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Résumé et abstract

Résumé

A une période ou les gens se préoccupent de plus en plus des impacts écologiques et sanitaires
des produits chimiques utilisés en grande quantité par I'agriculture conventionnelle, de
nombreuses recherches voient le jour afin de développer des alternatives plus saines. Ainsi, des
programmes tels que le projet FIELD valorisent la recherche de mécanismes de défense mis en
place par les plantes lorsqu’elles subissent un stress ou lorsqu’elles sont attaquées par des
ravageurs. Une meilleure connaissance de ces réactions de défense permettrait d’envisager de
nouveaux moyens de protection des cultures. Des études ont permis de découvrir que certaines
molécules produites en période de stress donnent la possibilité a la plante de mieux supporter le
stress ou méme de détruire le ravageur. Parmi ces substances, nous retrouvons les oxylipines qui,
par leur possible inductivité, apparaissent comme des candidats prometteurs pour une agriculture
plus verte.

Ce travail se concentre sur les oxylipines estérifiées qui, dans le cas d’Arabidopsis thaliana L., sont
connues sous le nom d’arabidopsides. Ces molécules, peu étudiées jusqu’a présent, semblent
jouer un réle important dans les réactions au stress. Il est donc intéressant de déterminer leur
localisation dans la cellule végétale. Pour cela, des méthodes efficaces d’extraction, de purification
et de quantification sont nécessaires. Dans le cadre de ce travail, une méthode de purification par
HPLC-préparative a été développée. Elle permet d’obtenir des fractions plus pures de ces
molécules d’intérét. A partir de ces solutions contenant des arabidopsides, une optimisation de la
détection de ces molécules par HPLC-MS a été effectuée. L'utilisation d’'une HPLC-MS permet
I'analyse d’échantillons complexes tout en identifiant précisément les masses des composés
présents. Afin de réaliser une étude plus complete de la présence de ces arabidopsides, une
méthode de dosage par HPLC-UV a été menée. Elle aboutit a la détermination de la concentration
en arabidopside A d’un échantillon. L’analyse de plusieurs parametres tels que la répétabilité et la
reproductibilité assure la validité de cette méthode. Afin de déterminer la localisation de ces
molécules dans la cellule végétale, les différents types de membranes présentes dans la cellule ont
été isolés et analysés par HPLC-MS et HPLC-UV. Ceci a permis de déterminer la présence
d’arabidopsides dans les fractions contenant les thylakoides ainsi que dans celles contenant les
membranes des chloroplastes méme si leur concentration y est plus faible. L'analyse des
membranes plasmiques n’a, quant a elle, pas permis de conclure a une présence ou une absence
d’arabidopsides d{ a la faible quantité de membrane analysable.

Les quantités d’arabidopside A purifiées durant ce travail permettent d’envisager I'étude des
interactions entre cette molécule et les membranes végétales. Sur le long terme, cela pourrait
nous apporter une meilleure compréhension des mécanismes de défense mis en place par les
plantes.

Mots-clés : Arabidopsis thaliana L., arabidopsides, stress, quantification, localisation sub-cellulaire,
HPLC-MS, HPLC-UV



Abstract

In a time when people care more and more about environmental and health impacts of chemicals
used in large quantities by conventional agriculture, many projects are implemented in order to
develop healthier alternatives. Indeed, programs such as the FIELD project allow to enhance
research on the mechanisms set up by plants when they are under stress or attacked by pests. A
better understanding of these reactions of defence and of the molecules involved would open up
new possibilities to protect crops. Studies show that some molecules are produced under stress
conditions and allow the plant to resist the stress more efficiently and even to destroy the pest.
These molecules include the oxylipines, which thanks to their possible inductivity appear to be
promising for a greener agriculture.

This master thesis focuses on esterified oxylipines, which in the case of Arabidopsis thaliana ., are
known as arabidopsides. These molecules, hardly studied so far, seem to play an important role in
plant defence mechanisms. Therefore, it is interesting to determine their location in the plant cell.
However, in order to do that, efficient methods of extraction, purification and quantification are
necessary. Within the context of this master thesis, a method of purification by preparative HPLC
has been developed, allowing us to obtain purer fractions of the molecules of interest. From these
solutions containing arabidopsides, an optimization of their detection by HPLC-MS has been carried
out. The use of HPLC-MS allows the analysis of complex samples while identifying precisely the
masses of present compounds. In order to allow a more comprehensive study of the presence of
these molecules, a dosage by HPLC-UV was performed. This allows to determine the concentration
of arabidopside A in a sample. The study of several parameters such as the repeatability and
reproducibility ensures the validity of this method. In order to determine the location of these
molecules in the plant cell, different types of cell membranes were isolated and analyzed by HPLC-
MS and HPLC-UV. These analyses show the presence of arabidopsides in fractions with thylakoides
as well as in fractions with chloroplast membranes, even if their concentrations are the lowest. The
analysis of plasmic membrane was not relevant for the presence or absence of arabidopsides
because of the small amount of membrane tested.

The quantity of purified arabidopside A during this work allows further studies on the interactions
between these molecules and vegetal membranes. In the long term, this could lead to a better
comprehension of the defense mecanisms developed by plants.

Keywords : Arabidopsis thaliana L., arabidopsides, stress, subcellular location, quantification, HPLC-
MS, HPLC-UV.
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A. Etatde l'art

1 Cadre del’étude

Un grand nombre de pesticides chimiques ont été mis sur le marché sans réelle régulation
pendant de nombreuses années. Leur efficacité spectaculaire contre de nombreux ravageurs
(insectes, rongeurs, champignons, ..) a mené les agriculteurs a les utiliser de maniére
intensive et souvent non contrélée sans s’interroger sur les conséquences que cette
utilisation massive pouvait avoir. Il fallut attendre 1962, année de parution du livre « Silent
Spring » de Rachel Carson, pour que la population s’interroge sur les impacts
environnementaux et sanitaires de ces produits. Ainsi, des études toxicologiques ont été
menées et arrivent aux conclusions que ces produits possedent une toxicité chronique et
aigué pour 'homme, les animaux et I'environnement. Depuis lors, la population a pris
conscience de la nécessité de développer de nouvelles méthodes agriculturales moins
nocives pour I'environnement et les individus. La lutte biologique et la lutte intégrée sont
apparues comme de bonnes alternatives a I'agriculture conventionnelle. La lutte biologique
consiste a combattre et limiter I'action d’un ravageur grace a ses ennemis naturels
(Pervanchon et al., 2002). La lutte intégrée, quant a elle, a pour objectif de gérer les
maladies et les nuisibles en combinant des moyens chimiques a des moyens de lutte
biologique de maniére responsable pour I'environnement (Pervanchon et al., 2002).

Dans le contexte de recherche d’alternatives aux méthodes actuelles de lutte chimique
contre les pathogenes et ravageurs, ce travail de fin d’études fait partie intégrante du projet
FIELD (Finding Interesting Elicitor LipiDs). Celui-ci a pour objectif principal de développer des
nouvelles méthodes de cultures durables permettant de limiter I'impact de I'utilisation des
produits phytosanitaires sur I’environnement. Afin d’y parvenir, ce projet soutient la
recherche et I'étude de nouveaux moyens de lutte biologique et naturelle. Une attention
particuliere est portée aux molécules issues de I'immunité innée des plantes ainsi qu’aux
éliciteurs, tel que les microorganismes. D’aprés Delaunois et al.( 2014), un éliciteur est
défini comme toute molécule produite par des plantes hotes (synthétisant ou accumulant la
dite molécule), ou par des microorganismes (non)pathogénes capable d’induire ou de
promouvoir la résistance naturelle des plantes face a un ou plusieurs pathogéne(s)
(Delaunaois et al., 2014).

Dans le cadre de ce travail de fin d’études, un grand intérét sera porté a des molécules
semblant intervenir dans I'immunité innée des plantes. L'objectif principal consistera a
localiser précisément ces molécules au sein des membranes des cellules végétales afin
d’améliorer les connaissances actuelles concernant leur voie de biosynthese et de
comprendre leurs utilités pour la plante.



2 Les membranes végétales

Dans les cellules végétales, il existe approximativement 20 systemes membranaires
différents (Figure 1) qui consistent chacun en une bicouche composée de lipides polaires et
de protéines. Cette bicouche possede de nombreux réles. Elle est, par exemple, une barriere
perméable car la plupart des molécules hydrosolubles ne sont pas capable de traverser la
partie apolaire de la bicouche lipidique. De plus, les protéines présentes dans les membranes
ont de nombreuses fonctions diversifiées qui définissent donc la spécificité de chaque
systeme membranaire (Buchanan et al., 2015)

Dans le cadre de ce TFE, une attention particuliere sera portée a la membrane plasmique,
aux membranes externes des chloroplastes et aux membranes des thylakoides.
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2.1 La membrane plasmique

La membrane plasmique (Figure 2) joue un réle important dans la reconnaissance et la
transduction de signaux car elle délimite I'interface entre la cellule et son environnement.
Ainsi, elle est largement impliquée dans les mécanismes de défense des plantes. De plus, elle
forme une barriere physique sélectivement perméable a certaines macromolécules, telles
que les protéines et certains solutés (sodium, glucose, potassium...)(Angus S. Murphy, Wendy
Peer, 2010; Buchanan et al., 2015)
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Figure 2 - La membrane plasmique végétale (Buchanan et al., 2015)

La membrane plasmique végétale est une membrane ayant une composition complexe qui
dépend du type de cellule, de son stade de développement, des conditions de croissance de
la plante et de I'espéce végétale étudiée (Tableau 1).



Tableau 1 - Influence de I'espéce végétale sur la composition lipidique de la membrane plasmique (Angus S.
Murphy,Wendy Peer, 2010)

Secale Avoine de Avoine Arabidopsis Solanum Solanum
cereale printemps d’hiver thaliana tuberosum commersonii
Phospholipides | 36,6 28,2 28,9 46,8 46,4 48,3
Sphingolipides 16,4 27,2 30,4 7,3 6,5 6,1
Stérols 46,6 41,3 39,1 46 45 41,6
Autre 0,4 2,7 1,7 / 2,1 4
Stérols/
Phospholipides 13 L5 13 1 1 0,9
Références (Uemura et (Uemura et (Uemura et (Uemura et (Palta etal., (Palta etal.,
al., 1994) al., 1994) al., 1994) al., 1995) 1993) 1993)

La membrane plasmique est principalement constituée de lipides et de protéines dans un
ratio molaire pouvant aller de 50:1 a 100:1. Ainsi, 3 classes de lipides sont retrouvées en
majorité dans cette membrane : les stérols, les sphingolipides et les glycérolipides
(principalement des phospholipides) (Figure 3). La membrane plasmique posséde un ratio
stérols/phospholipides allant de 0,6 a 1,5 (Tableau 1) et, en fonction de sa composition
lipidique, les différentes molécules s’associent différemment. En comparaison avec les
autres membranes cellulaires, la membrane plasmique est riche en stérols et sphingolipides
ce qui lui confere une meilleure résistance au stress mécanique (Angus S. Murphy,Wendy
Peer, 2010; Deleu et al., 2014).
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(Angus S. Murphy,Wendy Peer, 2010)



2.2 Les membranes des chloroplastes

Le chloroplaste est un organite assurant plusieurs fonctions essentielles pour les végétaux
telles que la photosynthése, la biosynthése des caroténoides et des acides gras ainsi que
I’assimilation de I'azote et du soufre. Chacune de ses fonctions est réalisée par des protéines
spécifiguement localisées dans I'un ou I’'autre des compartiments constituant le chloroplaste
(Figure 4). (Chu et al., 2011)
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Figure 4 - Schéma du chloroplaste et des différentes membranes le constituant
2.2.1 Les membranes externes et internes des chloroplastes

L’enveloppe des chloroplastes est composée de deux de membranes lipidiques chacune
structurée en double couche: la membrane externe et la membrane interne (Figure 4)
(Keegstra et al., 1986).

La composition lipidique de ces 2 membranes varie trés fortement. Ainsi, I'enveloppe
interne contient une grande proportion de galactolipides, et principalement des
monogalactosyldiacylglycerols (MGDG) et des digalactosyldiacylglycérols (DGDG) (D6rmann
et al., 2002). Toutefois, elle ne contient que trés peu de phospholipides dont la majorité est
du phosphatidylglycérol. La membrane externe, quant a elle, se compose a proportion
presque égale de galactolipides et de phospholipides. Dans ce cas-ci, c'est la
phosphatidylcholine qui est la plus abondante (Keegstra et al., 1986). La composition des
membranes des plantes varie en fonction de leurs conditions de croissance. En effet, lorsque
les plantes se développent sur un milieu pauvre en phosphore, le ratio glycérolipides-
phospholipides augmente et il y a accumulation de DGDG (Dérmann et al., 2002)(Hartel et
al., 2000). D’autre part, certaines enzymes sont présentes de maniére spécifique dans l'une
ou l'autre des membranes du chloroplaste et cette répartition semble presque constante
entre les especes (Figure 5)(Keegstra et al., 1986)
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2.2.2 Lamembrane des thylakoides

La membrane des thylakoides possede des roles tres importants car une grande diversité de
réactions s’y déroule, et notamment la photosynthése (Andersson, 1986).

