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Abstract-0-Methyltransferases catalysing the methylation of caffeic acid to ferulic acid, isoferulic acid and di- 
methylcaffeic acid were extracted from the endoplasmic reticulum of Popuhs glandular tissue. The significance of 
methoxylated cinnamic acids in secreted flavonoid biosynthesis is discussed. 

INTRODUCTION 

L’exsudat lipophile produit par l’kpiderme glandulaire 
des Bcailles secrttrices des bourgeons de Popuhs nigra 
L. [l] renferme, en plus d’une reprksentation flavonique 
massive [2] des unit& benzoi’ques [3], des unit& cin- 
namiques [4] et des triglyckrides phknoliques [S]. Parmi 
ces composks, les dkrivks 0-mCthylCs prkdominent. En 
particulier, une 0-mtthylation intkresse le noyau A des 
flavonoi’des (aglycones mirthoxyks en position 7, 3, ou 
7 et 3) ou bien le noyau B (mtthoxylation en position 
3’, 4’, ou 3’ et 4’) [6]. De m&me, les reprksentants cinna- 
miques mCthoxylCs sont courants: acides fkrulique, iso- 
fkrulique [4], dimkthylcafkique [7]. 

Au tours d’un cycle de skrCtion klavonique, les com- 
posks flavoniques et cinnamiques mCthoxylCs ont une 
localisation intracellulaire diffitrente [S]. Par exemple, 
en d&but de maturation glandulaire, les aglycones flavo- 
niques 7-0-mkthylks ont une localisation intraplastidiale 
alors que des unit&s cinnamiques mkthoxykes comme 
l’acide dimkthylcafkique appartiennent au reticulum 
endoplasmique (RE). Les r&actions d’O-mkthylation 
dans le tissu glandulaire de Populus apparaissent 
primordiales dans le mktabolisme de skcrdtion. Une 
meilleure connaissance des skquences conduisant aux 
imitks C,-C, mkthoxykes et de leur localisation intra- 
cellulaire affinera, par conskquent, notre connaissance 
sur l’organisation subcellulaire des voies de biosynthkse 
des aglycones flavoniques de s&r&ion. 

De trts nombreux travaux rapportent l’interfkrence des 
cat&ho1 0-mkthyletransferases (OMTs; EC 2.1.1.6) dans 
la formation des phknylpropanoides des skies cinna- 
mique et benzoique d’espkces ligneuses [9-121 ou 
herbackes [13-181. Le r81e des OMTs dans la mkthoxyla- 
tion des noyaux B des flavono’ides a Ctt dtmontrk [19-231. 

Nous rapporterons ici l’ttude de quelques OMTs 
localiskes dans le compartiment endoplasmique du tissu 
glandulaire de Populus nigra L. Les OMTs s&par&es 
d’autres enzymes endoplasmiques (phknylalanine am- 
maniac-lyase, EC 4.3.1.5 et cinnamate 4-hydroxylase, EC 
1.14.13.11) s’avtrent capables de rdaliser des O-mCthyla- 
tions de I’acide cafkique en position para ou m&a. ou 
bien simultarkment en position para et m&a. Ces enzymes 
qui utilisent la S-adtnosyl-mkthionine (SAM) comme 
donneur de groupement mirthyle s’avkrent spkcifiques 

de substrats C,-C,. Par rCf&rence aux travaux riralisks 
chez d’autres vkgktaux, le r81e des OMTs endoplas- 
miques de Populus dans la biosynth&e de mktabolites 
flavoniques et cinnamiques de skcrttion est analysk. 

RESULTATS 

Mise en Pvidence d’une activitt? OMT dans le RE 

Une recherche d’activitk 0-mkthyletransferase endo- 
plasmique a ktC rkaliske g deux stades de maturation 
glandulaire. Ces stades sont d&finis d’aprb leurs carac- 
tkristiques ultrastructurales. En dtbut de maturation 
glandulaire (stade l), des associations RE-plastidome se 
forment. En fin de maturation glandulaire (stade 2), les 
associations RE-plasmalemme et RE-vacuome prkdomi- 
nent [S]. 

L’analyse chromatographique et spectrophomktrique 
des produits rtactionnels aprks skparation sur CCM de 
sllice rkvkle l’existence des composks suivants: Stade 1: 
ac. p-coumarique, ac. firulique, ac. t-cinnamique ; Stade 2 : 
(a) concentration en substrat saturante. En plus des pro- 
duits rkactionnels du stade 1, les acides ftrulique, iso- 
fkulique, dimkthylcafkique et des composks non identi- 
Ii& X,-X, sont prtsents. L’acide p-coumarique peut 
se dktecter sous les formes cis et trans; et (b) concentration 
en substrat non saturante. En plus des produits rkac- 
tionnels du Stade 1, les acides fkrulique et isofkrulique 
sont prksents. A ces derniers peut se substituer le composi: 
non identifii X,. Aucune trace d’acide dimkthylcafiique 
n’est dktectable dans ces conditions expkrimentales. 

