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GENES CODANT POUR LA Z,Z-FARNESYL DIPHOSPHATE SYNTHASE ET

UNE SESQUITERPENE SYNTHASE A PRODUITS MULTIPLES ET LEURS
UTILISATIONS

Domaine de ’Invention

La présente invention se rapporte 4 deux génes responsables de la synthése d’un melange
de scsquiterpénes ct leur utilisation pour la préparation de ces composés dans dces

organismes vivants tels que les bactéries, les levures, les cellules animales et les plantes.

Introduction

Les terpénes sont des molécules présentes dans tous les organismes vivants tels que
les bactéries, les champignons', les animaux, et les plantes. Ils forment la plus grande classe
de molécules naturelles du monde vivant. Chez les plantes, ces molécules sont présentes
dans le métabolisme primaire en tant qu hormones (les gibbérellines, les cytokinines, les
brassinostéroides et l’acide' abscissique) ou en tant que composés impliqués dans la
photosynthése (caroténoides, chlorophylles, plastoquinones et phytol) ainsi que dans les
processus dc prénylation des protéines, ct dans la structurc des membrancs (stérols).
Cependant, les terpénoides issus du métabolisme secondaire représentent ’essenticl de la
diversité structurale de cette classe de molécules. Les roles des terpénoides dits secondaires
se rangent essenticllement dans le domaine des interactions avec I’environnement comme
par exemple l’attraction d’insectes bénéfiques pour la plante (pollinisation et predateurs
d’insectes phytophages), la défense contre les pathogénes et les insectes et la protection

contre le stress photo-oxydatif (Tholl, 2006).

Les terpénes sont constitués de multiples d’unités isoprényles a 5 carbones. Le
nombre d’unités isoprényles permet de les classcr en monoterpénes (composés a dix
atomes de carbone ou C10), sesquiterpénes (C15), diterpénes (C20), sesterterpenes (C25),
triterpénes (C30), tetraterpénes (C40), et ainsi de suite. Les précurseurs universels de tous
les terpénes sont l’isopentenyl diphosphate (IPP) et le diméthylallyl diphosphate
(DMAPP). Deux voies distinctes conduisent a la formation de I’IPP et du DMAPP. L une,
la voie du mévalonate (MEV) est localisée dans le cytoplasme des cellules eucaryotes alors
que Dautre, la voie du méthyl-erythritol (MEP) n’existe que chez certaines bactéries et les

plantes ou clle cst localisée dans lc chloroplaste (Rodrigucz-Concepcion ct Boronat, 2002).
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Toutes les étapes et tous les génes codant les enzymes des étapes de ces deux voies sont

connus chez un certain nombre d’organismes.

La premicre etape de la biosynthése des terpénes a partir des précurseurs communs
IPP ct DMAPP est réalisée par des prényl diphosphate synthases (ou prényltransfcrases)
qui vont par condensation d’un précurseur homoallylique, I'IPP, et d’un precurseur
allylique (le DMAPP, le géranyl diphosphate, le farnésyldiphosphate ou encore le
eéranylgéranyldiphosphate), générer des chaines de prényldiphosphates de longueur
variable. Il existe deux grandes classes principales de prényldiphosphate synthases : les
cis-prényltransférases ou Z-prényltransférases et les trans-prényltranstérases ou L-
prényltransférases. Les 'cz’s-prényltransférases conduisent a la formation d’une double
liaison en configuration cis, alors que les frans-prényltransférases conduisent a la
formation d’une double liaison en configuration trans (Koyama 1999). Ainsi, ’addition
séquenticlle de 2 unités d’IPP sur un DMAPP par une frans-farnésyldiphosphatc synthase,
ou E-FPS produit du E,E-farnésyldiphosphate (E,E-FPP, C15). La réaction d’¢longation
commence par la formation d’un cation allylique aprés 1’élimination de 1’ion diphosphate
pour former un prényl allylique. Ensuite, I’addition d’un IPP se produit avec une
élimination stéréospécifique d’un proton en position 2 pour former une nouvelle liaison C-
C et une nouvelle double liaison dans le produit. La répétition de cette condensation
stéréospécifique de I’IPP avec un prényl diphosphate allylique, conduit a la synthése d’un
prényl diphosphate de longueur de chaine et de stéréochimie données spécifiques de
chaque enzyme. En particulier, la longueur de la chaine du produit final peut varier
considérablement allant d’un C10 (géranyl diphosphate) jusqu’aux polyprenyldiphosphatcs

nrécurseurs du latex naturel composés de plusieurs milliers d’atomes de carbone.

Comme mentionné plus haut, les prényltransférases peuvent étre divisées en deux
familles génétiques différentes selon la stéréochimie (£ ou Z) de la double liaison formee

aprés chaque cycle d’élongation (Poulter, 2006 ; Liang ef al., 2002).

Les E-prényltransférases caractérisées a ce jour sont responsables de la synthese de
prényl phosphates a courte chaine (C10 a C50) en configuration E. On peut citer par
exemple la géranyl diphosphate synthase (GPS), la famesyl diphosphate synthase (FPS),
la géranyl geranyl diphosphate synthase (GGPS), I’octaprenyl diphosphate synthase (OPS),
la solanesyl diphosphate synthase (SPS) et la decaprenyl diphosphate synthase (DPS) qui
sont respectivement responsables de la synthése du (E)-GPP (C10), (E.E)-FPP (C15),
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(E.E,E)-GGPP (C20), (E,E,E,E,E,E,E)-OPP (C40), (E,E,E,E,E,E,E,E)-SPP (C45), et du (E,

E E EEEEE,E)-DPP (C50). 1l faut noter que le (E,E)-FPP est en général le substrat des
prényltransférases responsables de la synthése des chaines a plus dc 20 carbones. Le
premier géne codant pour une (E)-prényl transférase caractérisé est celui de la FPS de rat
(Clarke et al., 1987). L’alignement des séquences codant pour des E-prényltransfcrases a

permis de mettre en évidence deux motifs conservés de type DDXXD. La structure

tridimensionnelle d’une E-prényliransférase, déterminée aux rayons X pour la premiere
_ y

fois sur une FPS (Tarshis ef al., 1994), et les études de mutagenése dirigée ont montre que

les deux motifs DDXXD étaient impliqués dans la liaison avec les substrats et dans

I’activité catalytique en résultant. Finalement, il a été démontré qu’un petit nombre
d’acides aminés spécifiques, localisés en amont du premier motif DDXXD, déterminaient
la longucur de I’¢longation de¢ la chaine d’isoprényles synthétisée (Wang & Ohnuma,
1999).

Le premier géne codant pour une Z-prényltransferase a ét¢ cloné¢ chez Micrococus
luteus (Shimizu et al., 1998). 11 code pour une undecaprényltransférase (UPS) qui utilise le
E-FPP comme substrat pour former un prényl diphosphate a 55 carbones qui possede une
stéréochimie ‘de type ZE. Cette molécule intervient dans la biosynthése des
peptidoglycanes de la paroi de certaines bactéries. Une séquence homologue a cte
caractérisée chez Arabidopsis comme élant responsable de la synthese d’isoprenyl
diphosphate en conformation Z E de 100 a 130 carbones (Oh et al., 2000). L’analyse des
séquences en acides aminés de ces enzymes ne montre aucune homologie avec les
séquences des E-prényltransferases  (Koyama, 1999). En particulier, les Z-
prényltransferases ne possédent pas de motifs riches en acide aspartique (DDXXD). Sept
régions conscrvées qui interviennent toutcs plus ou moins dans la fixation du substrat ct la
catalyse de celui-ci ont été identifiées. Toutes les Z-prényltransferases identifices a ce jour
synthétisent des prényls diphosphates ayant une longueur de chaine supérieure ou égale a
55 carbones a ’exception d’une Z E-FPS de Mycobacterium tuberculosis qui utilise le E-
GPP comme substrat pour former du Z, E-FPP (Schulbach et al., 2000). Une €tude recente
dc mutagenése dirigée sur I’UPS de M. luteus a permis d’identificr plusicurs acides amines
jouant un role clé¢ dans le nombre de cycles d’élongation de la chaine d’isoprényles

synthétisée (Kharel et al., 2006).

Les isoprényles diphosphates sont les substrats d’une classe d’enzyme, les terpenes

synthases, qui permettent la formation du squelette de base des terpénes cycliques ou
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acycliques en C10 (monoterpéne), C15 (sesquiterpéne), C20 (diterpéne), et C30

(triterpene) (Cane 1999; McMillan and Beale, 1999; Wise and Croteau, 1999). La diversité
de rcaction de ces enzymes cst a 'origine de la diversité des squelettes terpéniques
cycliques que I’on retrouve dans la nature. Quatre stéréoisoméres du farnésyl diphosphate
sont th¢oriquement possibles en fonction de la configuration stéréochimique des doubles
liaisons en position 2 ou 6 de la molécule (E,E, ZE, E,Z ou Z,Z). Cependant, a ce jour,
toutes les sesquiterpenes synthases pour lesquelles les génes ont été caractérisés utilisent
comme substrat le £, E-FPP. C’est le cas par exemple de la '5-épi-aristolochene synthase de
tabac (Facchim & Chappell, 1992), de la (E)-alpha-bisabolene synthase d’Abies grandis
(Bohlmann et al., 1998), de la germacrene A synthase de chicorée (Bouwmeester et al.,
2002), de 1’amorpha-4,11-diene synthase de I’armoise annuelle (Wallaart et al., 2001), de
la germacrene C synthase de tomate (Colby et al., 1998), de la caryophyllene synthasc de
I"armoise annuelle (Cai et al., 2002), et de la valencéne synthase d’orange (Sharon-Asa et
al., 2003). Une étude récente a cependant montré qu’une sesquiterpene synthase de mais

(tps4) responsable de la synthése d’un mélange de 14 sesquiterpénes acceptait le E, E-FPP

¢t le ZE-FPP (Kollner er al., 2006), montrant ainsi que les sesquiterpénes synthases

pouvaient utiliser d’autres isoméres que le E,E-FPP comme substrat. Néanmoins, aucune

sesquiterpéne synthase clonée a ce jour n’utilise de Z, Z-FPP.

Les trichomes glandulaires de type VI de Solanum habrochaites (auparavant
dénommée Lycopersicum hirsutum) excrétent de grandes quantités de sesquiterpénes
ol¢fines appartenant a deux classes distinctes. La classe 1 contient notamment la
germacrene B et la classe IT contient entre autres 1’alpha-santaléne ct ’alpha-bergamoténe.
L’analyse de la ségrégation entre un génotype de tomate cultivée (Lycopersicon
esculentum = Solanum lycopersicum) et un génotype dc tomate sauvage (Lycopersicon
hirsutum = Solanum habrochaites) a permis de démontrer que la biosynthése de ces deux
classes différentes de sesquiterpénes étail contrdlée par deux loci différents (Sst1A et Sst2)
localisés sur deux chromosomes différents (van der Hoeven et al. 2000). Le locus Sst1A
est localisé sur le chromosome 6, et les génes de ce locus sont responsables de
I’accumulation des scsquiterpénes de classe 1. Lalléle Sst2 de S. habrochaites localisé sur
le chromosome 8 contréle I’accumulation de sesquiterpénes de classe 11 comme I’alpha-
santalcne mais aussi le cis-alpha-bergamoténe, Ie trans-alpha-bergamoténe, 1’epi-beta-
santalcne et le beta-bergamoténe et d’autres composés mineurs non identifiés. Tandis que

les séquences codantes correspondant aux génes localisés sur le locus Sstl-A ont été
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identifiées (van der Hoeven et al. 2000), celles localisées sur le locus Sst2 ne ’ont pas cte.

Résumé de I’Invention

La présente invention se rapporte a deux génes responsables de la synthése d’un mélange
de sesquiterpénes composé principalement d’alpha-santaléne, d’épi-beta-santaléne, de cis-
alpha-bergamoténe, de trans-alpha-bergamoténe, et de endo-beta-bergamotene et de leur
précurseur le Z, Z-farnesyl diphosphate (Z,Z-FPP) et leur utilisation pour la préparation de
ces composés dans des organismes vivants tels que les bactéries, les levures, les cellules

animales et les plantes.

Plus précisément, le présent document décrit ’identification et la caractérisation de deux
aénes dc S. habrochaites responsables de la synthése des scsquiterpnes de la classe 11
(alpha-santaléne, épi-beta-santaléne, cis-alpha-bergamoténe, trans-alpha-bergamotene et
endo-beta-bergamoténe entre autres) de S. habrochaites que nous avons renommes
sesquiterpénes de type SB (pour Santaléne et Bergamoténe) dans la suite du texte. Le
premier géne code pour une Z Z-farnesyl diphosphate synthase et le second pour une
sesquiterpéne synthase a produits multiples qui utilise le Z,Z-farnesyl diphosphate comme
substrat, La production des protéines recombinantes correspondantes nous a permis de
démontrer que le profil sesquiterpénique obtenu in vitro est identique a celui du controlie

par le locus Sst2 de tomate.

L’invention concerne les activités enzymatiques de la biosynthése du Z Z-FPP a partir
d’IPP et dc DMAP d’unc part, ct d’un mélange de sesquiterpénes compos¢ principalement
d’alpha-santaléne, d’épi-beta-santaléne, de cis-alpha-bergamoténe, de trans-alpha-
bergamoténe et de endo-beta-bergamoténe a partir de Z,Z-FPP, les séquences peptidiques
responsables de ces activités et les séquences d’acide nucléique codant ces seéquences

peptidiques. L’invention concerne également des méthodes utilisant ces activites

cnzymatiques pour la production de ces composés ou de dérivés de ceux-ci.