La composition lipidique de cette membrane est similaire a celle de la membrane interne de
I’enveloppe du chloroplaste. En effet, on y retrouve une grande proportion de galactolipides
(Dérmann et al., 2002). Toutefois, la composition de la membrane des thylakoides est
modifiée en fonction de l'intensité, de la durée et de la qualité de I’environnement lumineux
des plantes. Cela influence les fonctions et la structure du thylakoide (Andersson, 1986;
Essigmann et al., 1998).1 est important de noter qu’il existe des interactions entre la
membrane des thylakoides et les enveloppes des chloroplastes. En effet, les MGDG et les
DGDG retrouvés dans les membranes des thylakoides sont synthétisés au niveau des
enveloppes des chloroplastes a partir de diacylglycérols (DAG). Les MGDG sont formés dans
les enveloppes internes et externes du chloroplaste par I'action de différentes MGDG
synthases (MGD1, MGD2, MGD3) (Figure 6). La majeure partie de ceux-ci est synthétisée
dans I'enveloppe interne alors que I'enveloppe externe est le 2° site de production. Une
hypothése avancée dans certains articles propose que les MGDG produits dans I'enveloppe
externe servent de précurseurs pour la synthese de DGDG par I'action d’'une DGDG synthase
(DGD1). Les DGDG ainsi produits sont alors probablement transportés vers I'enveloppe
interne par un mécanisme encore inconnu. Les galactolipides quittent ensuite I'enveloppe
interne pour rejoindre les thylakoides. Ce transport est facilité par une protéine, la Vesicle-
Inducing Protein in Plastids 1 (VIPP1). D’autre part, il a été montré que, lors d’une carence en
phosphate, les DGDG peuvent étre retrouvés dans des plastes racinaires. Toutefois, le site de
synthése et les mécanismes de transport sont pour le moment inconnus (Dérmann et al.,
2002).
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Figure 6 - Synthése de MGDG et DGDG dans les enveloppes des chloroplastes (Dérmann et al., 2002)

La membrane plasmique étant a 'interface entre la cellule et son environnement, elle joue
un roéle important dans la détection des pathogénes. En effet, la plupart des
microorganismes produisent des molécules qui peuvent étre reconnues par des récepteurs
présents au niveau de la membrane cellulaire. Cette reconnaissance active les défenses de la
plante.



3 L’'immunité des plantes

3.1 Introduction

Durant leur développement, les plantes sont soumises a de nombreux facteurs de stress que
'on peut classer en stress dits biotiques et stress dits abiotiques. Les premiers
correspondent a des attaques de ravageurs ou de pathogénes, tels que les champignons,
insectes herbivores, virus et bactéries. Les seconds font référence a des périodes de stress
hydrique ou salin, a des moments de sécheresse, a des variations importantes de
température ou a des carences en nutriments. En agriculture, la plupart de ces conditions
impliquent une diminution importante des récoltes. Toutefois, il est important de savoir que
méme si les plantes ne possedent pas de mécanismes de défense aussi complexes que ceux
des animaux, leurs cellules sont capables de résister aux attaques par des défenses
constitutives et des réponses induites. Dans le cas des stress biotiques, celles-ci tendent a
limiter I'invasion, a affaiblir I'agresseur et permettent méme parfois de détruire I'organisme
pathogéne. L'ensemble de ces mécanismes de défense constituent I'immunité innée de la
plante (Blée, 1998).

Parmi les mécanismes de défense des plantes, il est nécessaire de distinguer les défenses
constitutives et les défenses inductibles. Les premiéres incluent les barriéres physiques
(paroi et membrane) ainsi que la production de composés toxiques. En effet, La plupart des
plantes synthétisent des métabolites secondaires possédant des propriétés
antimicrobiennes. Ces composés existent sous forme active ou sont stockées en tant que
précurseurs inactifs qui seront activées pas la plante en réponse a une attaque par un
pathogéne ou suite a des Iésions tissulaires. En général, ces composés antimicrobiens sont
stockés dans des vacuoles (Buchanan et al., 2015).

Les défenses inductibles, quant a elles, sont basées sur la perception de molécules ne
provenant pas de la plante ou produites suite a une blessure. Cette perception induit une
réponse de défense rapide de la plante.

3.2 L’'immunité induite

Deux mécanismes de résistance ont été recensés a ce jour : I'Effector-Triggered Immunity
(ETI) et le PAMP Triggered Immunity (PTI) (Figure 7). Ceux-ci sont considérés comme faisant
partie de I'immunité innée primaire et secondaire des plantes (Henry et al., 2012).
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3.2.1 L’Effector-Triggered Immunity

L’ETI prend place au sein méme de la cellule et utilise des génes de résistance (R) présents
chez la plante. Ces génes codent pour des protéines capables de reconnaitre des effecteurs
produits par des pathogénes biotrophiques. Cette catégorie de pathogenes colonise les

cellules végétales en causant un minimum de dommages a celles-ci (Figure 8). Une fois

reconnu, l'effecteur est appelé protéine d’avirulence (Avr). Cette interaction cause une
réaction protéine-effecteur et aboutit souvent a une réaction d’hypersensiblité (HR) qui se
déroule en deux étapes. La premiére phase de la HR est la libération d’un flux d’ions a
travers la membrane ainsi que la production d’espéces réactives de I'oxygéne (ROS) induite
par 'activation des genes R. Ces composés induisent une peroxydation des lipides de la
membrane cellulaire ce qui va engendrer une mort des cellules infectées.



Attack strategy Secreted cell wall-degrading Intimate intracellular contact Initial biotrophic phase
enzymes, host toxins, or both with plant cells

Specific features Plant tissue killed and then Plant cells remain alive Plant cells alive only in the

of interaction colonized by the pathogen; throughout infection; minimal initial stages of infection;
extensive tissue maceration plant cell damage extensive plant tissue

damage at later stages

Host range Broad Narrow; often only a single Intermediate
species of plant is attacked

Examples Rotting bacteria (e.g., Erwinia Fungal mildews and rusts; viruses Phytophthora infestans
spp.); rotting fungi (e.g., and endoparasitic nematodes; (causal agent of potato late
Botrytis cinerea) Pseudomonas spp. bacteria blight disease)

Figure 8 - Les 3 catégories de pathogénes des plantes (Buchanan et al., 2015)

3.2.2 Le PAMP-Triggered Immunity

Le PTI, quant a lui, utilise des molécules appelées pathogen- ou microbe-associated
molecular patterns (PAMP/MAMPs), produites par la plupart des microorganismes. Ces
molécules sont reconnues par des récepteurs présents a la surface de la cellule végétale, les
Pattern Recognition Receptors (PRRs). D’autres molécules peuvent également étre
reconnues par le PRRs, il s'agit des Damage-Associated Molecular patterns (DAMs). Ces
composés sont produits par les plantes ayant subi des dommages suite a I'action
d’organismes pathogénes. Lorsqu’'une PAMP/MAMP/DAMP est détectée par les PRRs, des
mécanismes de défense de la plante sont activés (Henry et al., 2012).

3.2.3 Lesréponses de défense des plantes

Lorsqu’un mécanisme de défense de type ETI ou PTI est activé autour de la zone d’infection,
ce phénomeéne est nommé Localized Acquired Resistance (LAR). Via I'émission de molécules
signal, des mécanismes de défense peuvent également étre induit dans d’autres organes de
la plante localement infectée. Ce phénomeéne a été appelé Systemic Acquired Resistance
(SAR). De nombreuses molécules, telles que les jasmonates et I'acide salicylique (SA), sont
impliquées dans I’activation du SAR qui implique une accumulation de SA et I'expression de
génes pathogenesis-related (PR). Cette voie de défense est utile contre les pathogénes
biotrophiques et hémibiotrophiques (Mariutto et al., 2011; Henry et al., 2012; Buchanan et
al., 2015).

Le systeme de défense de la plante est discriminatoire car il permet de distinguer les
organismes bénéfiques des pathogenes nuisibles. En effet, la plante est continuellement en
contact avec des microorganismes bénéfiques vivant dans la rhizosphére qui sont appelés
plant growth promoting rhizobacteria (PGPR). Ceux-ci ont un impact positif sur le
développement et la survie de la plante (Kloepper et al., 1980). Les PGPR assurent une
protection externe de la plante en sécrétant des antibiotiques et des enzymes lytiques. De
plus, ils sont impliqués dans un mécanisme appelé résistance systémique induite (ISR) grace
a leur action indirecte qui permet d’étendre I'immunité innée de la plante au-dela de la zone
colonisée (Figure 9). L'éthyléne (ET) et I'acide jasmonique (JA) sont des molécules nécessaire
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pour induire des réponses de défense dans des tissus foliaires. Cette forme de défense ne
cause pas d’accumulation de PR et ne nécessite pas de SA (Buchanan et al., 2015).
Cependant, en 2014, Pieterse et al. ont démontré que I'ISR pouvait parfois étre induite par
un mécanisme dépendant de SA. Ces 2 mécanismes de résistance sont donc étroitement liés
(Buchanan et al.,, 2015). Une étude a également montré que ces deux mécanismes de
résistance peuvent agir de maniére synergique ou antagoniste en fonction des conditions
environnementales (Buchanan et al.,, 2015). L'ISR est efficace contre les pathogénes
nécrotrophes et certains insectes herbivores (Buchanan et al.,, 2015). De plus, des tests
réalisés sur des plants de Solanum tuberosum L. ont démontré que I'absence de PGPRs est
préjudiciable pour la plante. En effet, la colonisation de la rhizosphére par des PGPR
améliore le rendement de la culture de 17 pourcent (Kloepper et al., 1980).
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+ Induced systemic resistance

Figure 9 - Résistance systémique induite

La plante réagit rapidement a une infection par un pathogéne ou un contact avec un
éliciteur. Les premiéres défenses induites sont la production de molécules appelées espéces
réactives de I'oxygene (ROS) (ex : peroxyde d’hydrogene (H,0,) et oxyde nitrique (NO)). Les
ROS induisent une peroxydation des acides gras libres de la membrane des plantes ainsi
gu’une réponse d’hypersensibilité menant a une mort programmé des cellules proches de la
zone infectée(Buchanan et al., 2015).

D’autres défenses sont également mises en place plus tardivement, comme I'accumulation
de composés antimicrobiens et un renforcement de la paroi cellulaire. Une série de genes de
régulation, tel que le facteur de régulation de la transcription de la protéine nonexpressor of
PR genes 1 (NRP1), sont activés par I'ISR et le SAR (Pieterse et al., 2014). Cette activation
induit I'expression d’'un mélange complexe de molécules parmi lesquelles sont retrouvées
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des composés impliqués dans la voie de synthése de JA et dans la régulation de I'interaction
entre JA et SA (Mariutto et al., 2011).

3.2.4 Larégulation des défenses des plantes

Les phytohormones, telles que I'acide jasmonique et I'acide salicylique, sont des molécules
connues pour leurs réles en tant que régulateurs de la croissance et du développement des
plantes. Il est apparu récemment qu’elles jouaient également un role majeur dans la
régulation de la défense innée. En effet, SA et JA sont des hormones majeures impliquées
dans I'immunité innée. Ainsi, la présence de JA a un impact positif sur I'activité des voies de
biosyntheses des oxylipines. D’autres hormones, telles que I'éthyléene, I'acide abscissique, la
gibbérelline ainsi que les auxines, possedent également un réle de modulateurs dans la
signalisation de la défense innée (Pieterse et al., 2012; Buchanan et al., 2015).

3.3 Lesroles des oxylipines dans les mécanismes de défenses des
plantes

Depuis quelques années, de plus en plus d’études insistent sur I'implication centrale de la
voie de la lipoxygénase (LOX) dans les mécanismes de défense des plantes. En effet, il a été
prouvé que lors d’un stress, biotique ou abiotique, de nombreuses molécules issues de
I’oxydation d’acides gras polyinsaturés sont formées. Celles-ci sont connues sous le nom
d’oxylipines (Fauconnier et al., 2008; Buchanan et al., 2015). Les phyto-oxylipines jouent un
role essentiel dans les mécanismes de défense des plantes car elles agissent en tant que
molécules de signalisation (ex: les jasmonates) mais aussi comme des composants
protecteurs, tels que des agents antibactériens ou des constituants de la cutine. Les plantes
peuvent répondre de différentes manieres aux stimuli résultant de l|ésions tissulaires.
Toutefois, la plupart de ces réponses entrainent la production de certaines oxylipines
spécifiques (Blée, 2002). De plus, il a été démontré que la voie de la LOX pouvait étre induite
par I'application d’éliciteurs (Croft et al., 1993).

Grace a leur diversité d’action et leur possible inductibilité, I'étude des oxylipines apparait
comme étant essentielle a la compréhension des mécanismes de défense des plantes.
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4 Les oxylipines

4.1 Introduction

Ces dernieres années, les oxylipines végétales ont suscité un intérét croissant. Cette famille
de molécules regroupe des composés aux structures tres diversifiées issus de |'oxydation
d’acides gras insaturés comme, par exemple, lI'acide a-linolénique. Ces acides gras
proviennent de I’"hydrolyse de lipides complexes présents dans les membranes végétales par
des lipases lorsque, par exemple, une plante est soumise a un stress (Blée, 1998).

Deux types d’oxylipines peuvent étre observés chez les plantes : les oxylipines libres et les
oxylipines dites estérifiées.

4.1.1 Les oxylipines libres

Les oxylipines libres formées dans les plantes comprennent les hydroperoxides d’acides gras,
les hydroxy-, oxo- ou keto- acides gras, les éthers divinyliques, les aldéhydes volatils et les
jasmonates (Mosblech et al., 2009). Ces molécules sont présentes dans le cytosol de la
cellule, le stroma des chloroplastes ou la matrice du peroxysome (Mosblech et al., 2009). Les
oxylipines libres les plus étudiées sont I'acide jasmonique et ses précurseurs cycliques (OPDA
et dn-OPDA). Ces molécules portent le nom de jasmonates (Bottcher et al., 2007).

