facteurs d�induction obtenus sont en général plus importants qu�avec 

des plantes adultes. Les plantules ont été traitées avec JA-Ile, 12OH-JA-Ile ou 12COOH-JA-

Ile et ont été récoltées après différentes durées de traitement. Les ARNs ont été extraits puis 

analysés par RT-pPCR. Les expressions du gène de métabolisme CYP94C1, du gène de 

défense PDF1.2, du facteur de transcription ERF1 et du répresseur JAZ5 sont présentées dans 

la figure 5-12.  
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Figure 5!12 : Expression des gènes CYP94C1, PDF1.2, ERF1 et JAZ5 dans des plantules traitées avec JA!Ile, 12OH!JA!Ile ou 12COOH!JA!Ile. Les traitements 

avec les  jasmonates ont été effectués à une concentration finale de 30 µM. Les plantules âgées d�une semaine cultivées en milieu liquide in vitro ont été 

récoltées et congelées avec de l�azote liquide après 15 min, 30 min, 1 h, 2 h, 4 h, 6 h, 11 h ou 24 h de traitement. Le traitement contrôle correspond à de 

l�eau contenant 3 � de méthanol et concerne les temps 1 h et 6 h. L�expression est rapportée à celle mesurée dans des échantillons de feuilles non!

traitées (congelées immédiatement après récolte). Une représentation de PDF1.2 sans les valeurs correspondant au traitement JA!Ile permet de 

visualiser les valeurs des autres traitements (graphique de droite). Les valeurs présentées sont les moyennes ± SD de 3 réplicats techniques.  
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Comme attendu, l�expression des 4 gènes dépendant de la voie JA est fortement 

induite par le traitement JA-Ile (figure 5-12).  Il est intéressant de noter que les expressions de 

CYP94C1, ERF1 et JAZ5 sont induits dès 15 min et que leur expression maximale est atteinte 

entre 30 min et 1 h de traitement. L�expression de PDF1.2 est induite plus tardivement et son 

induction maximale n�est observable qu�au bout de 11 h de traitement. L�induction précoce de 

CYP94C1, d�ERF1 et de JAZ5 ainsi que l�induction tardive de PDF1.2 sont similaires aux 

cinétiques d�expression de ces gènes en réponse à la blessure dans des feuilles adultes. Ainsi, 

ce mode opératoire est validé. Contrairement au traitement JA-Ile, les traitements avec les 

formes oxydées, 12OH-JA-Ile ou 12COOH-JA-Ile, induisent beaucoup moins l�expression de 

ces gènes. Ces résultats indiquent que les formes oxydées ont peu d�effet sur l�expression de 

ces gènes de métabolisme, de signalisation et de défense. Les groupements hydroxyle et 

carboxyle semblent donc réduire les capacités de JA-Ile à induire l�expression de ces gènes. Il 

est cependant notable que le traitement 12OH-JA-Ile promeut encore légèrement l�expression 

des gènes analysés, alors que le traitement 12COOH-JA-Ile ne permet généralement plus 

d�induction. Dans le cas de PDF1.2, l�expression dans les plantules traitées avec du 

12COOH-JA-Ile est encore plus faible que dans les plantules contrôles, suggérant que 

12COOH-JA-Ile pourrait éventuellement avoir un effet inhibiteur sur la transcription de ce 

gène. Cependant, ces résultats demandent à être consolidés par d�autres expériences incluant 

des contrôles pour chaque durée de traitement. 

Ces expériences de traitement exogène sur des plantules in vitro ont permis 

d�examiner l�effet des composés 12OH-JA-Ile et 12COOH-JA-Ile en comparaison à 

l�hormone non oxydée JA-Ile sur la transcription de gènes connus pour être induits par la voie 

JA. Les formes oxydées de JA-Ile sont largement moins efficaces que JA-Ile pour promouvoir 

l�expression de gènes représentatifs du métabolisme de l�hormone (CYP94C1), de 

signalisation de la voie JA (JAZ5, ERF1) et de réponse de défense (PDF1.2), ce qui supporte 

l�idée que les oxydations de JA-Ile par les CYP94s sont un mécanisme d�inactivation 

hormonale. 
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5.3 Conclusion  

Nos études métaboliques ont montré que l�infection foliaire par le pathogène Botrytis 

cinerea induit l�accumulation des formes oxydées de JA-Ile. Plus particulièrement, nos 

mesures quantitatives indiquent que la forme 12COOH-JA-Ile est la plus abondante. Parmi les 

6 CYP94s d�Arabidopsis thaliana, seuls CYP94B1, CYP94B3 et CYP94C1 ont une expression 

induite par ce stress biotique, le niveau d�expression de CYP94C1 étant le plus élevé. Par des 

approches génétiques et métabolomiques, nous avons déterminé le rôle majeur de l�enzyme 

CYP94C1 dans la formation du dérivé 12COOH-JA-Ile au cours de l�infection. De manière 

surprenante, l�excès de JA-Ile mesuré chez cyp94b3, cyp94c1 et cyp94b3c1 n�est pas corrélé à 

un gain de résistance. Nous avons recherché des explications moléculaires à ce phénotype en 

étudiant les profils transcriptionnels de gènes de défense et de signalisation dans la voie JA. 

Ces résultats ont mis en évidence une expression plus intense de certains répresseurs comme 

JAZ5, suggérant qu�un rétrocontrôle négatif plus soutenu de la voie de signalisation JA se met 

en place chez ces mutants. Ce mécanisme pourrait limiter l�amplitude des réponses de 

défense, coûteuses en énergie pour la plante. Par ailleurs, la surexpression de CYP94C1 

associée à un excès d�oxydation de JA-Ile provoque une perte de résistance des plantes à 

Botrytis cinerea, corrélée à une réduction drastique de l�expression de la défensine PDF1.2. 

Ensemble, ces résultats indiquent que l�oxydation de JA-Ile par les CYP94s chez les plantes 

de type sauvage est un mécanisme atténuant les niveaux et l�action de cette hormone lors de 

ce stress foliaire biotique, comme nous l�avions observé en réponse à la blessure foliaire 

mécanique (Heitz et al., 2012). Ces enzymes sont donc des régulateurs clés des réponses 

transcriptionnelles des gènes de défense et de signalisation impliqués dans la résistance à ce 

pathogène nécrotrophe. 
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5.4 Discussion 

Le niveau de JA-Ile est déterminant pour la signalisation et la défense. La perte ou le 

gain d�expression de CYP94s ont un impact sur l�expression de gènes de signalisation de la 

voie JA et de défense. Les plantes sur-exprimant CYP94C1 présentent des niveaux de JA-Ile 

proches de ceux des plantes de type sauvage, seulement légèrement diminués. Cependant, la 

résistance est nettement affectée chez ce mutant. Il semble donc que le niveau de JA-Ile ne 

soit pas le seul facteur déterminant le niveau de défense. La différence métabolique majeure 

que nous avons observée entre OEC1 et les plantes sauvages correspond au large excès de 

12COOH-JA-Ile. Ce conjugué oxydé pourrait donc avoir un impact négatif sur les réponses 

de défense. Les réponses aux jasmonates incluent l�induction de l�expression de gènes, mais 

également la répression de l�expression d�autres gènes. Le 12COOH-JA-Ile pourrait être un 

jasmonate ayant un rôle à jouer dans la répression de l�expression de certains gènes, comme 

cela semble être le cas pour PDF1.2. Des mécanismes moléculaires et cellulaires gouvernant 

des réponses contrôlées par 12OH-JA-Ile et 12COOH-JA-Ile pourraient être étudiés. 

Le facteur de transcription EIN3 de la voie éthylène induit l�expression d�ERF1 et de 

PDF1.2. Il a été montré que la protéine répresseur JAZ1 interagit avec EIN3, ce qui inhibe 

EIN3 en absence de JA (Zhu et al., 2011). La dégradation des JAZs correspond à la dé-

répression d�EIN3 et mène à une augmentation de la résistance contre Botrytis cinerea (Zhu et 

al., 2011). Nous avons observé que les expressions de JAZ1, d�ERF1 et de PDF1.2 sont 

modifiées chez les mutants d�expression des CYP94s. L�oxydation de JA-Ile semble donc 

avoir un impact sur l�expression de ces gènes et il serait intéressant d�étudier le comportement 

d�EIN3, qui est un acteur intermédiaire entre le répresseur JAZ1 et le facteur de transcription 

ERF1. 

Les mêmes acteurs de catabolisme sont donc à l��uvre en réponse à deux stress 

foliaires, la blessure et l�infection fongique. Cependant, la dynamique métabolique est 

sensiblement différente, comme l�est l�impact sur les réponses de défenses respectives. Les 

interactions particulières avec d�autres voies hormonales affectent probablement la régulation 

fine de la voie JA. 
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6 OXYDATION DE JASMONATES PAR LES 

CYP94s AU COURS DU DEVELOPPEMENT 

FLORAL 

6.1 Introduction  

Les phénotypes caractéristiques des mutants de biosynthèse ou de signalisation des 

jasmonates sont une sensibilité plus forte aux pathogènes nécrotrophes ainsi qu�une inhibition 

de la croissance racinaire réduite, mais également une stérilité mâle chez Arabidopsis thaliana 

ou femelle chez la tomate (Solanum lycopersicon) (Wasternack et al., 2013), démontrant 

l�importance des jasmonates pour la fertilité. On peut donc prévoir que le métabolisme des 

JAs est actif dans les fleurs et que différentes formes peuvent être détectées et quantifiées. 

6.1.1 Dosages de jasmonates dans les fleurs 

La première quantification d�OPDA, de JA, de JA-Ile et de l�ester méthylique de JA-

Ile dans les fleurs a été réalisée chez la tomate (Lycopersicon esculentum) (Hause et al., 

2000). La quantification de jasmonates dans les bourgeons floraux et les fleurs a mis en 

évidence des niveaux de JA-Ile et d�OPDA plus élevés dans les fleurs matures que dans les 

bourgeons, avec des concentrations maximales dans les pistils, en cohérence avec la nécessité 

des jasmonates pour la fertilité femelle (Hause et al., 2000). Chez la tomate, la synthèse de JA 

a lieu dans les ovules, notamment grâce à la présence de protéines de biosynthèse AOC dans 

ces structures reproductrices (Hause et al., 2000; Stenzel et al., 2008).  

Dans le pollen de Pinus mugo, JA, OPDA, 12OH-JA et 11-OH-JA ont été détectés 

(Miersch et al., 2008). 

Chez Nicotiana attenuata, il a été rapporté que la concentration de JA est d�environ 

2000 ng/g (= 9,5 nmol/g) de masse fraîche dans les bourgeons puis diminue au cours du 

développement floral, alors que les niveaux de JA-Ile sont d�environ 700 ng/g (= 3,3 nmol/g) 

de masse fraîche dans les bourgeons puis atteignent 1250 ng/g (= 5,9 nmol/g) de masse 
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fraîche dans les fleurs commençant à s�allonger, puis diminuent jusqu�à ouverture complète 

de la fleur (Oh et al., 2013). JA et JA-Ile s�accumulent donc selon un pattern spécifique durant 

le développement floral chez N. attenuata. 

Chez Arabidopsis thaliana, le mutant opr3, affecté dans la réduction de l�OPDA 

conduisant à la synthèse de JA, a permis de déterminer que ce n�est pas l�OPDA mais le JA 

qui est nécessaire pour la fertilité mâle (Stintzi et Browse, 2000). La fertilité des mutants de 

biosynthèse de jasmonates peut être restaurée par application exogène de JA sur les bourgeons 

floraux à un stade de développement précis (stade 12). Cette complémentation chimique a 

permis d�identifier les enzymes impliquées dans la biosynthèse de JA requis pour le 

développement tardif de l�étamine. JA-Ile a été rapporté dans les fleurs, avec un niveau de 8 

pmol/g de poids frais (Staswick, 2009b). Les quantités de JA ont été mesurées dans des fleurs 

entières à différents stades floraux par Nagpal et al. (2005) : environ 30 pmol/g dans des 

bourgeons floraux de stades 1 à 10, 200 pmol/g pour les bourgeons de stades 11 à 12, et 52 

pmol/g pour les fleurs de stades 13 et 14. Ainsi la concentration en JA est la plus forte juste 

avant ouverture de la fleur. Le gène de la phospholipase DAD1 est exprimé dans le filet des 

étamines, ce qui suggère que la synthèse de JA pourrait être initiée dans cette structure 

(Ishiguro et al., 2001). Cependant, les gènes AOC1 et AOC4 sont également exprimés dans les 

anthères, les pétales, les sépales et le pistil, indiquant que la formation d�OPDA précurseur du 

JA a probablement lieu dans toute la fleur (Stenzel et al., 2012).  

6.1.2  Hypothèse de travail 

Alors que de nombreuses études génétiques ont mis en évidence l�importance de la 

biosynthèse et de la signalisation des jasmonates dans le développement floral d�Arabidopsis 

thaliana (Wasternack et Hause, 2013), des études métaboliques concernant le turnover des 

jasmonates dans les fleurs demandent à être effectuées. Bien que JA-Ile soit considérée 

comme la forme bioactive des jasmonates, les profils d�accumulation de ce composé et de ses 

dérivés oxydés n�a pas encore été rapporté au cours du développement floral (bourgeons 

floraux en comparaison aux fleurs ouvertes) de cette plante modèle. La voie JA jouant un rôle 

primordial dans le développement floral, l�étude de la régulation des niveaux de la forme 

hormonale bioactive JA-Ile est donc intéressante également dans ce contexte 

développemental. Le niveau de JA dépend de sa biosynthèse qui est contrôlée en amont par 

les signalisations auxine et GA (Nagpal et al., 2005; Cheng et al., 2009; Tabata et al., 2010; 
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Reeves et al., 2012). Nous avons supposé que les niveaux d�hormone JA-Ile pourraient 

également être contrôlés par un mécanisme catabolique.  

 Nous avons vu que CYP94B3 et CYP94C1 sont fortement exprimés dans les feuilles 

après blessure et leurs oxydations jouent un rôle majeur dans le contrôle des niveaux de JA-Ile 

lors de cette situation de stress (Heitz et al., 2012). Nous avons formulé l�hypothèse que les 

enzymes CYP94B3, CYP94C1 ou d�autres membres de la famille CYP94 pourraient 

également métaboliser l�hormone dans les fleurs et intervenir dans la régulation des niveaux 

de JA-Ile au cours du développement de la fleur. 

Pour établir les profils en jasmonates dans les fleurs d�Arabidopsis thaliana, plus 

particulièrement ceux de JA-Ile et ses formes oxydées dans les fleurs, puis pour étudier 

l�implication éventuelle de CYP94s dans le métabolisme oxydatif de JA-Ile, nous avons 

utilisé des approches métaboliques, génétiques et transcriptionnelles.  
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6.2 Résultats 

6.2.1 Recherche de 12OH-JA-Ile et de 12COOH-JA-Ile dans les fleurs de Col0 

Pour déterminer si l�hormone JA-Ile peut être oxydée lors du développement de la 

fleur, nous avons recherché par UPLC-MS/MS les profils de JA-Ile, de 12OH-JA-Ile et de 

12COOH-JA-Ile dans les bourgeons verts de fleurs fermées (récolte groupée des stades 1 à 12 

de la figure 1-17 de l�introduction générale) ou dans des fleurs ouvertes (récolte groupée des 

stades 13 et 14 de la figure 1-17 de l�introduction générale) de plantes sauvages. 

 

 

 

 

 

 

Figure 6!1 : Niveaux de JA!Ile, 12OH!JA!Ile et 12COOH!JA!Ile dans des fleurs fermées ou ouvertes 

de Col0. 

Comme l�indique la figure 6-1, nous avons détecté l�accumulation de JA-Ile, 12OH-

JA-Ile et de 12COOH-JA-Ile dans les fleurs. Les niveaux de JA-Ile dans les fleurs fermées 

sont plus élevés que dans les fleurs ouvertes, indiquant que l�hormone est davantage 

métabolisée après ouverture de la fleur. Au contraire, le 12COOH-JA-Ile est accumulé plus 

fortement dans les fleurs ouvertes, ce qui suggère que la diminution des niveaux de JA-Ile 

dans les fleurs ouvertes pourrait être due à son oxydation en 12COOH-JA-Ile.  

 

6.2.2 Etude de l�expression des 6 gènes CYP94s dans les fleurs  

Afin de déterminer quels CYP94s pourraient potentiellement catalyser l�oxydation de 

JA-Ile lors du développement floral, des études transcriptionnelles visant à mettre en évidence 

le pattern d�expression de chaque gène CYP94 dans les organes floraux ont été entreprises.  

Fleurs fermées

Fleurs ouvertes
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6.2.2.1 Expression des CYP94s à différents stades floraux (RT-qPCR) 

Pour examiner l�expression des CYP94s au cours du développement floral, des fleurs 

entières, fermées ou ouvertes, ont été récoltées. Pour des raisons de commodité, nous avons 

regroupé certains stades de développement en catégories (figure 6-2).  

 

 

 

 

 

 

Figure 6!2 : Photographies de fleurs d�Arabidopsis (Col0) représentatives des 5 catégories de fleurs 

récoltées. Des photographies de bourgeons et fleurs représentatifs de chaque catégorie sont 

présentées. La catégorie A comprend les stades 1 à 10 de la nomenclature du développement floral 

de la figure 1!17 de l�introduction générale (Smyth et al., 1990), la catégorie B regroupe les stades 

11 et 12, la catégorie C correspond au stade 13, les catégories D et E sont respectivement les stades 

14 et 16.  

 

Après récolte, les ARNs ont été extraits puis soumis à une transcription inverse avant 

d�effectuer les PCR quantitatives pour mesurer l�expression des 6 gènes de la famille CYP94. 

Les résultats de RT-qPCR effectuées sur les fleurs des différentes catégories récoltées sont 

présentés en figure 6-3. L�expression de CYP94B2 est très faible et celle de CYP94D1 est 

indétectable. CYP94B1, CYP94B3, CYP94C1 et CYP94D2 sont les gènes CYP94s les plus 

exprimés. L�expression des gènes CYP94B1, CYP94B3 et CYP94C1 est la plus forte au stade 

14 (catégorie D), lors de l�ouverture complète de la fleur. Cette expression est cohérente avec 

un rôle éventuel de ces enzymes dans l�oxydation de JA-Ile, qui est plus intense à l�ouverture 

de la fleur (cf Figure 6-1). Ces gènes sont ceux impliqués dans le turnover hormonal dans les 

feuilles blessées et sont donc également de bons candidats pour catalyser l�oxydation de JA-

Ile dans les fleurs.  

 

A B C D E



169 

 

0

0,1

0,2

0,3

0,4

0,5

0,6

0,7

CYP94B1 CYP94B2 CYP94B3 CYP94C1 CYP94D1 CYP94D2

E
xp

re
ss

io
n

 r
el

at
iv

e A

B

C

D

E

 

0

0,1

0,2

0,3

0,4

0,5

0,6

0,7

A B C D E

E
xp

re
ss

io
n

 r
el

at
iv

e CYP94B1

CYP94B2

CYP94B3

CYP94C1

CYP94D1

CYP94D2

 

Figure 6!3 : Mesure de l�expression des CYP94s par RT!qPCR aux différents stades floraux récoltés 

(catégories A à E). Les expressions sont représentées en ""Ct, uniquement corrigés par les deux 

gènes de référence. 
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6.2.2.2 Expression des CYP94s dans les différents organes de fleurs ouvertes  

Pour déterminer précisément dans quels organes de la fleur ouverte les CYP94s sont 

exprimés, des fleurs ont été disséquées afin de récolter séparément sépales, pétales, étamines 

et pistil (Figure 6-4). Du pollen mature a également été récolté. Les ARNs ont été extraits et 

analysés par RT-qPCR.  

 

Figure 6!4 : Organes disséqués d�une fleur ouverte de Col0 stade 14. 
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Figure 6!5 : Mesure de l�expression des CYP94s par RT!qPCR dans les organes de fleurs ouvertes 

stade 14 (Col0). Les expressions sont représentées en ""Ct, uniquement corrigés par les deux 

gènes de référence. 
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Les résultats obtenus (Figure 6-5) montrent que les 6 CYP94s sont exprimés dans la 

fleur, mais avec une spécificité en terme d�intensité et de localisation. Aucun des gènes 

CYP94s n�est exprimé fortement dans le pistil. CYP94B2 est faiblement exprimé dans les 

grains de pollen. L�expression de CYP94D1 est détectable uniquement et faiblement dans les 

sépales. CYP94C1 est majoritairement exprimé dans les étamines. CYP94B1 est fortement 

exprimé dans les pétales et modérément dans les étamines. CYP94D2 est plus exprimé que les 

autres CYP94s dans les sépales et est également exprimé dans les étamines. L�étamine se 

distingue donc en exprimant fortement 3 gènes CYP94s : CYP94C1, CYP94B1 et CYP94D2.  

