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Abréviations

A. thaliana ou At: Arabidopsis thaliana

ADN: acide désoxyribonucléique

ADNCc: ADN complémentaire

ADNg: ADN génomique

ADN-T: ADN de transfert

ARN: acide ribonucléique

ARNm: ARN messager

Asn: asparagine

ATP: adénosine triphosphate

4CL: 4-CoA-ligase

BAHD: fait référence aux acyl transférases : BEAT, AHCT, HCBT, DAT
BEH (colonne C18): Ethylene Bridged Hybrid
BLAST: Basic Local Alignment Search Tool
BLASTn: BLAST utilisant une séquence nucléotidique comme référence
BLASTp: BLAST utilisant une séquence protéique comme référence
BSTFA: N, Obis (triméthylsilyl)trifluoroacétamide
C: carbone

C4H: cinnamate-4-hydroxylase

CHI: chalcone isomerase

CHS: chalcone synthase

CL: cuticular layer = couche cuticulaire
Col-0: A. thaliana écotype Columbia

CoA: Coenzyme A

CP: cuticle proper = cuticule proprement dite
CQ: caféoyl-quinate

CS: caféoyl-shikimate

CSE: caffeoyl-shikimate esterase

C2T: caféoyl-2-thréonate

CAT: caféoyl-4-thréonate

CYP: Cytochrome P450

Cys: cystéine

DCF: Deficient in Cutin Ferulate

DEPC: pyrocarbonate d’éthyle

DHK: dihydrokaempferol

E. coli: Escherichia coli

EDTA: Ethylenediaminetetraacetic acid

EI: electronic impact

ESI: electrospray ionization

EtOH: ethanol

F3H: flavanone-3-hydroxylase

F3°H: flavonoid 3’-hydroxylase

F3°5’H: flavonoid 3°,5’-hydroxylase



FA: fatty acid

FACT: Fatty Alcohol: Caffeoyl-CoA caffeoyl Transferase

FHT: Fatty acid/Hydroxycinnamoyl-CoA Transferase

FNS: flavone synthase

GC: gas chromatography = chromatographie en phase gazeuse

GUS: beta glucuronidase

HCT: hydroxycinnamoyl-CoA:shikimate hydroxycinnamoyl transferase
HHT: hydroxycinnamoyl-CoA: w-hydroxyacid O-hydroxycinnamoyltransferase
His: histidine

HQT: hydroxycinnamoyl-CoA:quinate hydroxycinnamoyl transferase
HPLC: chromatographie liquide a haute performance

HR: homologous recombination = recombinaison homologue

IR: illegitimate recombination = recombinaison illégitime

K1: kaempféritrine = kaempférol 3-O-rhamnoside-7-O-rhamnoside
Kcat: constante catalytique

Km: constante de Michaelis

Knock-in: intégration de geéne

Knock-out: délétion de gene

KNOP: milieu de culture in vitro de P. patens composé de potassium (K), azote (N), oxygene
(O) et phosphore (P)

LCFA: long chain fatty acid

MAG: monoacyl glycérol

M. polymorpha ou Mp: Marchantia polymorpha

MeOH: Methanol

MRM: Multiple Reaction Monitoring

MS: mass spectrometry = spectrométrie de masse

MS/MS: spectrométrie de masse en tandem

MUSCLE: Multiple Sequence Comparison by Log- Expectation
NaOAc: acétate de sodium

NHEJ: non-homologous end joining = jonction d’extrémités non homologues
NNI algorithm: Nearest Neighbor Interchange

NPTII: géne de résistance codant pour la Néomycine phosphotransférase
Ns: non significatif

ODD: 2-oxoglutarate-dependent dioxygenase

P: paroi cellulaire

PDA: détecteur a barrettes de diodes

P. patens ou Pp: Physcomitrella patens

PAL: Phénylalanine Ammonia Lyase

pb: paires de bases

pCQ: p-coumaroyl-quinate

pCS: p-coumaroyl-shikimate

pC2T: p-coumaroyl-2-thréonate

pCA4T: p-coumaroyl-4-thréonate

PCR: polymerase chain reaction



Phe: phénylalanine

qPCR: PCR quantitative a partir d’ADNg

qRT-PCR: PCR quantitative a partir d’ARN rétrotranscrits

ROS: “reactive oxygen species”= especes réactives de I’oxygene
RT-PCR: PCR effectuée a partir d’ARN rétrotranscrits

