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Phytochimie ?

Etude de metabolites secondaires
+ 20% de la flore mondiale etudiée

~ 40 000 composes naturels identifies

Role de defense ou de signal

Composés importants pour la survie de I'espéce

Reflet des caracteres génétiques - Adaptation a
I’environnement



Diversité structurale des métabolites secondaires

- ™
Métabolites azotés
| Alcaloides 12 000
| Amino-acides non constitutifs des protéines 700
Amines 100
| Hétérosides cyanogénétiques 60 L
: Investigation de
Glucosinolates 100 o
Alcamides 150 ~15%
- flore mondiale

Métabolites hon-azotés

>

15500
> 37000

>7000

Polyacétylenes, acides gras, cires | 000
Carbohydrates > 200

~/

D’apres M.Wink, Phytochemistry, 2004, 64, 3-19 et R. Croteau et al.,in Biochemistry & Molecular Biology of Plants, B. Buchanan et al. Ed.,
2000, American Society of Plant Physiologists.



Phytochimie - Modéles d’étude
Les substances naturelles issues du métabolisme secondaire

» SN issues du métabolisme secondaire a I’heure actuelle :
Environ 40000 molécules connues chez les végétaux
Peu d’inventaires chez les bactéries ou les champignons

> SN classées en trois familles principales : terpenes, phénols et alcaloides

» Grande diversité de fonctions biologiques
hormones, molécules signal, antibiotiques, ...

» Diversité se manifeste au sein des différentes familles, genres, especes, individus
mais aussi au sein des différentes parties d’'un méme organisme.

> Diversité également affectée par I'état physiologique et par ’environnement
de 'organisme (biotique ou abiotique)



Evolution vers I'écologie chimique...

Etude des métabolites secondaires...
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Molécules | Chimiobiodiversits
impliquées dans

les interactions Metabolomique des l

) ) Chimiotaxonomie
Interactions

biotiques
Caractérisation de Etude de l'influence de Applications potentielles
molécules 3 activité facteurs environnementaux (valorisations, conservations de
biologique impliquées dans sur I'expression flores endémiques)
divers processus metabolique d'un N ‘
d'interactions biotiques partenaire dans un Inhibiteurs des pompes a efflux
K écosystéme /

N\

Ecologie chimique




Approches

Fractionnement
bioguide

Purification et
caractérisation chimique et
biologique

Effets biologiques

Valorisation



OUTILS?

EXTRACTION

SEPARATION
CPG, LC, CCM

ANALYSE
UV, RMN, SM,
DDL, Fluo, ...

A

EVALUATION
BIOLOGIQUE

chimique, enzymatique,
in vivo, ...

|




Inhibiteurs de pompes a ’ Chimiotaxonomie
efflux
Biodiversité
| MDR MDR végétale
Eanticancéreux bactérienne :
o~ - éﬂ

Christiana africana
(Malvaceae, Cameroun)

Morus mezogezia
. (Moraceae,

- Cameroun)
‘ Michalet et al. Biorg. Med Ch
Zéléfack et al. Planta Med. |cL:tte ;037 1‘;22(‘; 17%5-8 em

2008, 74 (9), 1029

Mirabilis jalapa

. Michalet et al. Helv Chim Acta, 2008, 91, 1106-1117
(Nyctaginaceae)

Ferula I Biodiversité marine
vesceritensis
(Apiaceae,Algérie) m Collaborations | Univ
Oughlissi-Dehak et al. o oo Tananarive, GDRI

Phytochemistry, 2008, 69 &y
(9), 1933-1938.




Morus mezogezia Pentadesma butyracea Marubium desertii
(Moraceae, Cameroun, (Clusiaceae, Cameroun, (Asteraceae, Algérie,
Ecorces) écorces) parties aériennes)
Trterpenes Xanthones prénylées Diterpénes
Flavones

Artochamin C

Modulateurs de la MDR Modulateurs de la MDR

anticancereux Antipaludisme, cytotoxicité bactérienne



Théme 2 bis Bactériochimie

Etude des composés excrétés par Nocardia cyriacigeorgica
GUH-2 et inhibition du protéasome

Nocardia sp. Ordre des Actinomycétales
Bactéries filamenteuses ramifiées ou pléiomorphes

Environnement
Saprophytes dont certaines espéces pathogenes pour ’lHomme, I'animal ou les plantes

1990 : Implication dans la maladie de Parkinson 'l / GUH-2
Mise en cause des inhibiteurs du protéasome

W:( Mﬁ 5> Séquengage du génome réalisé et annotation en cours

ccccc
HHHHHHH

'S’ Opéron de 3 genes 3 peptides synthases
% protéine / Epoxycine
décapetide / Epoxymycine



Métabolomique des interactions

CESNJA
o
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ICROORGANISMES

PLANTES

génétique métabolique

protéique

Etude de I'implication des métabolites secondaires dans les interactions biotiques

= Caractérisation de molécules a activité
biologique impliquées dans divers processus
d’interactions biotiques

= Etude de I'influence de facteurs
environnementaux sur |'expression métabolique
d’un partenaire dans un écosysteme

’ Effet biologique

Métabolomique
NPT . . . Profilage
= Chimiobiodiversité et applications potentielles métabolﬁwe



QU’EST-CE QUE LA
METABOLOMIQUE?