La présentc invention concerne donc unc méthode de production d’un mélange de
sesquiterpénes, principalement composés d’alpha-santalene, d’épi-beta—santaléne,' de cis-
alpha-bergamoténe, de trans-alpha-bergamoténe et de endo-beta-bergamoténe, a partir de

Z,Z-FPP dans une cellule ayant une source d’IPP et de DMAP, comprenant :
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a) l’introduction dans ladite cellule d’une construction portant une cassetic

d’expression comprenant un premier géne codant pour une Z,Z-FPS selon la
présente invention et d’unc construction portant unc cassctte d’expression
comprenant un deuxiéme géne codant pour une sesquiterpene synthase dénommee
SBS sclon la présente invention ;

b) la culture de la cellule transformée dans des conditions approprices pour
I'expression desdits premier et deuxiéme genes ; et,

¢) facultativement, la récolte du ZZ-FPP ou des produits sesquiterpéniques de
I’enzyme SBS ou de dérivés de ceux-ci contenus dans ladite cellule et/ou dans le -

milieu de culture.

La présente invention concerne une protéine isoléc ou recombinante ayant unc activite Z, Z-
FPS. Cette protéine a de préférence une séquence présentant au moins 80 % d’identité avec
la SEQ ID No 2. Elle concerne aussi un acide nucléique comprenant une sequence
nucléotidique codant pour une telle protéine, ou une séquence capable de s’hybrider a

celut-ci dans des conditions stringentes.

La présente invention concerne également une protéine isolée ou recombinante ayant une
activité de type SB synthase et ayant une séquence présentant au moins 80 % d’identité
avec la SEQ ID No 4. Elle concerne aussi un acide nucléique comprenant une sequence
nucléotidique codant pour une telle protéine, ou une séquence capable de s’hybrider A

celui-ci dans des conditions stringentes.

La présente invention concerne une cassette d’expression comprenant un acide nucléique
selon la présente invention, un vecteur comprenant une cassette d’expression ou un acide
nucléique selon la présente invention, une cellule hote comprenant un vecteur, une cassetie
d’expression ou un acide nucléique selon la présente invention, et un organisme
transgénique non-humain comprenant une cellule, un vecteur, une cassette d’expression ou

un acide nucl€ique selon la présente invention.

La présente invention conceme en outre une méthode de production du Z Z-farnesyl
diphosphate (Z,Z-FPP), ou de¢ dérivés de ccux-ci a partir d’IPP et dc DMAP dans unc

cellule ayant une source d’IPP et de DMAP, comprenant :
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a) Dlintroduction dans ladite cellule d’une construction portant une cassetic

d’expression avec une séquence nucléique codant une Z,Z-FPS selon la presente
invention ;

b) la culture de la cellule transformée dans des conditions appropriées pour
I'exprcssion du gence ; ¢t '

¢) facultativement, la récolte du ou de dérivés de celui-ci contenus dans ladite cellule

et/ou dans le milieu de culture,

La présente invention concerne l’utilisation d’une protéine, d’un acide nucléique, d’une
cellule hote ou d’un organisme transgénique selon la présente invention pour la préparation
de Z Z-FPP ou des sesquiterpénes de type SB, tels que I’alpha-santaléne, I’épi-beta-
santaléne, l¢ cis-alpha-bergamoténe, le trans-alpha-bergamoténe ¢t I’cndo-beta-
bergamoténe, ou de dérivés de ceux-ci comme ’alpha-santalol, 1’épi-beta-santalol, le cis-

alpha-bergamotol, le trans-alpha-bergamotol et le beta-bergamotol.

La présente invention concerne une cellule ou un organisme transgénique non-humain,
caractérisé en ce que la voie de synthése des sesquiterpénes de classe II est bloquee par
inactivation soit du géne codant pour une Z,Z-FPS selon la présente invention, soit du gene

codant pour une SB synthase selon la présente invention, soit encore des deux genes.

La présente invention concerne en outre I'utilisation d’un acide nucléique pour identifier
des marqueurs moléculaires permettant d’introduire les séquences génomiques
correspondantes dans d’autres espéces ou variétés de tomate cultivées (Solanum
lycopersicum). Au titre de la présente invention, les séquences nucléotidiques SEQ ID N°1
et N°2 ou des variants de celles-ci peuvent également €tre utilis€es comme marqueurs

moléculaires pour !’introgression de ces séquences dans d’autres espéces ou varietes de

tomates cultivées.

Ainsi, la présente invention concerne des marqueurs moléculaires comprenant toul ou
partic d’un acide nucléique présentant au moins 80 % d’identité avec la SEQ ID No 1 ou
SEQ ID No 3 pour identifier un polymorphisme génomique entre S. habrochaites et des
espéces de type Solanum sexucllement compatible avee S. habrochaites afin d’introduire

les génes correspondant dans ces espéces. Elle concerne également une m¢thode consistant
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A introduire les génes zFPS et SBS dans une espéce non sexuellement compatible avec

Solanum habrochaites par fusion de protoplastes.

La présente invention concerne aussi une méthode de production du Z Z-farnesol par

déphosphorylation du Z,Z-FPP par une phosphatase.

Légende des Figures

Figure 1: Les stéréosioméres possibles du FPP. Tous les stéréoisomeres du FPP sont
biosynthétisés a partir d’IPP et de DMAPP. A ce jour seules étaient connues la E, E-
farnesyl diphosphate synthase (1) caracténsée dans de nombreux organismes, et la Z E-
farncsyl diphosphatc synthasc (2) de Mycobacterium tuberculosis (Schulbach et al., 2000).
(3) : Z Z-farnesyl diphosphate synthase de tomate selon la présente invention ; (4) : E,Z-

farnesyl diphosphate synthase : aucune enzyme ayant cette activité n’a été décrite a ce jour.

Figure 2 : Représentation schématique des ADN-T portant les transgenes Sh-zFPS et Sh-
SBS. Km : géne de résistance a la kanamycine ; 35S : promoteur du géne 35S du CaMV.
CBTS-ter : terminateur du géne CBTS; eCBTS1.0 : promoteur de 1kb du geéne CBTS
fusionné avec I’amplificateur du promoteur 35S du CaMV. Sh-zFPS : phase codante du
géne codant pour la zFPS de tomate (S. habrochaites LA1777) ; Sh-SBS : phase codante du
géne codant pour la SB synthase de tomate (S. kabrochaites‘ LA1777); LB : Bordure
gauche du T-DNA; RB : Bordure droite du T-DNA; 35S-ter : Terminateur du géne 35S du
CaMV; nos-ter: Terminateur du géne de la nopalinc synthase d’Agrobacterium
tumefasciens. Figure 2 : fragment ADN-T du vecteur binaire pLIBRO64 ; Figure 2B :
fragment ADN-T du vecteur binaire pLIBRO®63.

Figure 3 : Analyse de l’eXpression du transgéne Sh-SBS dans les feuilles de tabac
transgéniques. L’expression a ete mesurée par PCR quantitative en temps réel en utilisant
des sondes fluorescente (®TAQ-MAN, ABI). L’une des sondes est spécifique du transgéne
Sh-SBS tandis que I’autre est spécifique d’un géne d’actine de tabac (géne controle). Les
valeurs de 1’axe des ordonnées représentent le rapport des puissances 2 des valeurs
obtcnucs avec la sonde Sh-SBS sur cclles obtenues avec la sonde actinc(ZSBS/Za"“”e). Ce
rapport exprime le rapport d’expression du transgéne Sh-SBS sur celui de I’actine. Les

valeurs de I’axe des abscisses indiquent le numéro des lignées transgéniques. Figure
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3A) Lignées de tabac transgéniques ayant intégré les transgénes Sh-zFPS et Sh-5BS

(pLIBRO-064) Figure 3B) Lignées de tabac transgéniques ayant intégré uniquement le
transgénc Sh-SBS (pLIBRO-065).

Figure 4 : Profil GC/MS du (Z Z)-farncso!l superposé aux standard de farnesols (mélange
d’isoméres). Figure 4A : Le chromatogramme gris (m/z: 69) correspond au produit obtenu
in vitro avec la protéine recombinante Sh-zFPS-6His. Sh-FPS-6His a été incubée avec du
DMAPP et de I’IPP. Le produit isoprényl-diphosphate a été déphosphorylé en un alcool et
purifié par chromatographie en phase liquide. Le pic n° 1 correspond au Z,Z-farnesol. 1. Le
chromatogramme noir (nv/z: 69) correspond au standard farnesol constitué d’un melange
d’isoméres (Z,E)-, (E,Z)-, et (E,E)-farnesol (Fluka). Le pic n°2 correspond a un m¢lange de
(Z,E)- et (E,Z)- farnesol et le pic n°3 au (E,E)-farncsol. Figure 4B : Spectrc de masse du
(Z, Z)-farnesol correspondant au pic n°1. Figure 4C : Spectre de masse du (Z,E)- et du
(E,Z)-farnesol (mélange) correspondant au pic n°2. Figure 4D : Spectre de masse du

(E,E)-farnesol. correspondant au pic n°3.

Figure 5: Profil GC/MS des tests d’activités in vitro réalisés avec les protéines
recombinantes Sh-zFPS-6His et Sh-SBS-6His : Les deux enzymes recombinantes Sh-zFPS-
6His et Sh-SBS-6His ont été incubées ensembles avec IPP et DMAPP. Le melange
réactionnel a été extrait au pentane et analysé par GC-MS. Figure SA : Chromatogramme
du produit obtenu in vitro de la Sh-zFPS et Sh-SBS Le pic 2 est le produit majoritaire et
correspond a l’alpha-santaléne.. 1, cis-alpha-bergamoténe ; 2, alpha-santalene; 3, frans-
alpha-bergamoténc; 4, ¢pi-beta-santaléne; 5, endo-beta-bergamoténe. Figure SB @ Spectre

de masse correspondant au pic n° 2 (3 gauche) et structure de ’alpha-santaléne (a droite).

Figufe 6: Superposition des profils GC entre les produits obtenus in vitro avec les
enzymes recombinanies Sh-zFPS-6His et Sh-SBS-6His, et l’exsudat de la lignce
recombinante isogénique de tomate TA517. Les tracés correspondent a I’ion extrait m/z 94.
En gris: oléfines produites in vitro par Sh-zFPS et Sh-KS. En noir: exsudat de la lignce
isogénique TAS517. 1, cis-alpha-bergamoténe 2, alpha-santaléne; 3, trans-alpha-

bergamoténe ; 4, épi-beta-santaléne; 5, endo-beta-bergamotene.

Figure 7 : Profil GC/MS des molécules volatiles émises par une plante transgenique

(#3877) portant lcs transgénes Sh-zFPS ct Sh-SBS. La plante transgénique #3877 a Cte
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cultivée pendant 24 heures en atmosphére controlée dans une enceinte de culture. Les

molécules volatiles émises par les plantes ont été piégées sur une matrice Super® Q
(Alltech) ct analysées par GC/MS. Le chromatogramme (7A) montre plusieurs pics ayant
des signatures m/z caractéristiques des sesquiterpénes de type SB. Les pics ont ¢te
identifiés par comparaison de lcur temps de rétention et de leur spectre de masse avece ceux
de la lignée TAS17 (7B). 1, cis-alpha-bergamoténe 2, alpha-santaléne; 3, trans-alpha-

bergamoténe ; 4, épi-beta-santaléne; S, endo-beta-bergamotene.

Figure 8 : Polymorphisme du géne zFPS entre S. lycopersicum (SI) et S. habrochaites (Sh):
Le géne complet zFPS a été amplifié par PCR a partir d’ADN génomique de &.
lycopersicum, S. habrochaites et TA517. La séparation des produits PCR sur gel d’agarose
a 0,8% permet d’identificr 3 bandes A, B, C d’une taille d’environ 3000, 2500 ct 2000
nuciéotides respect'ivement. Le produit PCR correspondant a la bande B est spécifique du

génome S./ et correspond au géne zFPS présenté dans ce document. kb : kilobases

Abréviations et Définitions
ARNm : acide ribonucl€ique messager
ADN : acide désoxyribonucléique

ADNc : ADN complémentaire produit par transcription inverse a partir d’ARNm.

CaMV : virus de la mosaique du chou-fleur

DMAPP : diméthylallyl diphosphate
CBT-ol : ccmbratricn-ol

CBTS : cembratrien-ol synthase

GPP : Geranyl diphosphate

FPP : Farnesyl diphosphate

GC : chromatographie gazeuse

GGPP : géranyl géranyl diphosphate
ihpRNAI : intron hairpin ARN mter{erent
IPP : isopentenyl diphosphate

MS : spectrométrie de masse

PCR : “polymcrasc chain reaction”
RACE : “rapid amplification of cDNA ends”
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A RN,D,C,QEGHILLKMFEPS,T,W,Y,V: Code standard des acides

aminés selon la nomenclature universelle
wwwi3.nebinlm.nih.eov/Taxonomy/Utils/wprintgc.cg1?mode=t

A.C.G,T, B,.D.HKMN,R,S,V,W,Y : Code standard des bases selon la nomenclature

o=t

RFLP : « Restriction fragment length polymorphism »

Par « Z Z-farnesyl diphosphate synthase » ou zFPS est entendue une e¢nzyme capable de
pro‘duire du Z Z-farnesyl diphosphate ((2Z,6Z)-farnesyldiphosphate ou cis,cis-FPP), a
partir d’isopentenyl diphosphate (IPP) et de dimethyl allyl diphosphate (DMAP). Par
« activité Z Z-FPS » est entendue la production de Z Z- Farnesyl .diphosphate a partir de
[PP ¢t DMAPP. L’activité Z Z-FPS peut étre mesurée cn mesurant 1’apparition du Z,Z-
farnesyl diphosphate.