SRM: Selected Reaction Monitoring

TAE: solution tamponnée contenant du Tris base, de I’acide acétique et de ’EDTA
Tm: primer melting temperature = température d’hybridation des amorces
i: transparent testa

UPLC: chromatographie liquide a trés haute performance

UV: ultraviolets

VLCFA: very long chain fatty acid = acide gras a trés longue chaine

WT: wild type

XyG: xyloglucanes

Symboles :

Agene: délétion du geéne par recombinaison homologue

A: longueur d’onde

: oméga-hydroxylation = hydroxylation en bout de chaine de 1’acide gras
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INTRODUCTION GENERALE






Origine des plantes terrestres N

L’apparition et 1’évolution des premicres plantes terrestres a profondément impacté
I’écosysteéme terrestre, créant des conditions favorables a I’évolution du régne animal (Beerling
et Berner, 2005 ; Lenton et al, 2016). Les plantes terrestres actuelles sont des embryophytes
pluricellulaires photoautotrophes regroupant les bryophytes, non vasculaires, les lycophytes
(sélaginelles et préles), les ptéridophytes (fougeres) et les spermatophytes, comprenant les

Gymnospermes et les Angiospermes (Gensel, 2008) (Figure 1).
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Figure 1 : Phylogénie de la lignée verte, a partir de la topologie décrite par Puttick et al, 2018.
Les bryophytes définissent un groupe monophylétique comprenant les anthocérophytes, les
marchantiophytes et les mousses (« bryophytes vraies »). Les dates de divergence des différents clades
ont été établies a partir de datations fossiles (Puttick et al, 2018, données supplémentaires). Plusieurs
innovations majeures sont apparues et sont décrites dans Rensing, 2018; Prigge et Bezanilla, 2010.

Les données paléontologiques montrent que les premicres plantes terrestres sont apparues il y
a environ 460 a 480 millions d’années. Les plantes terrestres actuelles ont divergé a partir
d’algues vertes, et de récentes études phylogénétiques montrent que le clade le plus proche des
embryophytes serait celui des Zygnematophyceae, des algues vertes filamenteuses présentes
dans les milieux aquatiques et terrestres (Figure 2) (de Vries et Archibald, 2018 ; Wickett et al,
2014). Ces organismes ¢taient d’ailleurs prédisposés a former des symbioses bénéfiques avec
des champignons, puisqu’ils possédent les genes nécessaires, homologues a ceux des plantes

terrestres (Delaux et al, 2015).
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Figure 2 : Evolution de la lignée verte vers la vie terrestre (de Vries et Archibald, 2018).
Les Zygnematophyceae constituent le groupe phylogénétique le plus proche des plantes terrestres.

La biologie de ces algues permet de comprendre quels sont les attributs ayant permis de faire
face aux nombreux stress environnementaux terrestres, tels que la sécheresse, les changements
rapides de température, ou la forte luminosité, notamment les rayonnements UV qui ne sont

plus filtrés par I’eau (de Vries et Archibald, 2018 ; Maberly, 2014).

Les UV-B sont particulie¢rement dangereux car ils créent, entre autres, des 1ésions irréversibles
de I’ADN. De plus, ils induisent I’apparition d’especes réactives de 1’oxygéne (ROS), tres
toxiques pour les cellules car ils endommagent les lipides membranaires. En réponse a ce stress,
certaines algues comme Klebsormidium dissectum s’associent et s’entourent d’une « crofite »
formée de molécules inorganiques pour se protéger des rayons UV. Elles synthétisent des écrans
UV-B polyphénoliques appelés acides aminés mycosporines-like (MAAs), dérivés de la voie
du shikimate et absorbant entre 310 et 360 nm (Karsten et Holzinger, 2014 ; Bhatia et al, 2011).
D’autres algues comme Zygonium ericetorum ne produisent pas de MAA, mais contiennent

d’autres molécules polyphénoliques, dont des tannins de couleur violette (Aigner et al, 2013).