Ces données indiquent que chaque gène CYP94 présente un pattern d�expression 

particulier dans les pièces florales de la fleur ouverte, ce qui suggère une spécificité de 

fonction pour chaque enzyme dans certaines parties de la fleur.  

6.2.2.3 Expression de CYP94C1 chez des lignées rapportrices GUS  

Les données de RT-qPCR ont permis de déterminer les niveaux d�expression dans les 

fleurs entières ou dans les principaux organes de fleurs disséquées.  Le système rapporteur de  

GUS permet une localisation encore plus fine de l�expression du gène. Nous avons pu utiliser 

des lignées pCYP94B3::GUS et pCYP94C1::GUS qui avaient été obtenues par le Dr Yves 

Millet (laboratoire de Frederick Ausubel, Boston, USA). 

Deux lignées pCYP94C1::GUS (1212 et 2229) présentent une coloration bleue 

uniquement dans les fleurs ouvertes à partir du début du stade 13, les bourgeons au centre du 

bouquet floral ne sont pas colorés (figure 6-6A et D). Plus précisément, la coloration bleue est 

exclusivement localisée dans les anthères, les filets des étamines n�étant pas marqués (Figure 

6-6B et E). Des coupes longitudinales et transversales de ces fleurs ont été réalisées (Figure 6-

6C et F) et montrent l�expression de CYP94C1 dans les anthères déhiscentes, libérant les 

grains de pollen. Les lignées GUS sous contrôle du promoteur CYP94C1 permettent donc de 

confirmer les données de RT-qPCR indiquant l�expression de CYP94C1 dans les étamines des 

fleurs ouvertes. Certains grains de pollen sont colorés en bleu, mais selon les données de RT-

qPCR, CYP94C1 n�est pas exprimé dans ces structures. La coloration partielle des grains de 

pollen est donc probablement un artéfact. 
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Figure 6!6 : Photographies des lignées pCYP94C1::GUS. Des bouquets floraux (A et D), des fleurs 

ouvertes (B et E) et des coupes d�anthère (C et F) des lignées pCYP94C1::GUS 1212 (A, B, C) et 

pCYP94C1::GUS 2229 (D, E, F)  sont présentés. Les photos A, B, D et E ont été prises après 

coloration directe des fleurs fraîches et les photos C et F sont issues de coupes de fleurs colorées 

puis incluses dans du paraplaste (C, coupe longitudinale ; F, coupe transversale).  

 

Des lignées rapportrices GUS de l�activité du promoteur de CYP94B3 n�ont pas 

montré de coloration au niveau des fleurs (Figure 6-7B et C). Comme en témoignent les 

données de RT-qPCR, le niveau d�expression de CYP94B3 est faible dans les fleurs. La 

coloration GUS étant une méthode moins sensible que la RT-qPCR, l�absence de coloration 

GUS pourrait s�expliquer par une activité très faible du promoteur de CYP94B3 dans les 

fleurs. 

 

Figure 6!7 : Photographies de bouquet floral de Col0 et de lignées pCYP94B3::GUS. Col0 (A), lignée 

pCYP94B3::GUS 141 (B), lignée pCYP94B3::GUS 352 (C). 
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Pour compléter l�étude de la localisation de l�expression des CYP94s exprimés 

fortement dans les fleurs, le Dr Yann Aubert (postdoctorant de notre laboratoire) a généré des 

lignées rapportrices GUS pCYP94B1::GUS et pCYP94D2::GUS pour visualiser l�expression 

des gènes CYP94B1 et CYP94D2 (figures 6-8 et 6-9). Pour rappel, CYP94B1 est co-régulé 

avec CYP94B3 et CYP94C1 dans les réponses aux stress foliaires. CYP94D2 est 

phylogénétiquement distinct et ne fonctionne pas comme une JA-Ile oxydase. 

 

Figure 6!8 : Photographies de fleurs de lignées pCYP94B1::GUS. Les lignées, les colorations et les 

photographies ont été réalisées par Yann Aubert (pCYP94B1::GUS lignée 14 (A et B), 

pCYP94B1::GUS lignée 6 (C et D)).    

 

 

 

 

Figure 6!9 : Photographies de fleurs de lignées pCYP94D2::GUS. Les lignées, les colorations et les 

photographies ont été réalisées par Yann Aubert (pCYP94D2::GUS lignée 14 (A et B), 

pCYP94D2::GUS lignée 10 (C et D)). 
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Comme le montre la figure 6-8, CYP94B1 est exprimé dans les pétales et dans les 

étamines des fleurs ouvertes. Plus précisément, la coloration est la plus forte au niveau du 

filet, avec un gradient atteignant un maximum d�intensité à l�extrémité reliant l�anthère, alors 

que l�anthère elle-même n�est  pas colorée. CYP94D2 est exprimé dans les étamines (figure 6-

9), plus précisément dans les régions conductrices du filet, tandis que les anthères ne sont pas 

colorées. Ce gène apparait également  exprimé à la base du réceptacle floral et dans les 

vaisseaux du pistil. Contrairement aux lignées pCYP94B1::GUS et pCYP94C1::GUS, une 

coloration est également observable dans les bourgeons des lignées pCYP94D2::GUS. 

L�ensemble des données provenant de RT-qPCR et des lignées rapportrices GUS sont 

cohérentes et montrent une expression de CYP94B1, CYP94C1 et CYP94D2 dans les 

étamines. Les lignées GUS ont mis en évidence le patron d�expression spécifique de chacun 

de ces gènes au niveau de l�étamine : CYP94C1 est exprimé uniquement au niveau de 

l�anthère tandis que CYP94B1 et CYP94D2 sont exprimés dans le filament des anthères, 

l�expression de CYP94D2 étant restreinte aux régions internes du filament.  

La maturation du pollen dans les anthères des étamines et la déhiscence des anthères 

sont des processus dépendants de COI1 via le co-récepteur COI1-JAZ et de la signalisation 

des jasmonates (Wasternack et al., 2013). Contrairement à CYP94B1 et CYP94C1 qui oxydent 

JA-Ile, CYP94D2 ne métabolise pas de jasmonates in vitro dans nos conditions d�incubations 

et son activité enzymatique est inconnue actuellement. CYP94B1 et CYP94C1 sont fortement 

exprimés dans les étamines et la forte expression de ces gènes dans les étamines de fleur 

ouverte suggère que les enzymes CYP94B1 ou CYP94C1 pourraient participer à l�oxydation 

de l�hormone JA-Ile dans les étamines des fleurs. 

 

6.2.3 Niveaux de jasmonates dans les fleurs des mutants cyp94s 

Pour étudier l�implication éventuelle de CYP94s dans le métabolisme des jasmonates 

au sein des fleurs, les jasmonates de fleurs de lignées mutantes affectées dans l�expression de 

CYP94s ont été extraits puis analysés par UPLC-MS/MS. 

Les niveaux de JA-Ile, 12OH-JA-Ile et 12COOH-JA-Ile détectés dans les fleurs fermées 

(catégories A et B récoltées) ou ouvertes (catégories C et D récoltées) de mutants cyp94s sont 

présentés dans la figure 6-10, en comparaison de ceux de plantes de type sauvage (Col0). 
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Figure 6!10 : Niveaux de JA!Ile, de 12OH!JA!Ile et de 12COOH!JA!Ile dans les fleurs fermées ou 

ouvertes de plantes mutantes pour l�expression des gènes CYP94B3 et CYP94C1. Les fleurs fermées 

correspondent aux catégories A et B récoltées, et les fleurs ouvertes correspondent aux catégories 

C et D récoltées. pFGC est une lignée contrôle des plantes C1RNAi dont l�expression de CYP94C1 est 

fortement réduite. Les valeurs présentées sont les moyennes ± SD de 3 réplicats biologiques 

indépendants. 
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Les fleurs de cyp94b3 présentent des niveaux de 12OH-JA-Ile et de 12COOH-JA-Ile 

proches de ceux de Col0, suggérant que CYP94B3 ne joue pas de rôle majeur dans 

l�accumulation des formes oxydées de JA-Ile dans la fleur. Le niveau de JA-Ile est plus élevé 

chez cyp94b3 dans ce lot de plantes, mais comme le montre la figure 6-11 suivante, ceci n�est 

pas reproductible car dans un autre lot de plantes les quantités de JA-Ile sont similaires à 

celles des plantes Col0. 

Les fleurs de  cyp94c1 ainsi que C1RNAi comportent des niveaux de 12COOH-JA-Ile très 

réduits, indiquant que CYP94C1 est responsable de l�accumulation de 12COOH-JA-Ile dans 

les fleurs sauvages (figure 6-10). De manière cohérente, les fleurs du double mutant 

cyp94b3c1 ont également des niveaux de 12COOH-JA-Ile très affectés. De plus, les quantités 

de 12OH-JA-Ile sont réduites de moitié dans les fleurs fermées du mutant cyp94c1, indiquant 

que CYP94C1 participe également à l�accumulation de 12OH-JA-Ile dans les fleurs. Chez le 

mutant sur-exprimant CYP94C1, les niveaux de 12OH-JA-Ile sont également plus faibles que 

chez Col0. Mais dans ce cas, le 12OH-JA-Ile est probablement moins accumulé car il est 

converti en davantage de 12COOH-JA-Ile par l�excès d�enzyme CYP94C1.  

Cette analyse a été répétée dans une expérience indépendante avec un nombre de 

génotypes plus important, incluant cette fois le mutant cyp94b1, les doubles mutants 

cyp94b1c1, cyp94b1b3 et le triple mutant cyp94b1b3c1. Les résultats sont présentés dans la 

figure 6-11. Dans cette expérience également, le 12COOH-JA-Ile est de loin le conjugué le 

plus abondant, particulièrement dans les fleurs ouvertes. A nouveau, le mutant cyp94c1 

présente des niveaux très faibles de COOH-JA-Ile alors que les plantes sur-exprimant 

CYP94C1 présentent un excès de ce composé. Ceci confirme le rôle de CYP94C1 dans la 

carboxylation de JA-Ile dans les fleurs.  Dans cette expérience, tous les génotypes ont des 

niveaux de JA-Ile proches de ceux des plantes de type sauvage dans les fleurs fermées, hormis 

OEC1. 

Bien que le gène CYP94B1 soit fortement exprimé dans les pétales de fleurs sauvages, le 

mutant cyp94b1 ne présente pas des niveaux plus faibles de 12OH-JA-Ile ni de 12COOH-JA-

Ile. De plus, les niveaux de 12OH-JA-Ile et de 12COOH-JA-Ile ne sont pas plus réduits chez 

les doubles mutants cyp94b1c1 et cyp94b1b3 par rapport aux simples mutants cyp94b3 et 

cyp94c1, ni chez le triple mutant cyp94b1b3c1 par rapport au double mutant cyp94b3c1. Ceci 

indique que l�enzyme CYP94B1 ne catalyse pas l�oxydation de JA-Ile dans les fleurs et 

suggère que CYP94B1 joue un autre rôle dans les fleurs. 
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Figure 6!11 : Niveaux de JA!Ile, de 12OH!JA!Ile et de 12COOH!JA!Ile dans les fleurs fermées ou 

ouvertes de plantes simple, double ou triple mutantes pour l�expression des gènes CYP94B1, 

CYP94B3 et CYP94C1. Les valeurs présentées sont les moyennes ± SD de 3 réplicats biologiques 

indépendants. 
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Nous avons également recherché d�autres jasmonates dans les fleurs : JA, 12OH-JA, 

JA-Phe, 12COOH-JA-Phe et OPDA (figure 6-12). Cependant, les dérivés 12OH-JA-Phe et 

12CO-JA-Phe n�ont pas pu être détectés.  

Alors que les niveaux de JA, de 12OH-JA et de JA-Phe sont similaires dans les fleurs 

sauvages fermées et ouvertes, ceux de 12COOH-JA-Phe et d�OPDA sont plus élevés dans les 

fleurs ouvertes.  

De façon inattendue, les quantités de 12OH-JA sont particulièrement réduites chez les plantes 

sur-exprimant CYP94C1, indiquant que CYP94C1 a un impact négatif sur la formation de ce 

composé. On pourrait imaginer que 12OH-JA est normalement formé par hydrolyse de 12OH-

JA-Ile (Widemann et al., 2013), mais que l�excès d�enzyme CYP94C1 utilise l�essentiel de la 

quantité de 12OH-JA-Ile pour l�oxyder en 12COOH-JA-Ile.  

Les niveaux plus élevés de 12COOH-JA-Phe chez OEC1, comparés à ceux des plantes 

contrôles (Col0), indiquent que CYP94C1 est capable de produire ce composé dans les tissus 

floraux. Les niveaux de 12COOH-JA-Phe sont réduits chez cyp94c1, ce qui semble indiquer 

que cette enzyme est normalement partiellement responsable de la formation de 12COOH-JA-

Phe dans les fleurs ouvertes.  

Les quantités de JA sont plus élevées que celles de JA-Ile dans les bourgeons et fleurs (figures 

6-11 et 6-12). 

 L�ensemble de ces analyses montre que l�oxydation de JA-Ile est active lors de la 

maturation de la fleur. L�accumulation des dérivés oxydés dépend principalement de 

CYP94C1, dont le gène est exprimé dans l�anthère. Les contributions plus subtiles d�autres 

CYP94s sont possibles et devront être étudiées par des analyses plus fines. 
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Figure 6!12 : Niveaux de JA, 12OH!JA, JA!Phe, 12COOH!JA!Phe et OPDA dans les fleurs fermées ou 

ouvertes de plante de type sauvage (Col0) ou mutantes pour l�expression de CYP94s. 
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6.2.4 Expression de gènes de métabolisme et de signalisation de la voie des 

jasmonates ou impliqués dans le développement floral 

Nous avons vu précédemment que JA-Ile s�accumule dans les fleurs et que son 

oxydation s�intensifie au cours du développement tardif. Les plantes mutantes ayant une 

expression de CYP94C1 modifiée présentent un métabolisme oxydatif de JA-Ile altéré. La 

modification du turnover de JA-Ile pourrait changer l�expression de certains gènes cibles 

impliqués dans la gestion des niveaux d�hormone ou contrôlant le développement floral. Pour 

étudier l�impact de l�oxydation de l�hormone JA-Ile sur les réponses transcriptionnelles de 

gènes impliqués dans la voie des jasmonates dans les fleurs, nous avons mesuré l�expression 

de gènes impliqués dans le métabolisme de l�hormone et dans sa signalisation au cours du 

développement floral.  

Les analyses transcriptionnelles ont été effectuées sur le premier lot de plantes incluant 

uniquement les génotypes Col0 et des mutants d�expression pour CYP94B3 et CYP94C1 

(CYP94B1 ne semblant pas jouer de rôle dans l�oxydation de JA-Ile au niveau des fleurs). 

 

6.2.4.1 Expression des amido-hydrolases IAR3 et ILL6 dans les fleurs des mutants 

d�expression de CYP94s. 

Les amido-hydrolases IAR3 et ILL6 participent au turnover de JA-Ile lors de la 

blessure de manière concomitante aux CYP94s (Widemann et al., 2013). Les gènes des 

amido-hydrolases de conjugués d�auxine ILR1, ILL1, ILL2, ILL3 et IAR3 sont exprimés dans 

les fleurs, plus particulièrement dans les anthères (Rampey et al., 2004). Il a été décrit que 

l�hydrolyse de conjugués d�auxine permet de libérer l�hormone d�auxine bioactive à partir de 

formes de stockage (Rampey et al., 2004). Le rôle clé de la synthèse d�auxine pour le 

développement floral a été démontrée (Cheng et al., 2006). Il est probable que les amido-

hydrolases participent à l�accumulation d�auxine libre mais également à l�hydrolyse du 

conjugué JA-Ile dans les fleurs. L�expression d�ILL6 n�ayant pas encore été rapportée dans les 

fleurs, nous avons mesuré l�expression de ce gène dans les fleurs (figure 6-13). ILL6 est 

exprimé dans les bourgeons et dans les fleurs ouvertes, plus fortement qu�ILL2 mais moins 

qu�IAR3. 
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Figure 6!13 : Niveau d�expression des amido!hydrolases ILL2, ILL5, ILL6 et IAR3 dans les fleurs de 

plante de type sauvage Col0.Les barres grises correspondent aux fleurs fermées et les blanches aux 

fleurs ouvertes. Les expressions sont représentées en ""Ct, uniquement corrigés par les deux 

gènes de référence. 

 

Nous avons supposé qu�IAR3 ou ILL6 pourrait participer au métabolisme des 

jasmonates dans les fleurs et éventuellement compenser les modifications de niveau de 

jasmonates certains chez les mutants d�expression des CYP94s. Pour tester cette hypothèse, 

nous avons examiné l�expression d�IAR3 et ILL6 chez ces mutants (Figure 6-14). 
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Figure 6!14 : Expression des amido!hydrolases IAR3 et ILL6 (RT!qPCR) dans les fleurs fermées 

(barres grises) ou ouvertes (barres blanches) chez les lignées mutées pour l�expression de CYP94s. 

L�expression présentée est la moyenne ±SD de 3 déterminations rapportées aux fleurs fermées de 

Col0. 

 

Les amido-hydrolases IAR3 et surtout ILL6 présentent une expression réduite chez les 

fleurs sur-exprimant CYP94C1. Ceci suggère que l�augmentation du turnover de JA-Ile par la 

voie oxydative pourrait être compensée partiellement par une réduction du turnover par la 
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voie hydrolytique qui est aussi sous le contrôle de JA-Ile et réduite chez OEC1. Un 

mécanisme de compensation entre les voies oxydatives et d�hydrolyse avait été également 

observé dans les feuilles lors de la blessure chez les mutants iar3 et ill6 (Widemann et al., 

2013).  

 

6.2.4.2 Expression des allènes oxyde cylases AOC1 et AOC4 dans les fleurs des 

mutants cyp94s 

Les allènes oxyde cyclases (AOCs) sont des enzymes de biosynthèse des jasmonates 

qui catalysent la formation d�OPDA (Hause et al., 2000). Parmi les quatre gènes AOCs 

existants chez Arabidopsis thaliana, AOC1 et AOC4 sont les plus exprimées dans les fleurs 

(Stenzel et al., 2012). Plus précisément, AOC1 et AOC4 sont exprimés fortement dans les 

pétales et les étamines. La figure 6-15 montre l�expression de ces gènes de biosynthèse de 

jasmonates dans les fleurs des lignées affectées dans l�expression de CYP94s. 

 

  

Figure 6!15 : Expression (RT!qPCR) des gènes de biosynthèse de jasmonates AOC1 et AOC4 dans les 

fleurs fermées (barres grises) ou ouvertes (barres blanches) chez les lignées mutées pour 

l�expression de CYP94s. Les expressions sont représentées en ""Ct, uniquement corrigés par les 

deux gènes de référence. 

 

L�expression d�AOC4 n�est pas affectée chez les mutants KO. En revanche, celle 

d�AOC1 est fortement réduite dans les fleurs fermées et ouvertes du sur-expresseur de 

CYP94C1. Ceci suggère qu�une oxydation plus intense de JA-Ile pourrait diminuer la 
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biosynthèse des jasmonates générée par AOC1. Un peu moins de JA-Ile pourrait diminuer 

l�expression d�AOC1. 

Le double mutant aoc1aoc4 n�est pas mâle stérile et il y a une forte redondance des quatre 

AOCs. Contrairement à AOC1, AOC4 n�est pas fortement exprimée dans la partie apicale de 

l�anthère. Le 12COOH-JA-Ile pourrait donc avoir un impact sur l�expression de gène de 

biosynthèse d�OPDA spécifiquement dans la partie apicale de l�anthère. Plus la quantité 

d�hormone carboxylée est forte, plus la synthèse de jasmonates serait inhibée, ce qui 

permettrait la diminution de la quantité de JA-Ile après déhiscence chez Col0. 

L�expression d�AOC1 est affectée mais pas celle d�AOC4, suggérant que l�expression de ces 2 

gènes est régulée différemment. Il a été décrit que le promoteur d�AOC1 comporte un élément 

canonique de réponse à l�auxine (TGTCTC) pour les ARFs (O'Connor et al., 2005; Stenzel et 

al., 2012). J�ai recherché ce motif dans la séquence du promoteur d�AOC4 à l�aide de la base 

de données ATHENA (O'Connor et al., 2005) (http://www.bioinformatics2.wsu.edu/cgi-

bin/Athena/cgi/home.pl). La base de données, qui montre ce motif de liaison aux ARFs dans 

la séquence d�AOC1, n�indique cependant pas la présence de ce motif dans la séquence 

promotrice d�AOC4. Les différences spécifiques d�expression d�AOC1 observées chez les 

mutants CYP94C1 pourraient donc provenir d�une modification de l�induction de l�expression 

d�AOC1 contrôlée par cette région promotrice. Ainsi la modification de l�expression de 

CYP94C1 pourrait avoir un impact négatif sur les ARFs qui se fixent au promoteur d�AOC1 et 

permettent sa transcription. Il pourrait s�agir des ARF6 et ARF8 qui sont décrites pour 

promouvoir la synthèse de JA. Cela suggère que l�oxydation des jasmonates pourrait 

également avoir un effet sur des éléments de signalisation de l�auxine.  