Le composk non identifik X, a tttC antkrieurement isolk 
par Wollenweber g partir du s&r&at de Populus lasio- 
carpa et 1 partir de l’incubat de la ‘PAL’ endoplasmique 
de Populus [7]. Les CaractCristiques chromatographiques 
(solvant 1) de X,-X, sont respectivement 0.13; 0,47; 
0,81; 0,66. Ces produits ont en commun les constantes 
spectrophotomktriques Imax 290, i 320 nm. 

L’existence d’au moins 3-0-mkthyletransfkrases admet- 
tant comme substrat l’acide cafkique exogkne est d 
envisager. Elles assurent la synthkse en prtsence de SAM 
des acides isofkulique, fkrulique et dimkthylcafkique. 
Une 0-mkthylation en position para ou mkta et une O- 
mkthylation simultanCe en position para et mdta s’avbrent 
possibles. En l’absence d’acide cafkique ou de SAM 
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aucun produit methoxyle ne se forme. Par contre. dans rendent aussi possible l’extraction dune PAL et dune 
ces conditions, la detection des acides p-coumarique et CA4H. Apres filtration SW Sephadex G-200 l’activite 
t-cinnamique confirme l’existence dune phenylalanine- OMT de I n’est pas dissociable des activites PAL et 
ammoniac-lyase (PAL) et dune cinnamate-4 hydroxylase CA4H. Ces don&es suggerent un regroupement spatial 
(CA4H). Le taux Cleve en L-phenylalanine endogene rend et un arrangement des enzymes PAL-CA4H-OMT tel 
possible la manifestation dune activite P.4L. Les acti- 
vites enzymatiques detectees PAL, CA4H, OMT sont 

que l’acide cinnamique endogene issu de la PAL peut 
Ctre utilise comme substrat par la CA4H. La presence 

spatialement regroupees. L’organisation des proteines dune p-coumarate hydroxylase endoplasmique s’inter- 
catalytiques est, en effet, telle que l’acide cinnamique issu calant dans cette sequence est a exclure. Des poly- 
de la PAL sert de substrat a la CA4H. phenol-oxydases d’origine chloroplastique ont CtC d’ail- 

Essui de purification des OMT endoplasmiques 
leurs impliquees dans cette &ape d’hydroxylation [25, 
261. L’association d’une PAL a des cinnamate-hydroxy- 

L’extrait brut (= filtrat de Sephadex G-25) est chroma- lases et leur liaison avec des structures membranaires 
tographie sur Sephadex G-200. Le stade de maturation 
glandulaire choisi pour l’experimentation est 2. Par 

microsomales est demontree chez Cuurmis [27]. 
Ainsi, a l’exception de la p-coumarate hydroxylase de 

tamisage moleculaire, les proteines I et II de masse localisation indefinie chez Populu les enzymes en jeu 
moleculaire respective 405000 et 240000 sont Cluees. appartiendraient au RI!. L’acide cafeique s’nvere indis- 
La determination des masses moleculaires est realiste pensable a la synthese de I’acide ferulique. La formation 
d’apres l’ttalonnage de la colonne avec des substances 
de reference [7]. En presence d’acide cafeique et de 

de cette unite C,-C, selon les modalites definies par 
McCalla et Neish [?8] est done la premiere hypothese a 

SAM, I synthetise tous les produits methoxyles signales formuler. La synthese des acides ferulique. isoferuiique 
ci-dessus avec une tres forte representation des iso- et dimethylcafeique necessite l‘intcrvcntion d’unc O- 
meres cis,trans. 11 n’a pas et& possible de determiner methylation respectivement en position mc+cr. pw~ et 
s’il s’agissait dune mesomerie apparue. in citro. ou bien simultanement en positions pura et mhta. Si la m&a 
resultant de I’activite OMT [24]. Dans les m&me con- 
ditions experimentales II n’est pas fonctionnel. Par 

0-methylation d’O-diphcnolx ou de phenols trihyd- 
roxyles est largement distribuee dans le regne vegetal [ IO. 