La déshydratation est également un stress majeur auquel les premiéres plantes terrestres ont été
confrontées. Le manque d’eau prolongé mene d’une part, & une agrégation irréversible des
macromolécules constituant les membranes, d’autre part, empéche la majorité des activités
biologiques. Certaines algues présentent une trés grande tolérance a la déshydratation appelée
résurrection, comme par exemple Klebsormidium crenulatum (Karsten et Holzinger, 2014).
Certaines chlorophytes du désert peuvent rester en « dormance », inhibant leur photosynthése
durant 4 semaines de déshydratation, et récupérer des fonctions physiologiques et une
morphologie normale aprés 1 heure de réhydratation (Gray et al, 2007). D’autres, comme
Zygnema circumcarinatum, produisent des protéines « Late Embryogenesis Abundant » (LEA)
qui protégent les autres protéines contre 1’agrégation provoquée par la déshydratation (Rippin

et al, 2017) comme c’est le cas chez les plantes terrestres A. thaliana, O. sativa ou P. patens.

Au cours de I’évolution des plantes terrestres, plusieurs innovations morphologiques majeures

ont fait leur apparition (Figure 1), telles que :

- la cuticule, une couche hydrophobe recouvrant les parties aériennes des plantes,
conférant une imperméabilité, limitant les pertes d’eau et filtrant les rayons UV,

- les stomates, qui permettent les échanges gazeux avec I’extérieur, présents chez toutes
les plantes terrestres, sauf chez certaines mousses et anthocérophytes, et absents chez
les marchantiophytes (Rensing, 2018b),

- les spores entourées de sporopollénine, favorisant une dispersion de 1’espece, surtout
chez les bryophytes (Wallace et al, 2011),

- le développement de vaisseaux conducteurs lignifiés chez les trachéophytes, permettant
¢galement un port érigé de la plante,

- de véritables racines, a partir des lycophytes,

- les mégaphylles (chez les euphyllophytes) permettant une plus grande activité
photosynthétique,

- les graines chez les spermatophytes, protégeant I’embryon,

- les fleurs et les fruits chez les Angiospermes, qui protégent les organes reproducteurs et

la graine apres fécondation.



Un des moteurs majeurs de I’évolution des plantes a été la teneur en CO» atmosphérique qui a
induit plusieurs changements morphologiques chez les végétaux, selon une rétroaction positive

(Figure 3, Beerling et Berner, 2005).
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Figure 3 : Coévolution des plantes et du CO: atmosphérique lors de la colonisation terrestre
(Beerling et Berner, 2005).

Les fleches représentent des liens de cause a effet. Les cercles rouges représentent des réponses inverses
(exemple : la diminution du CO; atmosphérique entraine une augmentation de la densité en stomates).
Les cercles verts concernent 1’évolution des plantes et les cercles bleus 1’évolution des conditions
environnementales.

Selon ce diagramme de cause a effet, le développement de la végétation a entrainé une
diminution du CO; atmosphérique et une érosion du sol. Cette diminution de CO>
atmosphérique a elle-méme entrainé une augmentation de la densité des stomates, augmentant
ainsi les échanges gazeux entre les plantes et I’atmosphéere. Un nombre important de stomates
permet une meilleure évapotranspiration et une meilleure régulation de la température foliaire :
la taille des feuilles peut ainsi étre augmentée sans risquer une hyperthermie 1éthale (Beerling
et Berner, 2004). L’apparition des mégaphylles coincide avec la diminution du CO

atmosphérique entre -340 et -380 Ma (Osborne et al, 2004).



Ces innovations morphologiques ont ¢été accompagnées, et parfois permises, par le
développement de métabolismes spécialisés incluant les terpénoides, les alcaloides et les
phénylpropanoides, impliqués dans des adaptations aux stress biotiques et abiotiques (Akula et

Ravishankar, 2011).

Le métabolisme des phénylpropanoides, menant a la biosynthése de molécules phénoliques,
précurseurs de polymeres structuraux et de molécules antioxydantes, a joué un réle majeur dans

I’adaptation des plantes au milieu terrestre (Vogt, 2010 ; Weng et Chapple, 2010).
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Figure 4 : Voie des phénylpropanoides inspirée de Vogt et al, 2010.