.. . Genome enes:
Combinaison de 4 bases simples :

Similarité physicochimique "
I . , p

Facilité d’extraction et d’analyse

—

Combinaison des 20 acides aminés

Facilité d’extraction Protecome proteins: * ) @_ &)
Analyse globale réalisable ’ *?"
, . : e, g
Grand nombre de métabolites ,‘{%%‘%g':_g’.
N\ r 14 i .
(+ 200 000 dans le régne végétal) sl S 0;9;? 50&;5 )
Grande diversité des propriétés physico chimiques \ i) @%du‘. ;‘,‘
Pas de méthodes d’analyse globale h’
phenotype

Les métabolites sont donc le résultat de Pinformation génétique (expression des
genes) et définissent le phénotype chimique d’une plante, d’un tissu ou d’une cellule.

La métabolomique permet donc de suivre et d’évaluer la fonction d’un gene, mais de
connaitre également I’état de I’organisme dans des conditions et a un moment donné.




OUTILS?

EXTRACTION

SEPARATION
CPG, LC, CCM

ANALYSE

UV, RMN, SM,

DDL, Fluo, ...

EVALUATION
BIOLOGIQUE

chimique, enzymatique,
in vivo, ...

TRAITEMENT
STATISTIQUE




Theme 2 MIjtaboIomique des interactions

Etude de ’influence de facteurs environnementaux sur
Pexpression métabolique d’un partenaire dans un écosysteme

= q olécules organiques végét .
______ wersite des m getales g
/&d’

THE JENA l.-{ RIMENT \6

Diversité des bactéries du sol
Bactéries dénitrifiantes

Forte dépendance aux sources de
carbone

v s v o w ny
MSD2TIC, S File (MGI09L S, Neg, Scan, Frag: 150, "scan negati”
] ]
””””” ectif :
4000 u

Profilage de la diversité métabolique dans le sol / Diversité végétale
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| METABOLITES SECONDAIRES ET INTERACTIONS

~ Symbiose Rhizobium/Fabaceae :
A ¢ Flavonoides N\ /
i /, Nodosités
’ F Nod v
acteurs No
o \ /

(Gibson et al. 2008)

Spécificité d’interaction Fixation d’azote

Impact sur la plante === modulation de la voie des phénylpropanoides (Mandal et al. 2009)

Symbiose Actinorhizienne :

mydrochalcorb

/
“  Nodosités
' —

\Facteu rs Had?/

Spécificité d’interaction Fixation d’azote

(Cérémonie et al. 1999)

Impact sur la plante === modulation de la voie des phénols (Popovici et al. 2010, 201 1)




Symbiose associative (Plant Growth-Promoting Rhizobacteria)

Effet Phytostimulateur

')

METABOLITES SECONDAIRES ET INTERACTIONS
’ Pas de formation de structures particulieres

l

i

Métabolites IR

—

Chimiotactisme

. /
Signaux ? (( = Azospirillum
ﬁ A

Effet Phytoprotecteur

- -

— A

Adhésion
Biofilms
Signaux ?

- Pseudomonas L

Impact sur la plante === modulation du métabolisme?

Walker et al. 2008,2010,2011,2011b



AZOSPIRILLUM ET METABOLISME : DEMARCHE

Matéryicél ologique: Zea mays L. PR37Y15 (hybride semi tardif)
' DK315  (hybride semi précoce)

Azospirillum lipoferum CRT | (isolée du mais en France)
Azospirillum brasilense UAP-154 (isolée du mais au Mexique)
Azospirillum brasilense CFN-535 (isolée du mais au Mexique)

Inoculation sur graine (107 CFU/mL)

Sur sol non stérile (10 jours) Azospirilla contréle

>|| Mais ||<
Parties racinaires I '3 Parties aériennes
Biomasses

Extraction Extraction

[Extrait racinaire] Extrait foliaire ]