contre, l’utilisation de r.-phenylalanine comme substrat 12, 13, 17,193, celle d’une 0-methylation en position pura 
conduit a la detection d’acide cinnamique. Cette carac- est moins connue [20, 21, 299311. Cependant des differ- 
teristique permet d’identifier II a une PAL endo- ences d’efficacite d’O-methyiation en para ou meta 
plasmique ce qui est en accord avec les resultats ou bien des exemples d’O-methylations simultanees en 
anterieurs [7]. Contrairement aux resultats obtenus chez para et m&a sont rccemment rapport&s [14, 15, 22. 23. 
d’autres vtgetaux, la technique de chromatographie sur 331. 
DEAlXSephadex ne conduit pas a une purification plus Dans le cas de Populus. 3 types d’O-methvlation faisant 
pous+e. intervenir 1 ou plusieurs enzymes sont possibles. D’autre 

A,f$nit& des OMTs vis ri uis d’ejjkteurs 0-diphknoliques 
part. l’existence d’une 5-0-methylation a partir d’O- 
diphenols methoxyles est aussi a envisager. L’existence 

Apres l’etape de filtration moleculaire: la purification d’activite enzymatique surnumerairc a la synthese 
des OMTs n’est pas suffisante pour envisager une etude d’acide ferulique dcjja signalee [X] se trouve ici poke par 
rigoureuse des affinites de chaque OMT (dans l’hypothese la formation d’acide syringique. En presence d’acide 
oh a chaque type de methoxylation correspond une ferulique et de SAM. I se montre apte a realiser une p- 
enzyme) ou des OMTs presentes a I’exclusion d’autres oxydation. Sur l’origine metabolique de cet acide ben- 
enzymes ‘contaminantes’ comme la PAL. vis a vis d’O- zoique, 2 modalites sont communement admises [16]: 
diphenols. Mentionnons seulement les resultats pre- (a) l’une. impliquant l’intervention de l’ac. 5-hydrowy- 
liminaires correspondant B I’affinite de I pour le catechol. ferulique, fait deriver I’acide syringique de l’acide sina- 
des aglycones flavoniques hydroxyles en 3’ et 4’. pour pique par fl-oxydation: (b) l’autre met en jeu une voie 
des unites C,-C, (ac protocatechoique, ac. vanillique) et plus directe a partir de I’acide vanillique. Les rcsultats 
une unite C,-C, (ac. ferulique). Les valeurs trouvees preliminaires acquis chez Poprtlus ne permettent pas 
sont exprimees en ?(, de l’activite OMT pour l’acide d’opter, mais dans les deux cas, une 5-0-methylation 
cafeique (= 100 “,,). s’avere indispensable. Renforcant cette hy-pothese d’O- 

On note (a) une efkacite tres grande de I pour un methylation plus poussce se situe la detection d’acide 
0-diphenol sans rhaine laterale comme le catechol trimethylcafeique dans !e secretat libre de Populu.~. Enfin. 
(= 18O”J; (b) une efftcacite nulle pour les C, 5 (luteoline. les OMTs de Popuhs apparaissent specifiques des sub- 
quercttine) et les acides benzoi’ques testes: et (c) qu’en strats cinnamiques. Cette caracteristique les distingue 
presence d’acide ferulique comme substrat. I synthetise de OMT’s de Petroselinum hortense [ 191 ou de LVicotiana 
de l’acide syringique. L’activite OMT dosee d’apres le [14]. Par contre. cette observation va dans le sens de\ 
taux de l’acide syringique present dans ie milieu reaction- donnees de Poulton [22] qui a montrt l’existence de 
nel est de l’ordre de 53 a 60%. Nous reviendrons, par 2 OMTs l’une spccifique des flavonoides. I‘autre des 
ailleurs, sur le probleme que pose la detection de cette unites C,-C,. 
unite benzoi’que et non pas de l’acide sinapique. Le compartiment endoplasmique de Popzrlus est le 

site de synthese d’unites C,-C, methoxylces. Guel est 

DISClJSSION le devenir de ces composes’? Dam quelle mesure un role 

Chez Populus, l’hypothese dune PAL endoplasmique 
de precurseurs flavoniques peut leur etre attribue? 

‘associee’ Q un systbme enzymatique regroupant plusieurs 
La permeabilite du plastidome a ces substances est 

connue [8]. L‘intervention d’unites fonctionnelles ‘chro- 
proteines catalytiques a deja 6tC avancee [7]. La solubilite 
de I se produit dans des conditions experimentales qui 

moplaste-RE’ dans la synthkse flavonique a tit6 retenue 
c-7- . 
1x1. C‘es donnees jomtes a celles obtenues chef Peluniu 
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[34] dont les chloroplastes isolks sont aptes g synthttiser 
la naringkine en prksence d’un apport exogene d’unitks 
cinnamiques activkes argumentent en faveur d’un ~002 
endoplasmique alimentant le platidome en unit& mCth- 
oxylkes. Si l’on admet que la mkthoxylation sur B des agly- 
cones s’op&e au stade cinnamique [21, 351 cette hypo- 
thbse s’avkre vraisemblable pour les aglycones de sCcrC- 
tion: rhamnazine, S’OCH,-quercktol, 3,3’-OCH,-quer- 
cCto1, isorhamnktine . . Cependant compte term de la 
distribution, in situ, de ces aglycones, l’hypothkse d’un 
pool flavonique endopkzsmique est A formuler. Certains 
aglycones dCrivCs de l’acide fkrulique (isorhamnktine) 
sont spkcifiques du RE. 