 

6.2.4.3 Expression des facteurs de transcription MYB21 et MYB24 dans les fleurs 

des mutants d�expression de CYP94s.  

MYB21 et MYB24 sont impliqués dans la fertilité mâle, plus particulièrement dans 

l�élongation du filet des étamines et la déhiscence des anthères au stade 12 (Mandaokar et al., 

2006). Leur régulation par la molécule JA-Ile n�a pas été rapportée. Pour déterminer si la 

perte ou l�excès d�oxydation de JA-Ile pourraient avoir un impact sur des éléments de la 
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signalisation JA dans les fleurs, nous avons examiné l�expression de ces facteurs de 

transcription. 

  

Figure 6!16 : Expression (RT!qPCR) de gènes de signalisation (facteurs de transcription MYB21 et 

MYB24) dans les fleurs fermées (barres grises) ou ouvertes (barres blanches) chez les mutants 

cyp94s. 

Les résultats présentés dans la figure 6-16 montrent que MYB21 et MYB24 ont une 

expression réduite dans les fleurs fermées du mutant sur-exprimant CYP94C1, indiquant que 

des éléments de signalisation de la voie hormonale jasmonate sont affectés. Des tests 

d�interaction avec le système de levure double hydride ont mis en évidence les interactions 

protéiques des facteurs de transcription MYB21 et MYB24 avec les répresseurs JAZ1, JAZ8, 

JAZ10 et JAZ11 (Song et al., 2011). La diminution de l�expression des gènes MYB21 et 

MYB24 eux-mêmes dans les fleurs fermées sur-exprimant CYP94C1 pourrait être la 

conséquence d�une inhibition plus forte par les répresseurs JAZs. Pour étudier cette 

hypothèse, nous avons examiné l�expression des gènes JAZs dans les fleurs. 

6.2.4.4 Expression des gènes JAZs  

6.2.4.4.1 Expression des 12 gènes JAZs dans des fleurs de Col0 

Pour déterminer quels répresseurs de transcription JAZs pourraient intervenir dans la 

signalisation des jasmonates au cours du développement floral, l�expression des 12 gènes 

JAZs a été examinée par RT-qPCR chez Col0 dans des fleurs fermées ou ouvertes (Figure 6-

17).  
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Figure 6!17 : Expression des 12 gènes JAZs (RT!qPCR) dans des fleurs de Col0fermées (barres grises) 

ou ouvertes (barres blanches). 

 

Dans les fleurs, le niveau d�expression de ces gènes répresseurs de la voie JA est très 

différent selon les JAZs. D�une part, certaines JAZs sont fortement exprimées, d�autres 

beaucoup moins. D�autre part, seuls certains gènes (JAZ1, JAZ3, JAZ5, JAZ9, JAZ10 et 

JAZ11) ont une expression légèrement différente selon l�état de développement de la fleur 

(fermée ou ouverte). Il est donc possible que ces gènes soient préférentiellement impliqués 

dans la régulation des réponses jasmonates dans le cadre du développement floral. 

 

6.2.4.4.2 Expression de JAZ1, JAZ3, JAZ5, JAZ9, JAZ10, JAZ11 dans les fleurs de 

mutants d�expression de CYP94s. 

L�expression des JAZs potentiellement impliquées dans le développement floral 

pouvant éventuellement être influencée par les niveaux de JA-Ile ou ses formes oxydées, nous 

avons mesuré l�expression de ces gènes chez les mutants de la voie oxydative de JA-Ile. 
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Figure 6!18 : Expression des gènes JAZ1, JAZ3, JAZ5, JAZ9, JAZ10 et JAZ11 (RT!qPCR) dans les fleurs 

fermées (barres grises) ou ouvertes (barres blanches) de mutants cyp94s. 
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La figure 6-18 montre que les JAZ3, JAZ10 et JAZ11 ne présentent pas de forte 

différence d�expression entre les plantes mutantes et Col0. En revanche, JAZ1, JAZ5 et JAZ9 

sont moins exprimées dans les fleurs fermées des plantes sur-exprimant CYP94C1. Chez le 

mutant sur-exprimant CYP94C1, JA-Ile est moins abondant (seulement légèrement pour le 

premier lot de plantes sur lequel ces analyses transcriptionnelles ont été effectuées, alors que 

JA-Ile est trois fois moins abondant chez OEC1 dans le second lot de plantes). Cela pourrait 

signifier qu�un niveau élevé de JA-Ile est requis pour induire l�expression de ces JAZs. Une 

autre possibilité est que le 12COOH-JA-Ile produit par CYP94C1 et surabondant chez le 

mutant OEC1 pourrait avoir une activité inhibitrice sur l�expression de ces JAZs dans les 

fleurs fermées. 

La réduction de l�expression de certains répresseurs JAZs indique que la surexpression 

de CYP94C1 a également un effet inhibiteur sur les rétrocontrôles négatifs de la voie des 

jasmonates. La diminution de l�expression de MYB21 et MYB24 ne semble donc pas due, 

comme nous l�avions suggéré, à une plus forte répression des JAZs. Au contraire, la 

diminution de l�expression des JAZs correspond probablement à une répression moins forte 

des gènes de réponse au JA et pourrait éventuellement contrebalancer en partie la diminution 

de l�expression des facteurs de transcription MYB21 et MYB24 pour assurer finalement la 

fertilité. Les facteurs de transcription MYB21 et MYB24 interagissent avec les répresseurs 

JAZ1, JAZ10 et JAZ11 (Song et al., 2011), on peut supposer que la plante adapte les quantités 

de facteurs de transcription et de répresseurs des facteurs de transcription pour maintenir les 

processus développementaux. 

En résumé, ces études transcriptionnelles n�ont pas montré de changements chez les 

mutants KO, mais ont mis en évidence que chez le mutant OEC1 qui oxyde davantage JA-Ile 

que Col0, l�expression de certains gènes des voies de biosynthèse et de catabolisme 

hydrolytique de JA-Ile est affaiblie et l�expression de gènes de signalisation jasmonates est 

également affectée. CYP94C1 a donc un effet général d�atténuation de la signalisation JA-Ile 

dans les fleurs. 
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6.2.4.5  Expression des myrosinases TGG1 et TGG2 dans les fleurs des mutants 

d�expression de CYP94s.  

TGG1 et TGG2 sont des myrosinases, des enzymes catalysant la libération de 

composés de défense volatils par hydrolyse de glucosinolates. Il a été décrit que la quantité de 

protéines TGG1 et TGG2 présente dans les fleurs est COI1-dépendante (Capella et al., 2001; 

Chua et al., 2010), donc probablement partiellement dépendante de la perception de JA-Ile. 

Afin de déterminer si la dérégulation du métabolisme oxydatif de JA-Ile peut impacter 

l�expression de gènes de défense COI1-dépendante, nous avons mesuré l�expression des 

gènes TGG1 et TGG2 dans les fleurs des mutants d�expression CYP94s (Figure 6-19). Chez la 

lignée sur-exprimant CYP94C1, l�expression des myrosinases TGG1 et TGG2 est fortement 

réduite. Une oxydation plus élevée de JA-Ile semble donc avoir un impact négatif sur 

l�expression de gènes de défense COI1-dépendante dans la fleur.  

  

Figure 6!19 : Expression (RT!qPCR) des myrosinases TGG1 et TGG2 dans les fleurs fermées (barres 

grises) ou ouvertes (barres blanches) chez les lignées mutées pour l�expression de CYP94s. 

 

En résumé, un métabolisme oxydatif plus intense de JA-Ile semble donc impacter 

l�expression d�autres enzymes impliquées dans le turnover de JA-Ile, ainsi que l�expression 

d�éléments de signalisation de la voie des jasmonates (facteurs de transcription, répresseurs 

JAZ) et finalement de gènes de défense sous contrôle de COI1. Les oxydations CYP94s-

dépendantes atténuent donc la signalisation JA-Ile dans  modèle développemental. 

Ces résultats demandent à être confirmés sur un autre lot de plante. 
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6.2.5 Phénotype des mutants de gènes CYP94s 

La signalisation des jasmonates COI1-dépendante est nécessaire pour la maturation du 

pollen et la déhiscence des anthères. Les CYP94s jouant un rôle dans le métabolisme des 

jasmonates au niveau de la fleur, des phénotypes particuliers des étamines ou des grains de 

pollen pourraient éventuellement apparaître chez les plantes ayant une expression modifiée 

des gènes CYP94s. Pour examiner la déhiscence des anthères et la structure (forme et 

réticulation) des grains de pollen des mutants, des observations ont été réalisées à l�aide d�un 

mini-microscope électronique à balayage (miniMEB), puis la viabilité des grains de pollen a 

été déterminée par la coloration d�Alexander et leur capacité à germer a été visualisée par 

coloration des tubes polliniques au bleu d�aniline. 

6.2.5.1 Aspect des étamines, pistil, pollen (miniMEB) 

Les observations d�anthère déhiscente, de papilles stigmatiques et de grains de pollen 

de plantes ayant des expressions modifiées de CYP94s, obtenues par microscopie électronique 

à balayage (miniMEB), sont présentées dans les annexes 1, 2 et 3. Aucun phénotype 

particulier au niveau de ces structures n�a été noté chez les fleurs des plantes mutantes. 

Un phénotype particulier a pu être observé pour certaines fleurs du mutant sur-

exprimant CYP94C1 (annexe 4), juste avant ouverture complète de la fleur, alors que les 

pétales commencent à être visibles (stade 13). Chez Col0, les anthères des étamines n�étaient 

pas visibles à l�extérieur de la fleur (annexe 4 A à J) tandis que certaines fleurs du mutant 

OEC1 (lignée OE-3B) avaient des anthères bien visibles et positionnées plus haut que le 

pistil, en raison d�un allongement exagéré du filet des étamines (annexe 4 K à R). Ce 

phénotype a pu être observé dans 3 lots de plantes indépendants, mais n�était pas visible sur 

toutes les plantes. Les voies hormonales de l�auxine et GA participant également à 

l�allongement de l�anthère (Song et al., 2013), il est possible que la sur-expression de 

CYP94C1 impacte les balances JA/auxine/GA. Une nouvelle balance hormonale pourrait 

parfois se mettre en place chez ce mutant et induire ou lever une inhibition de l�expression de 

gènes impliqués dans l�allongement du filet de l�anthère. 

6.2.5.2 Test de viabilité du pollen chez les mutants  

Les CYP94B1, CYP94B3 et CYP94C1 sont exprimés dans les étamines. Les 

jasmonates sont nécessaires pour la maturation du pollen chez Arabidopsis, bien que leur lieu 
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de synthèse exact ne soit pas connu. La maturation du pollen a lieu dans les anthères, mais il 

est concevable que le catabolisme de l�hormone puisse également se produire dans les 

filaments et avoir un impact sur le développement des grains de pollen. CYP94B1 pourrait 

éventuellement métaboliser un autre jasmonate ayant un impact sur le développement du 

pollen. Afin d�examiner la viabilité des grains de pollen des mutants cyp94s et du sur-

exprimant CYP94C1, ceux-ci ont été observés après avoir été colorés avec la solution 

d�Alexander. Comme le montrent les annexes 5 et 6, les grains de pollen de tous les mutants 

sont roses, couleur attestant leur viabilité.    

6.2.5.3 Germination des grains de pollen  

Par ailleurs, un impact éventuel des mutations sur la capacité de germination « in vivo », sur 

des pistils, a été examiné. 

La germination des grains de pollen mutants sur les pistils mutants a été examinée par 

coloration des tubes polliniques au bleu d�aniline. Des tubes polliniques d�apparence normale 

ont pu être observés chez tous les mutants (Annexes 7 et 8).  Une production de graines 

similaire à celle des plantes sauvages n�est donc pas étonnante. 

L�ensemble des observations indique que les fonctions assurant la fertilité mâle, incluant la 

déhiscence des anthères, la libération de pollen mature ayant la capacité de germer, sont donc 

conservées chez les lignées ayant une expression modifiée des CYP94s.  
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6.3 Conclusion 

Nous avons abordé de nouveaux aspects du métabolisme des JAs dans les fleurs 

d�Arabidopsis thaliana. Ces travaux ont permis de mettre en évidence pour la première fois 

les niveaux relatifs de JA-Ile et de ses formes oxydées dans les fleurs d�Arabidopsis thaliana. 

Les données de RT-qPCR et les lignées GUS montrent que les 6 CYP94s sont exprimés selon 

un pattern spécifique dans les fleurs, suggérant des fonctions particulières pour chaque P450. 

CYP94C1 est exprimé dans les anthères des étamines et plus fortement après ouverture de la 

fleur. Les analyses métaboliques de jasmonates ont mis en évidence que les mutants ayant une 

expression réduite de CYP94C1 (mutants knock-out et RNAi) ont des niveaux de 12COOH-

JA-Ile extrêmement faibles, démontrant le rôle majeur de CYP94C1 dans la carboxylation de 

l�hormone JA-Ile au sein de la fleur. Puisque CYP94C1 est exprimé dans les anthères et 

produit la majorité des quantités détectables de 12COOH-JA-Ile, il est fort probable que la 

synthèse de 12COOH-JA-Ile ait lieu essentiellement dans ces pièces florales. La fleur étant un 

organe très complexe, une organisation spatiale très fine de la voie métabolique est en place. 

La perte d�expression de CYP94C1 ou sa surexpression n�affectent que peu les niveaux de 

l�hormone JA-Ile. Comme déjà observé dans les feuilles stressées du mutant sur-exprimant 

CYP94C1, la signalisation JA-Ile est affaiblie dans les fleurs, malgré des niveaux de JA-Ile 

peu affectés. Chez le mutant OEC1, en dépit d�une carboxylation excessive de l�hormone et 

d�une diminution de l�expression de gènes de biosynthèse (AOC1) et de signalisation des 

jasmonates (facteurs de transcription MYB21 et MYB24), les niveaux de l�hormone JA-Ile sont 

maintenus à une quantité proche de celle des plantes de type sauvage dans le premier lot de 

plantes analysé et le mutant est fertile. Des mécanismes compensatoires au niveau 

métabolique pour contrôler le turnover de JA-Ile (catabolisme par IAR3 et ILL6), mais 

également au niveau transcriptionnel de la signalisation (répresseurs JAZs) pourraient 

contribuer à assurer la fertilité du mutant sur-exprimant CYP94C1. 
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6.4 Discussion  

Chez Arabidopsis thaliana, nous avons observé des niveaux de JA plus élevés que 

ceux de JA-Ile dans les fleurs ouvertes, contrairement aux fleurs matures de tomate où les 

quantités de JA-Ile sont plus élevées que celles de JA (Hause et al., 2000). Les profils de 

jasmonates semblent donc espèce-spécifiques. 

Nous avons observé que CYP94C1 joue un rôle prépondérant pour l�oxydation de JA-

Ile dans les fleurs. CYP94C1 est exprimé majoritairement dans l�anthère des étamines et 

CYP94B1 dans le filet des étamines et dans les pétales. Il y a donc une spécificité dans le 

pattern d�expression des CYP94s dans les fleurs. Une spécificité d�expression de gènes d�une 

même famille dans la fleur d�Arabidopsis thaliana a également été observée pour les gènes 

AOCs de biosynthèse de JA et pour les gènes GA3ox de biosynthèse de GA (Hu et al., 2008; 

Stenzel et al., 2012). 

Le rôle de CYP94B3 dans la fleur reste à découvrir. L�analyse de son profil 

transcriptionnel par RT-qPCR dans des fleurs disséquées a montré que ce gène est exprimé au 

maximum dans les pétales des fleurs totalement ouvertes. La localisation et les quantités de 

JA-Ile dans chaque pièce florale demandent à être élucidées pour mieux comprendre le rôle de 

l�hormone. D�après les résultats concernant CYP94C1, la carboxylation de JA-Ile a très 

probablement lieu dans les anthères ce qui suggère que JA-Ile est accumulé dans cette 

structure. L�étamine est une pièce florale complexe, au sein de laquelle des gènes de 

biosynthèse, de signalisation et d�inactivation de JA-Ile sont exprimés. Certains gènes de 

biosynthèse ont des patterns d�expression restreints au sein de l�étamine, par exemple DAD1 

est exprimé dans le filet, AOS est exprimé dans les faisceaux vasculaires de l�anthère et AOC4 

dans la partie basale de l�anthère (Ishiguro et al., 2001; Park et al., 2002; Stenzel et al., 2012). 

L�activité tissulaire spécifique de ces gènes de biosynthèse suggère qu�il pourrait y avoir un 

transport des précurseurs successifs des jasmonates dans le sporophyte mâle, du filet vers 

l�anthère, et que le contrôle des niveaux de JA-Ile pourrait être assuré en aval par CYP94C1, 

qui est exprimé dans toute l�anthère.  

Les mutants que nous avons étudiés sont fertiles. La fonction de l�oxydation de JA-Ile 

après ouverture de la fleur dans les anthères déhiscentes reste à définir. L�oxydation de JA-Ile 

pourrait être nécessaire pour qu�une signalisation mène au dessèchement des étamines une 

fois le pollen mature libéré. Chez les mutants KO, le blocage de la voie oxydative n�élève pas 
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significativement les niveaux de JA-Ile, montrant que d�autres mécanismes de gestion 

hormonale existent ou se mettent en place chez ces lignées. 

CYP94B1 catalyse probablement l�oxydation d�un autre métabolite que JA-Ile et JA-

Phe dans les fleurs, peut-être l�oxydation d�un autre conjugué JA-acide aminé. Chez Pisum 

sativum, le conjugué JA-Trp est 58 fois plus abondant que JA-Ile dans les fleurs, suggérant 

que JA-Trp pourrait également jouer un rôle dans cet organe (Staswick, 2009a). Le conjugué 

JA-Tyr est par ailleurs accumulé dans les fleurs de Vicia faba (Kramell et al., 2005). Il serait 

intéressant de connaître les quantités de tous les conjugués JA-acide aminés dans les fleurs 

d�Arabidopsis thaliana pour déterminer lesquels pourraient être impliqués dans la 

signalisation des jasmonates contrôlant le développement floral chez cette espèce. Des 

conjugués JA-acide aminés pourraient également être des formes de stockage de JA. 

COI1 est nécessaire au développement floral (Xie et al., 1998). Les oxydations de JA-

Ile dans les fleurs suggèrent que les niveaux de ce conjugué doivent être contrôlés. 

Cependant, il reste à démontrer si JA-Ile est la seule hormone de type jasmonate active dans 

les fleurs car le mutant jar1 est fertile. JA-Phe est formé seulement partiellement par JAR1 

dans les feuilles, indiquant l�existence d�autres enzymes de conjugaison. On peut imaginer 

qu�un autre conjugué JA-acide aminé, produit par une autre enzyme que JAR1, pourrait avoir 

la capacité à lier COI1 et promouvoir des processus de développement floral.   
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RESULTATS partie 3 :  

Diversité de l�oxydation de conjugués 

JA-acides aminés : exemple de l�étude 

de JA-Phe 
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7 IDENTIFICATION DE NOUVEAUX 

JASMONATES OXYDES : CYP94B3 ET CYP94C1 

CATALYSENT LA CARBOXYLATION DE JA-

PHE ET DE JA-ILE VIA DES INTERMEDIAIRES 

ALDEHYDES  

 

7.1 Introduction et hypothèse de travail 

JA-Ile est une phytohormone qui résulte de la conjugaison de l�acide jasmonique avec 

l�isoleucine par l�enzyme JAR1 (Staswick et Tiryaki, 2004; Thines et al., 2007). Bien que la 

majorité des travaux de recherche ait été consacrée au rôle de JA-Ile, il est cependant très 

probable que d�autres conjugués JA-acide aminé soient des acteurs dans la régulation des 

réponses aux jasmonates. Cette idée est soutenue par l�activité de JAR1, qui est capable de 

conjuguer JA avec environ la moitié des acides aminés existants, avec des efficacités 

variables in vitro (Staswick et Tiryaki, 2004). Ces conjugués n�ont pas tous été détectés chez 

Arabidopsis thaliana, car ils sont probablement présents dans des organes particuliers, à un 

stade de développement donné ou dans certaines conditions environnementales. Le rôle 

fondamental d�autres conjugués JA-acide aminé que JA-Ile a été illustré récemment avec la 

découverte du rôle possible du conjugué Jasmonoyl-Tryptophane (JA-Trp). Ce composé a été 

décrit comme étant un inhibiteur d�auxine endogène, dans le contexte de croissance racinaire 

(Staswick, 2009b).  