4.1.2 Les oxylipines estérifiées

Les oxylipines estérifiées, quant a elles, sont des composés pour lesquels un acide gras oxydé
se retrouve estérifié dans des glycérolipides complexes (phospholipides, glycolipides ou
lipides neutres). Cette classe de molécules comprend également les acides gras oxydés
conjuguées avec des acides aminés ou d’autres métabolites tels que du sulfate (Creelman et
al., 2002; Gobel et al., 2009) La diversité en oxylipines estérifiées est trés grande mais peu de
ces molécules ont été caractérisées entierement a I'heure actuelle. En effet, jusqu’a
récemment, les méthodes analytiques disponibles ne permettaient pas de déterminer la
structure de telles molécules. Ainsi, seule la partie « oxylipine » était analysée sous forme
d’ester méthylique. Il n’était donc pas possible de savoir a quelle molécule elle était
estérifiée dans la plante (Bottcher et al., 2007). Toutefois, depuis quelques années, la
structure compléte de plusieurs oxylipines estérifiées a pu étre déterminée. Par exemple,
une famille d’oxylipines estérifiées a été entierement caractérisée dans les feuilles des plants
de lin (Linum usi- tatissimum L.) : les linolipines. Ces molécules sont des galactolipides oxydés
dont la partie oxydée est I'acide ethérolénique (Figure 10). Leur synthese est induite par les
feuilles de lin soumises a un stress (ex : attaque par le pathogene bactérien E. carotovora
atroseptica) mais il a également été montré que le profil en linolipines differe en fonction de
I’état de développement des plantes. Il semble donc que ces molécules interviennent dans
les processus de développement des plantes ainsi que dans leurs mécanismes de défense
contre les pathogénes (Chechetkin et al., 2009). Toutefois, aucune étude n’a pu déterminer
leurs roles précis dans ces mécanismes.
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Figure 10 - Structure de la linolipine A (Chechetkin et al., 2009)

4.2 Lesvoies de synthese des oxylipines

Les oxylipines peuvent étre produites par voie enzymatique ou par voie non enzymatique.
Dans le deuxieme cas, les ROS sont responsables de |'oxydation de lipides en molécules
diverses dont les phytoprostanes et des hydroxy-acides gras (Figure 11) (Dave et al., 2012).
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Figure 11 - Oxylipines produites par voie enzymatique et voie chimique (Gobel et al., 2009)
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4.2.1 Lesjasmonates

4.2.1.1 Introduction

Les jasmonates forment un groupe d’hormones végétales d’origine lipidique qui
interviennent dans de nombreux processus biologiques essentiels tels que les réponses aux
stress, la reproduction et la sénescence. (Schaller et al., 2004; Bottcher et al., 2007; Dave et
al., 2012). Ces molécules sont toutes caractérisées par une structure pentacyclique (Schaller
et al., 2008) et les plus étudiées sont l'acide jasmonique (JA), ses dérivés (le
méthyljasmonate (MelA) et le jasmonoyl-isoleucine (JA-lle)) ainsi que certains de ses
précurseurs (I'acide 12-oxo-phytodienoic (OPDA, 18C) et 'acide dinor-12-oxo-phytodienoic
(dnOPDA, 16C)) (Figure 12) (Nilsson et al., 2016).

CHj3
Q Y
\\ 0 O%
or Y o
®)
(+)-acide jasmonique (-)-acide jasmonique
0] 0]
H;C H H;C H
|| = L
HO HO
OPDA dn-OPDA

Figure 12 - Les molécules principales composant les jasmonates

De nombreuses études ont montré que I'acide jasmonique joue un réle important dans les
mécanismes de défense des plantes (Howe et al.,, 1996; Penninckx et al., 1996; Weber,
1997). Par exemple, chez Arabidopsis, les dérivés d’acide jasmonique interviennent dans
I'activation de I'expression de génes de défense lorsque la plante est infectée par un
pathogene (ex : Alternaria brassicola) (Penninckx et al., 1996). D’autre part, ces molécules
possedent également des réles développementaux importants, tels que l'inhibition de la
germination des graines non dormantes (Creelman et al., 1997).

Au cours des années, il a été montré que I'OPDA possede également des fonctions
signalétiques dans les mécanismes de défense ainsi que dans d’autres processus de
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régulation et de développement de la plante (Bottcher et al., 2007). L'OPDA est en effet
capable d’activer des genes de réponse aux stress différents de ceux activés par JA (Taki et
al., 2005).

4.2.1.2 Voie de synthése de I'acide jasmonique

La synthése de 'acide jasmonique se déroule dans 3 compartiments différents de la cellule
végétale (Figure 13). Elle est initiée dans le chloroplaste ou des lipases hydrolysent de I'acide
a-linolénique (18 :3) a partir de lipides membranaires tels que les MGDG, les DGDG et les
phospholipides. Ensuite, la 13-lipoxygénase (13-LOX) catalyse |'oxydation de la chaine
d’acide gras et produit de I'acide 13(S)-hydroxyperoxy-octadécatriénoique (13-HPOT). Celui-
ci est transformé en alléle oxyde par l'allele oxyde synthase (AOS). Le produit formé subit
une cyclisation spontanée ou catalysée par l'allele oxyde cyclase (AOC) et est ainsi
transformé en OPDA (Creelman et al., 2002; Schaller et al., 2004, 2008; Buseman et al.,
2006; Kourtchenko et al., 2007; Dave et al., 2012; Nilsson et al., 2016). D’autre part, les
lipases peuvent également hydrolyser de I'acide hexadecatrienoique (16 :3) a partir des
lipides membranaires. Cet acide gras peut subir la méme voie de synthése que celle décrite
ci-dessus, ce qui meéne a la production de dnOPDA, qui possede deux carbones en moins que
la molécule d’OPDA (Weber, 1997; Nilsson et al., 2016).

L'OPDA est ensuite transporté dans le peroxysome ou il subit d’abord une réduction et
ensuite 3 B-oxydations afin d’étre transformés en acide jasmonique. Le dn-OPDa, quant a lui,
subit 2 B-oxydations. Celui-ci quitte alors le peroxysome et se retrouve dans le cytosol ou il
subira des nouvelles modifications afin de former des dérivés : le MelA et le JA-lle (Schaller
et al., 2004; Nilsson et al., 2016) Il est important de noter que les voies de transport de ces
molécules entre les différents compartiments cellulaires ne sont pas encore clairement
définies (Schaller et al., 2004).

D’autre part, les dérivés de la lipoxygénase (HPOTs) peuvent également étre clivés par une
hydroperoxyde lyase (HPL) pour former des aldéhydes a courtes chaines. En effet, lors du
clivage d’un 13-HPQOT, il y a production d’un aldéhyde C6 et d’un oxo-acide gras C12. Les
aldéhydes C6 sont des volatils ayant des réles importants dans les réponses de défense chez
les plantes. De plus, d’autres enzymes métabolisant les HPOTs ont été découvertes (ex:
divinyl éther synthase (DES), peroxygenase, époxy-alcoo synthase). Ces diverses enzymes
sont en compétition avec I’AOS pour I'utilisation d’'un méme substrat (les 13-HPOT), ce qui
mene a la formation de nombreuses oxylipines différentes par diverses voies de synthese
(Nilsson et al., 2016).
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Figure 13 - Voie de synthése de I'acide jasmonique (Schaller et al., 2004)

4.2.2 Les oxylipines estérifiées chez Arabidopsis thaliana L.

4.2.2.1 Introduction

Arabidopsis thaliana L. (A. thaliana) est une plante de la famille des Brassicaceae qui est
largement utilisée comme modeéle en biologie végétale de par son cycle de vie court, son
génome compact et sa petite taille (Bolle et al., 2011).

Des études récentes ont montré que lorsqu’A. thaliana subit un stress biotique ou abiotique,
la synthése de phospholipides oxydés et de galactolipides oxydés contenant des esters
d’OPDA et de dnOPDA est induite. Le stress en question peut étre une blessure, I'attaque par
un pathogeéne bactérie, I'exposition a une photopériode inadéquate ou encore une trop
grande exposition au froid (Dave et al., 2012; Vu et al., 2014; Nilsson et al., 2016).

Les galactolipides oxydés qui s’accumulent ainsi dans la plante sont connus sous le nom
d’arabidopsides (Dave et al., 2012; Nilsson et al., 2016). Ceux-ci sont caractérisés par la
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méme structure de base (Figure 14). lls possédent tous au moins un galactose, un glycérol
ainsi qu’une molécule d’OPDA ou de dnOPDA. En fonction de la présence d’un ou plusieurs
galactoses et de molécules d’OPDA/dnOPDA, ils sont nommés différemment (ex:
arabidopside A) (Mosblech et al., 2009).
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Figure 14 - Les différentes arabidopsides étudiées dans ce travail

Les phospholipides oxydés produits, quant a eux, sont des phosphatidyléthanolamines, des
phosphatidylglycérols et des phosphatidylcholines contenant du dnOPDA, de I"OPDA, de
I'acide 9-hydroxypéroxylinoléique ou de I'acide 9-hydroxylinolénique (Buseman et al., 2006;
Vu et al., 2012).

4.2.2.2 Les arabidopsides

Les arabidopsides ont été caractérisées chez A. thaliana ou ils sont produits en grande
quantité (Bottcher et al., 2007). lls sont également synthétisées par Cirsium arvense, une
plante de la famille des asteraceae, lorsque celle-ci est infectée par un pathogéne fongique
(Chaetomium cochlioides) (Hartley et al., 2014). Enfin, il a été montré que ces molécules sont
retrouvées en faible quantité dans les plants de blé et de tomate ayant subi un stress (Vu et
al., 2014). Cependant, peu d’études se sont intéressées a ces molécules, il est donc possible
gu’elles soient présentes dans d’autres especes végétales.

4.2.2.2.1 Voies de synthése des arabidopsides

Les arabidopsides sont synthétisés suite a I'oxydation enzymatique des chaines d’acides gras
des MGDG et des DGDG qui sont retrouvés dans les différentes membranes des
chloroplastes (membrane externe, interne et membranes des thylakoides). Leur voie de
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synthése n’est pas clairement définie et deux hypothéses sont actuellement proposées. La
proposition selon laquelle leur formation pourrait étre causée par l'estérification rapide,
dans les lipides chloroplastiques, d’OPDA nouvellement synthétisé a partir d’acides gras
libres n’a pas été infirmée (Mosblech et al., 2009). Cependant, deux études récentes ont
montré que les acides gras des MGDG et des DGDG peuvent étre directement transformés
en OPDA et dnOPDA par les enzymes LOX, AOS et AOC (Nilsson et al., 2012). Cette
découverte est tres intéressante car la plupart des LOX ne sont capable d’oxyder que des
substrats libres. Dans ce cas-ci, la LOX responsable de cette activité a été identifiée, c’est la
LOX2 (Nilsson et al., 2016).

Chez A. thaliana, I'AOS, codée par un seul locus, est strictement nécessaire a la synthése
d’arabidopsides et de jasmonates. Cette enzyme a été localisée dans I'enveloppe externe
des chloroplastes chez I'épinard (Creelman et al., 2002). L'AOC est, quant a elle, codée par 4
génes. Celles-ci, en collaboration avec I’AQS, permet la synthése de I'OPDA a partir d’"HPOT
libre ou estérifié.(Nilsson et al., 2016).

Des études récentes ont montré que la capacité de synthése et d’accumulation des
arabidopsides differe en fonction des différents écotypes d’A. thaliana. En effet, certains
d’entre eux accumulent les arabidopsides en plus grande quantité et plus rapidement. La
capacité de production d’arabidopsides est en fait influencée par I'activité de certaines
enzymes telle que I’hydroperoxyde lyase 1 (HPL1) qui régule I'accumulation de galactolipides
contenant de I'OPDA chez Arabidopsis (Nilsson et al., 2016).

Certaines études ont montré que le profil en arabidopsides varie au cours du temps. Les taux
d’arabidopsides A et B augmentent durant les premiéres minutes aprés le stress avant de
décroitre lentement. D’autre part, la concentration en arabidopsides E et G dans la plante
augmente pendant les 30 premiéeres minutes apres le stress avant d’atteindre un seuil
maximal au détriment des arabidopsides A et B (Nilsson et al., 2016).

4.2.2.2.2 Roles des arabidopsides

Les rbles des arabidopsides ne sont pas clairement définis. Toutefois, ces molécules sont
produites par les plantes soumises a un stress (Bottcher et al., 2007) et en fonction du stress
le profil en molécules produites est différent. Par exemple, la quantité de MGDG oxydés
produites lors d’'une blessure (wounded 45 min) est presque 10 fois plus importante que lors
gu’un stress di a une congélation (freezing). De plus, lors d’une blessure, 2 composés sont
majoritairement produits alors que lors d’une congélation, le profil obtenu est plus diversifié
(Figure 15) (Vu et al., 2012). Il est donc fortement probable qu’elles interviennent dans les
mécanismes de défense des plantes.
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Figure 15 - Profil en oxylipines en fonction du stress appliqué a la plante (Vu et al., 2012)

Une premiere hypothése est proposée selon laquelle ces molécules pourraient servir de
réserve d’OPDA et/ou de dnOPDA qui, soit activeraient directement des voies de
signalisation, soit serviraient de substrat pour la production d’acide jasmonique (Dave et al.,
2012). D’autre part, des études ont montré que certains arabidopsides ont une action
directe sur la croissance de pathogénes. Il est donc possible que lors d’une infection, les
pathogenes se retrouvent en contact avec les molécules qui affecteraient leur croissance.
L'arabidopside E est, par exemple, capable d’inhiber la croissance de la bactérie pathogene
Pseudomonas syringae (Andersson et al., 2006). De plus, il a été montré que la croissance du
champignon pathogéne Botrytis cinera est réduite de moitié lorsque celui-ci se trouve en
présence d’arabidopsides E et G alors que I’OPDA libre n’a aucun effet (Kourtchenko et al.,
2007).