Si l’on exclut une Cventuelle dkmithoxylation des 
prkcurseurs cinnamiques [3S], une autre modalitt: de 
synthkse flavonique est g formuler pour les aglycones 
hydroxylks ou non sur B. Pour ces derniers, un pool 
flauonique plastidial interviendrait indkpendamment. 
L’existence de plusieurs pools flavoniques de localisation 
intracellulaire diffkrente renforcerait la notion de com- 
partimentation mbtabolique avancire antkrieurement et 
qui repose chez Populus sur la prksence d’unitks fonction- 
nelles temporaires telles que ‘chromoplaste-RF’. 

PARTIE EXPERIMENTALE 

Mathriel uigt%al-isolement du RE. Toutes les opbrations 
d’isolement d’organites ou #extraction enzymatique sont 
rCalis&es A 4”. Aux diffbrents stades de maturation glandulaire 
des bourgeons de Populus (d&finis d’apriis des donnkes de 
microscopic Clectronique [l]) un fractionnement cellulaire 
est rtalisC a partir de l’kpiderme sCcr&teur des tcailles. Le 
protocole d’obtention du RE et le contrBle de I’intCgritC des 
organites isol& ont itC d&its par ailleurs [S]. Rappelons ici 
que la recherche d’activiti: enzymatique OMT Porte sur des 
tubules endoplasmiques rugueux siparts de globules lipophiles 
qui leur sont associ&. Le contrBle morphologique des fractions 
isolCes est rCalisC en microscopic Clectronique. Le contr8le 
biochimique de I’integritt du RE repose sur las recherche d’une 
activitk NADPH-cytochrome c oxydorCductase. 

Extraction de la 0-m&hyletransferase. La fraction RE isolCe 
est broyCe au mortier dans un tampon tris saccharose 0.01 M 
de pH 7.5 renfermant du p-mercaptoethanol (10mM) et du 
charbon actif (10 mg/lOO ml tampon). L’homogknat est filtrt 
puis centrifuge? (14000 rpm pendant 30 min). Apr&s addition 
de EDTA (5 mM) dans le surnageant, une pricipitation protC- 
ique est rtalisCe au sulfate d’ammonium 60%. Le surnageant 
est ensuite enrichi en sulfate d’ammonium 80%. Le culot 
prottique dessale par filtration sur gel de Sephadex G-25 est 
concentre g l’aide d’un b&her d dialyse. 

Purification de la 0-mPthyletran$erase. Le filtrat G-25 est 
l’objet d’une filtration sur gel de Sephadex G-200. L’Blution par 
le tampon tris 0.01 M de pH 7,5 est rtalisCe dans les conditions 
expCrimentales antkrieurement d&rite [7]. 

Essai enzymatique. La r&action enzymatique s’effectue au 
37” pendant 1 hr. L’incubat renferme:--0.5 ml de solution 
enzymatique tamponnbe, -50 ~1 d’acide caftique 2.5 mM 
(ou autres substrats); --50 ~1 de S-adtnosylmCthionine non 
marquCe (Sigma) 500 FM. Le tampon est une solution phosphate 
0.1 M de pH 7.5 renfermant 0.1 M de MgCl,. La r&action est 
arr&t&e par apport de HCI 5N. Les produits rCactionnels sont 
extraits par EtZO. Apr&s skparation des phases &thCrCes le 
residue est repros dans du MeOH. 

Identification des produits rtactionnels. L’identification des 
produits rCactionnels a Ctt effect&e par analyse spectrophoto- 
mttrique apr&s skparation sur CM de silice Merck 60F 254 
(Solvant 1) ou de polyamide, Macherey-Nagel (Solvant 2) 
et par comparaison avec des Cchantillonsde rtfkrence commerci- 
aux ou fournis par E. Wollenweber, Heidelberg. Solvant 1: 
C,H,-AcOH, 90:s v/v; Solvant 2: C,H,-pbtrole-MeOH- 
MeCOEt, 30:60:8:8 v/v. 
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