Jasmonoyl-Phénylalanine (JA-Phe, figure 7-1) représente un autre conjugué JA-acide 

aminé qui pourrait avoir des propriétés biologiques.  
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Figure 7!1 : Structure du conjugué Jasmonoyl!Phénylalanine (JA!Phe). 

 

Chez le riz, le conjugué (JA-Phe) est un fort éliciteur de la synthèse de la phytoalexine 

sakuranetine, en induisant la naringénine 7-O-méthyltransférase (Tamogami et al., 1997). 

Chez Arabidopsis thaliana, JA-Phe est synthétisé dans les plantules de deux semaines 

(Staswick et Tiryaki, 2004) et des travaux ont montré que la blessure entraîne une 

accumulation de JA-Phe dans les feuilles blessées (Koo et al., 2009). La fonction biologique 

de ce conjugué est encore inconnue chez Arabidopsis thaliana. Cependant, il a été montré 

qu�un traitement JA-Phe permet d�inhiber la croissance racinaire, indiquant que ce conjugué 

permet probablement d�activer la voie des jasmonates (Fonseca et al., 2009a).  

Des études enzymologiques ont montré que JAR1 catalyse la formation de JA-Phe in vitro. 

Cependant dans les plantules jar1, les niveaux de JA-Phe sont plus élevés que chez les plantes 

de type sauvage, suggérant qu�une autre enzyme forme ce conjugué dans les plantules 

(Staswick et Tiryaki, 2004).  

Pour déterminer si l�accumulation de JA-Phe est dépendante de JAR1 dans les feuilles 

blessées de plantes adultes âgées de 7 semaines, nous avons mesuré les niveaux de JA-Phe 

chez le mutant jar1 après blessure. Comme le montre la figure 7-2, l�accumulation de JA-Phe 

est plus progressive que celle de JA-Ile et les niveaux maximum ne sont atteints que 2 h après 

blessure chez les plantes de type sauvage Col0. Les niveaux de JA-Phe sont réduits dans les 

feuilles blessées du mutant jar1, indiquant l�implication de JAR1 dans sa synthèse (Figure 7-

2).  
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Figure 7!2 : Cinétiques d�accumulation de JA!Phe et de JA!Ile dans les feuilles blessées de Col0 et de 

jar1, mesurées par analyse UPLC!MS/MS. Les valeurs sont les moyennes (± SD) de 3 réplicats 

biologiques. 

 

Cependant, alors que l�accumulation de JA-Ile est hautement dépendante de JAR1 (figure 7-2 

et Koo et al. (2009)) nous avons détecté chez le mutant jar1 une accumulation significative de 

JA-Phe à partir d�1 h après blessure. Notamment 2 h après blessure, les niveaux de JA-Phe 

chez jar1 atteignent 50% de ceux de Col0. Ceci indique que l�accumulation de JA-Phe est 

seulement partiellement dépendante de JAR1 et qu�il existe une voie de synthèse alternative 

permettant l�accumulation de JA-Phe dans les feuilles blessées.  

La synthèse de JA-Phe par une autre voie que JAR1 et son accumulation maximale 

plus tardive que celle de JA-Ile ont renforcé notre idée que JA-Phe pourrait également avoir 

des propriétés de signalisation et contrôler des réponses physiologiques différentes de celles 

de JA-Ile. Comme nous l�avons vu précédemment (chapitre 3, pages 102-119), CYP94B3 et 

CYP94C1 participent à la régulation des niveaux de JA-Ile. Nous avons donc posé 

l�hypothèse que  les niveaux de JA-Phe pourraient être également contrôlés par un 

métabolisme oxydatif assuré par des CYP94s (Figure 7-3). 
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Figure 7!3 : Hypothèse de l�inactivation potentielle de JA!Phe par oxydations dépendantes de 

CYP94s. JA!Phe est synthétisé par JAR1 et une enzyme inconnue lors de la blessure. Son 

accumulation plus tardive que celle de JA!Ile suggère que ce conjugué pourrait assurer une 

signalisation contrôlant des réponses tardives. La molécule de signalisation JA!Ile étant inactivée 

par les oxydations catalysées par les CYP94s, une inactivation potentielle de JA!Phe par ces mêmes 

enzymes est envisagée. 

 

Pour étudier cette hypothèse, il était nécessaire de mettre au point la détection des 

conjugués oxydés de JA-Phe afin de pouvoir les rechercher par UPLC-MS/MS dans les 

extraits complexes de plante où ils seraient probablement peu abondants. Ces composés 

n�avaient pas encore été décrits lorsque nous avons démarré nos travaux et nous ne disposions 

pas de molécules synthétiques de référence. Les milieux d�incubation sont moins complexes 

que les extraits de plante et permettent de détecter plus facilement de nouveaux composés par 

une méthode d�analyse globale (SCAN) en spectrométrie de  masse. Cette méthode permet de 

déterminer la masse du produit, puis les conditions de détection pour une analyse avec une 

méthode beaucoup plus sensible (MRM) peuvent être mises au point, permettant 

ultérieurement la recherche du nouveau composé dans des extraits complexes de plante. Notre 

stratégie a donc consisté à commencer par une approche biochimique, afin de déterminer si 

JA-Phe peut être métabolisé par des CYP94s in vitro. Si des composés oxydés de JA-Phe sont 

produits, l�établissement de leurs conditions d�analyse par UPLC-MS/MS permettrait ensuite 

de les rechercher dans les extraits de plante et de déterminer s�ils sont accumulés in vivo, 

éventuellement de manière CYP94-dépendante.  
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7.2 Métabolisme de JA-Phe par CYP94C1 in vitro  

CYP94B3 et CYP94C1 ont la capacité d�hydroxyler et de carboxyler JA-Ile. Dans nos 

conditions, CYP94C1 est cependant plus actif in vitro que CYP94B3 pour catalyser 

l�oxydation complète de l�hormone, après hydroxylation. Nous avons donc d�abord testé les 

capacités de CYP94C1 à oxyder JA-Phe et former des dérivés 12OH-JA-Phe et 12COOH-JA-

Phe. Dans ce but, nous avons mis en �uvre une approche biochimique. Des microsomes de 

levure exprimant CYP94C1 ont été incubés en présence de JA-Phe puis les produits formés 

ont été recherchés par chromatographie liquide couplée à la spectrométrie de masse. Des 

dérivés oxydés de JA-Phe n�ayant pas encore été décrits dans la littérature lorsque nous avons 

débuté ces travaux, nous avons d�abord recherché les produits formés en mode SCAN.  

7.2.1 Analyse en mode SCAN des milieux d�incubation 

7.2.1.1  Recherche de pic NADPH-dépendant  

La figure 7-4 présente les chromatogrammes obtenus à partir d�incubations de 

CYP94C1 en absence ou en présence de NADPH, le co-facteur nécessaire à l�activité des 

cytochromes P450. Un pic NADPH-dépendant avec un temps de rétention de 8,63 min a été 

observé en SCAN ESI(+) et ESI(-) (Figure 7-4A et C respectivement). Le temps de rétention 

de ce pic étant plus court que celui de JA-Phe (10,29 min) sur la colonne en phase inverse, il 

est probable que le ou les produit(s) formés par CYP94C1 soient des composés oxydés de JA-

Phe. 
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Figure 7!4 : Chromatogrammes des métabolites de JA!Phe produits par des microsomes de levure 

exprimant CYP94C1. Les SCANs ont été effectués en ESI(+) (A et B) ou ESI(!) (C et D). Les incubations 

de CYP94C1 avec JA!Phe ont eu lieu en présence de NADPH (A et C) ou en absence de NADPH (B et 

D). Les flèches désignent le pic NADPH!dépendant à 8,63 min. 
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7.2.1.2  Visualisation des masses m/z des ions contenus dans le pic NADPH-

dépendant 

Afin d�identifier le ou les produit(s) formé(s) par CYP94C1, nous avons recherché les 

ions présents au temps de rétention 8,63 min. Pour ceci, le spectre de masse des ions détectés 

au niveau de ce pic a été visualisé, pour les SCAN (ESI+) et ESI(-) (figure 7-5).   

 

Figure 7!5 : Spectres d�ions des métabolites NADPH!dépendants produits dans les incubations de 

microsomes de levure exprimant CYP94C1 en présence de JA!Phe. Ces ions sont extraits du pic de 

la figure 7!4  dont le temps de rétention est 8,63 min, pour les SCANs en ESI(+) (Spectre A) ou en 

ESI(!) (Spectre B). 

 

Les spectres d�ions de la figure 7-5, extraits des SCANs ESI(+) et ESI(-) au niveau du 

temps de rétention du pic NADPH-dépendant, sont assez complexes et suggèrent que 

plusieurs produits co-élués pourraient être formés par CYP94C1. 

Les masses m/z 374 et 388 en ESI(+) (Figure 7-5A) et les m/z 372 et 386 en ESI(-) (Figure 7-

5B) correspondent aux ions [M+H]+ et [M-H]- prédits des 12OH-JA-Phe (masse= 373) et 

12COOH-JA-Phe (masse= 387) potentiellement obtenus. Les ions de masse m/z 372 en 

ESI(+) et 370 en ESI(-) suggèrent la formation d�un 3ème produit.  Notre laboratoire avait déjà 

étudié l�activité de CYP94C1 avec des acides gras linéaires et un intermédiaire catalytique 

aldéhyde avait été identifié lors de la carboxylation du carbone terminal de la chaîne 

aliphatique (Kandel et al., 2007). Nous avons supposé que les ions m/z 372 en ESI(+) et 370 

en ESI(-) pourraient être respectivement les [M+H]+ et [M-H]- d�un intermédiaire catalytique 

aldéhyde potentiel, le 12CO-JA-Phe (masse= 371).  
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Des ions supplémentaires observés en ESI(+) pourraient correspondre à des adduits formés en 

source (figure 7-5): la masse m/z 396 correspond à celle d�un adduit [M+Na]+ de 12OH-JA-

Phe ; la masse m/z 410 un adduit [M+Na]+ de 12COOH-JA-Phe ou bien un adduit [M+K]+ de 

12CO-JA-Phe ; la masse m/z 426 un adduit [M+K]+ de 12COOH-JA-Phe.  

Nous avons ensuite sélectionné une tension de cône optimale pour analyser les ions 

d�intérêt de masse m/z pouvant correspondre aux [M+H]+ et [M-H]- de 12OH-JA-Phe, de 

12CO-JA-Phe ou de 12COOH-JA-Phe. Pour les analyses en ESI(+), la détection des ions 

[M+H]+ est optimale à 20 V. En ESI(-), les ions  [M-H]- sont le mieux détectés avec une 

tension de cône de 30 V. La comparaison des signaux en mode ESI(+) et ESI(-) a montré que 

les signaux détectés étaient plus forts en mode positif, c�est pourquoi nous avons 

essentiellement utilisé le mode ESI(+) pour les analyses ultérieures. 

CYP94C1 étant décrit comme capable d�hydroxyler et de carboxyler l�extrémité de la 

chaîne du JA du conjugué JA-Ile, la métabolisation de JA-Phe par CYP94C1 à cette même 

position est attendue : la production de 12OH-JA-Phe et de 12COOH-JA-Phe à partir de JA-

Phe est cohérente d�un point de vue catalytique. 

Afin de déterminer si le 3ème produit de JA-Phe formé par CYP94C1 comporte 

effectivement une fonction aldéhyde, nous avons dû passer par une étape de dérivatisation.  

 

7.2.2 Identification de 12CO-JA-Phe par dérivatisation à la méthoxyamine 

La méthoxyamination est une méthode de dérivatisation chimique mettant en évidence 

les fonctions carbonyles d�une molécule. En présence de méthoxyamine hydrochloride, le 

groupement carbonyle d�une fonction aldéhyde ou cétone est remplacée par un groupement 

NOCH3, ce qui ajoute une masse de 29 à la molécule de départ (Di Donna et al., 2013). Bien 

que cette méthode n�ait pas été appliquée auparavant pour des jasmonates, nous l�avons 

utilisée afin de vérifier la présence d�un groupement aldéhyde dans le composé 12CO-JA-Phe 

putatif. 

JA-Phe et ses dérivés portent une cétone sur le pentacycle de la partie JA de la molécule. On 

s�attend donc à une dérivatisation au niveau de cette fonction carbonyle pour JA-Phe, 12OH-

JA-Phe, 12COOH-JA-Phe et le 12CO-JA-Phe putatif (Figure 7-6). La fonction hydroxyle de 
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12OH-JA-Phe et la fonction carboxyle de 12COOH-JA-Phe ne sont pas sensibles à la 

méthoxyamine, alors que la fonction aldéhyde du 12CO-JA-Phe putatif sera normalement 

dérivatisée. Il en résulte que seul le 12CO-JA-Phe peut être dérivatisé deux fois : une 

première dérivatisation porte sur la cétone du pentacycle et la seconde dérivatisation porte sur 

la fonction aldéhyde en bout de chaîne (Figure 7-6). 

 

Figure 7!6 : Produits putatifs attendus après dérivatisation à la méthoxyamine des 12OH!JA!Phe, 

12CO!JA!Phe et 12COOH!JA!Phe. Les cercles rouges entourent les groupements NOCH3 attendus 

après dérivatisation des fonctions carbonyles des composés. 

 

L�extrait du milieu réactionnel en présence de NADPH contenant les microsomes de 

levure exprimant CYP94C1 avec JA-Phe a été traité avec de la méthoxyamine hydrochloride. 

Des analyses en UPLC-MS ont ensuite été réalisées et les ions correspondant aux molécules 

de JA-Phe, 12OH-JA-Phe, 12COOH-JA-Phe et 12CO-JA-Phe  non dérivatisées ou portant  

une ou deux dérivatisations ont été recherchés. L�ensemble des ions recherchés sont listés 

dans la figure 7-7.  
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ESI(+) M M + MeOX M + (2 x MeOX) 

JA-Phe 358 387 416 

12OH-JA-Phe 374 403 432 

12CO-JA-Phe 372 401 430 

12COOH-JA-Phe 388 417 446 

Figure 7!7 : Ions recherchés pour JA!Phe et ses formes oxydées avant et après réaction de 

méthoxyamination.Ensemble des m/z recherchées en mode ESI(+) correspondant aux ions des JA!

Phe, 12OH!JA!Phe, 12CO!JA!Phe et 12COOH!JA!Phe non!dérivatisés (M), dérivatisés une fois (M + 

MeOX) ou dérivatisés deux fois (M + (2 x MeOX)). 

 

Les chromatogrammes des ions recherchés dans les extraits d�incubation, avant ou 

après traitement à la méthoxyamine, sont présentés dans la figure 7-8. JA-Phe, abondant avant 

dérivatisation (figure 7-8A), n�est plus détectable après dérivatisation (figure 7-8B). Par 

contre, un pic correspondant à JA-Phe dérivatisé une fois avec un temps de rétention de 11,08 

min apparaît après traitement (figure 7-8D). On en déduit que la réaction de 

méthoxyamination a totalement consommé JA-Phe pour le dérivatiser une fois, alors 

qu�aucun signal correspondant à JA-Phe dérivatisé deux fois n�est observé (figures 7-8E et F). 

De la même manière, 12OH-JA-Phe est totalement consommé par le traitement (figures7-8G 

et H) pour former un produit méthoxymé une fois (figures 7-8I et J). Tout comme pour JA-

Phe, il n�y a pas de seconde dérivatisation (figures 7-8K et L). De manière similaire, la 

réaction de méthoxyamination est complète avec 12COOH-JA-Phe (figures 7-8S et T) pour 

former un produit méthoxymé une seule fois (figures 7-8U et V). Il n�y a pas de production de 

12COOH-JA-Phe méthoxymé deux fois (figures 7-8W et X). 

Le 12CO-JA-Phe putatif est également totalement consommé lors du traitement (figures 7-8M 

et N). Mais contrairement aux JA-Phe, 12OH-JA-Phe et 12COOH-JA-Phe, le traitement 

permet d�obtenir une molécule de 12CO-JA-Phe comportant 2 groupements méthoxyamine 

(figure 7-8Q et R). Cette double dérivatisation est très efficace car on ne détecte pas de 

molécule de 12CO-JA-Phe dérivée qu�une fois (figure 7-8O et P). 

Ainsi, les molécules de JA-Phe, 12OH-JA-Phe et 12COOH-JA-Phe ont, comme attendu, été 

dérivatisées une seule fois alors que le 12CO-JA-Phe putatif a été dérivatisé deux fois. On 

peut donc raisonnablement conclure que ce troisième produit formé par CYP94C1 à partir de 

JA-Phe est un intermédiaire aldéhyde, le 12CO-JA-Phe. En conclusion, cette méthode de 

méthoxyamination a permis de mettre en évidence un nouveau  jasmonate portant une 

fonction aldehyde, le 12CO-JA-Phe, produit  par CYP94C1 in vitro. 



207 

 

M 

M  
+  

MeOX 

M  
+  

(2 x MeOX) 

12CO-JA-Phe 12COOH-JA-Phe JA-Phe  12OH-JA-Phe 

10.00 10.50

%

0

100

10.00 10.50

%

0

100
10.28

T
8.50 9.00

%
0

100

8.50 9.00

%

0

100
8.64

T
8.50 9.00

%

0

100

8.50 9.00

%

0

100
8.64

8.50
8.85

8.85 8.90
T

8.50 9.00

%

0

100

8.50 9.00

%

0

100
8.62

Time
10.00 11.00

%

0

100

10.00 11.00

%

0

100

10.21

10.37

11.08

10.23
11.01

Time
9.00 10.00

%

0

100

9.00 10.00

%

0

100

10.118.78
9.91 10.30

9.65

9.47
9.08

9.73

10.48

Time
9.00 10.00

%

0

100

9.00 10.00

%

0

100

10.00
8.97 9.13

10.26

9.67

9.42

9.28 10.28
10.45

Time
10.00 12.00

%

0

100

10.00 12.00

%

0

100

11.64
11.17

8.659.45

12.03

12.48

12.01
11.64

9.609.08
12.41

12.46

10.00 12.00
%

0

100

11.66
8.62 9.13

9.70 11.93

Time
10.00 12.00

%

0

100

10.00 12.00

%

0

100

11.66

11.54
8.64 10.30 12.37

12.44

11.09

11.04

8.37 12.36

Time
10.00 10.50

%

0

100

10.00 10.50

%

0

100

10.30
10.19 10.58

10.48

10.35

10.18
10.53

10.88

Time
10.00 12.00

%

0

100

10.00 12.00

%

0

100

10.28

8.64 10.12 12.3711.52

12.49

9.28

8.73
11.8110.21 12.42

Time
10.00 12.00

%

0

100

12.1911.69
10.11

12.44

Temps de rétention (min)

A G M S 

B H

C I O

N T 

U 

D J P V 

E K Q W 

F L R X 

Avant 
traitement 

Avant 
traitement 

Avant 
traitement 

Après 
traitement 

Après 
traitement 

Après 
traitement 

 

 

 

 

 

Figure 7!8 : Dérivatisation par la méthoxyamine de JA!Phe et des métabolites produits par 

CYP94C1. Les métabolites de JA!Phe produits dans les incubations en présence de NADPH de 

microsomes de levure exprimant CYP94C1 ont été analysés avant traitement et après traitement à 

la méthoxyamine hydrochloride. Les chromatogrammes d�ions sont extraits de SCAN en ESI(+). Les 

ions correspondant aux masses m/z « M » des composés non dérivatisés, aux masses m/z des 

composés dérivatisés une fois « M + MeOX » et aux masses m/z des composés dérivatisés deux fois 

« M + 2 x MeOX »  sont présentés pour JA!Phe (A à F), 12OH!JA!Phe (G à L), 12CO!JA!Phe (M à R) et 

12COOH!JA!Phe (S à X). Les flèches indiquent les pics obtenus après dérivatisation. 
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7.2.3 Mise au point de méthodes d�analyse en mode MRM pour 12OH-JA-Phe, 

12CO-JA-Phe et 12COOH-JA-Phe  

Le mode SCAN a permis d�identifier les produits formés dans les milieux 

d�incubation, où les quantités de substrat (100 µM) sont élevées.  Le mode SCAN étant peu 

sensible et JA-Phe étant peu abondant dans la plante, nous avons ensuite développé des 

méthodes d�analyse en mode MRM pour pouvoir rechercher avec plus d�efficacité les 12OH-

JA-Phe, 12CO-JA-Phe et 12COOH-JA-Phe dans les extraits complexes de plante.  

  

7.2.3.1  Sélection d�une énergie de collision et d�un ion fils 

Des « daughter SCAN » avec différentes énergies de collision ont permis de mettre au 

point des transitions MRM pour les 12OH-JA-Phe, 12CO-JA-Phe et 12COOH-JA-Phe. Les 

analyses en mode MRM sont basées sur la sélection d�un ion parent, qui est ensuite fragmenté 

pour produire des ions fils, puis un ion fils est sélectionné et détecté. La fragmentation d�une 

molécule dépend de l�énergie de collision appliquée. Par ailleurs, un ion parent va donner des 

ions fils de masse m/z spécifique après fragmentation. La double sélection, d�un ion parent, 

puis d�un ion fils permet d�augmenter la sensibilité de détection en diminuant le bruit de fond, 

mais également d�identifier une molécule d�intérêt car le couple ion parent/ion fils choisi est 

spécifique de la molécule d�intérêt.  