Les arabidopsides jouent également des roles divers dans la croissance et le développement
des plantes. Par exemple, I'arabidopside A posséde un role de promoteur de sénescence. En
effet, la présence de cette molécule induit une diminution de la quantité de chlorophylle
contenue dans les chloroplastes des feuilles (Hisamatsu et al., 2006).
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Hisamatsu et al. (2005) ont également mis en évidence I'effet d’inhibition de la croissance
des racines lors de la présence d’arabidopsides A, B et D. Ces molécules sont en effet
capable de réduire de 30 pourcents la croissance des racines de cresson a une concentration
de 5 x 10” mol/L (Hisamatsu et al., 2005).

Les arabidopsides semblent avoir des réles diversifiés dans la régulation du développement
des plantes ainsi que dans leur immunité. Cependant, peu d’entre elles ont été
caractérisées. Des études plus précises semblent donc nécessaire afin de mieux connaitre les
mécanismes d’action de ses molécules et d’ainsi mieux comprendre les défenses mises en
place par les plantes
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B. Objectifs

Ce travail s’inscrit dans le cadre du projet FIELD qui a pour but de promouvoir la recherche
concernant les mécanismes de défense des plantes afin de mieux comprendre ceux-ci. Un
autre objectif du projet est de découvrir de nouvelles molécules végétales permettant
d’améliorer la résistance des plantes aux pathogénes et aux ravageurs. Une meilleure
connaissance des mécanismes de défense, des molécules produites et de leurs voies de
synthése est importante dans la mise au point d’alternatives aux pesticides chimiques
utilisés de nos jours. En effet, cette connaissance pourra permettre la conception de
produits plus ciblés ayant moins d’effets secondaires sur I'environnement et sur la santé
humaine.

Dans le cadre de ce travail de fin d’études, une attention particuliére a été portée a des
molécules produites par A. thaliana lors d’un stress, les arabidopsides. Ces molécules
spécifiques ont été peu étudiées jusqu’a présent. Aucune méthode analytique permettant
d’analyser ces molécules par hplc n’a été développée et validée. De plus, les seules
méthodes validées se basaient sur I'analyse des esters méthyliques d’OPDA et de dn-OPDA
nécessitant une dérivatisation. Ce type de méthode ne permet donc pas de faire Ia
différence entre les différents arabidopsides.

Le premier objectif de ce travail est donc de permettre une meilleure détection ainsi qu’une
guantification de ces molécules sans étape de dérivatisation. Cela permettra de détecter les
arabidopsides et non pas leurs esters méthyliques. La mise au point de cette méthode de
guantification nécessite une extraction et une purification efficaces de ces molécules, celles-
ci n’étant pas disponibles commercialement. L'étape de purification va donc étre optimisée
afin d’isoler ces molécules de maniere efficace.

Afin de localiser ces molécules dans la cellule, différents types de membranes sont purifiés
et analysés. Une fois la méthode de quantification mise au point, il est possible de
déterminer dans quels types de membranes cellulaires les arabidopsides sont présents. La
connaissance de leur localisation est une information essentielle qui permettra de mieux
cibler et de mieux comprendre leurs voies de synthese.
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C. Matériels et méthodes d’analyse

1 Détermination de la concentration des solutions standards
d’arabidopsides A, B et D par RMN'H

L’analyse RMN'H des solutions standards d’arabidopsides préparées par I'année précédente
par Manon Genva a été réalisée dans le Laboratoire de Chimie Biologique Structurale de
I’'Université de Liege. Le spectromeétre utilisé est un Avance Ill HD brucker 400 mHz.

La fenétre spectrale est de 8012 Hz, le temps d’acquisition de 4 secondes et le temps de
relaxation de 10 secondes. Le nombre de scans effectué est de 64. La température utilisée
pour les analyses quantitatives est de 25 °C. Le tétraméthylsilane (TMS), a une concentration
de 0.03 % en masse, est utilisé comme standard interne (Figure 16).

Gh
HC—Si—CHs
CHs

Figure 16 - Structure du tétraméthylsilane (TMS) utilisé comme standard interne en RMN

2 Obtention des molécules d’intérét

Les différentes étapes nécessaires a I'obtention des arabidopsides sont reprises dans la
figure ci-dessous (Figure 17) et détaillées dans les points suivants.

Induction de la

Production

production Purification des Purification des
de plants , . . L. . .
, . : d’arabidopsides glycolipides sur arabidopsides par
dArabidopsis . o , .
. et extraction colonne de silice HPLC-préparative
thaliana L. .
des lipides

Figure 17 - Etapes nécessaires a I'obtention des arabidopsides chez Arabidopsis thaliana L.

2.1 Production de plants d’Arabidopsis thaliana L.

Les plants d’A. thaliana Columbia 0 (col 0) utilisés lors de ce travail ont été cultivés dans la
serre du département de Biologie Végétale de la faculté de Gembloux Agro Bio-Tech. Les
plants ont été cultivés sous conditions lumineuses controlées afin d’avoir 10 heures de
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luminosité par jour dans du terreau DCM ECOTERRA semis et bouture. Apres 8 a 10 semaines
de culture, les feuilles sont prélevées.

2.2 Induction de la production d’arabidopsides et extraction des
lipides.

Environ 100 g de feuilles d’A. thaliana col 0 sont congelées pendant 30 secondes par mise en
contact avec de l'azote liquide. Les feuilles décongelent ensuite pendant 30 minutes. Une
fois décongelées, les feuilles sont broyées avec 200 mL de mix BuMe conservé a 4°C
(butanol (LiChrosolv): méthanol (Biosolve)(3 :1) + 0.05 %(w : v) butylhydroxytoluéne (Sigma))
pendant 3 fois 10 secondes en chambre froide. Le mélange est mis sur un agitateur orbital
en chambre froide pendant 30 minutes puis filtré sur Bliichner a température ambiante. Le
liquide est récupéré et soumis a une séparation liquide-liquide. Lors de celle-ci, il y a ajout de
200 mL d’heptane (Acros) : acétate d’éthyle (Acros) (3 :1) puis de 200 mL d’une solution
ddH,0 contenant 2% d’acide acétique (v : v). La phase aqueuse est ensuite ré-extraite avec
300 mL d’heptane : acétate d’éthyle (3:1). Les deux phases organiques obtenues sont
mélangées et évaporées au rotoévaporateur avec le bain a 40°C. Apres évaporation, les
résidus sont suspendus dans 30 mL de chloroforme (CHCls) (Scharlau).

Pour des raisons pratiques, certaines extractions ont été réalisées sur les feuilles congelées
par mise en contact avec de I'azote liquide et conservées plusieurs jours a -20 °C.

Le méme mode opératoire a été suivi pour les échantillons servant de blanc. Cependant,
pour ne pas induire la production d’arabidopsides, les feuilles n"ont pas été décongelées
avant 'étape de broyage.

2.3 Purification des glycolipides sur colonne de silice

Les glycolipides présents dans les échantillons sont purifiés sur une colonne constituée de 6
g de silice (Lichroprep Si60 15-25 um) ayant préalablement été conditionnée par le passage
de 50 mL de chloroforme.

L’échantillon dissous dans du chloroforme est ensuite déposé sur la colonne. L’élution des
glycolipides se réalise par passage de plusieurs éluants. Tout d’abord, il y a élution de 150 mL
de CHCl;: acétone (Scharlau) (9 :1) permettant d’éliminer les lipides non polaires non
désirés. 100 mL de CHCIs : acétone (7 :3) sont ensuite passés sur la colonne permettant la
récupération de la fraction 1. La fraction 2, quant a elle, est récupérée lors de I’élution de
100 mL d’acétone : méthanol (9 :1). Pour finir, I'élution de 100 mL de méthanol permet la
récupération des phospholipides et le lavage de la colonne.

Les différentes fractions sont séchées sous flux d’azote, diluées dans quelques mL de
méthanol et conservées au congélateur a -20 °C.
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2.4 Purification des arabidopsides par HPLC-préparative

Les fractions 1 et 2 obtenues précédemment ont été évaporées, remises dans un volume
connu de méthanol afin d’obtenir une concentration entre 50 et 100 mg/mL puis filtrées a
I'aide de filtres PTFE 0,45 um. Ensuite, elles ont été purifiées par HPLC-préparative.

L’'HPLC-préparative utilisée (PuriFlash 430) est équipée d’un détecteur UV permettant une
détection entre 200 et 600 nm. Elle s’équipe également d’une colonne a adapter selon les
molécules étudiées.

Dans ce cas-ci, il s’agit d’une colonne uptisphere C18-2 15 um. L’élution, 20 mL/min, est
réalisée a I'aide d’un gradient d’acétonitrile (ACN) (Scharlau) et d’'H,O mQ (Figure 18). La
détection, quant a elle, est réalisée a 220 nm.

Gradient de I'HPLC-préparative

100
0 S\

70 / \
/

60 \
2 X = =
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30 \ e H20 mQ
% N\ /
o h \ /
: I N
0 10 20 30 40 50

Temps ( en minutes)

Figure 18 - Gradient final de I'HPLC-préparative

La purification par HPLC-préparative a été optimisée lors de ce travail. Les différentes étapes
de cette optimisation seront donc détaillées dans la partie résultats et discussion.
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3 Mise au point de la méthode de détection et de dosage par HPLC-
MS et HPLC-UV

3.1 Optimisation des parametres de détection des arabidopsides par
spectrométrie de masse en infusion directe

Un spectrometre de masse (esquire HCT, Bruker) a orbitrap a été utilisé pour détecter les
arabidopsides. Celui-ci étant un MSMS, il est possible de sélectionner les ions possédant une
masse particuliére (ion précurseur) dans la premiere partie du spectrometre et les ions
résultants de sa fragmentation dans la deuxieéme partie du spectrometre. Cette méthode est
connue sous le nom de SRM (selected reaction monitoring).

Les échantillons, dissous dans du méthanol contenant 0,1 % d’acide formique, sont ionisés
par ESI.

Lors de I'analyse en infusion directe, le débit de la pompe est de 200 pL/h.

L'identité des arabidopsides a été confirmée par spectrométrie de masse (MS). Comme dit
plus haut, il est possible d’isoler un pic et de le fragmenter. Cette fragmentation permet de
confirmer l'identité du pic en analysant les fragments obtenus par MSMS et les fragments
composants la molécule.

Afin de fragmenter la molécule détectée tout en gardant le pic correspondant a I'ion
moléculaire, la fragmentation ne doit pas étre trop violente. C’est pourquoi I'amplitude
servant a la fragmentation a été fixée a 0,40.

Les parametres de détection de la MS ont été optimisés afin de permettre la détection des
arabidopsides.

3.2 Optimisation du gradient de la HPLC-MS

Une HPLC (Agilent 1100) équipée d’une colonne en phase inverse C18 GL Inertsil ODS-3, 100
x 3,0 mm et 3 um de granulométrie est couplée avec la MS utilisée plus haut. Le volume
d’injection est de 2 pL. L'élution a un débit de 0,250 mL est réalisée grace a un gradient
d’ACN : H,O mQ (85 :15) a une concentration de 12mM de formiate d’ammonium (solvant A)
et d’H,0 mQ a une concentration de 12mM de formiate d’ammonium (solvant B) (Figure
19).
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Gradient HPLC-MS optimisé
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Figure 19 - Gradient optimisé de I'HPLC-MS. Le solvant A correspondant a une solution ACN : H,O (85 :15) a 12mM de
formiate d’ammonium et le solvant B a de ’H,0 mQ a 12 mM de formiate d’ammonium.
Le gradient ainsi que les solvants utilisés ont été optimisés afin de permettre une meilleure
séparation et ainsi une meilleure détection des arabidopsides. Les optimisations apportées
pour obtenir ce gradient seront donc détaillées dans la partie D « résultats et discussion ».

3.3 Dosage par HPLC-UV

L'HPLC utilisée pour le dosage des arabidopsides est une Agilent Technologies 1260 Infinity
équipée d’une colonne en phase inverse C18 (GL Inertsil ODS-3, 100 x 3,0 mm et 3 um de
granulométrie). L’élution est réalisée grace a un gradient d’ACN et d’H,0 a un débit de 0,250
mL/min. Le gradient utilisé est celui résultant de I'optimisation de la détection par HPLC-MS.
(voir Figure 19).La détection est réalisée a 220 nm et le volume d’injection est de 2 pl.

Afin de permettre la quantification de I'arabidopside A dans les différentes matrices, une
droite d’étalonnage a été réalisée a partir d’'une solution standard dont la concentration a
été déterminée par analyse RMN (voir point 4.1.).

3.4 Validation de la méthode de dosage

La validation des performances analytiques de la méthode de dosage mise au point a été
réalisée selon la directive 96/23/CE du Conseil du 29 avril 1996. Ainsi, la gamme de linéarité,
la répétabilité, la reproductibilité, la sélectivité ainsi que I'effet de matrice ont été étudiés.
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4 Localisation sub-cellulaire des arabidopsides chez Arabidopsis
thaliana L.

4.1 Analyse des membranes des chloroplastes

Les différentes étapes nécessaires a I'analyse des membranes des chloroplastes sont reprises dans la
Figure 20.

"~ N Y ~
Production de plants Préparation des Analyse des fractions
d’Arabidopsis thaliana fractions de obtenues par HPLC-
L. chloroplastes MS et HPLC-UV

Figure 20 - Etapes nécessaires a I'analyse des membranes des chloroplastes.
4.1.1 Production de plants d’Arabidopsis thaliana L.

Les plants utilisés pour I'analyse des membranes des chloroplastes sont cultivés dans les
mémes conditions que celles décrites précédemment (1.1.1). Cependant, dans ce cas-ci, les
plants utilisés sont agés de 4 a 6 semaines. De plus, les plantes ont été stockées en chambre
noire pendant la nuit avant I'extraction afin de forcer la plante a consommer I'amidon
présent dans ses feuilles. En effet, sans cette étape, il est trés difficile d’obtenir des
chloroplastes entiers.