Ils dérivent de la phénylalanine et comprennent plusieurs classes de molécules, notamment les précurseurs de biopolymeéres
structuraux (lignine, cutine, subérine) et les flavonoides. Les enzymes PAL: phenylalanine ammonia lyase; C4H: cinnamate-
4-hydroxylase; 4CL: 4-CoA-ligase menent a la synthése du p-coumaroyl-CoA, précurseur commun a tous les
phénylpropanoides. Les images sont libres de droit et issues du site https:/fr.freeimages.com/.




La voie des phénylpropanoides B |

Le métabolisme des phénylpropanoides dérive généralement d’un acide aminé, la
phénylalanine, et parfois de la tyrosine. Il implique la formation d’un précurseur commun, le
p-coumaroyl-CoA, dont la métabolisation par différentes enzymes mene a la synthése d’un
nombre trés varié de molécules phénoliques (Figure 4 ; Vogt, 2010 ; Fraser and Chapple,
2011). L’enzyme clé de ce métabolisme est la Phenylalanine Ammonia Lyase (PAL) qui
convertit la phénylalanine en frans-cinnamate, hydroxylé ensuite par 1’enzyme Cinnamate-4-
Hydroxylase (C4H) pour former du p-coumarate. Ce dernier est par la suite conjugué avec le

Coenzyme A par la 4-CoA-ligase (4CL) pour former du p-coumaroyl-CoA.

Plusieurs geénes de PAL ont été caractérisés chez les plantes, dont Arabidopsis thaliana, Ginkgo
biloba et Oryza sativa (Wanner et al, 1995 ; Xu et al, 2008 ; Minami et al, 1989). Les PAL de
certaines plantes, en particulier les monocotylédones, présentent également une activité
Tyrosine Ammonia Lyase (TAL), responsable de la synthése de p-coumarate, directement a
partir de tyrosine (Emiliani et al, 2009). Brachypodium distachyon par exemple, produit pres
de la moiti¢ du p-coumaroyl-CoA directement depuis la tyrosine grace a une ammonia lyase
bifonctionnelle appelée PTAL (Barros et al, 2016). Bien que la voie des phénylpropanoides
semble restreinte aux plantes, on trouve certains homologues de PAL chez les Ascomycetes et
les Basidiomycetes (Emiliani et al, 2009 ; Wu et al, 2014). L’utilisation de phénylalanine
marquée au '*C a démontré que certains champignons sont capables de dégrader la
phénylalanine par une voie impliquant une désamination initiale en acide cinnamique, comme
c'est le cas chez les plantes (Hyun et al, 2011 ; Moore et al, 1967). Chez les procaryotes et les
animaux, on trouve des Histidine Ammonia Lyase (HAL) qui sont impliquées dans la voie de

dégradation de I’histidine (Suchi et al, 1995 ; Schwede et al, 1999).

Les phénylpropanoides comprennent un nombre trés varié de molécules phénoliques, comme
les flavonoides, les isoflavonoides, les coumarines, les stillbénes, les esters et amides
phénoliques ou les précurseurs de polymeres structuraux tels que la lignine, la cutine, la
subérine et la sporopollénine. La plupart des phénylpropanoides solubles jouent le role d’écrans
UV, impliqués également dans la détoxification des ROS, et/ou constituent des composés de

défense contre les stress biotiques (Figure 4).



Les flavonoides

Les flavonoides sont des molécules trés répandues, avec plus de 4000 molécules identifiées a
ce jour (Heim et al, 2002). Ils sont dérivés d’un noyau commun en C3-C6-C3, tricyclique
(Figure 5) (Cook et Samman, 1996), et sont largement distribués chez les plantes sous formes
de six classes majeures : flavanones, dihydroflavonols, flavones, flavonols, anthocyanidines et

proanthocyanidines (Flacone Ferreyra et al, 2012) (Figure 4).

5" Figure 5 : Noyau de base en C3-
C6-C3 constituant les flavonoides
(Cook et Samman, 1996).