Par « SB synthase » ou SBS est entendue une enzyme capable de produire un melange de
sesquiterpénes principalement composé d’alpha-santaléne, d’épi-beta-santaléne, de cis-
alpha-bergamoténe, de trans-alpha-bergamoténe et de endo-beta-bergamoténe a partir de
Z,Z-FPP. Par « activité de type SB » est entendue la production de sesquilerpénes‘ de type
SB a partir de Z,Z- Farnesyl diphosphate. L’activité de type SB peut €tre mesurce en
mesurant I’apparition d’un ou plusieurs sesquiterpénes de type SB. Un exemple de mesure

d’activité de type SB est décrit dans les exemples.

Par «sesquiterpéne de typc SB» est entenduc un mélange de scsquitcrpenes
principalement composé d’alpha-santaléne, d’épi-beta-santaléne, de cis-alpha-

bergamoténe, de trans-alpha-bergamoténe et de endo-beta-bergamotene.

« Conditions stringentes d’hybridation » : Généralement, des conditions stringentes, pour
un polynucléotide de taille et de séquence données, sont obtenues en operant a une
température inféricure d'environ 5°C a 10°C a la températuré de fusion (Tm) de ['hybrnide
formé, dans le méme mélange réactionnel, par ce polynucléotide et son complémentaire.
Des conditions stringentes d'hybridation pour un polynucléotide donné, peuvent ctre
identifiées par I'homme du méticr cn fonction dc la taille et de la composition en bascs du

polynucléotide concerné, ainsi que de la composition du mélange dhybridation



10

15

20

25

30

CA 02681878 2009-09-24

WO 2008/142318 PCT/FR2008/050576

12
(notamment pH et force ionique). Des conditions de forte stringence incluent une €tape de

lavage avec du tampon 0,2 x SSC a 65°C.

Les conditions d'hybridations de stringences décrites ci-dessus peuvent Ctre adaptces par
I'nomme du métier pour les polynucléotides de taille plus grande ou plus petite, selon les
enscignements appropriés connus de I'homme du métier, notamment décrit dans Sambrook
et al., 1989, Molecular cloning, A laboratory Manual, Cold Spring Harbor ; Maniatis e? al.,
1982, Molecular cloning, A laboratory Manual, Cold Spring Harbor Lab. CSH, N. Y.
USA, ou l'une de ses récentes rééditions, et dans Ausubel et al., Eds., 1995, Current

Protocols in Molecular Biology, Chapter 2 (Greene Publishing and Wiley-Interscience, N.
Y.).

Par « hétérologuc » cst cntendu que le géne a été introduit par génie génétiquc dans la
cellule. 11 peut y étre présent sous forme épisomale ou chromosomique. L’origine du gene
peut étre différente de la cellule dans laquelle il est introduit. Cependant, le géne peut
également provenir de la méme espéce que la cellule dans laquelle il est introduit mais 1l
est considéré comme hétérologue en raison de son environnement qui ne sera pas naturel.
Par exemple, le géne est dit hétérologue car 1l est sous le contrdle d’un promoteur autre que
son promoleur naturel; il est introduit dans un endroit différent de celui-ci ou 1l est situ€
naturellement. La cellule hdte peut contenir une copie du géne endogeéne au préalable de

I’introduction du géne hétérologue ou elle peut ne pas contenir de copie endogene.

Par « pourcentage d’identité » entre deux séquences d'acide nucléique ou d'acides amines
au scns de la présente invention, on cntend désigner un pourcentage de nucléotides ou de
résidus d'acides aminés identiques entre les deux séquences a comparer, obtenu apres le
meilleur alignement, ce pourcentage étant purement statistique et les différences entre les
deux séquences étant réparties au hasard et sur toute leur longueur. Le meilleur alignement
ou alignement optimal est 1'alignement pour lequel le pourcentage d’identité entre les deux
séquences 4 comparer, comme calculé ci- aprés, est le plus élevé. Les comparaisons de
séquences entre deux séquences d'acide nucléique ou d'acides aminés sont
traditionnellement réalisées en comparant ces séquences aprés les avoir alignées de
maniére optimale, ladite comparaison étant réalisée par segment ou par fenétre de
comparaison pour identifier et comparer les régions locales de similarit¢ de scquence.
L'alignement optimal des séquences pour la comparaison peut étre réalis€, outre

manuellement, au moyen de 1'algorithme d'homologie locale de Smith et Waterman (1981)
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13 -
(Ad. App. Math. 2 : 482), au moyen de l'algorithme d’homologie locale de Neddleman et

Waunsch (1970) (J. Mol. Biol. 48 : 443), au moyen de la méthode de recherche de similarite
dc Pcarson ct Lipman (1988) (Proc. Natl. Acad. Sci. USA 85 : 2444), au moyen de
logiciels informatiques utilisant ces algorithmes (GAP, BESTFIT, FASTA et TFASTA
dans lc Wisconsin Genctics Softwarc Package, Genetics Computer Group, 575 Science
Dr., Madison, WI). Le pourcentage d’identité entre deux séquencés d'acide nucléique ou
d'acides aminés est déterminé en comparant ces deux séquences alignées de maniere
optimale par fenétre de comparaison dans laquelle la région de la séquence d'acide
nucléique ou d'acides aminés 4 comparer peut comprendre des additions ou des délétions
par rapport 4 la séquence de référence pour un alignement optimal entre ces deux
séquences. Le pourcentage d’identité est calculé en déterminant le nombre de positions
identiques pour lesquelles le nucléotide ou le¢ résidu d'acide aminé est identique entre les
deux séquences, en divisant ce nombre de positions identiques par le nombre total de
positions dans la fenétre de comparaison et en multipliant le résultat obtenu par 100 pour

obtenir le pourcentage d’identité entre ces deux séquences.

Description Détaillée de I’Invention

La présente invention décrit donc pour la premiere fois les genes codant pour les enzymes
impliquées dans la voie de synthése de plusieurs sesquiterpénes. En particulier, la présente
invention concerne la caractérisation d’une sesquiterpéne synthase de tomate a produits
multiples (SB synthase) qui permet la production d’un meélange de sesquiterpenes
dénommés composés de type SB et principalement composé d’alpha-santalene, d’épi-beta-
santaléne, de cis-alpha-bergamoténe, dc trans-alpha-bergamoténe et dc endo-beta-
bergamoténe a partir de Z Z-FPP. En outre, elle concerne également la caractérisation de la
Z,Z-farnesyl diphosphate synthase (zFPS) de tomate qui permet la production de Z,Z-FPP a
partir d’IPP et de DMAP. Ces enzymes peuvent étre utilisées pour la production de
sesquiterpénes de type SB ou de Z,Z-FPP, in vitro ou in vivo dans des organismes
transgéniques ou des cellules ou micro-organismes recombinants. Les organismes
transgéniques, cellules ou micro-organismes tels que les bactéries, les levures, les
champignons, les cellules animales, d’insectes ou de plantes et les plantes ou animaux
transgéniques sont considérés. Elles permettent également la production de composes
dérivés du Z Z-FPP comme ¢ Z, Z-farnesol. Les procédés de la présente invention sont plus
particuliérement applicables a la production de ZZ-FPP dans des microorganismes

(bactérie, levure) ct de composés de type SB dans les plantes possedant des trichomes
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elanduleux de type sécréteurs. La production du mélange de sesquiterpénes de type SB ou

de leurs dérivés peut également étre diminuée ou supprimée dans des plantes, par exemple
la tomate, par des techniques d’extinction dc génes ou par mutagenése. En outre, les
séquences identifiées dans la présente invention sont utiles pour I’identification et/ou le
clonage de géncs codant pour des enzymes ayant les mémes activites dans d’autres eSpCees
d’organismes, en particulier de plantes. Enfin, des marqueurs moléculaires polymorphiques
peuvent étre identifiés 4 partir des acides nucléiques codant pour la zZFPS et la SB synthase
et permettront de suivre lintroduction des séquences génomiques fonctionnelles
correspondantes dans d’autres espéces ou variétés de tomate cultivées (Solanum
lycopersicum).

Le Z Z-FPP est un substrat potentiel de sesquiterpeénes synthases qui n’est pas disponible
actuellement commercialement. Si la majorité des sesquiterpéne synthases caractérisées a
ce jour utilise le E,E-FPP, il est évident par ailleurs que I’absence de Z,Z-FPP disponible
commercialement a trés largement limité son utilisation a des fins expérimentales. La
cadinéne synthase de coton est le seul exemple qui décrit ’utilisation préférentielle du Z,Z-
FPP par une sesquiterpéne synthase (Heinstein ef al., 1970). Dans ce cas le Z,Z-FPP a etc
produit par synthése chimique, et la Z,Z—FPP synthase décrite dans ce brevet fournit un
moyen de produire cette molécule de maniere aisé€e et peu couteuse.

Par ailleurs, les sesquiterpénes de type SB contiennent l’alpha-santalene, lu-méme
précurseur direct de [1’alpha-santalol. L’alpha-santalol est un des composants
caractéristiques de I’huile essenticlle de bois de santal. L’huile de bois de santal est
extrémement prisée en parfumerie et son coiit a trés fortement augmenté depuis 10 ans en
raison d’unc surexploitation du bois de santal, principalement cn Inde. Cette
surexploitation fait peser une menace sur la viabilité de la ressource naturelle de bois de

Santal. L’alpha-santalol peut étre obtenu a partir de ’alpha santaléne par une simple

hydroxylation.

La présente invention concerne donc une méthode de production de sesquiterpenes de type

SB ou de dérivés de ceux-ci & partir de Z,Z-FPP dans une cellule ayant une source de
DMAP et IPPP, comprenant :

a) lintroduction dans ladite cellule d’une construction portant une cassette
d’expression comprenant un premier géne codant pour une zFPS selon la presente
invention ct d’unc construction portant unc cassettc d’cxpression comprenant un

deuxiéme géne codant pour une SB synthase selon la présente invention;
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b) la culture de la cellule transformée dans des conditions approprices pour

I'expression desdits premier et deuxieme genes ; et,
c) facultativement, la récoltc de sesquiterpénes de type SB ou de dérivés de celui-ci
contenus dans ladite cellule et/ou dans le milieu de culture.
Dans un modc dc réalisation particulicr, lcs sesquitcrpénes de type SB produits sont
récoltés a 1’étape ¢). Dans un mode de réalisation préféré, les sesquiterpenes de type SB
produits sont sélectionnés parmi [’alpha-santaléne, [’épi-beta-santaléne, 1’alpha-
bergamoténe, le beta-bergamotene, et I’endo-beta-bergamoténe. Dans un autre mode de
réalisation particulier, les sesquiterpénes de type SB produits sont les produits de depart
pour obtenir d’autres composés d’intérét comme I’alpha-santalol. Dans un mode de
réalisation préféré, les dérivés de sesquiterpénes de type SB sont sélectionnés parmi
[’alpha-santalol, 1’épi-beta-santalol, l¢ cis-alpha-bergamotol, le trans-alpha-bergamotol ct

I’endo-beta-bergamotol.

Dans un mode de réalisation particulier, la présente invention concermne une méthode de
production de sesquiterpénes de type SB ou de dérivés de ceux-ci a partir de Z,Z-FPP dans
une cellule ayant une source de DMAP et IPPP, comprenant :

a) la fourniture d’une cellule recombinante comprenant un premief gene hétérologue
codant pour une zFPS selon la présente invention et un deuxiéme géne hétérologue
codant pour une SB synthase selon la présente invention ;

b) la culture de la cellule dans des conditions appropriées pour l'expression desdits
premier et deuxieme genes ; et,

¢) facultativement, la récoltc de sesquitcrpénes de type SB ou de dérivés de celui-ci

contenus dans ladite cellule et/ou dans le milieu de culture.

Dans un mode de réalisation préféré, ladite cellule produit du Z,Z-FPP. Dans un autre

mode de réalisation, le Z Z-FPP est fourni a la cellule.

Dans un mode de réalisation particulier, les deux cassettes d’expression sont portees par
une méme construction. Dans un autre mode de réalisation, les deux cassettes d’expression

sont portées par deux constructions distinctes.

La présente invention concerne une protéine isolée ou recombinante ayant une activite Z, Z-

FPP synthase. En particulicr, elle concerne un polypeptide isolé ou recombinant ayant une
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activite de Z,Z-FPP synthase et dont la séquence présente au moins 80%, 85%, 90%, 95%,

7%, 98% ou 99% d’identité avec 1a SEQ ID No 2. De préférence, le polypeptide présente
au moins 95% d’identité avec la S'EQ ID No 2. Dans un mode de ré¢alisation particulier, le
polypeptide comprend ou consiste en la séquence SEQ ID No 2. Ce polypeptide peut
cgalement comprendre une séquence additionnelle permettant de faciliter la purification de
'enzyme, par exemple une séquence étiquette comprenant plusieurs acides amines

histidine consécutifs.