Les ions parents des 12OH-JA-Phe, 12CO-JA-Phe et 12COOH-JA-Phe ont déjà été choisis en 

mode ESI(+) dans les analyses précédentes. Afin de choisir l�ion fils optimal pour chacun de 

ces ions parents, nous avons effectué des daughter SCANs. Nous avons appliqué différentes 

énergies de collision à l�ion parent sélectionné, puis observé l�ensemble des ions fils produits 

après fragmentation de cet ion parent. 
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Figure 7!9 : Chromatogrammes et spectres de masse m/z des ions fils obtenus pour les daughters 

SCANs ESI(+) du 12OH!JA!Phe. Les daughters SCANs de l�ion parent de masse m/z 374 

correspondant à l�ion [M + H]
+
 de 12OH!JA!Phe ont été effectués, pour une tension de cône de 22 V 

et avec des énergies de collision de 7, 14, 21, 28 ou 35 eV. 

 

La figure 7-9  montre que l�ion parent de 12OH-JA-Phe (m/z = 374) n�est quasiment 

pas fragmenté avec une énergie de collision de 7 eV. Des énergies de 14 et 21 eV permettent 

de fragmenter une partie des ions 374 et d�obtenir plusieurs ions fils (dont l�ion de masse m/z 

356 qui correspond à [M + H � H2O]+). Une énergie de collision de 28 eV conduit à une 

fragmentation de la totalité des ions 374 et l�obtention d�un ion fils majoritaire ayant une m/z 

de 120. La transition MRM choisie pour le 12OH-JA-Ile est donc 374 > 120 avec une énergie 

de collision de 28 eV. 
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Figure 7!10 : Chromatogrammes et spectres de masse m/z des ions fils obtenus pour les daughters 

SCANs ESI(+) du 12CO!JA!Phe. Les daughters SCANs de l�ion parent de masse m/z 372 

correspondant à l�ion [M + H]
+
 de 12CO!JA!Phe ont été effectués, pour une tension de cône de 22 V 

et avec des énergies de collision de 7, 14, 21, 28 ou 35 eV. 

 

La figure 7-10 indique que l�ion parent de 12CO-JA-Phe (m/z = 372) est peu 

fragmenté à une énergie de collision de 7 eV (l�ion de masse m/z 354 correspond à [M + H � 

H2O]+). Les énergies de 14 et 21 eV permettent de fragmenter la quasi-totalité de l�ion 372 

puis à 28 et 35 eV la totalité de l�ion parent est fragmentée. Parmi les énergies de collision 

suffisantes pour fragmenter efficacement l�ion 372, celle de 14 eV a l�avantage de produire 

peu d�ions fils, dont un largement majoritaire, l�ion de masse m/z 166. Nous avons donc 

choisi pour l�analyse de 12CO-JA-Ile la transition MRM 372 > 166 avec une énergie de 

collision de 14 eV. 
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L�ion fils de masse m/z 166 pourrait être produit par une double fragmentation de 

12CO-JA-Phe, comme présenté dans la figure 7-11. 

 

Figure 7!11 : Fragmentation possible de 12CO!JA!Phe pour donner l�ion fils de masse m/z 166. 
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Figure 7!12 : Chromatogrammes et spectres de masse m/z des ions fils obtenus pour les daughters 

SCANs ESI(+) du 12COOH!JA!Phe. Les daughters SCANs de l�ion parent de masse m/z 388 

correspondant à l�ion [M + H]
+
 de 12COOH!JA!Phe ont été effectués, pour une tension de cône de 

22 V et avec des énergies de collision de 7, 14, 21, 28 ou 35 eV. 

 

 La figure 7-12 montre qu�une énergie de collision de 7 eV n�est pas suffisante pour 

fragmenter efficacement l�ion parent 388 de 12COOH-JA-Phe. Les énergies de collision de 

14, 21, 28 et 35 eV produisent toutes des ions fils. Cependant l�énergie de 35 eV produit un 

ion très largement majoritaire (m/z = 120) et abondant, c�est pourquoi cette énergie de 

collision a été choisie avec la transition MRM 388 > 120 pour la détection de 12COOH-JA-

Phe. 
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7.2.3.2  Analyse en mode MRM des 12OH-JA-Phe, 12CO-JA-Phe et 12COOH-

JA-Phe dans les milieux d�incubation 

Les transitions MRM précédemment établies nous ont ensuite permis d�analyser les 

milieux d�incubation de microsomes de levure exprimant CYP94C1 en mode MRM. Les 

profils MS/MS du substrat résiduel JA-Phe et de ses 3 formes oxydées, 12OH-JA-Phe, 12CO-

JA-Phe et 12COOH-JA-Phe sont présentés en figure 7-13. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figure 7!13 : Profils UPLC!MS/MS des métabolites des milieux réactionnels contenant JA!Phe et les 

microsomes de levure exprimant CYP94C1. Les chromatogrammes A à H sont issus d�analyse de 

milieux d�incubation de microsomes de levure exprimant CYP94C1 avec JA!Phe en présence (A à D) 

ou en absence de NADPH (E à H). Les chromatogrammes I à L ont été obtenus par analyse de 

milieux d�incubation contrôle de microsomes de levure transformée avec un vecteur vide, avec JA!

Phe et en présence de NADPH. Les profils du substrat résiduel JA!Phe et des produits d�incubation 

12OH!JA!Phe, 12CO!JA!Phe et 12COOH!JA!Phe ont été obtenus en mode ES+ avec les transitions 

MRM suivantes : JA!Phe 358.15 > 119.9, 12OH!JA!Phe 374 > 120, 12CO!JA!Phe 372 > 166, 12COOH!

JA!Phe 388 > 120. 

 

Les 12OH-JA-Phe, 12CO-JA-Phe et 12COOH-JA-Phe sont facilement détectés dans 

les incubations de microsomes exprimant CYP94C1 en présence de NADPH (figure7-13B à 

D) mais pas en absence de NADPH, le cofacteur nécessaire à l�activité des cytochromes P450 

(figure 7-13F à H). En outre, les composés oxydés ne sont pas non plus détectés dans des 
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incubations contrôle de microsomes de levure transformée avec un plasmide vide en présence 

de NADPH (figure7-13J à L). Ceci démontre donc que CYP94C1 catalyse la production de 

12OH-JA-Phe, de 12CO-JA-Phe et de 12COOH-JA-Phe in vitro. 

En conclusion, nous avons mis en évidence la capacité de CYP94C1 à métaboliser JA-

Phe en catalysant 3 réactions d�oxydation successives in vitro, conduisant à la formation 

d�une forme hydroxylée, le 12OH-JA-Phe, puis de l�intermédiaire catalytique aldéhyde 

12CO-JA-Phe avant production de la forme carboxylée 12COOH-JA-Phe (figure 7-14). 

 

Figure 7!14 : Métabolisme de JA!Phe par CYP94C1 in vitro : CYP94C1 catalyse la carboxylation de 

JA!Phe via un intermédiaire aldéhyde. JA!Phe (a) et ses 3 formes oxydées produites par CYP94C1 : 

12OH!JA!Phe (b), 12CO!JA!Phe (c) et 12COOH!JA!Phe (d).  

 

7.3 Recherche d�un intermédiaire aldéhyde lors de la 

carboxylation de JA-Ile par CYP94C1 in vitro 

L�identification d�un intermédiaire catalytique aldéhyde lors de la carboxylation de 

JA-Phe par CYP94C1 a conduit à l�hypothèse qu�un intermédiaire aldéhyde pourrait 

également être produit pour la carboxylation de JA-Ile par CYP94C1. Pour étudier cette 

hypothèse, la même stratégie que celle utilisée pour l�identification de 12CO-JA-Phe a été 

employée. Des microsomes exprimant CYP94C1 ont été incubés en présence de JA-Ile puis 

les produits ont été recherchés par UPLC-MS. Outre les ions correspondant aux 12OH-JA-Ile 

et 12COOH-JA-Ile produits, des ions NADPH-dépendants supplémentaires de masses m/z 

338 en ESI(+) et 336 en ESI(-) correspondant aux m/z [M+H]+ et [M-H]- prédits de 12CO-JA-

Ile sont détectés. Pour déterminer si ce 3ème produit est effectivement une forme aldéhyde de 

JA-Ile, nous avons ensuite employé la méthode de dérivatisation par méthoxyamination. Cette 

méthode a permis de confirmer la production de 12CO-JA-Ile (Figure7-15D). Ces résultats et 
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méthodologies sont décrits dans une publication qui vient d�être soumise au journal 

Metabolomics (voir la publication pages 233-254). Une méthode MRM a ensuite été mise au 

point pour détecter le 12CO-JA-Ile non dérivatisé avec une grande sensibilité. Les profils 

MRM du 12CO-JA-Ile obtenus après analyse des milieux d�incubation de microsomes 

montrent la production de 12CO-JA-Ile par CYP94C1 à partir de JA-Ile en présence de 

NADPH (figure 7-15A, B, C). 
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Figure 7!15 : Profils UPLC!MS/MS des métabolites des milieux réactionnels contenant des 

microsomes de levure exprimant CYP94C1 et JA!Ile. Les profils UPLC!MS/MS (A à C) du produit 

12CO!JA!Ile (D), obtenus lors de l�incubation de microsomes exprimant CYP94C1 avec JA!Ile en 

présence (A) ou en absence (B) de NADPH. Des microsomes de levures transformées avec un 

plasmide vide et incubés en présence de NADPH servent de contrôle (C).  Le 12CO!JA!Ile a été 

recherché avec la transition MRM 338.2 > 132.1 (ES+). 

 

En conclusion, CYP94C1 forme également un intermédiaire catalytique aldéhyde lors 

de la carboxylation de JA-Ile in vitro. Tout comme pour JA-Phe, CYP94C1 catalyse in vitro 

la carboxylation de JA-Ile en 3 étapes. Les capacités catalytiques de CYP94C1 sont donc 
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similaires pour le métabolisme de JA-Ile et de JA-Phe, dans les deux cas il produit 3 dérivés 

qui diffèrent par leur degré d�oxydation. 
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7.4 Etude du métabolisme de JA-Phe et de JA-Ile par CYP94B1 

et CYP94B3  

CYP94B1 et CYP94B3 sont co-régulés avec CYP94C1, et CYP94B3 fonctionne 

également comme JA-Ile oxydase lors de la blessure foliaire (Heitz et al., 2012). Nous avons 

donc comparé les capacités enzymatiques de CYP94B1 et CYP94B3 en présence de JA-Phe 

(Figure 7-16A) ou de JA-Ile (Figure 7-16B).  
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Figure 7!16 : Histogrammes présentant les capacités relatives de CYP94B1, CYP94B3 et CYP94C1 à 

accumuler chacun des produits oxydés de JA!Phe (A) ou de JA!Ile (B) dans les incubations de 

microsomes en présence de NADPH. L�aire du pic du produit obtenu (UPLC!MS/MS) a été corrigée 

par les quantités de protéines totales contenues dans les différents lots de microsomes. Les valeurs 

représentées sont les moyennes (± SD) de 3 incubations.  

 

Les incubations de microsomes exprimant CYP94B1 ont permis d�établir les capacités 

de ce P450 à catalyser la production de 12OH-JA-Phe et de 12CO-JA-Phe, ce dernier étant 

détecté légèrement au-dessus du bruit de fond (figure 7-16A). Cependant, le 12COOH-JA-Phe 

n�a pas pu être détecté dans ces incubations. Les incubations de microsomes exprimant 

CYP94B3 montrent que celui-ci produit les 3 formes oxydées de JA-Phe mais dans des 

proportions différentes de CYP94C1 (figure 7-16A). En effet, CYP94C1 est plus efficace que 

CYP94B3 pour catalyser la formation d�aldéhyde de JA-Phe. Les enzymes CYP94B3 et 
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CYP94C1 sont plus efficaces que CYP94B1 pour hydroxyler JA-Phe in vitro dans nos 

conditions d�incubation.  

CYP94B1 et CYP94B3 hydroxylent JA-Ile (figures 7-16B). Nous avons examiné si 

ces enzymes catalysent également la formation de 12CO-JA-Ile. CYP94B1 et CYP94B3 ont 

la capacité de produire du 12CO-JA-Ile, mais avec une efficacité beaucoup plus faible que 

CYP94C1 (Figure 7-16B). De la même manière que pour JA-Phe, CYP94B3 et CYP94C1 

sont très efficaces pour catalyser l�hydroxylation, mais CYP94C1 est beaucoup plus efficace 

que CYP94B3 pour catalyser la formation de l�intermédiaire aldéhyde in vitro. Finalement, le 

fait que CYP94B3 soit moins efficace que CYP94C1 pour catalyser la production de 

12COOH-JA-Ile pourrait être essentiellement dû à une capacité réduite de CYP94B3 pour 

former l�intermédiaire aldéhyde in vitro. 

En conclusion, les tests enzymatiques de CYP94s in vitro, la méthode de dérivatisation 

par méthoxyamination et les analyses UPLC-MS/MS ont conduit à l�identification de 4 

nouveaux jasmonates oxydés, produits in vitro par des CYP94s à partir de JA-Phe et de 

JA-Ile : 12OH-JA-Phe, 12CO-JA-Phe, 12COOH-JA-Phe et 12CO-JA-Ile. Les capacités 

catalytiques de CYP94B1, caractérisé ici pour la première fois, sont similaires qualitativement 

à celles de CYP94B3, en se limitant principalement au produit hydroxylé. CYP94C1 se 

distingue en poursuivant l�oxydation des deux conjugués jusqu�aux stades aldéhyde puis 

acide. 

7.5 Recherche des nouveaux jasmonates oxydés dérivés de JA-

Phe et JA-Ile dans les feuilles blessées de Col0  

Les approches in vitro ont conduit à l�identification de nouveaux jasmonates oxydés. 

Pour déterminer si les 12OH-JA-Phe, 12CO-JA-Phe, 12COOH-JA-Phe et 12CO-JA-Ile 

peuvent être synthétisés in vivo, nous avons recherché ces composés dans des échantillons de 

feuilles blessées de plantes de type sauvage Col0. La recherche de ces molécules par UPLC-

MS/MS dans les extraits de plante a pu être effectuée grâce aux transitions MRM mises au 

point précédemment, lors de l�identification de ces nouveaux composés dans les milieux 

d�incubations enzymatiques.  

La figure 7-17 présente l�évolution des abondances des composés oxydés de JA-Phe et 

de JA-Ile dans une cinétique de blessure. Ne disposant pas de références de synthèse pour les 
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nouveaux composés oxydés, l�abondance relative est représentée par l�aire des pics respectifs. 

Les 12OH-JA-Phe, 12COOH-JA-Phe et 12CO-JA-Ile sont détectés dans les extraits de feuille 

blessée (Figure 7-17C, G et F respectivement). Le niveau de ces composés augmente au cours 

du temps après blessure et leur cinétique d�accumulation est cohérente avec celle des 

conjugués non oxydés. En effet, 12OH-JA-Phe (Figure 7-17C) et 12COOH-JA-Phe (Figure 7-

17G) s�accumulent plus tardivement que JA-Phe (Figure 7-17A), confortant l�idée que ces 

composés dérivent de JA-Phe après blessure et que les niveaux de JA-Phe peuvent être 

contrôlés par oxydation. Concernant 12CO-JA-Ile (Figure 7-17F), son accumulation est plus 

tardive que celle de JA-Ile (Figure 7-17B) et de 12OH-JA-Ile (Figure 7-17D), mais 

concomitante à celle de 12COOH-JA-Ile (Figure 7-17H). Ces cinétiques corroborent l�idée 

que 12CO-JA-Ile est un intermédiaire catalytique entre 12OH-JA-Ile et 12COOH-JA-Ile. 

Bien que l�intermédiaire aldéhyde de JA-Ile soit accumulé dans les feuilles blessées, nous 

n�avons pas pu détecter de 12CO-JA-Phe dans ces mêmes feuilles blessées (Figure 7-17E). 

Les niveaux maximum de JA-Phe étant plus de 100 fois plus faibles que ceux de JA-Ile, il est 

possible que cet intermédiaire soit également accumulé mais indétectable dans nos conditions 

d�analyse.  
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Figure 7!17 : Recherche des 3 dérivés oxydés de JA!Ile et de JA!Phe par UPLC!MS/MS dans des 

feuilles blessées de plantes sauvages Col0. Les valeurs représentées sont les moyennes (± SD) de 

réplicats biologiques. 
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7.6 Analyse des niveaux de 12OH-JA-Phe, 12COOH-JA-Phe et  

12CO-JA-Ile chez les mutants d�expression des gènes CYP94s. 

Afin de déterminer le rôle potentiel des différents membres de la famille CYP94 dans 

l�accumulation de 12OH-JA-Phe, de 12COOH-JA-Phe et de 12CO-JA-Ile après blessure, 

nous avons analysé les jasmonates de feuilles blessées de mutants knock-out ou sur-exprimant 

CYP94B3 ou CYP94C1. Les profils des formes oxydées de JA-Phe et de JA-Ile sont présentés 

en figures 7-18 et 7-19 respectivement.  

Comme le montre la figure 7-18A, les niveaux de 12OH-JA-Phe chez cyp94b3 sont 

très diminués, indiquant que CYP94B3 joue un rôle majeur dans l�accumulation de ce 

composé après blessure.  

Chez cyp94c1, les niveaux mesurés de 12OH-JA-Phe ne sont pas modifiés. Par contre, les 

quantités de 12COOH-JA-Phe sont fortement réduites par rapport à celles de Col0, indiquant 

un rôle majeur de CYP94C1 dans l�accumulation de 12COOH-JA-Phe (figure 7-18B). 

Chez le mutant cyp94b3, l�accumulation de 12COOH-JA-Phe plus forte que chez Col0 au 

temps 4h est surprenante, mais cette observation a également été faite sur un second lot de 

plante indépendant. On peut imaginer que CYP94B3 étant absent chez ce mutant, CYP94C1 

ne compèterait plus avec CYP94B3 pour métaboliser JA-Phe, ce qui permettrait à CYP94C1 

de convertir davantage de JA-Phe en 12COOH-JA-Phe.   

Les niveaux de 12OH-JA-Phe et 12COOH-JA-Phe sont fortement diminués chez le double 

mutant cyp94b3c1, indiquant que CYP94B3 et CYP94C1 sont deux enzymes essentielles pour 

l�accumulation de ces composés après blessure. 

Les plantes surexprimant CYP94B3 ou CYP94C1 contiennent des niveaux de 12OH-JA-Phe 

plus faibles que Col0 (Figure 7-18A). L�accumulation de 12COOH-JA-Phe étant plus forte 

chez ces mutants (Figure 7-18B), la diminution des niveaux de 12OH-JA-Phe est 

probablement due à sa  conversion accrue en 12COOH-JA-Phe. 
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Figure 7!18 : Profils de 12OH!JA!Phe (A) et de 12COOH!JA!Phe (B) dans les feuilles blessées de 

mutants knock!out ou sur!exprimant CYP94B3 ou CYP94C1, obtenus après analyse UPLC!MS/MS. 

Les valeurs représentées sont les moyennes (± SD) de réplicats biologiques. 
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L�impact des mutations sur les niveaux de 12CO-JA-Ile a également été examiné, en 

relation avec l�accumulation des 12OH-JA-Ile et 12COOH-JA-Ile (Figure 7-19). Comme le 

montre la figure 7-19B, l�accumulation de 12CO-JA-Ile est très réduite chez cyp94b3 et 

cyp94b3c1, alors que ses niveaux sont peu affectés chez cyp94c1. CYP94B3 semble donc 

responsable de l�accumulation de 12CO-JA-Ile après blessure. Ce résultat est assez inattendu 

au vu des résultats in vitro. Les niveaux de 12CO-JA-Ile si faibles chez cyp94b3 pourraient 

également être dus aux faibles niveaux du précurseur 12OH-JA-Ile (figure 7-19A).  

Chez les plantes sur-exprimant CYP94B3 ou CYP94C1, on note une diminution des niveaux 

de 12OH-JA-Ile (figure 7-19A) et au contraire une augmentation des niveaux de 12COOH-

JA-Ile (aux temps 1 h et 2 h) (figure 7-19C). Il est intéressant d�observer que chez ces 

mutants, les niveaux de 12CO-JA-Ile (figure 7-19B) sont similaires à ceux de Col0 (aux 

temps 1 h et 2 h). Ces différents profils illustrent bien que CYP94B3 et CYP94C1 ont la 

capacité de former in vivo du 12COOH-JA-Ile  à partir de 12OH-JA-Ile, en passant par 

l�intermédiaire aldéhyde 12CO-JA-Ile. 