Ce sont de puissants écrans UV, également capables de piéger les ROS (Carletti et al, 2014).
Les flavonoides sont répandus chez la majorité des plantes vasculaires, riches en flavanones et
flavones (Iwashina, 2000 ; Gattuso et al, 2006). Les anthocyanes sont responsables de la couleur
des pétales de fleurs dans la gamme rose-magenta-bleu et sont stockées sous forme glycosylée
dans les vacuoles des cellules. La couleur jaune-orangée des pétales peut également étre due a
d’autres pigments, tels que les caroténoides ou les xanthophylles, qui ne sont pas dérivés de la
voie des phénylpropanoides et qui sont stockés dans des chromoplastes. Les aurones, composé€s
particuliers dérivés de flavanones, conférent 1’intense couleur jaune de certains pétales de fleurs

ornementales telles que le muflier (Ono et al, 2006).

Les tanins condensés sont des polymeres de flavanols, nommés procyanidols, et présents en

quantités importantes dans les fruits et les noix, notamment chez Vitis vinifera (Gu et al, 2004).

Les isoflavonoides sont des flavonoides particuliers des légumineuses telles que le soja, chez
lequel ils ont un réle de molécule de défense ou de signal permettant la formation de nodules

(Subramanian et al, 2006).
Les précurseurs de biopolymeéres structuraux

La voie des esters d’acides hydroxycinnamiques (i.e p-coumarate, caféate, férulate) est une
branche importante du métabolisme des phénylpropanoides menant a la synthése de précurseurs
de biopolymeres structuraux. La lignine, subérine et sporopollénine sont impliquées dans le

renforcement de la paroi cellulaire, et la cutine est un composant majeur de la cuticule, une
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barriere protectrice hydrophobe qui recouvre I’épiderme des organes aériens des plantes (Wang
et al, 2013 ; Beisson et al, 2012 ; Kim and Douglas, 2013 ; Fich et al, 2016).
La lignine

La lignine est le biopolymere le plus abondant apres la cellulose. Elle permet le renforcement
des parois des cellules du xyléme (tissu conducteur) et du sclérenchyme (tissu de soutien)
(Barros et al, 2015). Chez les végétaux a croissance secondaire (certains Angiospermes
dicotylédones et les Gymnospermes), le xyléme secondaire est le principal constituant du bois.
Les cellules lignifiées sont mortes, mais résistantes a la pression, ce qui permet aux
trachéophytes, non seulement de conduire la séve brute sur plusieurs metres sans que les parois
des vaisseaux ne collapsent, mais aussi de s’ériger. Les bryophytes sont quant a elles

dépourvues de lignine.

La lignine est un hétéropolymeére synthétis¢ a partir de monolignols : alcools p-coumarylique,
coniférylique et sinapylique, précurseurs respectifs des unités de lignine H, G et S (Vanholme
et al, 2010) (Figure 6). La premiére enzyme de la voie qui conduit aux unités de lignine G et S
est I'nydroxycinnamoyl-CoA: shikimate hydroxycinnamoyl transferase (HCT) de la famille des
BAHD (D’Auria, 2006), qui catalyse le transfert du résidu hydroxycinnamoyle du p-
coumaroyl-CoA sur le shikimate, pour former le p-coumaroyl-shikimate (Figure 6) (Hoffman
et al, 2003 ; Hoffman et al, 2004). L'étape suivante fait intervenir un cytochrome P450, la p-
coumaroyl-shikimate 3'-hydroxylase (C3'H ou CYP98), générant du caféoyl-shikimate (Schoch
etal, 2001 ; Franke et al, 2002). Enfin, 'HCT catalyse le transfert du résidu caféoyle ainsi formé
sur le coenzyme A pour générer du caféoyl-CoA (Hoffman et al, 2003 ; Wang et al, 2014). Le
caféoyl-CoA peut aussi résulter de la libération de caféate du caféoyl-shikimate par une caféoyl
shikimate estérase (CSE), le caféate étant ensuite conjugué avec le CoA par une 4-CL
(Vanholme et al, 2013 ; Saleme et al, 2017). Le caféoyl-CoA résultant est ensuite métabolisé
par plusieurs enzymes, dont la cinnamoyl-CoA réductase (CCR) et la cinnamyl alcohol
hydrogenase (CAD), pour générer 1’alcool coniférylique et I’alcool sinapylique. L’alcool p-
coumarylique est quant a lui généré directement par 1’action successive de CCR et CAD a partir
du p-coumaroyl-CoA (Vanholme et al, 2010). Les laccases et peroxydases sont des enzymes
capables de réaliser une radicalisation oxidative des monolignols, qui sont ensuite polymérisés
par couplage radicalaire au niveau de I’apoplasme (Boerjan et al, 2003 ; Wang et al, 2013 ;
Barros et al, 2015). La présence de véritable lignine serait restreinte aux trachéophytes (Figure
1 ; Martone et al, 2009 ; Weng et Chapple, 2010), méme si certaines especes d’algues semblent