La presente mvention concerne également un acide nucléique isolé comprenant une
sequence nucléotidique codant un polypeptide ayant une activité de Z Z-FPP synthase et
dont Ia sequence présente au moins 80%, 85%, 90%, 95%, 97%. 98% ou 99% d’identité
avee la SEQ ID No 2 ou une séquence capable de s’hybrider a celui-ci dans des conditions
stringentes. Un exemple d’acide nucléique est I’acide nucléique comprenant ou consistant
en une sequence présentant au moins 80%, 85%, 90%, 95%, 97%, 98% ou 99% d’identité
avec la SEQ ID No | ou une séquence complémentaire de celle-ci. La présente invention
concerne un actde nucléique isolé capable de s’hybrider dans des conditions de forte
stringence a un acide nucléique qui code un polypeptide ayant une activité de Z Z-FPP
synthase et la séquence dudit polypeptide présentant au moins 95% ou 98% d’identité avec
la SEQ ID No 2. Dans un mode de réalisation particulier, ’acide nucléique comprend ou
consiste en la séquence SEQ ID No 1. La présente invention concerne également une
cassette d’expression, un vecteur, une cellule héte ou un organisme transgénique

comprenant un acide nucléique selon la présente invention.

Les acides nucléiques peuvent étre des ADN génomiques, des ADN complémentaires
(ADNc) ou des ADN synthétiques. Iis peuvent étre sous forme simple chaine ou en
duplexe ou un mélange des deux. Dans le cadre de la présente invention, les acides
nucléiques transcrits sont de préférence des ADNc dénués d’introns. Les acides nucléiques
transcrits peuvent étre des molécules synthétiques ou semi-synthétiques, recombinantes,
cventuellement amplifiées ou clonées dans des vecteurs, modifiées chimiquement ou

comprenant des bases non naturelles. Il s'agit typiquement de molécules d'ADN isolées,

synthetisees par des techniques recombinantes bien connues en soi de 'homme du métier.

La prcsente invention concerne également un polypeptide isolé ou recombinant ayant une

activit¢ de SB synthasc ct dont la séquence présente au moins 80%, 85%, 90%, 95%, 97%,
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98% ou 99% d’identité avec la SEQ ID No 4 . Dans un mode de réalisation particulier, le

polypeptide comprend ou consiste en la séquence SEQ ID No 4. Dans ce cas, la presente
invention concernc un polypeptide isolé ou rccombinant ayant une activit¢ de SB
synthase et dont la séquence présente au moins 95% d’identité avec la SEQ ID No 4. Ce
polypeptide peut ¢galement comprendre une séqucnce additionnelle permcttant de faciliter
la purification de ’enzyme, par exemple une séquence étiquette comprenant plusieurs

acides amines histidine consécutifs.

La présente invention concerne également un acide nucléique isol€ comprenant une
séquence nucléotidique codant un polypeptide ayant une activité de SB synthase et dont la
séquence présente au moins 80%, 85%, 90%, 95%, 97%, 98% ou 99% d’identité avec la
SEQ ID No 4 ou une séquence capable de s’hybrider a celui-ci dans des conditions
stringentes. Un exemple d’acide nucléique est ’acide nucléique comprenant ou consistant
en une séque'nce présentant au moins 80%, 85%, 90%, 95%, 97%, 98% ou 99%d’identité
avec la SEQ ID No 3 ou une séquence complémentaire de celle-ci. La présente invention
concerne un acide nucléique isolé capable de s’hybrider dans des conditions de forte

stringence & un acide nucléique qui code un polypeptide ayant une activit¢ de SB

' synthase et la séquence dudit polypeptide présentant au moins 95% ou 98% d’identite avec

la SEQ ID No 4. Dans un mode de réalisation particulier, ’acide nucléique comprend ou
consiste en la séquence SEQ ID No 3. La présente invention concerne €galement une
cassette d’expression, un vecteur, une cellule héte ou un organisme transgénique

comprenant un acide nucléique selon la présente invention.

La présente invention concerne tout particuliérement un vecteur, une cellule hote ou un
organisme transgénique comprenant un acide nucléique comprenant une sequence
hétérologue codant un polypeptide ayant une activité de SB synthase et dont la s€quence
présente au moins 80%, 85%, 90%, 95%, 97%, 98% ou 99% d’identité avec la SEQ 1D No
4 et un acide nucléique comprenant une séquence hétérologue codant un polypeptide ayant
une activité de Z,Z-FPP synthase et dont la séquence présente au moins 80%, 85%, 90%,

95%, 97%, 98% ou 99% d’identité avec la SEQ ID No 2. Dans un mode de réalisation

particulier de I’invention, I’organisme transgénique est une plante, et en particulier une

plantc a trichomes.
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La présente invention conceme également un vecteur, une cellule hote ou un organisme

transgénique comprenant un acide nucléique comprenant une séquence hétérologue codant

un polypeptide ayant une activité dc SB synthasc ct dont la séquence préscnte au moins
80%, 85%, 90%, 95%, 97%, 98% ou 99% d’identité avec la SEQ ID No 4.

La présente invention concerne en outre un vecteur, une cellule hote ou un organisme

~ transgénique comprenant un acide nucléique comprenant une séquence hétérologue codant

un polypeptide ayant une activité de Z Z-FPP synthase, de préférence dont la séquence
présente au moins 80%, 85%, 90%, 95%, 97%, 98% ou 99% d’identit¢ avec la SEQ ID No
2.

La préscntc invention concerne unc méthode de production d’un mélange de
sesquiterpenes de type SB ou de dérivés de ceux-ci a partir d’IPP et de DMAP comprenant
la mise en contact d’IPP et de DMAP avec une Z,Z-FPP synthase recombinante ou purifiée
présentant au moins 80%, 85%, 90%, 95%, 97%, 98% ou 99% d’identité avec la SEQ ID
No 3 et une SB synthase recombinante ou purifiée présentant au moins 80%, 85%, 90%,
95%, 97%, 98% ou 99% d’identité avec la SEQ ID No 4 dans des conditions appropriees et
la récolte d’un mélange de sesquiterpéne de type SB ou de dérivés de celui-ct obtenus. Elle
concerne l’utilisation d’une Z,Z-FPP synthase recombinante ou purifice presentant au
moins 80%, 85%, 90%, 95%., 97%, 98% ou 99% d’identité avec la SEQ ID No 2 et d’une
SB synthase recombinante ou purifiée présentant au moins 80%, 85%, 90%, 95%, 97%,
98% ou 99% d’identité avec la SEQ ID No 4 pour la préparation d’un mélange de
sesquiterpéne dc type SB ou dc dérivés de celui-ci a partir de d’IPP et de DMAP.

La présente invention concerne une méthode de production de Z,Z-FPP ou de dérives de
celui-ci a partir d’IPP et de DMAP comprenant la mise en contact d’IPP et de DMAP avec
une Z,Z-FPP synthase recombinante ou purifiée présentant au moins 80%, 85%, 90%,
95%, 97%, 98% ou 99% d’identité avec la SEQ ID No 2 dans des conditions appropriees et
la récolte du Z Z-FPP ou de dérivés de celui-ci obtenus. Facultativement, la méthode
comprend en outre l’incubation du ZZ-FPP obtenu avec une phosphatase alkaline
d’intestin de veau et la récolte du Z Z-farnesol. La présente invention concerne I’utilisation
d’une Z Z-FPP synthasc recombinante ou purifiée présentant au moins 80%, 85%, 90%,
95%, 97%, 98% ou 99% d’identité avec la SEQ ID No 2 pour la préparatton de Z,Z-FPP ou
dc dérivés de celui-c1 a partir d’IPP ¢t de DMAP.
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La présente invention concerne une méthode de production d’un mélange de
sesquiterpénes de classe I ou de dérivés de ceux-ci a partir de Z,Z-FPP comprenant la misc
en contact du Z,Z-FPP avec une SB synthase recombinante ou purifi€ée présentant au moins
80%., 85%., 90%, 95%, 97%, 98% ou 99% d’identité avec la SEQ ID No 4 dans des
conditions appropriées et la récolte d’un mélange de sesquiterpéne de type SB ou de
dérivés de ceux-ci obtenus. Elle concerne 1'utilisation d’une SB synthase recombinante ou
purifiée présentant au moins 80%, 85%, 90%, 95%, 97%, 98% ou 99% d’identit¢ avec la
SEQ ID No 4 pour la préparation d’un mélange de sesquiterpéne de classe 1l ou de derives

de ceux-ci a partir de Z,Z-FPP.

De maniére générale, une cassctte d’cxpression comprend tous les €léments nécessaires a
la transcription et traduction du géne en une protéine. Notamment, elle comprend un
promoteur, éventuellement un amplificateur, un terminateur de transcription et les ¢léments

permettant la traduction.

Le promoteur est adapté a la cellule héte. Par exemple, si la cellule est procaryote, le
promoteur peut étre sélectionné parmi les promoteurs suivants : Lacl, LacZ, pLacT, ptac,
pARA, pBAD, les promoteurs d’ARN polymérasé de bactériophage T3 or T7, le
promoteur de la polyhédrine, le promoteur PR ou PL du phage lambda. Si la cellule est
eucaryote et animale, le promoteur peut étre sélectionné parmi les promoteurs suivants :
promoteur précoce du cytomegalovirus (CMV), promoteur de la thymidine kinase du virus

dc ’herpes simple (herpes simplex virus, HSV), promotcur précocc ou tardif du virus

- simian 40 (SV40), le promoteur de la métallothionéine-L de souris, et les régions LTR

(long terminal repeat) de certains rétrovirus. De manicre générale, pour le choix d'un

promoteur adapté, 'homme du métier pourra avantageusement se¢ référer a l'ouvrage de

Sambrook et Russell (2000) ou encore aux techniques décrites dans I’ouvrage d’ Ausubel ef

al. (2006)

Le vecteur peut étre un plasmide, un phage, un phagemide, un cosmide, un virus, un YAC,
un BAC, un plasmide pTi d’Agrobacterium, etc. Le vecteur peut comprendre de preference
un ou plusicurs ¢léments sélectionnés parmi une origine de réplication, un site de clonage
multiple et un marqueur. Le marqueur peut étre un géne rapporteur qui engendre un signal

détectable. Le signal détectable peut étrc un signal fluorescent, une coloration, une
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émission de lumiére. Le marqueur pourra donc étre GFP, EGFP, DsRed, la beta-

calactosidase, la beta-glucosidase, la luciférase, etc. Le marqueur est de préférence un
marqucur de sélection procurant & la cellule unc résistance a un antibiotique ou un
herbicide. Par exemple, le géne peut étre un géne de résistance a la kanamycine,
néomycine, ctc. Dans un mode de réalisation préféré, le vecteur cst un plasmide. Des
exemples de vecteurs procaryotes figurent dans la liste suivante qui n’est pas exhaustive :
pQE70, pQE60, pQE-9 (Qiagen), pbs, pD10, phagescript, psiX174, pbluescript SK, pbsks,
pNH8A, pNHI16A, pNHI8A, pNH46A (Stratagene); ptrc99a, pKK223-3, pKK233-3,
pDR540, pBR322, et pRITS (Pharmacia), pET (Novagen) et pQE-30 (QIAGEN). Des
exemples de vecteurs eucaryotes figurent dans la liste suivante qui n’est pas exhaustive :
pWLNEO, pSV2CAT, pPICZ, pcDNA3.1 (+) Hyg (Invitrogen), pOG44, pXT1, pSG
(Stratagene); pSVK3, pBPV, pCl-nco (Stratagenc), pMSG, pSVL (Pharmacia);. Les

vecteurs viraux peuvent étre de maniére non-exhaustive des adénovirus, des AAV, des

HSV, des lentivirus, etc. De préférence, le vecteur d’expression est un plasmide ou un

vecteur viral.

La cellule hote peut étre un procaryote, par exemple Escherichia coli, Bacillus subtilis,
Streptomyces sp, et Pseudomonas sp ou un eucaryote. L’eucaryole peut €tre un eucaryote
inférieur comme une levure (par exemple, Saccharomyces cerevisiae) ou un champignon
filamenteux (par exemple du genre Aspergillus) ou un eucaryote supérieur comme une
cellule d’insecte, de mammifére ou de plante. La cellule peut étre une cellule mammifere,
par exemple une cellule COS, CHO (US 4,889,803 ; US 5,047,335). Dans un mode de
réalisation particulier, la cellule est non-humaine ¢t non-cmbryonnaire. La cellule pecut €tre
isolée, par exemple dans un milieu de culture. Les cellules peuvent également Etre

comprises dans des organismes, par exemple des animaux non-humains transgeniques ou

des plantes transgéniques.

La présente invention concerne donc une méthode de production de Z,Z-FPP ou de derives
de celui-ci a partir d’IPP et de DMAP dans une cellule ayant une source d’IPP et de
DMAP, comprenant : '
a) l’introduction dans ladite cellule d’une construction portant une cassette
d’cxpression comprenant un génc codant pour unc Z,Z-FPP synthase sclon la

présente invention ;
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b) la culture de la cellule transformée dans des conditions approprices pour

I'expression du gene ; et,
¢) facultativement, la récoltc du Z Z-FPP ou de dérivés dec celui-ci contenus dans
ladite cellule et/ou dans le milieu de culture.
Dans un mode de réalisation particulicr, le Z, Z-FPP produit est récolt¢ a I’€tape ¢). Dans un
autre mode de réalisation particulier, le Z,Z-FPP produit est le produit de depart pour
obtenir un autre compos¢ d’intérét comme le Z Z-farnesol. Par exemple, le Z,Z-FPP peut
étre transformé en Z, Z-farnesol par une phosphatase. Ainsi, la méthode peut comprendre en -
outre & I’étape a) I’introduction d’une construction portant une cassette d’expression
comprenant un gene codant pour une phosphatase, permettant ainst la récolte de Z,Z-
farnesol a 1’étape c¢). La présente invention concerne donc une méthode de production de
Z,Z-FPP ou dc dérivés de celui-ci a partir d’IPP ¢t dc DMAP dans une cellule
recombinante ayant une source d’IPP et de DMAP et comprenant un géne hétcrologue
codant pour une Z Z-FPP synthase selon la présente invention. La présente invention
concerne ainsi une méthode de production de Z,Z-FPP dans une cellule recombinante ayant
une source de DMAP et IPPP, comprenant :
a) la fourniture d’une cellule recombinante comprenant un gene hétérologue codant
pour une zFPS selon la présente invention ;
'b) la culture de la cellule dans des conditions appropriées pour l'expression dudit
gene ; et,
c) facultativement, la récolte du Z Z-FPP ou de dérivés de celui-ci contenus dans

ladite cellule et/ou dans le milieu de culture.