4.1.2 Préparation de fractions de chloroplastes

La veille de I'extraction, une solution de 2X AGR (Arabidopsis grinding buffer), 100mM
MOPS-KOH pH 8 (Fisher bioreagent), 4mM EGTA (VWR Chemical), 0.66M mannitol (VWR
Chemical) et 1 % BSA (Sigma), doit étre préparée et conservée a -20°C.

Toutes les étapes suivantes ont été réalisées en chambre froide ou sur glace afin d’éviter
toute dégradation due aux enzymes présentes dans les cellules végétales. De plus, les
solutions utilisées étaient préalablement refroidies a 4°C.

Le jour de I'extraction, des gradients de percoll sont obtenus en mélangeant 15 mL de
percoll (GE Healthcare) avec 15 mL de 2XAGR et en centrifugeant le mélange pendant 30
minutes a 38700 g a 4°C sans frein (centrifugeuse Avanti J-E, beckman Coulter) (rotor JA-14,
Beckman).

Les feuilles sont congelées avec de I'azote liquide durant 30 secondes puis sont laissées a
décongeler pendant 30 minutes a température ambiante avant d’étre broyées plusieurs fois
pendant 5 secondes avec du 1X AGR en chambre froide. Le mélange obtenu est ensuite filtré
sur Blichner avec un filtre en tissu. Le filtrat est centrifugé pendant 3 minutes a 3000 g a 4°C
(avec frein). Les pellets sont suspendus dans 1 a 2,5 mL de 1XAGR puis déposés sur le
gradient de percoll préparé précédemment (pas plus de 10 mL par gradient).
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Les tubes ainsi préparés sont centrifugés 10 minutes a 4°C a 7700g sans frein. Différentes
fractions sont ainsi obtenues (Figure 21).

Chloroplastes cassés

Chloroplastes entiers

Figure 21 - Tubes obtenus aprés centrifugation contenant différents couches de compositions différentes.

La premiere fraction verte foncée dans le haut du tube contient les chloroplastes cassés et
est éliminée. La couche de chloroplastes intacts se trouvant plus bas est récupérée a la
pipette et transférée dans un tube de centrifugation. De I"1XAGR est ajouté dans le tube
pour obtenir un volume de plus ou moins 30 mL. Le tout est centrifugé 5 minutes a 1500g a
4°C.

Les culots obtenus sont suspendus et mélangés dans, au total, 6 mL de tampon d’éclatement
a pH 7.6 contenant 0.021 g MOPS, 0.0038 g MgCl, (Sigma), 0.0017 g PMSF (AppliChem) et
0.0058 g d’acide caproique.

Du sucrose (Sigma) est ajouté au mélange afin d’obtenir une concentration de 0,2 M et le
tout est centrifugé 3 minutes a 3000g a 4°C. Le surnageant contient le stroma et les
membranes externes et internes des chloroplastes. Le pellet contient, quant a lui, les
thylakoides. Ce-dernier est lavé avec 1 mL de tampon d’éclatement et est recentrifugé.

4.1.3 Analyse des fractions obtenues par HPLC-MS et HPLC-UV

Les lipides contenus dans les deux fractions obtenues précédemment ont été extraits par
une séparation liquide-liquide. Celle-ci est effectuée avec une solution d’heptane : acétate
d’éthyle (3 :1) et une solution ddH,0 contenant 2% d’acide acétique (v : v).

Les fractions obtenues sont tout d’abord analysées en HPLC-MS afin de détecter la présence
potentielle d’arabidopsides. Une analyse par HPLC-UV est ensuite effectuée afin de doser les
arabidopsides présents dans I’échantillon.

4.1.4 Analyse des fractions obtenues par GC-FID

L’analyse par GC-FID des fractions obtenues permet de mettre en évidence la présence de
lipides dans celle-ci. En effet, les membranes étant composées de lipides et de protéines
dans un ratio molaire pouvant aller de 50:1 a 100:1, les fractions obtenues doivent contenir
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des lipides (Buchanan et al., 2015). Si des lipides ne sont pas présents dans une des fractions,
cela signifie que le fractionnement a mal été effectué. Cette étape permet donc d’avoir la
certitude que les fractions contiennent bien des membranes végétales.

Il s’agit, dans ce cas-ci, d’'une analyse qualitative et non pas d’un dosage ou d’une
détermination de la composition des fractions.

4.1.4.1 Dérivatisation

Les lipides présents dans les échantillons doivent étre dérivatisés avant leur analyse par GC
afin de les rendre volatils. Ainsi, les acides gras seront analysés sous la forme d’esters
méthyliques.

Une goutte de la phase organique des fractions obtenues précédemment est mélangée a 0,2
mL d’hexane et a 0,5 mL de solution A (méthanol : hexane (Biosolve) : BF3 (Aldrich) a 14 %
massique (55 : 20 : 25) (v: v )). Aprés une incubation de 90 minutes a 75°C, 0,5 mL de NaCl
saturé (Fisher Chemical), 0,2 mL d’'H,SO4 a 10 % (v :v) (Sigma) sont ajoutés. Quelques
millilitres d’hexane ajoutés permettent de diluer I'échantillon afin d’obtenir la concentration
voulue. La phase hexane est récupérée et sera analysée par GC-FID par la suite.

4.1.4.2 Analyse par GC-FID

L’appareil utilisé est une GC-FID (Agilent 6890) équipée d’une colonne varia CP9205, 0,25um
x 250 mm x 30 m. Le débit est de 1,7 mL/min.

Le détecteur FID est a une température de 260 °C et le volume d’injection est de 0,5 pL.

4.2 Analyse des membranes plasmiques

Les différentes étapes permettant I'analyse des membranes plasmiques sont reprises dans la
Figure 22 et sont détaillées par la suite.

I I I
Production de plants Extraction des Analyse des fractions
d’Arabidopsis membranes obtenues par HPLC-
thaliana L. plasmiques MS et HPLC-UV

Figure 22 - Etapes nécessaires a I'analyse des membranes plasmiques.
4.2.1 Production de plants d’Arabidopsis thaliana L.

Les plants utilisés pour I'analyse des membranes plasmiques sont cultivés dans les mémes
conditions que celle du point 4.1.1. Cependant, dans ce cas-ci, les plants utilisés sont agés de
4 a 6 semaines. En effet, il est important d’utiliser des plants « jeunes » pour réaliser un
fractionnement cellulaire.
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4.2.2 Extraction des membranes plasmiques
L’extraction des membranes plasmiques a été réalisée dans le Laboratoire de Biogenese
Membranaire associé avec le CNRS et I'Université de Bordeaux.

4.2.3 Analyse des fractions obtenues par LCMS et HPLC-UV

Les fractions obtenues sont tout d’abord analysées en LCMS afin de détecter la présence
potentielle d’arabidopsides. Une analyse par HPLC-UV est ensuite effectuée afin de doser les

arabidopsides s’ils sont présents dans I’échantillon.
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D. Résultats et discussion

1 Détermination des concentrations des solutions standards en
arabidopsides A, B, D et E par RMN1H

L’ajout de TMS a une concentration connue dans les échantillons permet de déterminer leur
concentration en utilisant la formule ci-dessous (Equation 1):

Nrys Aire pic choisi pour la molécule

Concentration en molécules = x x Concentration en TMS
Ninotécute Aire pic du TMS

Le pic présent a 1 ppm correspond au TMS et sert de référence pour déterminer les aires des
autres pics. L'aire du pic de TMS est donc fixée a 1.

Le pic choisi pour la détermination de la concentration des arabidopsides en solution et le
pic présent entre 6,2 et 6,15 ppm. Il correspond aux protons des carbones éthyléniques du
cycle présent dans 'OPDA et le dn-OPDA.

Le N correspond au nombre d’hydrogene équivalent a ceux du pic analysé dans la molécule.
Pour le TMS, N vaut 12 et pour les arabidopsides étudiées dans ce travail, N vaut 2.

1.1 Solution standard d’arabidopside A

Le spectre proton obtenu pour 'arabidopside A correspond a la Figure 23. La Figure 24, quant a elle,
correspond aux pics utilisés pour déterminer la concentration de la solution.
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Figure 23 - Spectre proton RMN obtenu pour I'arabidopside A
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Figure 24 - Zoom du pic entre 6,2 et 6,15 ppm et du pic correspondant au TMS

12

Concentration en arabidopside A = 7x

x 301,96 x 107® = 0,05769 mole/L

Afin d’obtenir une concentration en g/L, la concentration molaire calculée est multipliée par
la masse molaire du composé qui est de 774,98 g/mole. La concentration de la solution
standard d’arabidopside A est de 44,7 g/litre.

1.2 Solution standard d’arabidopside B

Le spectre proton obtenu pour I'arabidopside B correspond a la Figure 25. La Figure 26,
guant a elle, correspond aux pics utilisés pour déterminer la concentration de la solution.
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Figure 25 - Spectre RMN obtenu par l'arabidopside B
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Figure 26 - Zoom du pic entre 6,2 et 6,15 ppm et du pic correspondant au TMS

12 8,47
Concentration en arabidopside B = 7x

x 301,96 x 107° = 0,01535 mole/L

La masse molaire de I'arabidopside B étant de 803,3 g/mole, la concentration de la solution
standard d’arabidopside B est de 12,32 g/L.

1.3 Solution standard d’arabidopside D

Le spectre proton obtenu pour 'arabidopside D correspond a la Figure 27. La Figure 28,
guant a elle, correspond aux pics utilisés pour déterminer la concentration de la solution.
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Figure 27 - Spectre RMN obtenu pour I'arabidopside D
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Figure 28 - Zoom du pic entre 6,2 et 6,15 ppm et du pic correspondant au TMS

12 23,2
Concentration en arabidopside D = 7x B x 301,96 x 107 = 0,04203 mole/L

La masse molaire de I'arabidopside D étant de 965,14 g/mole, la concentration de la solution
standard d’arabidopside D est de 40,57 g/L.
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1.4 Solution standard d’arabidopside E

La solution standard d’arabidopside E n’était malheureusement pas assez pure pour pouvoir
étre analysée en RMN. Cette solution ne peut donc étre utilisée qu’a titre indicatif mais pas a
titre quantitatif. Elle sera tout de méme utilisée pour déterminer le temps de rétention de
cette molécule lors d’analyses HPLC-MS et HPLC-UV.

2 Optimisation des parametres de détection des arabidopsides
par spectrométrie de masse en infusion directe

Dans un premier temps, des échantillons d’arabidopside A purs ont été analysés par
spectrométrie de masse en infusion directe afin d’optimiser les parameétres de détection de
la trappe a ion. Comme le rapport masse sur charge (m/z) de notre composé avec un adduit
d’hydrogéne est de 775,5 m/z, les parameétres ont été optimisés pour cette masse précise
dans un premier temps. Cependant, malgré des concentrations assez importantes en
arabidopside A (100 ppm), le pic lui correspondant n’était pas présent sur les spectres
obtenus (Figure 29).
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Figure 29 - Spectre MS obtenu par infusion directe pour une solution 100 ppm d’arabidopside A.

Ce résultat peut étre expliqué par la possibilité que les arabidopsides ne s’ionisent pas assez
bien pour étre détectées. En effet, d’aprés Vu et al., les galactolipides ont besoin de la
présence de NH." dans leur environnement pour s’ioniser. De I’acétate d’ammonium (UCB) a
donc été ajouté aux échantillons d’arabidopside A a une concentration de 15 mM (Vu et al.,
2014). De plus, la trappe a ions a été optimisée pour un rapport masse sur charge de 792.5
m/z correspondant a I'arabidopside A avec un incrément de NH,;" .La Figure 30 montre que
I'ajout d’acétate d’ammonium permet l'ionisation de |'arabidopside A et sa détection par la
MS.
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Figure 30 - Spectre MS obtenu par infusion directe pour une solution 100 ppm d'arabidopside A aprés ajout d'acétate
d'ammonium dans I'échantillon.

L'utilisation d’'une MSMS permet de fragmenter les pics détectés. Le pic détecté a une m/z

de 792.5 a été fragmenté afin de vérifier qu’il s’agissait bien de I'arabidopside A. La Figure 31
montre I'ion parent (A) et les fragments obtenus suite a la fragmentation (B). Les fragments
et la structure a laquelle ils correspondent sont présentés dans le tableau suivant (Tableau

2).
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Figure 31 - Spectres MS obtenus lors de l'isolation et de la fragmentation du pic a 792.5 m/z




Tableau 2 - Fragments pouvant étre formés a partir de I'arabidopside A

Masse détectée Formule Fragment

813.487 CuazHesO1K™ [M+K™']+

797.447 Cs3HesO1Na" [M+Na']+

792.465 Cu3Hss012N H4+ [M+N H4+]+

775.465 C43H67012+ [|V|+H+]+

613.418 C37H57O7Jr [M-C6H1005]+

595.405 C37Hs506" [M-CgH100s-H,O]+

367.250 CH3505" M- CgH100s-
C16H220,]+

349.238 Ca1H3304" [M- C¢H100s-
C16H220,-H,0]+

339.221 CigH3105" [M- CsH100s-
C16H2602]+

321.221 CioH2 04" [M- CgH1005-
C1H260,-H,0]+

293.214 Ci1gH2903" [M-C25H3700] +

275.203 Ci1sH270;" [M- Ca5H3709-H20]+

265.186 016H25O3+ [M-C27H4209]+

247.171 Ci6H20," [M-C37H4204-H20]+

Une fois la molécule d’intérét détectée efficacement par la machine, les parameétres de la

trappe a ions ont été optimisés afin de diminuer le bruit de fond et d’augmenter l'intensité

des pics caractéristiqgues de |'arabidopside A. La température de la source d’ionisation a

également été étudiée afin d’obtenir I'ionisation la plus efficace possible.