présenter des structures ressemblant a de la lignine (Delwiche et al, 1989 ; Martone et al, 2009).
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Figure 6: Biosynthése des précurseurs de polyméres structuraux.

Les monolignols (H, G et S) sont les principaux monomeres qui vont former la lignine, tandis que les acides
hydroxycinnamiques activés par le coenzyme A (p-coumaroyl-CoA, caféoyl-CoA ou féruloyl-CoA) sont
conjugués a des acides gras, incorporés ensuite dans la cutine ou la subérine.



La cutine et la subérine
Les acides hydroxycinnamiques sont également incorporés dans la cutine et la subérine qui sont
des polyesters d’acides gras. Peu de choses sont connues sur le rdle et le mode d’incorporation
des molécules phénoliques dans ces biopolymeéres. L’enzyme Deficient in Cutin Ferulate
(AtDCF) est une BAHD transférase décrite chez A. thaliana (Rautengarten et al, 2012). Elle
conjugue le férulate a partir du féruloyl-CoA sur la fonction w-hydroxyle d’un acide gras,
produisant un ester incorporé ensuite a la cutine. La mutation Atdcf n’affecte pas le
développement de la plante, mais résulte en un changement de composition en monomeres
d’acides gras dans la cutine. AtFACT et AtHHT1 sont d’autres BAHD transférase également
impliquées dans I’incorporation de caféate et de férulate, respectivement, au niveau de la
subérine (Kosma et al, 2012 ; Gou et al, 2009). Les mutants correspondants présentent une

augmentation de la perméabilité tissulaire.

La sporopollénine
La sporopollénine est le constituant majeur de I’exine, la paroi externe du grain de pollen. C’est
un biopolymeére formé d’acides gras a longue chaine et de composés phénoliques, méme si sa
structure exacte reste encore inconnue (Kim et Douglas, 2013). Il existe une trés grande
diversit¢ de morphologie des grains de pollen selon les espéces, qui dépend en fait de la
morphologie de I’exine (Blackmore et al, 2007). Le manteau du grain de pollen remplit les
cavités de l’exine et est principalement composé de lipides, molécules phénoliques
(flavonoides, phénolamides) et protéines (Jiang et al, 2013). Les phénolamides sont des esters
de polyamines et d’acides hydroxycinnamiques (Bassard et al, 2010). Elles semblent jouer un
role primordial dans le développement du grain de pollen puisque la mutation de I’enzyme
spermidine hydroxycinnamoyl transferase (AtSHT) ainsi que des CYP98AS8 et CYP9SAO9,
agissant dans la voie de biosyntheése des phénolamides chez A. thaliana affecte la structure du

grain de pollen (Grienenberger et al, 2009 ; Xu et al, 2014).
Les autres composés phénoliques

Les coumarines constituent une autre classe de phénylpropanoides impliqués, entre autres, dans
la défense. Elles proviennent du féruloyl-CoA (Kai et al, 2008). Chez le tabac, la scopolétine
aurait un role antiviral et antioxydant (Chong et al, 2002). Chez les Apiacées, les coumarines
sont prénylées (ajout d’un 3-méthylbut-2-en-yl) et hydroxylées par des cytochromes P450

produisant des composés phototoxiques appelés furanocoumarines (Stanjek et al, 1999 ;
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Bourgaud et al, 2006 ; Larbat et al, 2007). Ces composés sont responsables des brilures

engendrées par la cueillette de certaines plantes, telles que le panais ou le céleri.