La présente invention concerne donc une méthode de production d’un meélange de

sesquiterpenes de type SB ou de dérivés de ceux-ci a partir de Z,Z-FPP dans une cellule

ayant une source de Z,Z-FPP, comprenant :

a) D'introduction dans ladite cellule d’une construction portant une cassette
d’expression comprenant un géne codant pour une SB synthase selon la preésente
invention ;

b) la culture de la cellule transformée dans des conditions approprices pour
I'expression du gene ; et,

¢) facultativement, la récolte d’'un mélange de sesquiterpene de type SB ou de dérives

de celui-ci1 contenus dans ladite cellule et/ou dans le milieu de culture.
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Dans un mode de réalisation particulier, le mélange de sesquiterpéne de type SB produit

est récolté a I’étape c). Dans un autre mode de réalisation particulier, le melange de
sesquiterpénes de type SB produit est le produit de départ pour obtenir d’autres composes
d’intérét comme 1’alpha-santalol. La présente invention concerne donc une méthode de
production d’un mélange de sesquiterpéne de type SB ou de dérivés de ceux-ci a partir de
Z,Z-FPP dans une cellulé recombinante ayant une source de Z,Z-FPP et comprenant un
géne hétérologue codant pour unc SB synthase selon la présente invention. La présente
invention concerne ainsi une méthode de production de sesquiterpénes de type SB ou de
dérivés de ceux-ci a partir de Z,Z-FPP dans une cellule recombinante ayant une source de
Z,Z-FPP, comprenant :
a) la fourniture d’une cellule recombinante comprenant un géne hétérologue codant
pour une SB synthase sclon la présentc invention ;
b) la culture de la cellule dans des conditions appropriées pour l'expression dudit
gene ; et,
c) facultativement, la récolte de sesquiterpénes de type SB ou de dérivés de celui-ci

contenus dans ladite cellule et/ou dans le milieu de culture.

La cellule peut également étre partiec d’un organisme multicellulaire, par exemple une
plante ou un animal non-humain. Dans ce cas, la présente invention concerne une méthode
de préparation d’un organisme multicellulaire comprenant :

a) l’introduction dans une cellule de I'organisme d’une construction portant une
cassette d’expression comprenant un premier géne codant pour une Z Z-FPP
synthasc sclon la préscntc invention ¢t d’une construction portant une cassctte
d’expression comprenant un deuxiéme géne codant pour une SB synthase selon la
présente invention ; et,

b) la reconstitution d’un organisme a partir de ladite cellule et la sélection des
organismes transgeniques exprimant les deux genes introduits.

Dans un mode de réalisation, 1’organisme est un animal non-humain. Par exemple,
I’organisme peut étre une souris, un rat, un cobaye, un lapin, etc. Dans un autre mode de
réalisation préféré, I’organisme est une plante, de préférence une plante a trichomes

glanduleux.

La présente invention concerne donc une méthode de production d’un meélange de

scsquiterpeéncs de type SB comprenant la fourniture d’un organismec multicellulaire
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transgénique exprimant une Z,Z-FPP synthase selon la présente invention et une SB

synthase selon la présente invention et la récolte d’un mélange de sesquiterpénes de type

SB produit ou dc dérivés de ccux-ci dans lesdits organismcs transgéniqucs.

La méthode pcermet dc fairc produirc un mélange dc scsquiterpénc dc type SB a des
organismes ne produisant pas ces composé€s ou d’augmenter la quantit¢ d’un melange de

sesquiterpene de type SB produit par des organismes le produisant déja.

La présente invention concerne une meéthode de préparation d’un organisme multicellulaire
comprenant :

a) D'introduction dans une cellule de I’organisme d’une construction portant une
cassctte d’expression comprenant un géne codant pour une Z, Z-FPP synthase sclon
la présente invention; et |

b) la reconstitution d’un organisme a partir de ladite cellule et la sé€lection des

organismes transgéniques exprimant le gene introduit.

La présente invention concerne également une méthode de production de Z,Z-FPP ou de
derivés de celui-ci comprenant comprenant la fourniture d’un organisme multicellulaire
transgénique exprimant une Z,Z-FPP synthase selon la présente invention etla récolte du

Z,Z-FPP produit ou de dérivés de celui-c1 dans lesdits organismes transgéniques.

Dans un mode de réalisation, I’organisme est un animal non-humain. Par exemple,
[’organisme pcut &trc unc souris, un rat, un cobaye, un lapin, e¢tc. Dans un autre mode de
realisation préféré, 1’organisme est une plante, de préférence une plante a trichomes
glanduleux. La meéthode permet de faire produire du Z Z-FPP a des organismes ne

produisant pas ce composé ou d’augmenter la quantité de Z Z-FPP produit par des

organismes.

La présente invention concerne une méthode de préparation d’un organisme multicellulaire
comprenant :
a) D’introduction dans une cellule de I’organisme d’une construction portant une

cassctte d’expression comprenant un géne codant pour une SB synthase selon la

présente invention ; et
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b) la reconstitution d’un organisme a partir de ladite cellule et la s€lection des

organismes transgéniques exprimant le gene introdut.

La présente invention concerne une méthode de production d’un mélange de sesquitcrpéne
de type SB ou de dérivés de ceux-ci comprenant la fourniture d’un organisme
multicellulaire transgénique cxprimant unc SB synthase sclon la présente invention ct la
récolte d’un mélange de sesquiterpéne de type SB produit ou de dérivés de ceux-ci dans
lesdits organismes transgéniques.

Dans un mode de réalisation, I’organisme est un animal non-humain. Par exemple,
|’organisme peut étre une souris, un rat, un cobaye, un lapin, etc. Dans un autre mode de
réalisation préféré, I’organisme est une plante, de préférence une plante a trichomes
secréteurs. La methode permet de faire produire un mélange de sesquiterpenes de type SB
a des organismes nc produisant pas cc compos¢ ou d’augmenter la quantit¢ d’un mclange

de sesquiterpenes de type SB produit par des organismes.

L'invention est notamment applicable a toutes les plantes de familles possédant des
trichomes glanduleux, par exemple les Astéracées (tournesol, etc.), Solanacées (tomate,
tabac, pomme de terre, poivron, aubergine, etc.), Cannabacées (ex Cannabis sativa) et
Lamiacées (menthe, basilic, lavande, thym, etc.). Elle est particulicrement adapic¢e aux
plantes de la famille des Solanacées, telles que par exemple des genres Nicotiana,
Solanum, Capsicum, Petunia, Datura, Atropa, etc., et en particulier des genres Solanum et
Nicotiana comme par exemple la tomate cultivée (Solanum lycopersicum), la tomate
sauvage Solanum habrochaites, le tabac cultivé (Nicotiana tabacum), et le tabac sylvatique
(Nicotiana sylvestris). De maniére non limitative, I’invention peut s’appliquer aux plantes
des genres suivants: Populus, Nicotiana, Cannabis, Pharbitis, Apteria, Psychotria,
Mercurialis, Chrysanthemum, Polypodium, Pelargonium, Mimulus, Matricaria, Monarda,
Solanum, Achillea, Valeriana, Ocimum, Medicago, Aesculus, Plumbago, Pityrogramma,
Phacelia, Avicennia, Tamarix, Frankenia, Limonium, Foeniculum, Thymus, Salvia,
Kadsura, Beyeria, Humulus, Mentha, Artemisia, Nepta, Geraea, Pogostemon, Majorana,
Cleome, Cnicus, Parthenium, Ricinocarpos, Hymennaea, Larrea, Primula, Phacelia,
Dryopteris, Plectranthus, Cypripedium, Petunia, Datura, Mucuna, Ricinus, Hypericum,
Myoporum, Acacia, Diplopeltis, Dodonaea, Halgania, Cyanostegia, Prostanthera,
Anthocercis, Olearia, Viscaria. Dc préférence, la plante cst unc plante de la famille des

Asteracées, Cannabacées, Solanacées ou Lamiacées. Dans un mode de réalisation encore
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plus préféré, la plante appartient aux genres Solanum ou Nicotiana, de préférence Solanum

esculentum, Solanum habrochaites, Nicotiana tabacum ou Nicotiana sylvestris.

Dans ce mode de réalisation, les génes sont placés sous le contrdle d’un promoteur
permettant unc cxpression, de préférence spéeifique, dans les trichomes de la plante. De

tels promoteurs existent et sont connus par I’homme du métier (Tissier et al., 2004).

Au sens de l'invention, on entend par promoteur "spécifique” un promoteur principalement
actif dans un tissu ou un groupe cellulaire donné. Il est entendu qu'une expression
résiduelle, généralement plus faible, dans d'autres tissus ou cellules ne peut etre
entiérement exclue. Une caractéristique particuliére de l'invention réside dans la capacite
de construire des promotcurs spécifiques des ccllules séerétrices des trichomes glandulcux,
permettant une modification de la composition des sécrétions fohaires de la plante, et
notamment d'y exprimer les génes de la présente invention permettant de prcparer le
mélange de sesquiterpéne de type SB. Ainsi, le Z,Z-FPP, et le mélange de sesquiterpenes
de type SB ou des dérivés de ceux-ci peuvent étre récoltés au niveau des trichomes de ces
plantes, en particulier dans I’exsudat des trichomes par extraction avec un solvant ou

encore par distillation.

Par exemple, il a été montré qu’une séquence régulatrice de 1852 pb, située en amont de
PATG du géne CYP71DI16, permet de diriger I’expression du gene rapporteur widA
spécifiquement dans les cellules sécrétrices de trichomes de tabac (demande
US2003/0100050 A1, Wagner et al., 2003). D’autrc part, plusicurs séquences promotrices
extraites de différentes espéces ont été identifiées comme étant capables de dinger

’expression d’un gene hétérologue dans les trichomes de tabac.

Géne Nom du gene Plantcs Références
Abreviation

LTP3 Cotton

LTP6 Cotton Hsu et al., 1999, Plant science,
143:6370

wax9D Lipid transfer protein | B. oleracca | Pyee and Kolattukudy, 1995, Plant J.
7:4559

Thoma et al., 1994, Plant Physiol. 105
3545

LTPI Arabidopsis

CYC71D16 |CBTol hydroxylase |Tobacco Wang et al., 2002, J.of Exp. Bot.
18911897
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Dans un mode de réalisation préféré de la présente invention, le promoteur utilisé dans la

cassette est dérivé des génes NsTPS-02a, 02b, 03, et 04 de I'espece Nicotiana sylvestris
possédant unc fortc similarit¢ dc séquence avec CYC-2 (CBT-ol cyclasc; NID:

AF401234). Ces séquences promotrices sont plus amplement décrites dans la demande de
brevet W02006040479 (Tissicr et al., 2004).

Parmi les séquences terminateurs préférées, on peut citer le terminateur NOS (Bevan ef al.,
1983), et le terminateur du géne d'histone (EPO 633 317).

Dans un mode de réalisation particulier, la cassette d’expression peut comprendre une
séquence permettant d’augmenter ’expression (« amplificateur »), par exemple certains
¢léments du promoteur CaM V35S ct de géncs de 'octopine synthase (US 5 290 924). De

préférence, les éléments activateurs du promoteur CaM V35S sont utilisés.

L’introduction des constructions portant un ou les deux geénes de ’'invention dans une
cellule ou un tissu végétal, y compris une graine ou plante, peut €tre realisce par toute
technique connue de I’homme du métier, y compris sous forme épisomale ou

chromosomique. Les techniques de transgenése végétale sont bien connues dans le

domaine, et comprennent par exemple [’utilisation de la bactérie Agrobacterium

tumefaciens, 1’électroporation, des techniques biolistiques, la transfection par un vecteur

viral notamment, et toute autre technique connue de I’homme du meétier.

Une technique communément utiliséc repose sur I'utilisation dc la bactéric Agrobacterium
tumefaciens, qui consiste essentiellement a introduire la construction d’intérét (acide
nucléique, cassette, vecteur, etc.) dans la bactérie 4. tumefaciens, puis a mettre en contact
cette bactérie transformée avec des disques de feuilles de la plante choisie. L’introduction
de la casselte d’expression dans la bactérie est typiquement réalisée en utilisant comme
vecteur le plasmide Ti (ou T-DNA), qui peut étre transféré dans la bactérie par exemple par
choc thermique ou par électroporation. L’incubation de la bactérie transformée avec les
disques foliaires permet d’obtenir le transfert du plasmide Ti dans le génome des cellules
des disques. Ceux-ci peuvent éventuellement étre cultivés dans des conditions approprices
pour reconstituer unc plante transgénique dont les cellules comprennent la construction de

I’invention. Pour plus de détails ou des variantes de mise en ceuvre de la technique de
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transformation par A. tumefaciens, on peut se référer par exemple & Horsch ef al. (1985) ou

Hoovykaas and Schilperoort (1992).