Les parameétres obtenus sont repris dans la Figure 32.
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Figure 32 - Parameétres de détection de la MS optimisés pour arabidopside A en infusion directe.

Il était important de vérifier que la méthode mise au point permettait également la

détection des arabidopsides B, D et E. C'est pourquoi des solutions standards de ces

molécules ont également été analysées en infusion directe. Les arabidopsides D et E ayant

un ion moléculaire de masse supérieure a 900 m/z, il a été nécessaire d’agrandir la fenétre
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de détection de la MS afin de pouvoir les analyser. La fenétre d’analyse couvre maintenant
les masses allant de 200 a 1100 m/z.

Chaqgue molécule a été fragmentée afin de vérifier qu’il s’agissait bien de la molécule voulue.
Les résultats ont confirmé la détection des 3 autres arabidopsides ainsi que leur identité. Les
spectres obtenus pour les solutions standards ainsi les tableaux comprenant les fragments
se trouvent en annexe.

3 Optimisation du gradient de la HPLC-MS

Une fois les arabidopsides correctement détectées par la trappe a ion, ’'HPLC a été raccordé
a la MS. L'objectif étant d’étre capable d’analyser des échantillons complexes en séparant les
différents constituants sur la colonne et en donnant une indication sur leur masse afin d’y
détecter la présence d’arabidopsides.

Afin de permettre l'ionisation des molécules, de I'acétate d’ammonium a été ajouté aux
solvants. Celui-ci n’étant pas soluble dans I'acétonitrile, un mélange eau : acétonitrile a été
utilisé. De I'acide formique (Fluka Analytical) est également ajouté.

Lors des analyses, il est apparu que les solvants n’étaient pas stables au cours du temps et
que la préparation de mélanges tampons était nécessaire. Du formiate d’'ammonium a donc
été utilisé a la place de I'acétate d’ammonium (Analar). La composition finale des solvants
est reprise dans le Tableau 3.

Tableau 3 - Composition des solvants utilisés en HPLC-MS.

Solvant A Solvant B \

ACN : H,0 mQ 85 :15 (v:v) a 15mM de

formiate d’ammonium + 0,2 % acide
formique (v : v)

H,O0 mQ a 15mM de formiate d’ammonium
+ 0,2 % acide formique (v : v)

La composition des solvants ayant été optimisée, il fut nécessaire de mettre au point le
gradient (Figure 33).
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Figure 33 - Gradient optimisé en fonction de la nouvelle composition des solvants pour I'HPLC-MS.

En utilisant ce gradient, les arabidopsides A, B et D peuvent respectivement étre détectés
aprés 17,1 minutes (Figure 34), 17,7 minutes (Figure 35) et 15,6 minutes (Figure 36).
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Figure 34 - Spectre HPLC-MS obtenu pour I'arabidopside A.
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Figure 35 - Spectre HPLC-MS obtenu pour I’arabidopside B.
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Figure 36 - Spectre HPLC-MS obtenu pour I'arabidopside D.

Cependant, le gradient utilisé n’a pas permis I’élution de I'arabidopside E. La méthode a
donc dG étre modifiée pour permettre la détection de cette molécule et un nouveau
gradient a donc été mis au point (Figure 37).

Gradient HPLC-MS permettant la
détection d'arabidopside E
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Figure 37 - Gradient HPLC-MS optimisé pour permettre la détection de I'arabidopside E.

L'utilisation de ce gradient permet la détection de l'arabidopside E apres 33,6 minutes
d’élution (Figure 38). De plus, la méthode ayant seulement été allongée, les temps de
rétention des arabidopsides A, B et D n’ont pas été modifiés.
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Figure 38 - Spectres HPLC-MS obtenu pour une solution d'arabidopside E.

Grace a la méthode HPLC-MS mise au point, il est désormais possible de détecter les
arabidopsides A, B, D et E dans des matrices variées. Il n’est cependant pas encore possible
de les quantifier. En effet, 'HPLC-MS étant tres sensible, elle est également relativement
instable et ne permet pas de conserver des parametres fixes sur de longues périodes. C’est
pourquoi le dosage des arabidopsides est réalisé par HPLC-UV.

4 Mise au point de la méthode de quantification des arabidopsides
par HPLC-UV

Afin de permettre la quantification des arabidopsides, il était important de déterminer
comment les détecter. La spectrométrie de masse étant trop instable, il a été décidé
d’utiliser une détection par UV. En effet, les arabidopsides absorbent en UV (220 nm) grace
au cycle présent dans leur structure ainsi qu’aux doubles liaisons conjuguées présentes dans
leurs chaines. Dans le cadre de ce travail, une méthode a été mise au point afin de quantifier
I'arabidopside A.

Les solvants utilisés ont été légerement modifiés. En effet, I'utilisation d’'une HPLC-UV ne
nécessite plus d’ionisation, il n’est donc plus nécessaire d’ajouter du formiate d’ammonium
aux solvants. De plus, I'acide formique absorbe en UV et perturbe donc la mesure, il ne sera
donc pas utilisé.

Le gradient utilisé est basé sur celui de 'HPLC-MS (Figure 38) afin de garder les mémes
temps de rétention pour les molécules étudiées tout en tenant compte de la modification de
la composition des solvants (Figure 39).
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Figure 39 - Gradient utilisé pour I'HPLC-UV.

Les arabidopsides étant des molécules complexes et difficilement synthétisables, il est
difficile de trouver une molécule pouvant servir de standard interne. En effet, il n’existe pas
de forme deutérée commercialisée de ces molécules. De plus, il est délicat de trouver une
molécule pouvant servir de standard et n’étant pas présente dans les échantillons, ceux-ci
étant relativement complexes. Un test a donc été réalisé afin de déterminer si le signal
détecté en UV est assez stable afin de ne pas devoir utiliser de standard interne.

Chromatogram - EV270306.0: (multiple selection)

Intens.
Al

o 180 185 190 195 200 Time [I

Figure 40 - Spectres UV obtenus lors de I'analyse répétée d'une solution standard contenant 100ppm d'arabidopside A.

44



Tableau 4 - Résultats obtenus pour les tests de répétition

Répétitions Aire du pic

1 191
2 185
3 179
4 187
5 189
6 186
Moyenne 186
Ecart-type 4

La superposition des spectres obtenus pour la méme concentration en arabidopside A
indique que le signal obtenu en UV est assez stable pour étre utilisé comme moyen de
quantification (Figure 40) (Tableau 4). Il n’est donc pas nécessaire d’utiliser de standard
interne.

Une droite d’étalonnage a été établie a partir de la solution standard d’arabidopside A dont
la concentration a été déterminée précédemment. Sept solutions a des concentrations
connues d’arabidopside A ont été préparées (0;12,5;25;50 ;100;150;200 ppm) afin
d’obtenir une droite d’étalonnage (Figure 41).
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5 Validation de la méthode analytique

5.1 Linéarité

Droite d'étalonnage pour l'arabidopside A
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1500,0
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Concentration en arabidopside A ( en ppm)

aire du pic détecté en UV

Figure 41 - Droite d'étalonnage obtenue par HPLC-UV pour I'arabidopside A.

La linéarité d’une droite d’étalonnage est reflétée par son coefficient de détermination (R?).
En effet, pour étre dans le domaine de linéarité, il est nécessaire d’obtenir un R? supérieur a
0,995.Pour la droite d’étalonnage correspondant a I'arabidopside A, le R? obtenu est de
0,9996. Les concentrations choisies sont donc comprises dans le domaine de linéarité.

5.2 Répétabilité et reproductibilité

La répétabilité est déterminée, pour chaque concentration de la droite de calibrage
présentée plus haut, en étudiant les coefficients de variations (CV), rsd en anglais, obtenus
sur des analyses ayant eu lieu le méme jour, a partir de la méme solution-mere, par le méme
opérateur et sur la méme machine.

Les coefficients de variation théoriques a ne pas dépasser sont obtenus grace a la formule
suivante :

cV = 2(1—0,510g 0)

Dans laquelle C représente la fraction pondérale exprimée en puissance. Par exemple,
1mg/kg correspond a un C de 10°®.
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Dans le Tableau 5 ci-dessous sont repris les CV théoriques acceptables et les CV obtenus lors
des analyses.

Tableau 5 - CV théoriques et calculés permettant d’étudier la répétabilité de la méthode mise au point

Concentration en arabidopside

AT CV théoriques CV obtenus
Y / /
12,5 10,94 6,7
25 9,86 6,4
50 8,88 5,4
100 8 7,2
150 7,53 3,7
200 7,21 6,0

Les résultats montrent que les CV obtenus pour la répétabilité sont en dessous de valeurs
maximales tolérées. Les criteres de répétabilité sont donc remplis.

La reproductibilité est également déterminée en étudiant les coefficients de variation
obtenus mais dans ce cas-ci, les CV calculés se rapportent a des droites ayant été effectuées
des jours différents (Tableau 6).

Tableau 6 - CV théoriques et calculés permettant d’étudier la reproductibilité de la méthode mise au point

Concentration en arabidopside

A (en ppm) CV théoriques CV obtenus
0 / /
12,5 10,94 5,9
25 9,86 2,3
50 8,88 6,2
100 8 3,8
150 7,53 7,4
200 7,21 2,8

Les CV obtenus pour la reproductibilité sont également en dessous des valeurs maximales
tolérées. Les résultats montrent donc que la méthode de quantification développée dans ce
travail est répétable et reproductible.

5.3 Spécificité
La spécificité est déterminée par la précision avec laquelle la méthode mise au point
parvient a détecter la molécule étudiée. Pour cela, il est nécessaire que le temps de
rétention correspondant a la molécule d’intérét ne varie pas d’une analyse a I'autre. En
effet, si le temps de rétention de la molécule a doser varie de trop, il peut étre difficile de
doser celle-ci dans des matrices plus complexes.
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Afin de déterminer cette spécificité, une solution standard a 50 ppm d’arabidopside A a été
analysée plusieurs fois par HPLC-UV afin de définir les variations de temps de rétention

(Figure 42). Ceux-ci ont été déterminés par analyse des spectres obtenus et sont repris dans
le Tableau 7.

DADA A, Sig=220,2 Ret=360,18 (MANDNEVDANA_23EQ 2017-06-08 16-08-45\EVDA0A0000350.0)
DAD1 A, Sig=220,2 Ref=360,18 (MANDMEYDE0E_2SEQ 2017-08-08 16-09-4\EYDB080000351.D)
DADA A, Sig=220,2 Ret=360,18 (MANDNEVDANA_23EQ 2017-06-08 16-00-40\EVDA0A0000352.0)
DAD1 A, Sig=220,2 Ref=360,18 (MANDMEYDEDE_2SEQ 2017-08-08 16-09-49\EYDB080000353.D)
DADA A, Sig=220,2 Ret=360,18 (MANDNEVDANA_23EQ 2017-06-08 16-00-40\EVDA0A0000354. D)
DAD1 A, Sig=220,2 Ref=360,18 (MANDMEYDE0E_2SEQ 2017-08-08 16-09-4\EVDB060000355.0)

120

100

L

Figure 42 - Superposition des spectres UV obtenus pour la répétition de la solution d'arabidopside A 50 ppm.

Tableau 7 - Temps de rétention obtenus pour I’analyse de la spécificité de la méthode mise au point.

Répétitions de I’échantillon a 50 ppm Temps de rétention (min)
1 18,056
2 18,051
3 18,056
4 18,059
5 18,063
6 18,063
moyenne 18,058
écart-type 0,005
CV (%) 0,027

Le CV obtenu est sous les 0,03 %. Les variations du temps de rétention sont donc

négligeables. Le temps de rétention obtenu pour I'arabidopside A est assez stable pour que
la méthode puisse étre exploitée.

5.4 Effet de matrice

Afin de déterminer I'effet de matrice, des extractions ont été réalisées sur des feuilles non
décongelées. Ces extraits servent également de témoins négatifs et permettent de
déterminer s’il y a présence d’arabidopsides dans des plants non stressés. L’analyse des
résultats obtenus par HPLC-MS et par HPLC-UV indique que ces molécules ne peuvent pas
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étre détectées par les méthodes analytiques utilisées. En effet, le pic détecté en HPLC-UV ne
correspond pas au temps de rétention des arabidopsides. De plus, I'analyse HPLC-MS n’a pu
mettre en évidence aucun pic aux masses correspondant aux arabidopsides. Elles sont donc
soit absentes, soit présentes en tres faibles quantités (Figure 43).

DAD1 B, Sig=220,4 Ref=360,100 (DEF_LC 2017.07-0% 17-21-34037-8801.0)

mAl

200
150

100

Figure 43 - Spectre UV obtenu pour un témoin négatif dilué 100x.

Afin de déterminer si un effet de matrice était présent, de l'arabidopside A a une
concentration de 100 ppm a été ajouté dans un témoin négatif. L'échantillon a été analysé
par HPLC-UV (Figure 44). Les aires mesurées sont reprises dans le Tableau 8.

| DAD1 B, §ig=220.4 Ref=360,100 (DEF_LE 2017-07-03 17-21-340043-8601.1)
mAU |

s |

150

Figure 44 - Spectre UV obtenu pour I'analyse de I'effet de matrice

Tableau 8 - Aires obtenues pour I'analyse de I'effet de matrice.

Répétitions Aire mesurée \
1 2569,2
2 2573,5
3 2539,8
moyenne 2560,8
écart-type 18,3

L'aire moyenne du pic d’arabidopside A est de 2506,8. En utilisant la droite d’étalonnage
mise au point précédemment, la concentration en arabidopside A est évaluée a 118,04 ppm.
La quantité d’arabidopside A déterminée par la droite d’étalonnage est supérieure a la

valeur prédite. Le signal détecté en présence de matrice est donc 18% supérieur a celui qui
aurait di étre détecté.
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La présence de matrice influence donc la quantification de I'arabidopside A. Il faut tenir
compte de cet effet de matrice lors de dosage de I'arabidopside A dans des échantillons
bruts, tels que les échantillons de membranes.