Les quantités de 12COOH-JA-Ile (figure 7-19C) sont réduites d�environ de moitié chez les 

simples mutants cyp94b3 et cyp94c1 et très faibles chez le double mutant cyp94b3c1, 

confirmant des données précédentes (Heitz et al., 2012). Comme nous l�avions déjà décrit, 

cela indique que les deux enzymes sont responsables de la carboxylation de JA-Ile. 

Cependant, l�accumulation de 50% de 12COOH-JA-Ile observée chez cyp94b3 peut paraître 

étonnante si l�on considère  les très faibles niveaux de 12CO-JA-Ile. Il est possible que in 

vivo, CYP94C1 métabolise directement JA-Ile en 12COOH-JA-Ile majoritairement sans 

libérer les produits intermédiaires 12OH-JA-Ile et 12CO-JA-Ile. Les niveaux résiduels de 

12COOH-JA-Ile chez le mutant cyp94b3 résulteraient donc de la conversion directe de JA-Ile 

en 12COOH-JA-Ile par CYP94C1. De plus, CYP94C1 pourrait également convertir le 12OH-

JA-Ile accumulé en 12COOH-JA-Ile, sans libérer l�intermédiaire 12CO-JA-Ile. Une 

hypothèse supplémentaire est que CYP94B1 pourrait catalyser la formation de 12OH-JA-Ile 

accumulé chez le mutant cyp94b3, pris en charge ensuite par CYP94C1 pour accumuler le 

12COOH-JA-Ile. 
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L�ensemble de ces analyses montre que CYP94B3 et CYP94C1 jouent un rôle majeur 

dans l�accumulation de 12OH-JA-Phe, 12COOH-JA-Phe et 12CO-JA-Ile au cours du temps 

après blessure foliaire.  
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Figure 7!19 : Profils de 12OH!JA!Ile (A), de 12CO!JA!Ile (B) et de 12COOH!JA!Ile (C) dans les feuilles 

blessées de mutants knock!out ou sur!exprimant CYP94B3 ou CYP94C1, obtenus après analyse 

UPLC!MS/MS. Les valeurs représentées sont les moyennes (± SD) de réplicats biologiques. 

 

 

Les génotypes cyp94b1 et cyp94b1b3c1 ont également été analysés. Pour des raisons 

de lisibilité, les profils jasmonates du simple mutant cyp94b1 et du triple mutant cyp94b1b3c1 

ont été représentés sur des graphiques distincts dans la figure 7-20, incluant à nouveau Col0 et 

le double mutant cyp94b3c1 pour pouvoir comparer plus aisément les niveaux de métabolites 

entre ces génotypes. 

L�analyse des jasmonates des mutants cyp94b1 a montré que la mutation de CYP94B1 seule 

n�affecte pas les niveaux de 12CO-JA-Ile, 12OH-JA-Phe et 12COOH-JA-Phe (hormis au 

temps 4 h) (Figure 7-20B, D et E). En effet, le mutant cyp94b1 présente des profils similaires 

à ceux de Col0. Par contre, le triple mutant cyp94b1b3c1 présente des niveaux de 12CO-JA-

Ile encore plus faibles que le double mutant cyp94b3c1 (Figure 7-20B). En conséquence, de 

façon similaire aux observations chez cyp94b3c1, les niveaux des formes carboxylées sont 

très amoindris chez le triple mutant (Figure 7-20C et E). Toutefois, les niveaux de 12OH-JA-

Ile étant également plus réduits chez le triple mutant (Figure 7-20A), il est difficile de 

déterminer si CYP94B1 catalyse in vivo uniquement l�hydroxylation de JA-Ile ou s�il 

participe aussi à la formation d�aldéhyde. En effet, comme nous l�avons vu plus tôt, l�activité 

in vitro est à la limite du seuil de détection. Par ailleurs, les niveaux de 12OH-JA-Phe déjà 

très diminués chez cyp94b3c1 le sont encore plus 4 h après blessure chez cyp94b1b3c1 

(Figure 7-20D). CYP94B1 semble donc jouer un rôle mineur mais décelable dans la synthèse 

de 12OH-JA-Ile et 12OH-JA-Phe, alors que CYP94B3 et CYP94C1 assurent l�essentiel de 

l�accumulation des formes oxydées de JA-Ile et JA-Phe.  
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Figure 7!20 : Profils des formes oxydées de JA!Ile (A à C) et de JA!Phe (D et E) dans les feuilles 

blessées du simple mutant cyp94b1 et du triple mutant cyp94b1b3c1, obtenus après analyse UPLC!

MS/MS. Les valeurs représentées sont les moyennes (± SD) de réplicats biologiques. 
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7.7 Recherche de JA-Phe dans les fleurs ou des feuilles de Col0 

infectées par Botrytis cinerea 

Afin de déterminer si le conjugué JA-Phe est également accumulé dans d�autres 

conditions de stress que la blessure, nous avons recherché ce composé dans des feuilles de 

Col0 infectées par le champignon nécrotrophe Botrytis cinerea. La figure 7-21 montre que 

JA-Phe est accumulé lors de l�infection, suggérant que JA-Phe pourrait déclencher des 

réponses de défense dans cette situation. 
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Figure 7!21 : Niveaux de JA!Phe dans les feuilles de Col0 au cours de l�infection par Botrytis cinerea. 

 

 La biosynthèse des jasmonates et la signalisation COI1-dépendante étant importantes 

pour le développement floral (Mandaokar et al., 2006), nous avons également recherché JA-

Phe et ses formes oxydées dans les fleurs de Col0.  

 

Figure 7!22 : Détection de JA!Phe et de 12COOH!JA!Phe par UPLC!MS/MS dans les extraits de fleurs 

ouvertes de Col0. Les valeurs représentées sont les moyennes (± SD) de réplicats biologiques. 

L�échelle de gauche s�applique à JA!Phe, celle de droite à 12COOH!JA!Phe. 
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Comme présenté en figure 7-22, JA-Phe a été dosé et du 12COOH-JA-Phe a pu être détecté 

dans les fleurs ouvertes. Ceci suggère que JA-Phe pourrait avoir un rôle à jouer dans le 

développement de la fleur et que ses niveaux sont régulés par carboxylation. 

 

7.8 Conclusion  

Des approches biochimiques, génétiques et métaboliques ont mis en évidence que 

CYP94B1, CYP94B3 et CYP94C1 métabolisent les conjugués JA-Phe et JA-Ile, à la fois in 

vitro et in vivo. Des tests enzymatiques suivis d�analyses UPLC-MS/MS ont permis la mise 

en évidence de nouveaux jasmonates. Nous avons identifié les produits hydroxylés et 

carboxylés de JA-Phe dans les incubations de trois CYP94s en présence de JA-Phe. Les 

propriétés chimiques et l�instabilité des aldéhydes rendent leur identification difficile. En 

utilisant la méthode de dérivatisation par méthoxyamination, nous avons pu caractériser les 

intermédiaires catalytiques aldéhydes 12CO-JA-Phe et 12CO-JA-Ile menant à la 

carboxylation des conjugués JA-Phe et JA-Ile respectivement. In vitro, CYP94C1 est plus 

efficace que CYP94B1 et CYP94B3 pour catalyser la formation d�aldéhyde. Trois des 

nouveaux jasmonates identifiés ont pu être détecté in vivo. En effet, les 12CO-JA-Ile, 12OH-

JA-Phe et 12COOH-JA-Phe s�accumulent dans les feuilles blessées d�Arabidopsis, plus 

tardivement que leurs précurseurs non oxydés. Le 12CO-JA-Ile est le premier aldéhyde de 

jasmonate observé dans les plantes. L�analyse des profils métaboliques de mutants 

d�expression CYP94s a indiqué un rôle majeur de CYP94B3 dans l�accumulation de 12CO-

JA-Ile et de 12OH-JA-Phe, tandis que celle de 12COOH-JA-Phe est essentiellement sous 

contrôle de CYP94C1. Le rôle mineur de CYP94B1 dans l�hydroxylation de JA-Ile et de JA-

Phe a été révélé par l�analyse de feuille blessée du triple mutant cyp94b1b3c1. Les oxydations 

CYP94s-dépendantes de JA-Phe suggèrent que les niveaux de JA-Phe doivent être 

étroitement contrôlés par la plante. JA-Phe étant synthétisé également dans des feuilles 

d�Arabidopsis infectées par Botrytis cinerea et dans les fleurs, il est probable que ce composé 

ait des propriétés de signalisation conduisant à des réponses physiologiques attribuées à la 

voie des jasmonates. 
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7.9 Discussion  

L�oxydation complète d�un méthyle en carboxyle passe par la formation 

d�intermédiaires hydroxyle et aldéhyde, comme nous l�avons observé pour JA-Phe et 

l�hormone JA-Ile. Les carboxylations d�ent-kaurène et d�acide ent-kaurénoïque menant à la 

synthèse de l�hormone GA12 catalysées par CYP88A3 et CYP88A4 via des intermédiaires 

hydroxyle et aldéhyde ont également été décrites (Helliwell et al., 2001). Ainsi, ces 

oxydations successives catalysées par des P450s peuvent régir l�homéostasie de différentes 

hormones.  

CYP94C1 catalyse la carboxylation de JA-Ile et de JA-Phe via des intermédiaires 

aldéhydes. Il avait également été montré auparavant que CYP94C1 catalyse la carboxylation 

en position oméga de l�acide laurique (C12 :0) via une carbonylation (Kandel et al., 2007).  Il 

semble donc que, quel que soit le substrat, CYP94C1 réalise 3 étapes catalytiques successives 

sur le dernier carbone de la chaîne carbonée : ajout d�un groupement hydroxyle, puis 

conversion en un groupement aldéhyde avant formation d�une fonction carboxyle. Le fait que 

CYP94C1 métabolise de nombreux substrats et que chaque substrat conduise à la formation 

de 3 produits oxydés illustre les larges capacités enzymatiques de CYP94C1.  

Après blessure, CYP94B3 est principalement responsable de l�accumulation des 

formes hydroxylées de JA-Ile et JA-Phe, tandis que CYP94C1 joue un rôle important dans la 

production des formes carboxylées des deux conjugués.  Il est probable que cette spécificité 

catalytique soit liée à une conformation différente du site actif. Chez CYP94C1, le composé 

hydroxylé est probablement dans une position plus adéquate pour présenter le groupement 

hydroxyle au niveau de l�hème que chez CYP94B3, ce qui permettrait aux oxydations 

successives en aldéhyde et carboxyle d�être effectuées plus facilement.  

Bien que métabolisant la chaîne pentényle de plusieurs conjugués JA-acide aminé, 

CYP94B3 et CYP94C1 sont spécifiques car ils ne métabolisent pas la chaîne pentényle de JA 

non conjugué. La présence d�acide aminé semble donc nécessaire pour positionner 

convenablement la chaîne pentényle de JA à proximité de l�hème. 

Les formes oxydées de JA-Phe pourraient éventuellement avoir d�autres propriétés que 

JA-Phe ou être des intermédiaires pour la synthèse d�autres molécules. En effet, une forme 

glucosylée de JA-Ile, a été décrite (Kitaoka et al., 2014).  Chez cyp94c1, l�absence 

d�augmentation de JA-Ile et de 12OH-JA-Ile pourrait être due à une conversion de l�excès de 
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JA-Ile en 12OH-JA-Ile puis en 12-O- -Glucopyranosyl-JA-Ile. Tout comme le 12OH-JA-Ile 

semble être glucosylé, le 12OH-JA-Phe pourrait donc être par exemple un intermédiaire pour 

la synthèse d�un potentiel 12-O-Glc-JA-Phe. Les dérivés glucosylées sont souvent des formes 

de stockage. 

Par ailleurs, les amido-hydrolases IAR3 et ILL6 métabolisant JA-Ile et 12OH-JA-Ile, 

on pourrait imaginer que les 12OH-JA-Phe, 12COOH-JA-Phe et 12CO-JA-Ile pourraient 

également être hydrolysés par les amido-hydrolases IAR3, ILL6 ou ILR1, contribuant ainsi à 

la génération  de 12OH-JA, de 12COOH-JA et d�un potentiel 12CO-JA respectivement. 

Le fait que les 3 composés oxydés de JA-Ile soient accumulés après blessure suggère 

que chacun de ces composés pourraient avoir des rôles biologiques distincts. L�accumulation 

de 12CO-JA-Ile après blessure suggère que ce composé pourrait avoir une activité biologique. 

L�aldéhyde est électrophile et en contexte de stress, le carbone aldéhyde représente une cible 

pour des additions nucléophiles et peut interagir avec des groupes aminés de lysine ou 

d�arginine pour interférer avec la synthèse protéique (Schaunstein et al., 1977). L�addition de 

12CO-JA-Ile sur des protéines pourrait modifier leurs fonctions et engendrer ainsi des 

réponses dépendant de la voie des jasmonates. 

Comme JA-Ile, le conjugué JA-Phe est accumulé, puis hydroxylé et carboxylé dans les 

feuilles blessées. Ceci suggère qu�à l�instar de JA-Ile,  JA-Phe pourrait également posséder 

des propriétés de signalisation, modulées par une inactivation partielle ou totale par 

oxydation. Les éléments régulant la signalisation de JA-Ile ont été  très étudiés (Wasternack et 

Hause, 2013), cependant les acteurs d�une signalisation contrôlée par JA-Phe restent à 

découvrir.  

CYP94B3 et CYP94C1 métabolisent JA-Ile et JA-Phe après blessure et jouent un rôle 

clé dans le contrôle des niveaux de ces jasmonates. On peut imaginer que d�autres conjugués 

JA-acide aminés puissent être oxydés par ces P450s. En effet très récemment, pendant nos 

travaux de recherche, l�hydroxylation de JA-Phe par CYP94B3 a été découverte 

indépendamment par une équipe japonaise (Kitaoka et al., 2014). Ces travaux décrivent 

l�accumulation de 12OH-JA-Val produit par CYP94B3. Le 12OH-JA-Ile est accumulé dès 30 

min après blessure. Par contre, les 12OH-JA-Phe et 12OH-JA-Val sont accumulés plus 

tardivement (après 1 h). Ceci montre qu�au moins trois conjugués JA-acide aminé peuvent 

être oxydés par CYP94B3 après la blessure et suggère que d�autres conjugués JA-acide aminé 
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que JA-Ile pourraient avoir des fonctions dans la voie des jasmonates et être inactivés par 

oxydation CYP94-dépendante. 
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7.10  Article soumis au journal Metabolomics : Identification of the 

12-oxojasmonoyl-isoleucine, a new jasmonate in Arabidopsis, 

by combining chemical derivatization and LC-MS/MS 

analysis. 
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7.11  Article en préparation : Identification of new oxidized 

jasmonates: CYP94B1, CYP94B3 and CYP94C1 hydroxyl 

Jasmonoyl-Phenylalanine and Jasmonoyl-Isoleucine  further 

oxidized to carboxyl derivatives through aldehyde 

intermediate. 
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8 DISCUSSION 

8.1  La co-régulation transcriptionnelle comme outil prédictif de 

l�analyse du métabolisme des jasmonates 

 

Le choix des différents gènes étudiés au cours de ce travail de thèse repose 

grandement sur les outils de co-régulation transcriptionnelle. Ces outils ont été développés 

dans la dernière décennie sur la base de centaines d�expériences de microarrays examinant 

l�expression du génome d�Arabidopsis thaliana dans de nombreuses situations physiologiques 

(Toufighi et al., 2005; Ehlting et al., 2008). 

En effet, la voie JA est inductible, allumée selon des conditions de stress ou de 

développement particulières. Ainsi, l�expression de gènes impliqués dans cette voie est 

contrôlée de manière dynamique. Ces gènes sont caractérisés par une forte amplitude 

d�expression pendant une courte durée et définissent donc une signature transcriptionnelle 

typique. 

Un gène inconnu étant fortement co-régulé avec des gènes connus pour être impliqués 

dans la voie des jasmonates (signalisation ou biosynthèse) est donc un bon candidat pour être 

également impliqué dans cette même voie hormonale. 

Ces outils de co-régulation transcriptionnelle ont été utiles pour cibler d�abord les 

CYP94s puis les amido-hydrolases comme acteurs potentiels dans le métabolisme des JAs. 

Les outils de co-régulation ainsi que les outils métaboliques, enzymatiques et 

génétiques nous ont permis d�établir le rôle de nouveaux acteurs de la voie JA. 
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8.2 Les voies cataboliques de l�hormone JA-Ile 

La combinaison des approches biochimiques, génétiques et métabolomiques nous a 

permis d�élargir la palette de jasmonates identifiés et de découvrir de nouveaux acteurs 

intervenant dans la synthèse, la conversion et le catabolisme de dérivés jasmonates. Nous 

avons étudié différentes conditions physiologiques faisant intervenir la voie des jasmonates, 

des conditions de stress (blessure mécanique ou infection par un pathogène nécrotrophe) ou 

un contexte développemental (fleur).  

- Plus particulièrement, nous avons mis en évidence le rôle majeur des cytochromes 

P450 CYP94B3 et CYP94C1 dans l�oxydation des conjugués JA-Ile et JA-Phe, 

CYP94B1 métabolisant également ces composés in vitro et ne jouant qu�un rôle 

mineur dans leur turnover dans les feuilles blessées.  

- Nous avons pu réaliser la première détection in vivo de 12CO-JA-Ile, un jasmonate 

portant une fonction aldéhyde sur la chaîne latérale.  

- Nous avons établi que les niveaux de JA-Ile sont également régulés via les 

oxydations de CYP94B3 et CYP94C1 dans deux autres conditions impliquant la 

signalisation des jasmonates, lors de l�infection foliaire par Botrytis cinerea et au 

cours du développement floral.  

- Par ailleurs, nous avons caractérisé le rôle des amido-hydrolases IAR3 et ILL6 

dans une seconde voie d�inactivation de l�hormone JA-Ile. En outre, une voie 

indirecte de production de 12OH-JA à partir de JA a été mise en évidence, 

consistant en 3 étapes successives : conjugaison par JAR1, hydroxylation par les 

CYP94s puis hydrolyse du conjugué 12OH-JA-Ile par les amido-hydrolases IAR3 

et ILL6. Le 12OH-JA ainsi formé peut ensuite être sulfaté ou glucosylé (figure 

8-1). 

Les travaux de thèse ont contribué à la caractérisation de 6 étapes enzymatiques 

catalysées par 3 CYP94s et de 2 étapes enzymatiques catalysées par 2 amido-hydrolases 

(figure 8-1). La synthèse de composés synthétiques standards par nos collègues chimistes a 

été déterminante pour mettre en évidence ces différentes voies métaboliques, tant pour des 

tests biochimiques in vitro utilisant ces composés comme substrat, que pour la recherche et la 

quantification des composés in vivo.  
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Nous avons déterminé que le mécanisme enzymatique d�oxydation de JA-Ile 

fonctionne dans le modèle développemental des fleurs et fait appel aux mêmes acteurs, les 

CYP94s, que dans la réponse des feuilles à un stress biotique. 
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Figure 8!1 : Métabolisme des jasmonates conjugués JA!Ile et JA!Phe ainsi que de leurs dérivés. 

Deux routes d�inactivation de l�hormone JA!Ile ont été découvertes lors de ce travail, l�une 

correspondant à son oxydation par des cytochromes P450 de la famille CYP94 (en rouge), l�autre 

étant basée sur l�hydrolyse de ce conjugué par les amido!hydrolases IAR3 et ILL6 (en bleu). 

CYP94B3, CYP94C1 et CYP94B1 oxydent à la fois JA!Ile et JA!Phe, dont les produits hydroxylés et 

carboxylés s�accumulent in vivo. La carboxylation de ces conjugués passe par un intermédiaire 

aldéhyde que nous avons caractérisé in vitro, le 12CO!JA!Ile pouvant être accumulé également in 

vivo. Une voie indirecte de la production de 12OH!JA à partir de JA a été mise en évidence, 

impliquant ces CYP94s et ces amido!hydrolases. Les conjugués oxydés 12OH!JA!Phe, 12CO!JA!Phe, 

12COOH!JA!Phe et 12CO!JA!Ile, ainsi que le composé 12COOH!JA ont été décrits au cours de ce 

travail. 
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Après blessure, le turnover du conjugué hormonal JA-Ile est assuré par des P450s de 

la famille CYP94. CYP94B1, CYP94B3 et CYP94C1 catalysent l�oxydation de JA-Ile, tandis 

que dans les fleurs, CYP94B1 semble ne pas participer à l�oxydation de l�hormone et 

CYP94B3 joue un rôle mineur dans la formation de 12OH-JA-Ile. Il y a donc également une 

spécificité dans les réactions catalysées selon le contexte biologique. Au cours de nos travaux, 

deux autres groupes ont caractérisé partiellement CYP94B3 comme une JA-Ile hydroxylase 

(Kitaoka et al., 2011; Koo et al., 2011). 