Ainsi, dans un mode de réalisation particulier, la cassette d’expression ainsi constituée est
insérée entre les bordures gauche ct droite de I’ADN de transfert (T-DNA) d’un plasmude
Ti désarmé pour le transfert dans des cellules végétales par Agrobacterium tumefaciens. Le
T-DNA comprend également un géne dont I’expression confére une résistance a un

antibiotique ou un herbicide et qui permet la sélection des transformants.

Une fois régénérées, les plantes transgéniques peuvent €tre testées pour I’expression
hétérologue des génes de la présente invention ou la production d’un mélange de
sesquiterpénes de type SB, d¢ Z, Z-FPP ou de Z Z-farncsol dans les trichomes. Ceci peut
étre réalisé en récoltant I’exsudat des feuilles et en testant la présence du produit d’interét

dans cet exsudat. L’analyse des volatiles émis par la plante peut ¢galement permettre

“d’identifier les dits composés. Ceci peut également étre fait en analysant la présence d’une

ou des enzymes hétérologues de la présente invention dans les feuilles et, plus
particuliérement, dans les cellules de trichome (par exemple en analysant les ARNm ou
I’ADN génomique au moyen de sondes ou d’amorces spécifiques). Les plantes peuvent
éventuellement étre sélectionnées, croisées, traitées, etc. pour obtenir des plantes

présentant des niveaux d’expression ameliores.

Un autre objet de l'invention réside également dans une plante ou graine comprenant un

acide nucléique, une cassctte d'expression ou un vecteur tels que définis precedemment.

Un autre objet de I’invention concerne 1’utilisation d’un acide nucléique de la presente
invention comme marqueurs moléculaires pour permettre d’introduire les séquences
génomiques correspondantes de S. habrochaites dans d’autres espéces ou variéles de
tomate cultivée (S. lvcopersicum) sexuellement compatibles. En effet, ces marqueurs
permettent de contrdler 1’introduction des séquences génomiques correspondantes de 3.
habrochaites dans d’autres espéces ou variétés de tomate cultivée (S. lycopersicum)
sexuellement compatibles et ainsi, par exemple, d’identifier et de sélectionner les individus
1ssus d’un croisecment cntre I’espécc sauvage ct une cspéce cultivée dans lesqucls
I’introgression des acides nucléiques de la présente invention a eu lieu. L’utilisation des

acides nucléiques de la présente invention comme marqueurs moléculaires peut Ctre
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réalisée par toute technique connue de ’homme du métier. Par exemple, une technique

communément utilisée repose sur I’identification d’un polymorphisme de bande (RFLP)
entrc deux génomes digérés par différentes enzymes de restriction par hybridation
moléculaire avec les acides nucléiques de la présente invention. Un autre exemple, consiste
a rcchercher un polymorphisme en utilisant la technique de PCR pour amplifier sur les
génomes A comparer tout ou partie d’un acide nucléique de la présente invention a partir
d’amorces complémentaires de ’acide nucléique de la présente invention pour identifier
aprés amplification PCR un polymorphisme de taille entre les deux geénomes. Le
polymorphisme peut également étre révélé apres digestion desdits produits PCR par une ou
des enzymes de restriction qui feront apparaitre des fragments de taille différente entre les

genoOmMes compares.

Une fois le polymorphisme identifié, cette information est utilisée, par exemple, pour
identifier les individus d’une population F2 issus d’un croisement entre S. habrochaites ¢t
une variété de tomate dans laquelle I’introgression des acides nucléiques de la presente

invention est souhaitée.

Un autre objet de ’'invention concerne I’introduction des séquences génomiques de 5.
habrochaites codant pour la zFPS et la SB synthase dans des espéces non compatibles
sexuellement par fusion de cellules, notamment de protoplastes. Les techniques de fusion
de protoplastes sont connus de ’homme du métier (Zimmermann et al., 1981, Bates ef al.,
1983), et permettent de créer des cellules hybrides contenant des chromosomes appartenant
aux dcux cspéces fusionnées. Lors de la fusion des chromosomes ou fragments dc
chromosome des deux espéces sont éliminés. Les cellules hybrides ayant conserve le ou les
fragments chromosomiques contenant les génes de la présente invention peuvent alors €tre

sélectionnées par PCR en utilisant des amorces spécifiques du géne codant pour la zFPS

(SEQ ID N°1) ou de celui codant pour la SB synthase (SEQ ID N°2) ou des deux a la fois.

La présente invention concerne enfin une cellule ou un organisme transgénique non-
humain, caractérisé en ce que la voie de synthése d’un mélange de sesquiterpene de type
SB est bloquée par inactivation du géne codant pour une Z,Z-FPP synthase selon la
présente invention ou du géne codant pour unc SB synthase sclon la présente invention ou
des deux génes. L’expression de ces génes peut étre bloquée par de nombreuses techniques

disponibles et connues par I’homme du métier. Les génes peuvent étre délétés, mutés (par
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exemple par mutagenése chimique par Ethyl Methane Sultonate ou par rayonnements

jonisants) ou interrompus (mutagenése insertionnelle). Par ailleurs, le blocage de

I’cxpression de ces génes peut également étre réalisé par extinction de génes en exprimant
un transcrit inhibiteur. Le transcnt inhibiteur est un ARN qui peut se présentei‘ sous la
formc d'un ARN double brin, d’'un ARN antiscns, d'un nbozyme, d'un ARN capable dc
former une triple hélice, et qui a une certaine complémentarité ou spécificité avec l¢

transcrit du gene a bloquer.

La présente invention concerne également un acide nucléique capable de diminuer ou de

supprimer 1’expression d’un géne codant une Z Z-FPP synthase. En effet, un ARN
inhibiteur qui peut se présenter sous la forme d'un ARN double brin, d’'un ARN antisens,
d'un ribozyme, d'un ARN capable de¢ former une triple hélice, ¢t qui a unc certaine
compliementarité ou spéciﬁcité avec le géne codant Z, Z-FPP synthase peut €tre prepare sur
la base de I’enseignement de la présente invention. Ainsi, la présente invention concerne
un ARN inhibiteur du géne codant une Z,Z-FPP synthase comprenant au moins 21, 30, 40,
50, 60, 70, 80, 90 ou 100 nucléotides conséciltifs de la SEQ ID No 1 ou d’une s€quence
complémentaire de celle-ci. De méme, elle concerne I’utilisation d’un polynucléotide
comprenant au moins 21, 30, 40, 50, 60, 70, 80, 90 ou 100 nucléotides consécutiis de la
SEQ ID No 1 ou d’une séquence complémentaire de celle-ci pour tnhiber 1’expression du
géne codant une Z Z-FPP synthase. L’inhibition de cette enzyme peut &tre utile pour
stopper ou ralentir la voie de synthése du mélange de sesquiterpéne de type SB et rendre
I’IPP et le DMAP disponible pour une autre voie de synthése d’intérét nécessitant un
apport cn Z,Z-FPP. Par cxemple, ’'imhibition de cette enzyme peut permettre d’augmenter
le taux de production germacrene B par les cellules glandulaires des trichomes de feuilles
de tomate. La présente invention concerne donc des cellules ou des organismes
transgeniques dans lesquels le gene codant une ZZ-FPP synthase a été inactivé.
L’inactivation peut étre effectuée par des techniques d’ARN interférent, de délétion de
géne, de mutation chimique ou d’inactivation par recombinaison homologue. Ainsi le taux
de Z,Z-FPP ou du mélange de sesquiterpéne de type SB peut tre diminu€ dans ces cellules

Ou organismes transgeéniques.

En outre, la présente invention concerne également un acide nucléique capable de dimnuer
ou de supprimer I’expression d’un géne codant une SB synthase. En effet, un ARN

inhibitcur qui peut se présenter sous la forme d'un ARN double brin, d’un ARN antisens,
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d'un ribozyme, d'un ARN capable de former une triple hélice, et qui a une certaine

complémentarité ou spécificité avec le géne codant une SB synthase peut €tre prépare sur
la base de I’cnseignement de la présente invention. Ainsi, la présente invention concernc
un ARN inhibiteur du géne codant une SB synthase comprenant au moins 30, 40, 50, 60,
70, 80, 90 ou 100 nucléotides consécutifs de la SEQ ID No 3. De méme, clle concerne
[’utilisation d’un polynucléotide comprenant au moins 21, 30, 40, 50, 60, 70, 80, 90 ou 100
nucléotides consécutifs de la SEQ ID No 3 pour inhiber I’expression du géne codant une
SB synthase. L’inhibition de cette enzyme peut étre utile pour stopper la voie de synthese
d’un mélange de sesquiterpéne de type SB et rendre le Z,Z-FPP disponible pour une autre
voie de synthése d’intérét nécessitant un apport en ce compose, par exemple pour préparer
des dérivés du Z,Z-FPP, par exemple, le Z,Z farnesol, ou d’autres sesquiterpénes qui sont le

produit dc synthascs utilisant Ic Z,Z-FPP commc substrat.

La présente invention concerne donc des cellules ou des organismes transgeniques dans
lesquels le géne codant une SB synthase est inactivé. L inactivation peut étre effectuce par
des téchniques d’ARN interférent, de délétion de géne, de mutation chimique ou
d’inactivation par recombinaison homologue. Ainsi le taux du mélange de sesquiterpenes

de type SB peut étre diminué dans ces cellules ou organismes transgéniques.

La présente invention concerne également une méthode d’identification ou de clonage
d’autres génes codant une Z,Z-FPP synthase ou une SB synthase provenant d’une autre
espéce dans laquelle une sonde présentant au moins 15, 30, 50, 75, 100, 200 ou 300
nucléotides consCeutifs de la s€quence SEQ ID No 1 ou 3, respcctivement, cst préparee ct
utilisée pour identifier ou sélectionner dans un échantillon une séquence nucléotidique
capable de s’hybrider a ladite sonde. L’échantillon peut €tre par exemple une banque
génomique ou de ¢cDNA provenant d’un ou plusieurs organismes. La meéthode peut
comprendre une étape supplémentaire de caractérisation de la séquence identifice ou
sélectionnée. Cette étape supplémentaire peut comprendre le clonage, et/ou le sequengage,

et/ou un alignement de séquence, et/ou un test d’activité enzymatique.

D'autres aspects et avantages de la présente invention apparaitront a la lecture des

cxemples qui suivent, qui doivent étre considérés comme illustratifs ct non limitatits.
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Exemples

Synthése d’ADNc de feuilles de tomate (5. habrochaites)

Des ARNm ont été¢ extraits a partir de feuilles de tomate (Solanum habrochaites = L.
Hirsutum LAI1777) en utilisant un kit d’extraction d’ARN totaux (RNeasy munikit,
Qiagen). Les ADNc correspondants ont été synthétisés par transcription inverse a partir
d’une amorce polyT en utilisant une transcriptase inverse (Roche, Cat. N° 03 531 317)

dans les conditions réactionnelles préconisées par le fabriquant.

Clonage des séquences codantes pour la Z,Z-FPP synthase (Sh-zZFPS) et la SB
synthase (Sh-SBS) de tomate Solanum habrochaites.

Les séquences nucléotidiques codantes et completes pour les deux genes Sh-zFPS et Sh-
SBS ont été clonées a partir des informations publiques de séquences de la banque d’EST
de trichomes de feuilles de tomate de S. habrochaites (Van der Hoeven, et al., 2000,
unpublished,) obtenu sur le site du SGN («SOL Genomics Network »,
http://www.sgn.cornell.cdu/).

Les séquences de Sh-zFPS (SEQ ID N°1) et SA-SBS (SEQ ID N°3) ont ¢€té obtenues par .
PCR a partir des ADNc dec feuilless dc tomatec en utilisant les amorces 35°-
ACCATGGGTTCTTTGGTTCTTCAATGTTGGA-3> (SEQ ID No 5) et 5-
ACTCGAGATATGTGTGTCCACCAAAACGTCTATG-3” (SEQ ID No 6) pour la
séquence ID N°1 et les amorces 5’-TCCATGGTAGTTGGCTATAGAAGCACAATCA-3
(SEQ ID No 7) et 5>-TCTCGAGCATAAATTCAAATTGAGGGATTAATGA-3" (SEQ
ID No 8) pour la séquence ID N°3. Des sites d’enzymes de restriction (Ncol et Xhol) ont
été ajoutés a ’extrémité 5’ des amorces pour faciliter le clonage du cDNA en aval d’un
promoteur. L’amplification par PCR a été réalisée avec 0,5 unit¢ de Taq polymerase
(Eurogentec) dans le tampon fourni par le fabriquant. Le produit PCR a été purifié sur une
colonne Qiaquick (Qiagen) et cloné par ligation avec une T4 DNA ligase (NEB) dans le
vecteur de clonage pGEM-T (Promega). Les clones correspondant a la séquence attendue
ont ¢t¢ s¢lectionnés aprés séquengage complet des nserts.