Pour les analyses des fractions purifiées par colonne de silice et HPLC-préparative, il n’est
pas nécessaire de tenir compte de cet effet de matrice car les fractions analysées sont pures.

6 Optimisation et résultats obtenus par HPLC -préparative

6.1 Optimisation du gradient utilisé

Les solvants utilisés pour 'HPLC-préparative sont les mémes que ceux de I'HPLC-UV.

Dans un premier temps, le gradient utilisé était un gradient basé sur celui de I'HPLC-UV
(Figure 45) afin de garder les mémes temps de rétention pour les arabidopsides.

Gradient initial de I'HPLC-préparative
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Pourcentage de solvant ( en %)

Figure 45 - Gradient initial de I'HPLC-préparative.

Celui-ci a, par la suite, été légérement modifié (Figure 46) afin de permettre un nettoyage
optimal de la colonne entre chaque injection. En effet, en passant de I’ACN pur sur la
colonne, la plupart des composés retenus sur la colonne sont éliminés. De plus, apres
chaque analyse, un nettoyage avec de I'isopropanol (Scharlau) est également réalisé.
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Gradient final de I'HPLC-préparative
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Figure 46 - Gradient final de I'HPLC-préparative.

Les fractions 1 et 2 obtenues lors de la purification sur colonne de silice ont été purifiées par
HPLC-préparative. Cette nouvelle étape de purification permet d’isoler plus précisément les
molécules détectées par I'UV grace au collecteur de fractions. Apres cette purification, les
pics obtenus ayant des temps de rétention proches des arabidopsides sont analysés par
HPLC-MS afin de déterminer la présence ou non de ces molécules. Une fois les tubes
contenant les arabidopsides déterminés, ils sont analysés par HPLC-UV afin de déterminer
les quantités d’arabidopside A purifiées. Les résultats de cette partie de quantification
seront détaillés dans le point 7.

6.2 Analyse des fractions 1

Les profils en glycolipides des fractions 1 étaient relativement variables, comme le montre
les Figure 47 et 48. En effet, I'intensité des pics variaient fortement d’'un échantillon a
I"autre.

Les fractions 1 étant obtenues lors de I’élution du mélange CHCls: acétone (7 :3), elles sont
supposées contenir les arabidopsides E et G d( a leur polarité. Cependant, 'arabidopside A
et B sont les molécules les plus souvent présentes dans cette fraction, comme le montre les
spectres ci-dessous. La purification sur colonne de silice n’est donc pas optimale et ceci peut
expliquer une partie des variations observées. |l serait intéressant d’optimiser les éluants
utilisés afin de permettre une meilleure séparation des arabidopsides. Cette étape n’a pas
pu étre réalisée durant ce travail.
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Figure 47 - Profil obtenu par purification par HPLC-préparative pour la fraction 1 de I'extraction 1.

EXT 4BIS (Arabido frinew)

mAL

<
c
[==] o
5 o o o o o o o o o o =
= & © ~ @ W ¥ ® o = o B
& ; ] h . . o
b=]
........................................... N RS 3
el =
o )
. ] el
\\l\.LL\ /rr.V/f = -
||||||||| e =21 T e c
T 3] o
o | 2
= o
............................................ o pl-e ©
I =
~ ©
L=
ufu_._fw ......................................... 1--1:7 M -
i A1 2
[ o =
............................................. ol 4le o
©
o & s
‘o
1] s
o
.................................... =N I = W
o 3] -
[e] a.
- o ==
B i e e Im ||||||| S IR 2 S
© & s
-] G
5 T P o c
] 4/! .u [=] .2
e | e A = S 4 T T L
3 P —— & S
= L =] i =
T = [=] =
. o S =
v B e e e o 2
=]
= _._.-r =T _._._._ A M
oy I = o
T s — pp (=] -
g = G = z
=] b Ny [
i ] s i
iy i S . SN L __ = o
B —_— e g
] o et
< +S e
o o o o o o o o8 _
= o o o o =1 o o ]
= =) @ =] ~ ~ & <
- = o
bt
S
o0
[T

L'arabidopside E est également détectée, notamment pour I'extraction 7 réalisée sur des

est donc

envisageable que la congélation prolongée des feuilles avant extraction modifie le profil en

feuilles maintenues au congélateur pendant plusieurs jours (Figure 49).

arabidopsides. Une étude plus complete de I'impact du temps de stockage a -20°C doit étre

7

envisagée.
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Figure 49 - Profil obtenu par purification par HPLC-préparative de la fraction 1 de I'extraction 7 réalisée sur feuilles ayant
été stockées plusieurs jours a -20°C.

Le manque de répétabilité peut provenir des différences de concentrations des fractions. En
effet, les impuretés présentes dans les fractions ont pu fausser I'estimation de la
concentration et conduire a I'analyse d’échantillons trop dilués.

Une autre source de variation peut étre la plante en elle-méme. En effet, en fonction de son
stade de développement certains arabidopsides sont présents en plus ou moins grandes
guantités (Hisamatsu et al., 2005, 2006). De plus, le laboratoire ou a été effectuée
I'induction n’étant pas climatisé, les paramétres de décongélation n’étaient pas totalement
fixes. Or il a été démontré plus le temps aprés la décongélation était court, plus la
concentration en arabidopside A et B était importante. A contrario, au plus le temps était
long, au plus les arabidopsides E et G étaient synthétisées (Nilsson et al., 2016).

Ces molécules étant synthétisées par la plante lors d’un stress, il est également possible que
la plante ait manqué d’eau ou que les températures extérieures aient été trop élevées. La
culture en chambre de culture sous température contrélée n’ayant pas été possible pour ce
travail, les conditions météorologiques ont pu avoir un impact sur le développement de la
plante ainsi que sur les molécules synthétisées.

6.3 Analyse des fractions 2

Les profils obtenus pour les fractions 2 (Figure 50 et 51) sont, quant a eux, beaucoup plus
répétables. Cette fraction est sensée contenir les arabidopsides A, B et D. L’analyse des
spectres HPLC-MS obtenus pour ces fractions confirme cette hypothése.
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Figure 50 - Profil obtenu par purification par HPLC-préparative de la fraction 2 de I'extraction 4.
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Figure 51 Profil obtenu par purification par HPLC-préparative de la fraction 2 de I’extraction 8 réalisée a partir de feuilles

stockées plusieurs jours a -20 °C.
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Dans le cas des fractions 2, il n’y a pas de différence significative entre les extractions
réalisées sur feuilles fraiches (Figure 50) et celles réalisées sur feuilles congelées (Figure 51).
En effet, les arabidopsides détectées sont les mémes dans les deux cas.

L’intensité du pic correspondant a I'arabidopside A varie également d’une extraction a
I'autre pour les fractions 2. Comme expliqué plus haut, la concentration des échantillons, la
séparation sur colonne de silice, I’état de la plante au moment de I'extraction ainsi que la
température lors de I'étape de décongélation sont des parametres pouvant expliquer une
partie de cette variation d’intensité.

7 Rendements d’extraction et de purification des arabidopsides

Les rendements d’extraction et de purification ont été déterminés pour I'arabidopside A
grace a la méthode de détection et de quantification mise au point ci-dessus (Tableau 9).
Comme pressenti lors de I'étude des profils obtenus par HPLC-préparative, les rendements
varient fortement d’une extraction a I'autre. De plus, dans le cas de certaines extractions,
I'analyse par HPLC-préparative ne permettait pas d’isoler le pic correspondant a
I'arabidopside A car la concentration en cette molécule n’était pas assez élevée pour étre
bien détectable par I'HPLC-préparative. Les rendements obtenus pour ces extractions
donnent donc pas d’indication sur la quantité d’arabidopside A réellement produite.
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Tableau 9 - Récapitulatif des quantités d'arabidopside A dosées pour les différentes fractions des extractions réalisées.

Rendement en

me me Masse totale me
. d’arabidopside d’arabidopside |, . . d’arabidopside

extraction d’arabidopside

A dans la A dans la Aenm A par g de

fraction 1 fraction 2 & feuilles

fraiches

E""al“w" 45,75 15,03 60,78 0,49
E""az‘:tw" / 14,72 14,72 0,12
Ex"a:m" / 22,56 22,56 0,22
Ex"‘ftm" 0,08 29,66 29,74 0,29
E""a;tm" 0,35 6,60 6,95 0,07
E""a;tm" 0,17 0,07 0,24 0,002
Extra7ct|on / 2,08 2,08 0,02
Extra8ct|on / 8,92 8,92 0,08
E"tra;tm" / 0,65 0,65 0,006

Ces variations tres importantes dans les quantités d’arabidopsides qui ont été obtenues lors
des différentes extractions mettent en évidence la nécessité de travailler avec des plants
d’A. thaliana cultivés dans des conditions bien définies ainsi que de contréler la température
de décongélation. Il est également indispensable d’optimiser la purification sur colonne de
silice afin de limiter les pertes de molécules.

Les résultats obtenus tendent a indiquer un possible impact de la congélation sur le
rendement en arabidopside A. En effet, les rendements des extractions réalisées sur plantes
conservées au congélateur, extractions 7 a 9, sont inférieurs a la majorité des rendements
des extractions réalisées sur plantes fraiches, extractions 1 a 6. Néanmoins, la variabilité des
plants étudiés ne permet pas de tirer de réelles conclusions des rendements calculés.

8 Localisation sub-cellulaire.

Les différents fractionnements réalisés ont permis d’obtenir des échantillons de membranes
plasmiques, de membranes de chloroplastes ainsi que des échantillons contenant des
thylakoides.
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Les différentes fractions ont été analysées par HPLC-MS afin de déterminer la présence
d’arabidopsides. Par la suite, une analyse HPLC-UV a été réalisée sur les fractions contenant
les molécules d’intérét.

8.1 Les membranes plasmiques

Les lipides présents dans les membranes plasmiques de plantes ayant préalablement été
stressées ont été analysés par la méthode HPLC-MS mise au point précédemment (Figure
52). Les résultats obtenus ne permettent pas de confirmer la présence d’arabidopsides dans
les fractions. En effet, les échantillons obtenus n’étaient pas assez concentrés pour
déterminer la présence de ces molécules. Il y a néanmoins présence d’un pic pouvant
correspondre a I'arabidopside A (avec un incrément de NH,"). Toutefois, il n’est pas possible
de l'isoler et de le fragmenter pour en analyser les fragments car l'intensité du pic est trop
faible.
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Figure 52 - Spectre HPLC-MS obtenu par analyse des membranes plasmiques.

D@ a la faible quantité de matériel obtenu, il n’a pas été possible de réaliser un Western Blot
afin de vérifier la pureté de I’échantillon de membranes obtenu. Si le pic détecté correspond
bien a de I'arabidopside A, il faut donc envisager que cela provienne d’'une contamination
par d’autres types de membranes cellulaires.

D’autre part, si la présence d’arabidopside A est avérée dans les membranes plasmiques,
cela signifierait qu’il existe un transport de cette molécule entre le chloroplaste, ou elle est
synthétisée, et la membrane plasmique.

8.2 Les membranes des chloroplastes

Les membranes des chloroplastes sont séparées en deux fractions distinctes : une fraction
contenant les thylakoides (de couleur verte) et une autre contenant les membranes des
chloroplastes ainsi que le stroma (fraction transparente).
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Afin de vérifier que la séparation a bien été réalisée et que la fraction transparente contient
bien des membranes de chloroplastes, une analyse GC a été réalisée sur cette fraction. Cette
analyse permet I'analyse des acides gras présents dans I’échantillon.
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Figure 53 - Chromatogramme provenant de I'analyse GC de la fraction contenant le stroma et les membranes de
chloroplastes.

L'objectif de cette étude n’étant pas d’analyser la composition en acide gras de notre
échantillon, il n’y a pas eu ajout de standard. Néanmoins, le chromatogramme obtenu
indique que la fraction transparente contient bien des acides gras (Figure 53).

8.2.1 Lafraction contenant les thylakoides

Cette fraction contient, comme son nom l'indique, les thylakoides. L’analyse par HPLC-MS a
révélé la présence des arabidopsides A (Figure 54), B (Figure 55) et E (Figure 56).
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Figure 54 - Spectre HPLC-MS obtenu pour la fraction thylakoide prouvant la présence d'arabidopside A
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Figure 55 - Spectre HPLC-MS obtenu pour la fraction thylakoide prouvant la présence d'arabidopside B
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Figure 56 - Spectre HPLC-MS obtenu pour la fraction thylakoide prouvant la présence d'arabidopside E

L’échantillon de thylakoides a également été analysé en HPLC-UV afin de confirmer la

présence des arabidopsides. Le spectre correspondant est présenté a la Figure 57.

DADT A, Sig=220,2 Ref=260,15 (MANOMEVDG0G6_25EQ 2017-08-06 16-00-400EVOG060000206.0)
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Figure 57 - Spectre HPLC-UV obtenu pour I'échantillon de thylakoides.
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Figure 58 - Superposition des spectres correspondant a I'arabidopside E et a la fraction thylakoide

La superposition du spectre d’arabidopside E (en rouge) et de la fraction contenant les
thylakoides (en bleu) met en évidence la présence de cette molécule dans I’échantillon
analysé (Figure 58).

DAD A, 51§=220,2 Rar=360,16 (MANDNIE VS08_2SEQ 2017-05.05 15.00.401ELD5050000355.0)
DADY A, 51§=220,2 Ref=360,16 (MANDHIEVDS0S_2SEQ 2017-05.08 16.00.401EL05050000307 .0)

Figure 59 - Superposition des spectres correspondant a I'arabidopside A et a la fraction thylakoide.