Récemment, l�accumulation de  faibles quantités d�une forme glucosylée de 12OH-

JA-Ile  (12-O- -glucopyranyl-jasmonoyl-L-isoleucine, 12-O-Glc-JA-Ile) a été décrite dans les 

feuilles blessées d�Arabidopsis thaliana (Kitaoka et al., 2014). Bien que l�enzyme catalysant 

la formation de 12-O-Glc-JA-Ile ne soit pas connue, il est fort probable que ce composé soit 

formé à partir de 12OH-JA-Ile. 

Le 12OH-JA-Ile est une molécule clé au carrefour de plusieurs voies métaboliques, 

puisque les P450s CYP94B3 et CYP94C1, les amido-hydrolases IAR3 et ILL6, et 

probablement une glusosyltransférase le métabolisent. Il semble donc que la forme hormonale 

oxydée 12OH-JA-Ile doive être inactivée, mais que ce métabolite serve également de 

précurseur pour la formation de dérivés jasmonates (12OH-JA, 12-O-Glc-JA-Ile) pouvant 

eux-mêmes être nécessaires pour  la synthèse d�autres jasmonates (12-O-glucosyl-JA et 12-

HSO4-JA). Les fonctions biologiques de ces nombreux dérivés de JA-Ile restent à élucider. 

Les voies oxydative et hydrolytique assurent le turnover de JA-Ile de manière 

concomitante. Nous avons montré que lors de blessure, la mutation d�hydrolase peut induire 

la surexpression de CYP94s et inversement, la surexpression de CYP94C1 dans les fleurs peut 

provoquer une réduction de l�expression d�IAR3 et ILL6. Ces résultats indiquent que les deux 

voies métaboliques sont régulées de manière à promouvoir une compensation par la deuxième 

voie lorsque la première est affectée. Ainsi, ces mécanismes de compensation permettent de 

tamponner tout déséquilibre qui provoquerait une gestion aberrante des niveaux de JA-Ile.  

Le blocage simultané de CYP94B3 et CYP94C1 a aboli le caractère transitoire de 

l�accumulation de JA-Ile après blessure, avec des niveaux élevés et persistants. Nous avions 

espéré que les plantes mutantes pour ces gènes seraient par conséquent plus résistantes aux 

stress. Les réactions de défense n�ont pas augmenté en proportion, ce qui contrarie l�espoir 

d�obtenir des plantes plus résistantes en réduisant le catabolisme hormonal.  
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Une amido-hydrolase hydrolysant JA-Ile a été récemment caractérisée chez Nicotiana 

attenuata et l�importance de cette enzyme a été démontrée pour la défense contre les 

herbivores (Woldemariam et al., 2012). Il est donc probable que le mécanisme de gestion des 

niveaux de JA-Ile par hydrolyse soit répandu dans le règne végétal. Les mutants 

d�Arabidopsis thaliana déficients en hydrolases métabolisant JA-Ile pourraient être testés 

pour leur résistance à des insectes herbivores. 
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8.3 Des profils particuliers de jasmonates sont formés dans 

différentes situations physiologiques 

L�étude du métabolisme de JA-Ile et de ses dérivés dans les feuilles stressées par une 

blessure mécanique ou par une infection par Botrytis cinerea, ainsi que dans les fleurs, a 

permis de mettre en évidence des profils très différents en jasmonates selon le contexte 

biologique (figure 8-2 et 8-3).  

Les  quantités de JA-Ile mesurées dans les fleurs fermées d�Arabidopsis thaliana de 

type sauvage sont plus élevées que celles de JA-Phe, de 21 fois dans les fleurs fermées et de 

3,5 fois dans les fleurs ouvertes (figure 8-2). Les proportions de ces deux conjugués varient 

donc au cours du développement floral, illustrant la dynamique particulière des jasmonates 

dans ce contexte développemental.  

Les niveaux de JA-Ile accumulés après blessure sont de l�ordre de la nmol/g de poids 

frais après blessure, alors qu�en réponse à Botrytis cinerea et dans les fleurs ils sont de l�ordre 

de la centaine de pmol/g de poids frais (figure 8-2). La forte différence de quantité de JA-Ile 

dans les feuilles selon le stress appliqué pourrait en partie provenir du mode de stimulation et 

de notre méthode de récolte car nous récoltons la totalité du limbe. En effet, lors de la 

blessure, les zones écrasées par la pince représentent au moins un tiers de l�aire foliaire, tandis 

que lors de l�infection, le champignon est en contact avec des cellules vivantes 

essentiellement en périphérie de la lésion, donc les stimuli sont appliqués seulement sur une 

petite zone du limbe. Par ailleurs, la blessure est une stimulation synchrone unique et JA-Ile 

est accumulé transitoirement. Au contraire, pendant l�infection, la stimulation est continue 

(asynchrone) tandis que le front d�infection progresse et que la lésion s�agrandit : le nombre 

de cellules accumulant JA-Ile en périphérie de la lésion est fonction de la circonférence de la 

lésion. Les différences de quantités de JA-Ile mesurées dans la totalité du limbe pourraient 

donc partiellement provenir du fait que la proportion de cellules touchées directement par le 

stimulus à un temps donné est différente selon le stress appliqué.  
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Feuille 1 h après 

blessure

Feuille 4 h après 

blessure

Infection Botrytis 

cinerea 3 jours 

après inoculation Fleur fermée Fleur ouverte

JA 12 nmol/g ± 1 7 nmol/g ± 0,6 5 nmol/g ± 1 512 pmol/g ± 53 372 pmol/g ± 24

12OH-JA 0,5 nmol/g ± 0,1 7 nmol/g ± 0,8 4 nmol/g ± 1 491 pmol/g ± 100 579 pmol/g ± 228

12COOH-JA 0,2 nmol/g ± 0,05 10 nmol/g ± 2 2 nmol/g ± 0,1

JA-Ile 3 nmol/g ± 0,3 1,3 nmol/g ± 0,05 97 pmol/g ± 24 131 pmol/g ± 18 25 pmol/g ± 4

12OH-JA-Ile 2 nmol/g ± 0,2 9 nmol/g ± 0,6 39 pmol/g ± 5 57 pmol/g ± 14 65 pmol/g ± 22

12CO-JA-Ile 0,16 aire/g ± 0,03 3 aire/g ± 0,4 nd

12COOH-JA-Ile 0,6 nmol/g ± 0,2 23 nmol/g ± 1,3 524 pmol/g ±128 398 pmol/g ± 63 1927 pmol/g ± 373

JA-Phe 11,2 pmol/g ± 3 17 pmol/g ± 7 44 pmol/g ± 8 6 pmol/g ± 4 7 pmol/g ± 3,5

12OH-JA-Phe nd 30 aire/g ± 3  249 aire/g ± 138 nd nd

12CO-JA-Phe nd nd nd nd nd

12COOH-JA-Phe nd 7 aire/g ± 1 485 aire/g ± 113 43 aire/g ± 25 208  aire/g ± 7

nd : indétectable

les aires/g ne sont pas comparables entre composés ni entre blessure/ infection /fleur

Quantité de jasmonates chez des plantes Col0 de type sauvage

 

Figure 8!2 : Profils de jasmonates dans les échantillons de feuilles stressées (blessées ou infectées) et de fleurs de plantes de type sauvage. Les niveaux 

mesurés de JA, JA!Ile, JA!Phe, et leurs dérivés oxydés sont indiqués en valeur absolue ou relative (aire), par rapport à la masse fraîche (g).  



292 

 

Infection Botrytis cinerea T3

JA

12OH!JA

12COOH!JA

JA!Ile

12OH!JA!Ile

12COOH!JA!Ile

JA!Phe

Fleur fermée

JA

12OH!JA

JA!Ile

12OH!JA!Ile

12COOH!JA!Ile

JA!Phe

Fleur ouverte

JA

12OH!JA

JA!Ile

12OH!JA!Ile

12COOH!JA!Ile

JA!Phe

Feuille blessée 1 h

JA

12OH!JA

12COOH!JA

JA!Ile

12OH!JA!Ile

12COOH!JA!Ile

JA!Phe

Feuille blessée 4 h

JA

12OH!JA

12COOH!JA

JA!Ile

12OH!JA!Ile

12COOH!JA!Ile

JA!Phe

Figure 8!3 : Proportion des jasmonates mesurés dans la fleur (fermée ou ouverte) et dans les 

feuilles blessées (1 h et 4 h après blessure) ou infectées (3 jours après inoculation). Les profils en 

jasmonates sont spécifiques et dépendent du contexte physiologique. Les valeurs mesurées de JA, 

JA!Phe, JA!Ile et leurs dérivés oxydés, utilisées pour constituer ces diagrammes, sont présentées 

dans la figure 8!2. 
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Les proportions relatives de jasmonates que nous avons quantifiés dans les fleurs et 

dans les feuilles blessées ou infectées sont présentées dans la figure 8-3 (valeurs numériques 

présentées en figure 8-2). Le JA présente des niveaux plus abondants que les conjugués JA-Ile 

et JA-Phe, quel que soit le tissu étudié (figure 8-2 et 8-3). JA, 12OH-JA et 12COOH-JA-Ile 

sont les jasmonates les plus abondants que nous avons mesurés dans les fleurs. Il est 

intéressant de noter que le dérivé carboxylé de JA-Ile, le 12COOH-JA-Ile, est le dérivé de JA 

majoritaire mesuré dans les fleurs ouvertes et 4 h après blessure, c�est-à-dire en fin de 

signalisation. Le 12COOH-JA-Ile s�accumule dans des quantités plus élevées que celles de 

JA-Ile, dans les 3 conditions physiologiques étudiées (figure 8-3). 12COOH-JA-Ile est donc 

moins métabolisé que JA-Ile puisqu�il a le temps de s�accumuler davantage. JA-Ile et 12OH-

JA-Ile sont des plaques tournantes (« hub ») du métabolisme des JAs, à l�origine de plusieurs 

autres composés : ils sont à la fois substrats ou produits de plusieurs enzymes et sont soumis à 

un flux métabolique important. Plus particulièrement, JA-Ile s�accumule moins que 12OH-

JA-Ile et 12COOH-JA-Ile, même si l�accumulation de ces composés oxydés provient de JA-

Ile. La conversion de JA-Ile est certainement plus rapide que celle de ses formes oxydées qui 

s�accumulent donc davantage. Des profils de jasmonate différents signifient que les niveaux 

d�activité des enzymes de ces voies métaboliques sont différents dans les diverses 

situations étudiées : l�étape enzymatique limitante peut varier selon le cas. Les proportions en 

jasmonates sont donc très variables selon la condition biologique. La notion de « oxylipin 

signature », introduite en 1997 par H. Weber et E. Farmer (Weber et al., 1997) prend ici tout 

son sens. Comme un peintre peut obtenir des tableaux très différents en utilisant les mêmes 

couleurs dans des proportions variables, la plante contrôle les quantités de chaque jasmonate 

pour aboutir à des réponses physiologiques distinctes. Ces profils sont largement dus à 

l�action simultanée des CYP94s et des amido-hydrolases. 
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8.4 Diversité de l�oxydation de conjugués JA-acide aminé par les 

CYP94s 

 Nous avons déterminé que JA-Ile n�est pas le seul conjugué jasmonate à être 

métabolisé par les CYP94s, mais que ces enzymes catalysent également la carboxylation de 

JA-Phe.  

L�idée que d�autres molécules que JA-Ile pourraient gouverner la signalisation 

jasmonates lors de la blessure est soutenue par des observations faites chez le mutant jar1 qui 

ne produit presque plus de JA-Ile. Chez jar1, l�expression de gènes induits par la blessure de 

manière JA-dépendante n�est pas affectée (LOX2, PDF1.2, WRKY33, TAT3 et CORI3) ou 

seulement légèrement retardée (VSP2) (Suza et Staswick, 2008). Dans le même sens, Chung 

et al. (2008) ont montré que chez ces plantes, l�induction de l�expression de gènes induits par 

la blessure (MYC2, JAZ5, JAZ7, AOS, et OPR3) est aussi forte que dans les plantes de type 

sauvage, démontrant que ces réponses ne dépendent pas ou peu de l�accumulation maximale 

de JA-Ile. En revanche, ces réponses transcriptionnelles sont perdues chez coi1, démontrant 

que la F-box COI1 est nécessaire à la signalisation conduisant à l�induction de ces gènes 

(Chung et al., 2008). Il est donc possible que d�autres conjugués JA-acide aminés, formés 

indépendamment de JAR1, soient requis pour une signalisation COI1-dépendante. Nous 

avons démontré parallèlement à d�autres groupes, que les conjugués JA-Ile et JA-Phe peuvent 

être oxydés par CYP94B1, CYP94B3 et CYP94C1 (Kitaoka et al., 2011; Koo et al., 2011; 

Heitz et al., 2012; Kitaoka et al., 2014). Il est donc possible que ces enzymes contrôlent 

également simultanément les niveaux d�autres conjugués JA-acide aminés. En effet, il a été 

décrit que CYP94B3 hydroxyle également JA-Val et JA-Leu (Kitaoka et al., 2014). Les 

CYP94s pourraient donc être des régulateurs de différents acteurs de signalisation de la voie 

des jasmonates déclenchant les réponses de défense ou de développement. Ces acteurs ainsi 

que leur mode de régulation restent à caractériser. 

Botryodiplodia theobromae est un ascomycète pathogène provoquant le dépérissement 

de plantes. Une amido-hydrolase de ce microorganisme hydrolyse in vitro les conjugués JA-

acide aminé (-)-JA-(S)-Phe, (-)-JA-(S)-Ile, (-)-JA-(S)-Val, (-)-JA-(S)-Trp, (-)-JA-(S)-Leu avec 

une activité enzymatique spécifique maximale pour (-)-JA-(S)-Phe et un peu moindre pour 

(-)-JA-(S)-Ile (Hertel et al., 1997). Nous avons observé que JA-Phe et JA-Ile sont accumulés 

chez Arabidopsis thaliana lors de l�infection par Botrytis cinerea. L�existence de l�amido-
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hydrolase de Botryodiplodia theobromae suggère que ce pathogène pourrait hydrolyser les 

molécules de JA-Phe et de JA-Ile éventuellement produites par la plante lors de l�infection, 

afin de supprimer un signal de système de défense majeur de l�hôte. Cette idée renforce 

l�hypothèse d�une signalisation contrôlée par JA-Phe dans les  plantes. 

8.5 Impact de l�oxydation sur la signalisation et la régulation de 

la voie JA 

Les protéines JAZs sont des répresseurs de la signalisation des jasmonates (Chini et 

al., 2007; Thines et al., 2007; Yan et al., 2007). Chez les mutants affectés dans l�expression 

des CYP94s, la défense baisse beaucoup chez OEC1, ce qui est probablement dû à la baisse de 

JA-Ile, alors que la défense augmente peu chez cyp94b3, cyp94c1, cyp94b3c1. Nous avons 

émis l�hypothèse que la limitation de l�augmentation des réponses de défense chez ces 

mutants pourrait être due à une induction des répresseurs JAZs. Nous avons ainsi recherché 

l�impact de l�oxydation des CYP94s sur ces répresseurs. 

Nous avons mesuré l�expression des 12 JAZs dans les bourgeons floraux et les fleurs 

ouvertes, ainsi que dans les feuilles au cours de l�infection par Botrytis cinerea. L�expression 

des 12 JAZs après blessure a été décrite par Chung et al. (2009). Une description de 

l�expression de ces gènes lors d�une infection par Pseudomonas syringae a également été 

décrite (Demianski et al., 2012). La figure 8-4, basée sur ces données, compare l�expression 

des 12 JAZs dans les feuilles blessées, infectées par Botrytis cinerea ou Pseudomonas 

syringae et dans les fleurs chez Arabidopsis thaliana. Il apparait que le pattern d�expression 

des 12 JAZs est spécifique à chaque modèle. Certaines JAZs ne sont pas exprimés, d�autres 

sont induites au cours du développement floral ou de l�infection. Parmi celles qui sont 

induites, seulement certaines d�entre elles sont dérégulées chez les mutants d�expression des 

CYP94s. 
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JAZ1 JAZ2 JAZ3 JAZ4 JAZ5 JAZ6 JAZ8 JAZ9 JAZ10 JAZ11 JAZ12

 +  +  +  -  +  +  +  +  +  -  +

Infection Pseudomonas syringae  +  +  +  -  +  +  +  +  +  -  +

Infection Botrytis cinerea  +  +  -  -  +  +  +  +  +  -  -  -

Fleurs Arabidopsis thaliana  +  +  +  -  +  +  -  +  +  +  +

 

 + induction de l'expression  

 - pas d'induction de l'expression  

 +  

 - expression indétectable

expression modifiée chez OEC1  

expression modifiée chez les mutants cyp94s

expression inchangée chez les mutants d'expression des gènes CYP94s

Blessure

JAZ7

 +

 +

exprimé

 +

 

Figure 8!4 : Expression des répresseurs JAZs de la voie jasmonate chez Arabidopsis thaliana. L�induction de l�expression de certains gènes JAZs en 

réponse à la blessure d�après Chung et al. (2009), à une infection par Pseudomonas syringae d�après Demianski et al. (2012) ou par Botrytis cinerea, et 

l�expression des JAZs dans les fleurs sont indiqués (+ ou !). La modification de l�expression des gènes CYP94B3 ou CYP94C1 peut avoir un impact sur 

l�expression de certains gènes JAZs (cases colorées).  
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Des différences d'expression ont été observées dans deux conditions pour JAZ1,  5,  8 

et 9 chez les mutants d'expression CYP94s. Les JAZ1, 2, 5, 6, 7 et 9 sont exprimés dans les 4 

conditions, suggérant que ces JAZs pourraient réguler des éléments communs aux réponses 

jasmonates dans ces différentes situations. Par ailleurs, ces mêmes JAZs ont une expression 

affectée chez les mutants, suggérant que ces gènes pourraient être sensibles à l�oxydation de 

JA-Ile dans ces conditions. Il est possible que l�oxydation de JA-Ile soit associée à des JAZs 

contrôlant des signalisations communes à chaque situation impliquant la voie JA. Les autres 

JAZs pourraient contrôler des réponses spécifiques au contexte biologique. Par exemple, 

JAZ11 est exprimée dans les fleurs mais n�est pas induite dans les feuilles, tandis que JAZ8 

est induite en réponse aux différents stress foliaires mais n�est pas exprimée dans les fleurs. 

Nous avons observé que le système de signalisation JA est très contrôlé : lorsqu�il y a un 

excès de JA-Ile, une transcription plus élevée de JAZs permet d�exercer un rétro-contrôle 

négatif plus intense. 

Pour certaines hormones, telles qu�ABA ou BR, une simple hydroxylation est 

suffisante pour inactiver l�hormone (Turk et al., 2005; Millar et al., 2006). Le fait que JA-Ile 

subisse 3 oxydations successives et que chaque produit formé s�accumule après blessure 

suggère que les formes oxydées de JA-Ile pourraient ne pas correspondre uniquement à des 

produits d�inactivation mais pourraient avoir elles-mêmes un rôle biologique ou être utilisée 

comme précurseur d�autres molécules ayant des propriétés nouvelles. Nos expériences 

préliminaires de traitement de plantules avec la forme hydroxylée de JA-Ile indiquent que 

l�expression de gènes inductibles par JA-Ile est très peu induite par le 12OH-JA-Ile. Koo et al. 

(2011) ont également montré par des expériences de pull-down que les protéines répresseurs 

JAZ3.1 et JAZ10.1 interagissent moins bien avec COI1 en présence de 12OH-JA-Ile qu�en 

présence d�hormone non oxydée. Nous avons obtenus des résultats similaires avec JAZ9 (non 

publié dans (Heitz et al., 2012). Cependant, une interaction était encore détectable. Bien que 

les tests de pull-down ne reflètent pas tout le fontionnement du co-récepteur, il est donc 

possible que l�hydroxylation n�abolisse pas totalement la formation du complexe COI1-JAZ. 

Il semble donc que l�hydroxylation de JA-Ile ne soit qu�une inactivation partielle de 

l�hormone, ayant un effet partiellement inhibiteur sur l�assemblage du co-récepteur COI1/JAZ 

(Koo et al., 2011) et sur la transcription de gènes de réponse de la voie JA (partie 2 des 

résultats figure 5-12) Il se peut que le 12OH-JA-Ile puisse contrôler d�autres réponses que JA-

Ile, par exemple en promouvant l�interaction entre des composants de signalisation.  
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Nos expériences préliminaires de traitement de plantules avec la forme carboxylée de 

JA-Ile indiquent que l�expression de gènes inductibles par JA-Ile n�est pas induite par le 

12COOH-JA-Ile. Cela suggère que la carboxylation de JA-Ile pourrait être un mécanisme 

d�inactivation totale de JA-Ile.  