La séquence nucléotidique Sh-zFPS (SEQ ID N°1) a une longueur de 912 bases et code
pour une protéine (SEQ ID N°2) de 303 acides aminés. Un domaine protéique conserve de
type cis (Z)-isoprényles diphosphate synthases (cis-IPPS) ou également annote
undécaprényle synthase (UPPS) a été identifié « in silico » avec le systtme CCD (NCBI,

Marchler-Bauer A, Bryant SH (2004). Les séquences similaires en acide amin€ a Sh-zFPS



10

15

20

CA 02681878 2009-09-24

WO 2008/142318 ' PCT/FR2008/050576

32
ont été recherchées dans la banque de protéine SwissProt et GenBank en utilisant le

programme BlastP (Altschul et al., 1997). Les meilleurs pourcentages d’identite ont €te
obtenus avec des séquences de plantes ayant unc homologic avec des undécaprenyles
diphosphate synthases mais dont les fonctions n’ont pas été démontrees (Tab. 1). Par
cxemple, Sh-zFPS posséde un pourcentage d’identité¢ de 42% ct 39% avec des UPPS
putatives d’Arabidopis thaliana BAA97345 et AA063349 respectivement. On peut noter
également que la séquence Sh-2FPS posséde un trés faible degré d’identité (24 %) avec la
Z,E-FPS de Micrococcus tuberculosis (053434).

R T R R e L L A R i e AN TR RN AT TR R LASEARLARARALARAANANARARANE AR R AR AR AR LA AN R A AN A A L A A R A e A et bl et e A3 AN

%
Organi ' )
rganisme PiD Fonction
- [ r
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AR T L T T T T T T T T T T T T L L L L L L A T TR LT R R R R YRR YN, A e L RN S ARSI R R RN AR NN AR TS SARN S ERAR S SRR T RN RN A RN N
Arabidopsis thaliana BAA97345 Putative UPPS 42
N VBRSNS S S KXW ML ALTHARE B A RRALALRAUAZRAR BT LA R R TR LS AL WS AR AL LA LR QR BRRER VR R RN TN RN. N S A A e N L A N L L e o b
Arabidopsis thaliana ~ AAO63349 Putative UPPS 39
\\\\\\\\\\\\\\\\\\\\\\\\\\\\\\\\\\\\\\\\\\\\\\\\\\\\\\\\\\\\\\\\\\\\\\\\\\\\\\\\\\\\\\\\\\\\\\\\\\\\\\\\\\\\\\\\\\\\\\\\\\\\\\\\\\\\\\\\\\\\\\\\\\\\\\\\\\\\\\\\\\\\\\\\\\\\\\\\\\\\\\\\\\\\\\\
Arabidopsis thaliana AAQO42764 Putative UPPS 39
\\\\\\\\\\\\\\\\\\\\\\\\\\\\\\\\\\\\\\\\\\\\\\\\\\\\\\\\\\\\\\\\\\\\\\\\\\\\\\\\\\\\\\\\\\\\\\\\\\\\\\\\\\\\\\\\\\\\\\\\\\\\\\\\\\\\\\\\\\\\\\\\\\\\\\\\\\\\\\\\\\\\\\\\\\\\\\\\\\\\\\\\\\\\
Anabaena sp. PCC 7120 DP58563 Putative UPPS 37
sssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssss
Oryza sativa NP 915561 Putative UPPS 36
\\\\\\\\\\\\\\\\\\\\\\\\\\\\\\\\\\\\\\\\\\\\\\\\\\\\\\\\\\\\\\\\\\\\\\\\\\\\\\\\\\\\\\\\\\\\\\\\\\\\\\\\\\\\\\\\\\\\\\\\\\\\\\\\\\\\\\\\\\\\\\\\\\\\\\\\\\\\\\\\\\\\\\\\\\\\\\\\
Synechococcus elongatus Q8DI29 Putative UPPS 35
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Micrococcus luteus 082827 Putative UPPS 34
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Gloeobacer violaceus ‘Q7NPE7 Putative UPPS 32
.................................................... e aStAAAe A AAAAES A SRR AL AR AR AR SRS
Micrococcus tuberculosis P60479 UPPS 30
\\\\\\\\\\\\\\\\\\\\\\\\\\\\\\\\\\\\\\\\\\\\\\\\\\\\\\\\\\\\\\\\\\\\\\\\\\\\\\\\\\\\\\\\\\\\\\\\\\\\\\\\\\\\\\\\\\\\\\\\\\\\\\\\\\\\\\\\\\\\\\\\\\\\\\\\\\\\\\\\\\\\\\\\\\\\\\\\\\\\\\\\\\\\\\\\\\\\\
Micrococcus tuberculosis 053434 E.Z-FPS 24
2
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Tableau 1: Séquences présentant le meilleur pourcentage d'identité (% 1dentit€¢) obtenu par
recherche d'homologie avec le programme BlastP 2.2.13 (Altschul et al., 1997) contre les banque
de SwissProt et de GenBank avec la séquence Sh-zFPS.

La séquence nucléotidique SA-SBS (SEQ ID N°3) a une longueur de 2334 bases et codc

pour une protéine (SEQ ID N°4) de 777 acides aminés. Un domaine protéique conserve de

terpéne cyclase (cd00684.2) a ¢&té identifi¢ « in silico » avec le systéme CCD (NCBI,
Marchler-Bauer A, Bryant SH (2004). Les séquences similaires en acide aminé a Sh-SBS
ont été recherchées dans la banque de protéine SwissProt et GenBank en utilisant le
programme BlastP (Altschul et al., 1997). A I’exception d’une s€équence de tabac de
fonction inconnue (60% d’identité), les meilleurs homologies ont ¢t¢ obtenues avec des
diterpénes synthases de plantes (Tab. 2) avec un pourcentage d’identité d’environ 40 a
45% avec des séquences codant pour des kauréne synthases de differentes plantes

(Arabidopsis thaliana, Cucurbita maxima, Stevia rebaudiana, Oryza sativa). Sh-SBS
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posséde également des homologies plus faible (26 a 33% d’1dent1te) avec des terpenes

synthases de fonction connue comme l’abietadiene synthase et la taxadiene synthase et et

I’alpha-bisabol¢nc synthase.

ALLAL AL AL LA LA LALL LA RUUR R LALALAL R AL AL L AL LATALLLLAAL AT LEL UL ALTUA TR LA A LA LA LLHATLALALLLALLALLLLA LA IAR UL A TALALLAL LA AL LRALALLL R L L AR U ARLTRLEAULARALTAAL A A R ATALLULUALL L LA AR LALLRLLLLAR LA L L LR Y,
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Nicotiana tabacum AAS98912 Putative terpene synthase 60
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Arabidopsis thaliana AAC39443 Kaurene synthase 44
t\\\\!s\\\\\\-\‘\r\\\\\%\\\\\\\\:\ts\\\t\\\\\\\\\\\\\\\\\\\‘.“\\\\\\\\\\\\\\\\\\\\\\\\\\\\\\\\\\\\\\.ﬁ.\\\.\\s\s.s\\\\\.!.\\-\.-v\-\.\s\s\\\s\\\\\\\\\\.\x\\\\\\\\\\\\\\\\\\\.\\\t\\\\“\m \\\\\\\\\\\\\\\\\\\\\\\\\\\\\\\\\\\\
Lactuca sativa BAB12441 Putative kaurene synthase 43
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Cucurbita maxima Q39548 ‘Kaurene synthase 43
..................................................................................................................................................................................................................
Medicago troncatula ABE87878 Putative terpene synthase 43
\\\\\\\\\\\\\\\\\\\\\\\\\\\\\\\\\\\\\\\\\\\\\\\\\\\\\\\\\\\\\\\\\\\\\\\\\\\\\\\\\\\\\\\\\\\\\\\\\\\\\\\\\\\\\\\\\\\\\\\\\\\\\\\\\\\\\\\\\\\\\\\\\\\\\\\\\\\\\\\\\\\\\\\\\\\\\\\\\\
Stevia rebaudiana AAD34294 Kaurene synthase 42
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Oryza sativa AAQ72559 Kaurene synthase 41
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Hordeum vulgare AAT49066 Kaurene synthase 36
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Abies grandis AAC24192 Alpha-bisabolene synthase 33
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Abies grandis AABOS407 Abietadiene synthase 27
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Taxus baccata 2211347A Taxadiene synthase 26
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Tableau 2 . Séquences présentant le meilleur pourcentage didentité (% identité¢) obtenu par

recherche d'homologic avec le programme BlastP 2.2.13 (Altschul et al., 1997) contre lcs banques
de SwissProt et de GenBank avec la séquence Sh-SBS.

Production des protéines recombinantes S4-zFPS et $4-SBS

Les séquences nucléiques codant pour Sh-zFPS et Sh-SBS (séquences ID N°1 et 3
respectivement) ont été introduites séparément dans le vecteur d’expression pET-30b
(Novagen). Pour permettre la purification des protéines recombinantes, les codons STOP
de ces séquences ont été supprimés afin de créer une protéine de fusion avec une queue de
six histidines a ’extrémité C-terminale. Les vecteurs Sh-zFPS-pET30b et SA-SBS-pET30b
ainsi obtenus ont été¢ introduits par électroporation dans des cellules d’Escherichia coli
modifiées pour ’expression de protéines recombinantes (BL21-CodonPlus, Stratagene).
Pour la production des protéines, les cultures (500 ml) de E. cofi sont initices a 37 °C
jusqu’a une densité optique de 0,5 a 600 nm. A ce stade, la température de culture est
abaissée & 16 °C et de 1’éthanol (1%, v/v) est ajouté dans les milieux. Apreés une heure
d’incubation, I'IPTG est ajouté au milieu a une concentration de 1 mM pour induire
[’expression de la protéine recombinante. La'culture est alors incubée pour une durce de 13

heures. La culture est arrétée par centrifugation des cellules a 4 °C. Le culot cellulaire est
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repris dans un tampon phosphate 200mM. Les cellules sont lysées a la presse de French

(AP = 19 bar). Lecs lysats sont centrifugés a 15.000xg. Les surnageants contenant les
protéines solubles sont dessalés sur colonne PD10 (Amersham), ¢quilibres avec un tampon
phosphate (pH 7, 50 mM), puis appliqués sur une résine d’affinité nickel-nitrilotriacetique
(Ni-NTA, Qiagen). Le protocole d’élution du fabricant est strictement suivi. Les fractions
les plus enrichies en protéines Sh-zFPS-6His et Sh-SBS-6His sont identifiées par gel SDS-
PAGE, puis dessalées sur PD10 équilibrées avec un tampon (Hepes 50 mM, pH 7.8, KCl
100 mM). Un facteur d’enrichissement d’environ 20 a été obtenu pour les deux proteines

par rapport a la [raction proté€ique brute.
Test d’activité enzymatique in vitro des protéines recombinantes Sh-zFPS et Sh-SBS

Les tests d’activité sont réalisés dans un tampon ayant la composition suivante : Hepes 30
mM, pH 7.8, KCl' 100 mM, MgCl, 7.5 mM, glycérol 5% (w/v), et DTT 5 mM. Pour les
tests d’activite, 25 ou 50 pg de protéines provenant de la fraction enrichie ont été€ incubes
avec les substrats IPP, DMAPP, GPP, FPP, GGPP (Sigma), sculs ou en combinaison, a une

concentration de 65uM chacun a 32 °C pendant 2 heures.

Pour les tests réalisés avec Sh-zFPS-6His, les produits de la réaction sont ensuite
déphosphorylés par ajout de 20 unités de phosphatase alkaline d’intestin de veau (New
England Biolabs) pendant 1 heure a 37 °C. Les terpénes alcools, produits de la
déphosphorylation, sont ensuite extraits par un mélange chloroforme:méthanol:eau
(0,5:1:0,4). Les phascs aqucuscs ct organiques sont séparées par ajout d’cau (0,5 vol) et dc
chloroforme (0,5 vol), et centrifugées (2.000xg). Les phascs organiques sont prelevecs et
séchées sous courant d’azote gazeux, reprises dans du pentane et analysces par
chromatographie gazeuse couplée a un spectrometre de masse (_GC-MS 5973N, Agilent
Technologies). Les terpénes alcools sont identifiés par comparaison de leur spectre de
masse avec ceux de la base de données du National Institute of Standards and Technology
(NIST), et par superposition des temps de rétention avec des standards de geraniol,

farnesol et geranylgeraniol (Fluka).

Pour les tests réalisés avec Sh-SBS-6His, lcs terpéncs produits dans la réaction sont
directement extraits (2 3 reprises) des mélanges réactionnels avec du pentane (volume a
volume). Les 3 extraits pentanes sont rassemblés, concentrés sous courant d’azote gazeux,

et analysés par GC-MS. Les terpénes produits sont identifiés par interrogation de la base de
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données NIST et comparaison avec un chromatogramme d’extrait d’exsudat de Solanum

habrochaites.

La protéine recombinante Sh-zFPS-6His a été incubée avec les substrats IPP+DMAPP ou
[PP+GPP (cf. tableau 1). Seule la premiére combinaison (IPP+DMAPP) conduit, apres
déphosphorylation, 4 la formation d’un terpéne alcool unique de 15 atomes de carbones
(C15), dont le spectre de masse permet de ’identifier comme un farnesol par comparaison
avec le spectre standard présent dans la base de données NIST (figure 4). Lé temps de
rétention a été comparé a un standard de farnesol contenant un mélange des 4 isomeéres du
farnesol (E, E-farnesol ; E,Z-farmesol ; Z E farnesol et Z Z-farnesol). Le farnesol produit par

Sh-zFPS-6His a un temps de rétention identique a celui du Z, Z-farnesol

La protéine recombinante Sh-SBS-6His a été incubée avec les substrats GPP, FPP et
GGPP. Quel que soit lc substrat utilis¢, aucun nouvcau terpénc n’a pu €tre dctecte,

signifiant que 1’enzyme est inactive sur les substrats trans-allyliques (tableau 1).
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Tableau 3: Résumé des tests d’activité enzymatique obtenus in vitro avec les proteines
recombinantes Sh-zFPS-6His et Sh-SBS-6His en fonction de différents substrats isoprénoiques
utilisés. A, Z Z-farnesol, B, alpha-santaléne; C, epi-beta-santaléne; D, endo-beta-bergamotene; E,
cis-alpha-bergamoténe; F, trans-alpha-bergamotene.