La superposition du spectre obtenu pour arabidopside A (en bleu) et de la fraction contenant
les thylakoides (en rouge) met en évidence la présence de cette molécule dans la fraction
analysée (Figure 59).

Les spectres obtenus confirment donc la présence d’arabidopsides A et E dans I'échantillon.
Les autres molécules détectées en HPLC-MS ne sont pas détectables en utilisant I'UV. Ceci
peut s’expliquer par la différence de sensibilité entre la MS et I'UV. En effet, la MS est trés
sensible par rapport a un détecteur UV.

8.2.2 Fraction contenant le stroma et les membranes des chloroplastes

Cette fraction a également été analysée par HPLC-MS. Le pic sortant a 18 minutes indique la
présence d’arabidopside A dans |’échantillon. Cette information est corroborée par le

spectre obtenu par spectrométrie de masse (Figure 60). En effet, un pic a 775,5 m/z est
détecté.
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Figure 60 - Spectre obtenu par HPLC-MS pour I'échantillon correspondant a la fraction contenant le stroma et les
membranes des chloroplastes.

L’échantillon est ensuite passé en HPLC-UV afin de quantifier les arabidopsides présents
(Figure 61).
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Figure 61 - Spectre obtenu en HPLC-UV pour I'échantillon correspondant a la fraction contenant le stroma et les
membranes des chloroplastes.
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Figure 62 - Superposition des spectres obtenus pour les arabidopsides purifiées et pour la fraction contenant le stroma et
les membranes des chloroplastes

La superposition des spectres pour les arabidopsides isolées ainsi que de la fraction
contenant le stroma et les membranes des chloroplastes (en bleu) permet la mise en
évidence de la présence d’arabidopside A (en rouge) (Figure 62).
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Les résultats obtenus montrent que de I'arabidopside A est présent dans les membranes des
chloroplastes. Cela confirme I'étude réalisée par Bottcher and al. mettant en évidence la
présence d’OPDA estérifié dans les thylakoides ainsi que dans les membranes des
chloroplastes (Bottcher et al., 2007). Dans le cadre de cette étude, I'OPDA étant analysé sous
forme d’esters méthyliques, il n’était pas possible de déterminer si I’'OPDA détecté était un
des constituants d’arabidopsides. Ce travail a permis de confirmer la présence
d’arabidopsides grace a la méthode d’analyse mise au point.

Cependant, il est également possible que la présence d’arabidopside A dans cet échantillon
provienne d’une mauvaise séparation entre cette fraction et celle contenant les thylakoides
riche en arabidopsides. Ainsi, il aurait été intéressant de pratiquer un western-blot avec des
anticorps spécifiques aux différents éléments composants les fractions afin de s’assurer qu’il
n’y avait pas de contamination. En effet, il existe des anticorps spécifiques aux membranes
des chloroplastes et d’autres spécifiques aux thylakoides. Par manque de temps, cette
analyse n’a pas pu étre réalisée.
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E. Conclusion et perspectives

Lors de ce travail de fin d’études, une méthode HPLC-MS permettant de détecter les
arabidopsides A, B, D et E a été mise au point. Une méthode permettant le dosage de
I'arabidopside A par HPLC-UV a également été mise au point et validée. Combinées, ces
méthodes permettront de détecter et de doser les arabidopsides dans des matrices diverses.
En perspective, il serait intéressant de compléter la méthode de quantification en mettant
au point une méthode de dosage des arabidopsides B, D et E par HPLC-UV. Pour cela, une
droite d’étalonnage doit étre réalisée a partir de solution standard contenant ces molécules.
Ceci permettrait d’avoir une connaissance plus globale de la production d’arabidopsides par
A. thaliana lors d’un stress.

Ce travail a également permis d’améliorer les méthodes d’extraction et de purification des
arabidopsides. Toutefois, afin d’obtenir des échantillons d’une plus grande pureté, il serait
intéressant d’optimiser les techniques de purification utilisées. En effet, lors des analyses des
différentes fractions obtenues apres purification sur colonne de silice, il a été observé que
celle-ci ne se déroulait pas de fagon optimale. Il est nécessaire de modifier les éluants afin de
permettre une séparation plus efficace des différents composés lors de cette étape. Le profil
obtenu lors de la purification par HPLC-préparative de ces fractions devrait étre plus
répétable. Il serait ainsi possible d’optimiser une nouvelle fois le gradient utilisé afin de
permettre une séparation plus optimale des différentes molécules présentes dans les
échantillons.

Concernant la localisation sub-cellulaire, de nouvelles extractions de membranes plasmiques
sur de plus grandes quantités de plantes sont nécessaires afin de pouvoir concentrer assez
les échantillons pour déterminer la présence ou non d’arabidopsides dans ce type de
membrane. |l serait également intéressant de vérifier qu’il n’y a pas de contamination par
d’autres constituants cellulaires afin de pouvoir certifier que les arabidopsides proviennent
de la membrane plasmique. Cette vérification serait également pertinente afin de vérifier
que les arabidopsides détectées dans les membranes des chloroplastes ne proviennent pas
de contamination par des thylakoides. Il est donc primordial de s’assurer que le
fractionnement est correctement effectué. Ceci est possible par Western blot. En effet, il
existe des anticorps spécifiques aux différents types de membranes extraites. Cette analyse
permettrait donc de s’assurer que la séparation des différents types de membranes est bien
effectuée.

Les résultats obtenus lors de ce travail ont montré que les arabidopsides sont présents dans
les membranes des thylakoides ainsi que dans les membranes des chloroplastes. Comme ces
molécules sont produites par la plante uniquement en cas de stress (Bottcher et al., 2007), il
serait intéressant d’étudier I'impact de la présence de celles-ci sur |'organisation des
membranes. En effet, les membranes sont des systémes complexes dans lesquels se
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trouvent des récepteurs. Lorsque certaines molécules sont détectées par ceux-ci, la
membrane se réorganise et cela peut entrainer une modification de ses propriétés et de ses
fonctions.

Ce travail a permis I'obtention d’une quantité suffisante d’arabidopside A pour envisager
des études bio-physiques. De plus, des études bio-informatiques peuvent étre réalisées afin
de déterminer, de maniére théorique, avec quels types de membranes les arabidopsides
pourraient interagir. Une fois cette premiére étape réalisée, des études par ITC et balance a
film de Langmuir pourraient étre menées afin de déterminer si des interactions existent
entre la molécule et les types de membranes étudiés(Deleu et al., 2014).
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G. Annexes

1 Tableaux des fragments des arabidopsides

Annexe 1 - Tableau des fragments pouvant étre obtenus pour I'arabidopside B

Mass Formula Fragment

841.6 Cuss H7oO12K+ [M+ K]+

825.6 Cuss H70012Na+ [M+ Na]+

820.6 Cuss H70012NH4+ [M+ NH4]+

803.49 Cas HnO1o' [M+ H]+

641.463 (OF H6107+ [M-Ce H1005]+

623.444 Cas H5905+ [M-Ce H1005-H20]+

367.260 C21 H3s05" [M-Cg H1p05-Cig
H2602]+

349.247 Coxn H33O4+ [M-Ce H100s5-Cyg
H2602-H,0]+

293.222 Cig HoO3" [M-Cy7 HyoOg]+

275.221 Cis H27Oz+ [M-C27 H4209-H20]+

257.196 Ci9 Hs01" [M-Cjy7 Hy209-2H,0]+

247.213 Co H1108+ [M-2dn-OPDA]+

Annexe 2 - Tableau des fragments pouvant étre obtenus pour I’arabidopside D

Mass Formula Fragment

1003.5 Cs, H80017K+ [M+ K]+

987.5 C51 H80017Na+ [M+ Na]+

982.5 Cs, H80017NH4+ [M+ NH4]+

965.723 Cs1 He1O17" [M+ H]+

641.504 Cazg He1O7" [M-2Cg H1¢Os]+

623.489 Cs3o H5706" [M-2Cg H19Os5-H,0]+

367.212 Co1 H3s05" [M-2Cg H190s5-C13g
Ho60,]+

349.196 Cy1 Ha304" [M-2Cg H19Os5-Cyg
H260,-H,0]+

293.156 Cig HagO3" [M-Ca3 Hs,014]+

275.142 Cis H2702+ [M-C33 H52014-H20]+

257.13 Cig Hos0" [M-Cs3 H52014-
2H20]+
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2 Spectres obtenus par HPLC-MS pour les arabidopsides B, D et E

Annexe 3 - Spectre HPLC-MS obtenu pour I'arabidopside D avec [M+ NH4]" = 982.5 m/z

Mass Spectrum - 200217 test 14 D.d: +MS
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Annexe 4 - Spectre HPLC-MS obtenu pour I'arabidopside B avec [M+ NH4]" = 820.5 m/z

Mass Spectrum - 200217 Ara B methode 7 10 ppm.d: +MS

Int
ot 311

15 4082

1.0

3 636
05
2h6.2 1044 -
2110 @l 433 14 77247954 8507 8626 8161 947849714

L LLLL_._ Lt bl s o Mo, s sl R 0 b |
[#]#/ 200 00 400 500 500 700 B0 900 mfz

69



Annexe 5 - Spectre HPLC-MS obtenu pour I'arabidopside E avec [M+ NH4]* = 1066.7m/z

Mass Spectrum View - EV260616.0
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3 Spectres HPLC-UV des standards utilisés pour la droite
d’étalonnage

Annexe 6 - Spectre HPLC-UV obtenu pour la solution Oppm d’arabidopside A

| DAD1 A, Sig=2202 Ref=300, 15 (MANOMEVDGOG6_2SEQ 2017-05-06 16-00-4MEVDGOG0000282.0)

Annexe 7 - Spectre HPLC-UV obtenu pour la solution 12,5ppm d’arabidopside A

DAD1 A, Sig=230,2 Ref=360,16 (MANONEVIS0E_25EQ 2017-06-06 16-00-40EVDS0S0000258. )
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Annexe 8 - Spectre HPLC-UV obtenu pour la solution 25ppm d’arabidopside A

DAD1 A, 5ig=220,2 Ret=360,16 (MANONEVOIG0E_2SEQ 2017-06-05 16-09-49\EVOS0G0000261.0
mALl |
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Annexe 9 - Spectre HPLC-UV obtenu pour la solution 50ppm d’arabidopside A

DAD1 A, Sig=220 2 Ref=260,18 (MANOMEWIG06_25EQ 2017-06-08 16-02-400EVDE0GO00022T 0)

Annexe 10 - Spectre HPLC-UV obtenu pour la solution 100ppm d’arabidopside A

DADT A, £ig=2202 Ref=360 16 (MANOMEVDSOS_2SEQ 2017-06-06 16-00-40EVOS0G0000242 D)
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Annexe 11 - Spectre HPLC-UV obtenu pour la solution 150ppm d’arabidopside A

DAD1 A, Sig=220,2 Ref=360,16 (MANONEWDG06_2SEQ 2017-08-06 16-09-49\EVDE060000247 .0)
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Annexe 12 - Spectre HPLC-UV obtenu pour la solution 200ppm d’arabidopside A

DADT A, Sig=220,2 Ret=360, 18 (MANONEVIE0E_2SEQ 2017-06-06 15 00-40MEVDG0G0000251.0)
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4 Tableau des données obtenues pour les rendements
d’extraction

Annexe 13 - Tableau des données brutes obtenues pour les rendements d’extraction

1 1 16 ara A 39444 3940,4 3961,4 3948,7
1 1 21 ara B 725,3 713,6 699,9 712,9
1 2 6 araD 737,3 740 740,7 739,3
1 2 ara A 1014,6 1025 981,9 1007,2
2 2 6 araD 518,9 524,4 524,2 522,5
2 2 ara A 8349 845,2 882,9 854,3
2 2 10 araD 12,8 12,9 13,3 13,0
2 2 12 ara B 63,2 62,6 62,1 62,6
3 2 6 araD 248,4 290,4 281,4 273,4
3 2 ara A 1126,6 1125,8 1055,4 1102,6
4 1 13 ara A 10,7 12 10,8 11,1666667
4 1 15 ara B 0 0 0 0

4 1 16 ara B 0 0 0 0

4 2 14 araD 17,2 16,8 15,2 16,4
4 2 16 ara A 21,6 21 22,3 21,6
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4 2 17 ara A 0 0 0 0,0

5 1 14 ara A 46,5 45,7 45,7 46,0
5 1 15 ara B 6,3 8,1 8,1 7,5

5 1 16 araB 7,3 7,1 5,3 6,6

5 2 5 araD 160,8 158,4 176,2 165,1
5 2 7 ara A 158,1 154,4 156,6 156,4
5 2 8 ara A 183,3 182,9 170,8 179,0
6 1 13 ara A 0 0 0 0,0

6 1 15 araa 19,4 20 19 19,5
6 1 17 ara B 0 0 0 0,0

6 1 18 ara B 0 0 0 0,0

6 2 5 araD 13,8 15,6 11,8 13,7
6 2 6 ara A 12,4 11,9 11,3 11,9
7 1 20 ara E 54,5 59,4 56,1 56,7
7 2 5 araD 41,9 43,7 42,8 42,8
7 2 7 ara A 263,8 223,8 261,6 249,7
7 2 10 ara B 43,2 43,2 47,3 44,6
8 2 4 araD 325,1 321,1 319,3 321,8
8 2 5 ara A 629,6 620,6 588,8 613,0
8 2 8 ara B 57,7 58,9 50,1 55,6
9 2 6 araD 250 234,4 189,6 224,7
9 2 7 Ara A 76,6 73,4 71 73,7
9 2 9 ara E 92,3 56,8 / 74,6
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