Chez les plantes sur-exprimant CYP94C1 ayant un excès de 12COOH-JA-Ile, 

l�expression de certains gènes de défense est très réduite, comme nous l�avons observé dans la 

fleur (TGG1 et TGG2) et lors de l�infection par Botrytis cinerea (PDF1.2). Les niveaux de 

JA-Ile n�étant pourtant pas très différents de ceux des plantes de type sauvage, il est possible 

que l�excès de 12COOH-JA-Ile exerce un effet inhibiteur sur l�expression de ces gènes de 

défense. Outre l�inactivation de JA-Ile, la carboxylation pourrait donc contribuer à une 

extinction de la signalisation de la voie des jasmonates, soit en empêchant JA-Ile d�exercer 

ses effets par compétition, soit par des rôles propres à la molécule de 12COOH-JA-Ile, par 

exemple en favorisant le recrutement d�autres protéines répresseurs transcriptionnels.  
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8.6 Perspectives 

Ce travail a permis des avancées importantes dans la compréhension des mécanismes 

cataboliques de l�hormone JA-Ile, pour lesquels très peu d�éléments étaient connus. Il s�agit 

du seul exemple à ce jour d�inactivation d�hormone agissant par oxydation ou clivage d�un 

conjugué à un acide aminé. Les résultats montrent également une nouvelle complexité du 

métabolisme des JAs. 

8.6.1 Rôles des amido-hydrolases ? 

La production de dérivés oxydés de JA-Ile et de JA-Phe par les CYP94s dans les trois 

conditions biologiques étudiées suggère que l�oxydation est un mécanisme général assurant le 

turnover de ces conjugués jasmonates, tant en réponse à un stress que dans un cadre 

développemental. Bien que nous n�ayons pas analysé les profils métaboliques des feuilles 

infectées ou des fleurs des mutants d�hydrolases, il est fort probable, au vu de l�expression de 

ces hydrolases (en réponse à l�infection, figure 6-14, et lignées d�expression GUS (Rampey et 

al., 2004)) et des profils de produits d�hydrolyse potentiels 12OH-JA et de 12COOH-JA, que 

la voie hydrolytique soit active dans ces situations et contribue significativement à 

l�homéostasie des JAs dans ces tissus. Le double mutant iar3ill6 serait un outil 

complémentaire important pour ces études, notamment pour évaluer la redondance 

fonctionnelle d�IAR3 et ILL6.  

La fonction de l�oxydation de JA-Ile et la formation de 12COOH-JA-Ile dans les 

fleurs reste une question ouverte. On peut supposer que 12COOH-JA-Ile est une forme 

inactive de JA-Ile mais aussi un précurseur pour la formation de 12COOH-JA après 

hydrolyse, qui pourrait avoir une activité biologique ou bien être à son tour précurseur d�une 

molécule ayant un rôle physiologique. La synthèse récente de 12COOH-JA par nos collègues 

chimistes nous a permis de rechercher ce composé dans les feuilles blessées. Nos résultats 

préliminaires indiquent que 12COOH-JA est accumulé lors de la blessure, dans une cinétique 

similaire à celle du conjugué 12COOH-JA-Ile, suggérant que 12COOH-JA pourrait être un 

produit de clivage de 12COOH-JA-Ile. Il serait intéressant de rechercher cette molécule 

également dans les fleurs ouvertes, où les quantités de 12COOH-JA-Ile sont élevées par 

rapport à celles de JA et 12OH-JA. L�analyse de mutants d�amido-hydrolases permettrait sans 

doute de déterminer si 12COOH-JA est formé par hydrolyse. Le double mutant iar3ill6 sera 
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un outil complémentaire important pour savoir si d�autres enzymes interviennent pour le 

clivage. 

Des amido-hydrolases pourraient également jouer un rôle dans le métabolisme 

d�autres conjugués jasmonates. En effet, l�amido-hydrolase ILR1 a été décrite comme une 

amido-hydrolase de conjugués d�auxine et son substrat préféré est l�IAA-Phénylalanine (Bitto 

et al., 2009). Comme la spécificité des amido-hydrolases d�auxine repose en partie sur l�acide 

aminé conjugué à l�auxine (Ludwig-Muller, 2011), il se pourrait qu�ILR1 métabolise 

également le conjugué JA-Phe. 

8.6.2 Rôles des formes oxydées formées par les CYP94s ? 

La carboxylation de JA-Ile rend l�hormone inefficace pour promouvoir l�induction de 

gènes de réponse aux jasmonates, ce qui pourrait être lié à  un changement d�interaction de 

JA-Ile avec le co-récepteur COI1-JAZ. Dans une première étude, le positionnement de JA-Ile 

à la surface de COI1 a été modélisé (Yan et al., 2009) et prévoit que la chaîne latérale de JA 

interagirait avec la poche hydrophobe P2 (cf. introduction figure 1-11). Une deuxième étude 

plus poussée car basée sur la cristallisation de COI1 avec un peptide JAZ et avec JA-Ile 

montre que JA-Ile se place à l�interface COI1-JAZ (Sheard et al., 2010). Il est donc 

concevable que JA-Ile oxydé, où le méthyle terminal est devenu plus hydrophile, ne puisse 

plus interagir convenablement avec COI1 et JAZ. Une modélisation structurale du 

positionnement des 12OH-JA-Ile et 12COOH-JA-Ile au sein du co-récepteur pourrait nous 

éclairer.  

CYP94C1 et CYP94B3 sont responsables de l�inactivation totale de JA-Ile mais 

également de la formation de molécules intermédiaires, 12OH-JA-Ile et 12CO-JA-Ile dont les 

activités biologiques restent à explorer. Il est intéressant de remarquer que le 12OH-JA-Ile 

ayant encore de faibles propriétés biologiques (partie 2 des résultats figure 5-12) est formé par 

CYP94B3 et CYP94C1, puis inactivé par ces mêmes P450s. Il existe des protéines modifiées 

par l�IAA, par exemple chez le haricot (Walz et al., 2002). On pourrait imaginer qu�il existe 

également des protéines modifiées par des conjugués de JA. Les fonctions oxydées formées 

par CYP94B3 et CYP94C1 pourraient permettre le couplage de conjugués de JA avec des 

acides aminés de protéines, pour éventuellement modifier leur propriétés et contribuer aux 

réponses contrôlées par les jasmonates. 
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8.6.3 Vers un modèle de signalisation des jasmonates incluant divers complexes 

JAZ/JA-acide aminé/COI1 pour assurer des réponses spécifiques 

Pour de nombreuses hormones, plusieurs formes actives ont été décrites, notamment pour 

l�auxine (l�IAA, l�aide indole-3-butyrique (IBA), le 4-Cl-IAA, l�acide indole-3-propionique 

(IPA)) (Ludwig-Muller, 2011) et les gibbérellines (Piotrowska et Bajguz, 2011). Il serait 

étonnant qu�une seule forme de jasmonate soit bioactive. Dans ce sens, l�OPDA a été décrit 

pour avoir des fonctions spécifiques et le rôle de JA-Trp dans le contrôle de la croissance 

racinaire a été rapporté récemment (Staswick, 2009b). Certains processus dépendent de 

l�OPDA, de manière JA/COI1 indépendante, indiquant l�existence d�une signalisation 

spécifique à l�OPDA (Wasternack et al., 2012). Une signalisation OPDA-dépendante et 

COI1-indépendante a notamment été mise en évidence pour l�inhibition de la germination de 

la graine chez Arabidopsis thaliana (Dave et al., 2011). 

La formation d�un co-récepteur COI1-JAZ en présence des conjugués JA-Leu, JA-Val et 

JA-Ala a été décrite (par des tests in vitro avec des protéines de tomate), avec des efficacités 

variables selon le composé et la protéine JAZ (Katsir et al., 2008b). Ces conjugués sont plus 

efficaces pour promouvoir l�assemblage du complexe en présence de la protéine JAZ3 qu�en 

présence de la protéine JAZ1 de tomate, et JA-Val a les mêmes capacités à promouvoir 

l�assemblage du corécepteur COI1-JAZ3 que JA-Ile (Katsir et al., 2008b). Un co-récepteur 

COI1-JAZ1 (tests in vitro avec des protéines d�Arabidopsis thaliana) est également formé en 

présence de JA-Leu, bien que moins efficacement qu�en présence de JA-Ile (Thines et al., 

2007). Ces découvertes indiquent que différents conjugués JA-acide aminés pourraient être 

des jasmonates bioactifs (Katsir et al., 2008b). Ces résultats soutiennent l�idée que plusieurs 

signalisations incluant la protéine F-box COI1 pourraient être déclenchées, avec des 

spécificités dépendant du couple JAZ / acide aminé.  

Nous avons déterminé que les expressions des 12 JAZs d�Arabidopsis thaliana sont 

différentes dans les feuilles infectées par le champignon Botrytis cinerea et dans les fleurs, et 

il a été rapporté qu�elles sont différemment induites lors d�une infection par la bactérie 

Pseudomonas syringae  (Demianski et al., 2012). Des proportions variables de chaque 

protéine JAZ dans la cellule pourraient donc contribuer à la diversité des réponses de la voie 

JA. Nous avons observé que selon l�organe et la condition physiologique, les quantités de 

jasmonates sont différentes, notamment les rapports de quantité JA-Ile et JA-Phe. Les 

spécificités de signalisation de la voie jasmonate selon le contexte biologique dépendent 
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probablement également de la proportion de chacun des conjugués JA-acide aminé dans le 

pool de jasmonates présents. Par ailleurs, la signalisation de la voie JA est inductible, ce qui 

en fait un système dynamique, impliquant différents évènements (figure 8-5) : 

- La production de différents composés jasmonates, leur métabolisation et leur 

inactivation 

- La dégradation, la transcription et la synthèse de novo de répresseurs JAZs  

- La dé-répression de facteurs de transcription et leur synthèse de novo 

- L�interaction avec des facteurs de transcription ou des répresseurs d�autres voies 

hormonales 

Ainsi, des acteurs spécifiques présents en quantités contrôlées dans un contexte biologique 

donné orchestrent la variété des réponses de la voie des jasmonates de manière 

dynamique. 

 Puisque 20 conjugués JA-acide aminés pourraient exister, il serait intéressant de 

rechercher systématiquement les 20 conjugués dans les extraits de plante pour déterminer 

quels conjugués JA-acide aminés sont accumulés dans les différentes situations 

impliquant la signalisation jasmonates. Ainsi, la liste des acteurs potentiels JA-acide 

aminés pourrait être dressée. La capacité de ces différents conjugués à promouvoir des 

interactions COI-JAZ pourrait ensuite être testée pour les 12 JAZs. In vivo, il est probable 

que la combinaison de complexes COI1/JA-aminé/JAZ spécifiques permette la 

dégradation de JAZs particulières qui répriment l�expression de gènes impliqués dans des 

réponses physiologiques spécifiques, ce qui permettrait à la voie JA d�assurer des 

réponses adaptées selon le contexte biologique et métabolique. 
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Figure 8!5 : La spécificité des réponses aux jasmonates dépend de nombreux acteurs protéiques et 

métaboliques présents selon le contexte physiologique. Leurs diverses interactions établissent des 

réseaux de régulation dynamiques engendrant des réponses inductibles et spécifiques attribuées à 

la voie JA. 

 

 

 

 

 



304 

 

8.6.4 Les CYP94s, enzymes clés pour la régulation d�un large panel de 

conjugués JA-acide aminés impliqués dans des réponses spécifiques ? 

Des conjugués d�acides aminés avec des hormones ou des dérivés lipidiques sont aussi 

présents chez les bactéries (Roberto et al., 1990), les champignons (Castillo et al., 2014) et les 

animaux (Salmon et Higgs, 1987). Chez ces derniers, ils sont principalement représentés par 

les leucotriènes qui sont des médiateurs de l�inflammation, résultant de la conjugaison entre 

un dérivé de l�acide arachidonique et différents acides aminés (ex : cystéine, glycine, acide 

glutamique). Les P450s jouent également un rôle dans l�inactivation des leucotriènes (Sehgal 

et al., 2011). Il est intéressant de noter que l�acide arachidonique est le précurseur des 

prostaglandines qui équivalent les jasmonates chez les plantes. 

 Les réactions d�oxydation sont irréversibles et thermodynamiquement défavorables 

(Schlichting et al., 2000). Pour contourner ce problème, les plantes ont élaboré des P450s 

caractérisés par une forte spécificité de substrat, le substrat devant être étroitement fixé au site 

actif pour positionner l�atome cible du substrat à proximité de l�oxygène activé au niveau de 

l�hème (groupe Fe4+-oxo). Cette spécificité de substrat est bien illustrée pour les P450s 

impliqués dans le métabolisme des brassinostéroïdes (Nomura et Bishop, 2006; Mizutani et 

Ohta, 2010). En effet, 10 P450s distincts catalysent des réactions sur des substrats presque 

identiques. Les résultats concernant la caractérisation de CYP94C1 métabolisant des acides 

gras saturés ou insaturés et de longueur de chaîne variable (C12 à C18) (Kandel et al., 2007), 

JA-Ile (Heitz et al., 2012) et JA-Phe suggèrent que cette enzyme a une conformation 

inhabituellement relâchée. 

Il est possible que les membres de la famille CYP94 d�Arabidopsis thaliana aient 

évolué avec une large spécificité de substrat inhabituelle afin d�être capables de métaboliser 

de nombreux dérivés avec un nombre limité de P450s. La figure 8-6 montre la phylogénie de 

CYP94s. Nous avons caractérisé 3 des 6 CYP94s d�Arabidopsis thaliana. Nous avons 

déterminé que CYP94B2 est capable de métaboliser JA-Ile in vitro, cependant son activité in 

vivo reste à établir car nous n�avons pas encore trouvé de conditions physiologiques dans 

lesquelles son gène soit clairement exprimé. CYP94D1 et CYP94D2 n�apparaissent pas liés à 

la voie jasmonate dans les outils de co-régulation et ne métabolisent pas JA-Ile dans nos 

conditions expérimentales. Les CYP94s du clade D métabolisent donc probablement d�autres 

types de substrats qui sont actuellement totalement inconnus.  
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AtCYP94C1 : JA!Ile/JA!Phe

AtCYP94B3 : JA!Ile/JA!Phe

AtCYP94B1 : JA!Ile/JA!Phe

AtCY94D1

AtCYP94D2

B

C

D

A 

Absent
chez Arabidopsis thaliana

AtCYP94B2

Figure 8!6 : Phylogénie des CYP94s. Les clades B, C et D sont représentés chez Arabidopsis 

thaliana.CYP94B1, CYP94B3 et CYP94C1 métabolisent les conjugués de jasmonate JA!Ile et JA!Phe. 

Les substrats de CYP94B2 et des 2 membres du clade D restent à établir. D�après (Koo et Howe, 

2012). 

 

 

Le métabolisme des différents JA-acide aminés pourrait être testé à l�avenir. Les outils 

biochimiques, moléculaires et génétiques sont disponibles pour continuer à déterminer la 

signification physiologique de ces molécules signales et leur métabolisation par les P450s 

dans les plantes. 
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Annexe 1 : Photographies d�observations d�anthère (A, F et K), de grains de pollen isolés (B, C, G, H, 

L et M) et de papilles stigmatiques (D, E, I, J, N et O) de plantes de type sauvage Col0 (A à E), 

cyp94b1 (F à J) et cyp94b3 (K à O) réalisées avec un miniMEB.   



308 

 

Annexe 2 : Photographies d�observations d�anthère (A, F et K), de grains de pollen isolés (B, C, G, H, 

L et M) et de papilles stigmatiques (D, E, I, J, N et O) de plantes cyp94c1 (A à E), OECYP94C1 (F à J) 

et OECYP94B3 (K à O) réalisées avec un miniMEB.   
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Annexe 3 : Photographies d�observations d�anthère (A, F et K), de grains de pollen isolés (B, C, G, H, 

L et M) et de papilles stigmatiques (D, E, I, J, N et O) de plantes cyp94b3c1 (A à E) et cyp94b1b3c1 (F 

à J) réalisées avec un miniMEB. 
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Annexe 4 : Observations au miniMEB de fleurs de type sauvage Col0 (A à J) ou sur!exprimant 

CYP94C1 (K à R). Les photos A à J présentent des fleurs différentes, hormis la photo H qui est un 

zoom de la fleur de la photo C. Les photos K à O montrent des fleurs différentes. Les observations 

P, Q et R sont respectivement des zooms des fleurs présentées en L, M et O. 
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Annexe 5 : Photographies de grains de pollen traités avec la solution d�Alexander : dans l�anthère 

(colonne de gauche), isolés (colonne centrale) et au niveau des papilles stigmatiques du pistil 

(colonne de droite) de Col0 (A à C), cyp94b1 (D à F) et cyp94b3 (G à I) et cyp94c1 (J à L). 
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Annexe 6 : Photographies de grains de pollen traités avec la solution d�Alexander : dans l�anthère 

(colonne de gauche), isolés (colonne centrale) et au niveau des papilles stigmatiques du pistil 

(colonne de droite) de cyp94b3c1 (M à O), cyp94b1b3c1 (P à R) OECYP94B3 (S à U) et OECYP94C1 (V 

à X). 
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Annexe 7 : Observations de tubes polliniques sous lumière UV après coloration au bleu d�aniline. 

Observations sous lumière blanche (colonne de gauche), lumière blanche et UV (colonne centrale), 

ou UV (colonne de droite) de Col0 (A à C), cyp94b1 (DEF), cyp94b3 (GHI) et cyp94c1 (JKL). 
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Annexe 8 : Observations de tubes polliniques sous lumière UV après coloration au bleu d�aniline. 

Observations sous lumière blanche (colonne de gauche), lumière blanche et UV (colonne centrale), 

ou UV (colonne de droite) de cyp94b3c1 (M à O), cyp94b1b3c1 (P à R), OECYP94B3 (S à U) et 

OECYP94C1 (V à X). 
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Analyse fonctionnelle de cytochromes P450 de la famille 

CYP94 et des amido-hydrolases IAR3 et ILL6 dans le 

catabolisme hormonal des jasmonates chez 

Arabidopsis thaliana 

Résumé 

 Les jasmonates jouent des rôles essentiels en réponse aux stress environnementaux et dans 
le développement des plantes. Jasmonoyl-isoleucine (JA-Ile), la forme hormonale active, est sous un 
contrôle métabolique strict.  
 Nos études biochimiques, génétiques et métaboliques ont montré que l�inactivation de JA-Ile 
est contrôlée par 2 voies, l�une oxydative par les cytochromes P450 CYP94 et l�autre hydrolytique 
par les amido-hydrolases IAR3 et ILL6. Ces enzymes définissent une grille métabolique vers de 
nombreux jasmonates. Ces conversions constituent un mécanisme général contrôlant le turnover de 
JA-Ile et les réponses induites, opèrant après blessure, infection par le champignon Botrytis cinerea 
ou le développement floral. En outre, les CYP94s oxydent le conjugué Jasmonoyl-Phenylalanine 
(JA-Phe) accumulé dans les feuilles blessées. Les CYP94s catalysent la carboxylation de JA-Ile et 
de JA-Phe via un intermédiaire aldéhyde, le JA-Ile-aldéhyde étant accumulé in vivo. 
 Ces travaux élucident un nouveau catabolisme hormonal de plantes et son impact sur un 
réseau métabolique dynamique et complexe par l�action concertée de deux familles d�enzymes. 

Mots clés : métabolisme des jasmonates, CYP94s, amido-hydrolases, Arabidopsis thaliana, 
blessure, Botrytis cinerea, fleur   

 

Synopsis 

 Jasmonates are plant molecules playing essential roles in response to environmental 
stresses and in plant development. Jasmonoyl-Isoleucine (JA-Ile) is an active hormonal form of 
jasmonates so it is crucial for the plant to control its levels.  

Biochemical, genetic and metabolic studies showed that JA-Ile inactivation after wounding is 
controlled by two pathways, based on oxidations by cytochromes P450 of the CYP94 family and on 
cleavage by the amido-hydrolases IAR3 and ILL6. These enzymes also define a pathway for 
tuberonic acid (12OH-JA) production from JA. CYP94-catalyzed oxidations seem to be a general 
mechanism to control JA-Ile hormone turnover, jasmonate signaling and responses as it also occurs 
upon infection by the fungus Botrytis cinerea and in floral development. CYP94s oxidize also the 
Jasmonoyl-Phenylalanine (JA-Phe) conjugate accumulated in wounded leaves. CYP94s mediated 
JA-Ile and JA-Phe carboxylation includes an aldehyde intermediate, that of JA-Ile being accumulated 
in vivo. 

This work highlights the dynamic metabolism of jasmonate derivatives in a complex branched 
network involving the concerted action of two enzyme families.  

Key words: jasmonates metabolism, CYP94s, amido-hydrolases, Arabidopsis thaliana, wounding, 
Botrytis cinerea, flower 