Les cnzymes Sh-zFPS-6His ct SA-SBS-6His ont ét¢ incubées ensemble avec les substrats
DMAPP et IPP ou GPP et IPP. Le produit de la réaction n’a pas été traité a la phosphatase,
mais extrait avec du pentane dans lequel toute oléfine est soluble. Avec le DMAPP et I'IPP
comme substrats, I’analyse chromatographique de I’extrait révele la présence de plusieurs
composés terpéniques (Fig. 5). Le profil GC a été comparé a celui de ’exsudat de la lignee
de tomate TA517. Cette lignée est une lignée quasi-isogénique obtenue 2 partir des parents
S. lycopersicum et S. habrochaites (Monforte and Tanksley, 2000). La lignée TAS517

posséde un fragment d’introgression de S. habrochaites responsable de la biosynthese des
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sesquiterpénes de classe II (van der Hoeven et al, 2000). Les deux profils GC sont

identiques ce qui confirme que les enzymes recombinantes ont une activité strictement
identique a cclles présentes dans la tomate (Fig. 6). Lc composé majoritaire (Fig. 3, pic 2)
est identifié comme P’alpha-santaléne par comparaison de son temps de rétention et son
spectre de masse avee celui de ’cxtrait d’exsudat de tomate TAS517. Par ordre de quantites
decroissantes, l’alpha-santaléne (pic 4), [I’endo-beta-bergamoténe (pic 35), et
I’alpha-bergamoténe (pic 1) ont également été identifiés. L’ enzyme Sh-SBS-6His est donc

une enzyme dont ’activité conduit a la formation de plusieurs produits.

Il peut étre conclu que Sh-zFPS est une enzyme qui agit sur I’IPP et le DMAPP pour
produire un composé phosphorylé de type farnesyl diphosphate. Le temps de rétention est
identique au standard (Z,Z)-farnesol indiquant que le farnesyldiphosphate produit par Sh-
zFPS est caractérisé par une configuration de type Z,Z. L’inactivit¢ de Sh-zFPS-6His sur le
E-geranyl diphosphatc c¢n combinaison avee 'IPP indique que cette molécule n’est pas un
produit intermédiaire de Sh-zFPS-6His et produit au moins une ltaison de type Z en
combinant un DMAPP et un IPP. Sh-SBS est actif uniquement sur le compose
farnesyldiphosphate produit par I’enzyme Sh-zFPS, mais produit au moins 4
sesquiterpénes clairement identifiés dont le majoritaire est 1’alpha-santaléne. Enfin, la
présence d’une extension en C-terminale par un spacer et 6 histidines, ne modifie en rien

I’activité de I’enzyme par rapport aux enzymes natives de la plante d’origine (Fig. 3).

Expression des génes Z,Z-FPP synthase (Sh-zFPS) et la SB synthase ($4-SBS) dans le

tabac

Un promoteur de tabac spécifique des trichomés (eCBTS02, Tissier et al., 2004) a €t
cloné en amont des séquences codantes Sh-zFPS et Sh-SBS pour former les constructions
cCBTS1.0-Sh-zFPS [#1] et eCBTSl.O~Sh-SBS [#2]. Ces deux constructions ont €te
introduites dans un méme vecteur binaire pour la transformation par Agrobacterium,
contenant un géne de résistance a la kanamycine pour donner le vecteur binaire pLIBRO-
064 (Fig. 2A). La construction #2 a également été introduite de maniére indépendante dans
un vecteur binaire pLIBRO-065 (Fig. 2B). Les vecteurs ont été¢ introduits dans la souche
d’Agrobacterium 1LBA4404 par électroporation. Les souches contenant les différents
vecteurs ont été utilisées pour réaliser la transformation genétique de N. sy'lvestris par la

meéthode des disques foliaires (Horsch ef al., 1983).
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Les T-DNA portant les transgénes ont été introduits par transformation génétique dans une

lignée transgénique de N. sylvestris (lignée source thpCBTS) dont I’expression du gene
CBTS a été inhibéc par ARN interférence (Tissicr ef al., 2005). Dans cette lignéc, la
quantité de CBT-diol des feuilles est trés réduite. N. sylvestris, un tabac sauvage ne produit
pas dec sesquitcrpéncs équivalents a ceux dc la tomate. Environ 25 plantes résistantes a la
kanamycine ont été obtenues pour chaque construction. La présence des transgenes dans
chaque plante a été confirmée par PCR a partir d’ADN génomique de [euilles. Le niveau
d’expression des transgénes dans les feuilles a été vérifié par PCR quantitative en temps
réel a partir de mRNA de feuilles de tabac. Le niveau d’expression du transgene SA-SBS a
été comparé a4 celui d’un géne actine dont I’expression est constitutive dans les feuilles de
tabac. Les résultats sont présentés sur la figure 3 en exemple. Ils indiquent que les lignées
sélectionnées expriment toutes Ic transgéne 4 des niveaux variables de 1 a 50 pour la
construction pLIBRO-064 et de 1 a 10 pour la construction pLIBRO-0635 par rapport au

gene d’actine.

Les sesquiterpénes oléfiniques étant des molécules volatiles, les molécules volatiles émises
par les plantes ont été analysées en atmosphere contrdlée dans une enceinte de culture. Une
partic de I’atmosphére a été captée dans un circuit de dérivation contenant un filtre
SuperQ® (Altech) ayant la capacité d’adsorber les molécules terpéniques oléfiniques. Les
molécules ont ensuite été éluées avec 1 ml de pentane et analysées par GC/MS. Un
exemple de profil chromatographique des molécules volatiles émises par une plante
transgénique est présenté sur la figure 7. Il montre que la lignée #3877 exprimant les genes
Sh-zFPS et Sh-SBS conticnt plusicurs nouvecaux pics possédant unc signature aux 10ns
moléculaires 93, 94, 121 et 204 caractéristiques des sesquiterpénes de cette classe. Le
profil chromatographiquc a été comparé a cclui obtenu a partir de ’exsudat de la lignce de
tomate TA517 qui produit naturellement ces composés (Fig. 7). Les deux profils sont
identiques et les spectres de masse de chacun des pics sont identiques a ceux des pics de la
lignée TAS517. Les plantes qui expriment les deux transgénes Sh-zFPS et Sh-SBS
produisent de I’alpha-santaléne, de I’épi-beta-santaléne, du cis-alpha-bergamoténe, du
trans-alpha-bergamotene ‘et de Dendo-beta-bergamoténe tandis que les lignées
transgéniques ayant intégré le géne Sh-SBS seul ne produisent aucun de ces composes. Ces
résultats indiquent quc la présence des deux génes est nécessaire 4 la synthése des
sequiterpeénes de type SB. 1ls confirment les résultats obtenus in vifro avec les enzymes

recombinantes. En conclusion, les génes Sh-zFPS et Sh-SBS sont responsables de la
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biosynthése des sesquiterpénes de tomate localisés au niveau du locus Sst2 décrit par van

der Hoeven ez al., 2000.

Polymorphisme génétique du géne zFPS entre S. lycopersicum et S. kabrochaites.

Le génc complet zFPS a été amplifié par PCR a partir d’ADN génomique dc 5.
lvcopersicum, S.  habrochaites et  TAS517 en  utilisant les  amorces
ACCATGGGTTCTTTGGTTCTTCAATGTTGGA (SEQ ID No 9) et
ACTCGAGATATGTGTGTCCACCAAAACGTCTATG (SEQ ID No 10). Deux produits
ont été amplifiés dans les deux génomes indiquant qu’il existe au moins deux copies du
géne dans les deux génomes (Fig. 8). L’un des deux produits qui possede une taille
d’environ 3000 nucléotide (bande A) est commun aux deux génomes. Le second produit
posséde une taille d’environ 2000 nucléotides (bande C) chez S. lycopersicum et d’environ
2500 nucléotides (bande B) chez S. habrochaites. La lignée TA517 montre un profil
identique a celui de S. habrochaites. Ces résultats indiquent que le gene B specifique de .
habrochaites a été introduit dans la lignée TAS17. Le séquengage du produit B a permis de
confirmer qu’il correspond au géne zFPS présenté dans ce document. Ce résultat montre
également que le géne zFPS de S. habrochaites peut €tre introduit dans S. lycopersicum en

utilisant le polymorphisme qui existe entre les deux génomes pour ce gene.
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Revendications

1- Méthodc de production de sesquiterpénes de type SB ou de dérivés de ceux-ci 4 partir de
£,Z-FPP dans une cellule ayant une source de DMAP et IPP, comprenant :

a) l'introduction dans laditc ccllulc d’unc construction portant unc casscttc
d’expression comprenant un premier géne codant pour une zFPS présentant au
moins 80 % d’identité avec la SEQ ID No 2 et d’une construction portant une
cassette d’expression comprenant un deuxiéme géne codant pour une SB synthase
présentant au moins 80 % d’identité avec la SEQ ID No 4;

b) la culture de la cellule transformée dans des conditions appropriées pour
I'expression desdits premier et deuxiéme génes ; et,

c) facultativement, la récoltc de scsquiterpénes de type SB ou de dérivés de celui-ci

contenus dans ladite cellule et/ou dans le milieu de culture.

2- Proteine isolée ou recombinante ayant une activité Z,Z-FPP synthase et une séquence

présentant au moins 80% d’identité avec la SEQ ID No 2.

3- Protéine selon la revendication 2, caractérisée en ce que sa séquence correspond a la
SEQ ID No 2.

‘4- Protéine 1solée ou recombinante ayant une activité de SB synthase et ayant une séquence

presentant au moins 80 % d’identité avec la SEQ ID No 4.

5- Acide nucléique comprenant une séquence nucléotidique codant pour une protéine selon

les revendications 2 a 4.

6- Casselle d’expression comprenant un acide nucléique selon la revendication 5.

7- Vecteur comprenant un acide nucléique selon la revendication 5 ou une cassette

d’expression selon la revendication 6.

8- Cellule hétc comprenant un acide nucléique selon la revendication 5, une cassette

d’expression selon la revendication 6, ou un vecteur selon la revendication 7.
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9- Organisme transgénique non-humain comprenant un acide nucléique selon la

revendication 5, une cassette d’expression selon la revendication 6, un vecteur selon la

rcvendication 7, ou une cellule sclon la revendication 8.

10- Organisme transgénique selon la revendication 9, caractérisé en ce que 1’organisme cst

une plante a trichomes glanduleux, de préférence du genre Nicotiana ou Solanum.

11- Méthode de production du Z,Z-famesyl diphosphate (Z, Z-FPP), ou de dérivés de ceux-
ci a partir d’IPP et de DMAP dans une cellule ayant une source d’IPP et de DMAP,
comprenant :

a) Dintroduction dans ladite cellule d’une construction portant une cassette
d’cxpression  avee une séquéncc nucléiquc codant une protéinc sclon la
revendication 2 ou 3 ; -

b) la culture de la cellule transformée dans des conditions appropriées pour
I'expression du géne ; et

¢) facultativement, la récolte du ou de dérivés de celui-ci contenus dans ladite cellule

et/ou dans le milieu de culture.

12- Utilisation d’une protéine selon les revendications 2 a 4, d’un acide nucléique selon la
revendication 5, d’une cellule héte selon la revendication 8 ou d’un organisme
transgenique selon la revendication 9 ou 10 pour la préparation de Z Z-FPP, d’alpha-
santaléne, d’épi-beta-santaléne, d’alpha-bergamoténe, de beta-bergamoténe, et d’endo-
beta-bergamoteéne ou de dérivés de ceux-ci comme 1’alpha-santalol, 1’épi-beta-santalol,

I’alpha-bergamotol, le beta-bergamotol et le Z, Z-farnesol.

13- Cellule ou organisme transgénique non-humain, caractérisé en ce que la voie de
synthese de sesquiterpéne de type SB est bloquée par inactivation du géne codant pour une
protéine selon la revendication 2 ou 3, ou du géne codant pour une protéine selon la

revendication 4 ou des deux génes.

14- Utilisation de marqueurs moléculaires comprenant tout ou partie d’un acide nucléique
presentant au moins 80 % d’identité avec la SEQ ID No 1 ou SEQ ID No 3 pour identificr

un polymorphisme génomique entre S. habrochaites et des espéces de type Solanum
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sexuellement compatible avec S. habrochaites afin de contréler 1’introgression des geénes

correspondant dans ces especes.

15. Utilisation selon la revendication 14, caracténsée en ce que les marqueurs moléculaires

5  comprennent des séquences nucléiques correspondant aux SEQ ID No. 9 et 10.

16-. Méthode consistant & introduire le géne zFPS codant pour une zFPS présentant au
moins 80 % d’identité avec la SEQ ID No 2 et le géne SBS codant pour une SB synthase
présentant au moins 80 % d’identité avec la SEQ ID No 4 dans une espeéce non

10 sexucllement compatible avee Solanum habrochaites par fusion de protoplastcs.

17- Méthode de production du Z,Z-farnesol par déphosphorylation du Z,Z-FPP obtcnu

selon la méthode de la revendication 11 par une phosphatase.
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