\
Analyses
chromatographiques
-HPLC
J
Intégration et ACP
NNl
‘ S

-LC/MS

Cultures en conditions controlées




AZOSPIRILLUM ET METABOLISME : PR37Y15

Racines T : =t
Feuilles
A. lipoferum CRT1 |A. lipoferum CRT1|
\f \ / ﬂ
A. brasilense UAP-154
[Control A brasilense CFN-535| | T

Axis 2 (32.0 %)
Axis 2 (36.1%)

[A. brasilense UAP-154]

|A. brasilense CFN-535|

Axis 1 (37.1%)

Axis 1 (36.5 %)

L’analyse des métabolites permet de séparer les traitements

Variations entre les plants témoins et les plants inoculés
Variation entre les inoculations

L’inoculation des souches a un impact différent sur le métabolisme de PR37Y15



Axis 2 (32.0 %)

i

AZOSPIRILLUM ET METABOLISME : COMPOSES IMPLIQUES

ACP
!
ﬂ
Axis 1 (36.5 %)
Caractéristiques
264, sh 292 nm o 233,288 nm
spectrales
M: 373,2 gimol

AAS Pl
/\qﬁf:m
e

W

on

DIMBOA-Glc

Composante 2 - Inertie: 19.3%

Variables de base

1Cercle des

mAL
300

2004

100 <

corrélation
S

Composante 1 - Inertie: 33.2%

Chromatogrammes




AZOSPIRILLUM ET METABOLISME : COMPOSES IMPLIQUES

2 . . . , e e Hydroxamic acids:
Métabolites impliqués : Benzoxazinoides

R, R, Rs Ra
(1) DIBOA-GIc H H Glc OH
(2) DIMBOA OCH; H H OH
(3) DIMBOA-GIc OCH; H Glc OH
(4) DIM,BOA OCH, OCH, H OH

Rz Lactam type:
=3 0 OR,
(5) HMBOA OCH; H H H
M 0

(6) HMBOA-GIc OCH; H Glc H

Fa

Methyl derivatives:
R, R, R; R,
(7) HDMBOA-GIc OCH; H Glc OCH,

Fiz Benzoxazolinones:

H1 HZ
0
> (8) MBOA OCH, H

(9) M,BOA OCH, OCH,



APPROCHE DU SOURCING PAR METABOLOMIQUE

Probleme : mieux maitriser la ressource et limiter la variabilité de sa qualité
Obijectif : définir des marqueurs de cette qualité
Moyens : appliquer une approche de type métabolomique

Attendu : démontrer les corrélations existantes entre les différents parametres

- activité et contenu chimique
- contenu chimique et sourcing

- parametres organoleptiques et contenu chimique

Exemples de parametres a considérer

*lieu de production (pays, région, site, parcelle, ...)
eprocédé de récolte (arrachage, coupe, mécanique,
manuelle, ...)

econditionnement et stockage pré et post expédition
(oui/non et nature)

mode d’expédition (unique ou multiple, route,
bateau, aérien, ...)

traitement a réception (oui/non/lequel)

*méthodologie d’extraction

econtenu chimique de I'extrait

points de controle process

eactivité biologique

estabilité biologique

estabilité chimique

estabilité physique

*stabilité organoleptique (odeur et couleur)




! APPROCHE DU SOURCING PAR METABOLOMIQUE

Variables de base

ACP

A. lipoferum CRT1

Axis 2 (32.0 %)

Composante 2 - Inertie: 19.3%

A_ brasilense CFN-535

Axis 1 (36.5 %)

Composante 1 - Inertie: 33.2%

Ressource A 1

Marqueurs de qualité _ .Varl.ablres
Ressource A impliquées

1 |Cercle des

correlations




APPROCHE DU SOURCING PAR METABOLOMIQUE

Marqueurs de qualité = Marqueurs de qualité 10
Ressource A Ressource B

Marqueurs de qualité
Ressource C Marqueurs de qualité
Ressource D 3
Marqueurs de qualité 0 20 3 40 50 60 70
Ressource E

Etude des corrélations
croisées

_

Détermination de marqueurs communs
aux différentes ressources



Ecologie chimique en milieu marin

e 250.000 especes marines ont été deécrites et les estimations de la
biodiversité marine totale varient entre 5x10° et 108 espéces

e GDRI Récifs coralliens

» Effet anthropisation sur I'équilibre des écosystemes marins




En conclusion....

e |Intéret des métabolites secondaires

e Implication des métabolites secondaires dans des
preoccupations d’écologie.... Et d’ecologie microbienne

» Evolution de la phytochimie vers I'ecologie chimique

Dialogue moleculaire interspecifique

* Valorisation en écologie, agronomie et...

en sante




Symposium BioMad Il — Antananarivo
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