Les stilbénes sont des composés présents en grande quantité dans certaines plantes, notamment
chez Vitis vinifera (Chong et al, 2009). Ce sont des phytoalexines, synthétisées de maniere
constitutive chez certaines espéces comme chez les coniferes (Hart, 1981). Ces composés
seraient également des substances allélochimiques capables d’inhiber le développement des

plantes voisines (Chong et al, 2009).

Les phénylpropénes sont quant a eux des composés volatils, attirant les pollinisateurs ou ayant
un réle de défense contre les microorganismes, les insectes ou les prédateurs (Dudareva et al,
2004). Par exemple, le basilic synthétise 1’eugénol, et le pétunia ou le girofle produisent
I’isoeugénol, tous deux obtenus par la réduction enzymatique de I’alcool coniférylique

(Koeduka et al, 20006).

Les esters de sinapate sont des dérivés phénylpropanoides généralement présents chez les
Brassicacées. Le sinapoyl-glucose, sinapoyl-malate et sinapoyl-choline sont présents chez A.
thaliana et sont impliqués dans la résistance aux UV (Fraser et Chapple, 2011). Il existe d’autres
esters ainsi que des amides phénoliques, dont la nature varie largement en fonction des especes.
Les plus répandus sont probablement les esters p-coumaroyl-quinate et caféoyl-quinate (aussi
appelé acide chlorogénique) impliqués dans les réponses aux stress biotiques et abiotiques, en
particulier les radiations UV (CI¢ et al, 2008; Niggeweg et al, 2004). Contrairement aux esters
de shikimate (intermédiaires de la voie de la lignine et qui par conséquent ne s’accumulent pas),
I’acide chlorogénique est présent en quantité relativement importante chez certaines plantes

comme la pomme ou le café (Clifford, 1999).

Les enzymes de la voie dite du shikimate menant a la phénylalanine sont chloroplastiques (Tzin
and Galili, 2010), tandis que la plupart des autres enzymes produisant les dérivés des
phénylpropanoides a partir de la phénylalanine sont cytosoliques, sauf les cytochromes P450
qui se situent au niveau de la membrane du réticulum endoplasmique (Wu et al, 2016). On
trouve ¢galement des enzymes vacuolaires telles que [’aurcosidin synthase (AmSAl)

d’Anthirrhinium majus (muflier), impliquée dans la synthése d’aurones (Ono et al, 2006).
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L’émergence du métabolisme phénolique 0

Chez les plantes modernes, le métabolisme phénolique joue un role central dans 1’adaptation a
leur environnement, comme présenté précédemment. De nombreuses études phylogénomiques
ont eu pour objectif de déterminer a partir de quel moment de 1’évolution ce métabolisme est
apparu chez les plantes, et s’il a pu contribuer a 1’adaptation des premicres plantes terrestres a
leur nouvel environnement. Les génes homologues du métabolisme phénolique central (PAL ;
C4H ; 4CL) menant a la synthese du précurseur commun p-coumaroyl-CoA, ainsi que les geénes
de la branche des esters phénoliques précurseurs de lignine, ont été¢ recherchés chez des
membres représentatifs des grands groupes phylogénétiques de la lignée verte (Viridiplantae:
chlorophytes, charophytes, bryophytes, lycophytes, ptéridophytes, gymnospermes et
angiospermes). Ces analyses ont montré que certaines algues, ayant divergé avant les plantes
terrestres, possédaient déja des éléments permettant de former un début de voie métabolique

(de Vries et al, 2017).

On trouve chez certaines algues chlorophytes (Chlamydomonas reinhardtii, Volvox carteri,
Micromonas sp et Ostreococcus tauri) des génes qui semblent étre les orthologues de ceux qui
participent a la biosyntheése du shikimate, mais pas d’homologues des génes contribuant a la
voie des phénylpropanoides (Tohge et al, 2013a ; Tohge et al, 2013b). Ces observations ont été
confirmées dans une autre étude, également chez une autre espece de chlorophyte
(Ostreococcus lucimarinus) (Xu et al, 2009). En revanche, chez certaines algues charophytes,
considérées comme les plus proches phylogénétiquement des plantes terrestres, on trouve
plusieurs homologues de geénes de la voie des phénylpropanoides. Par exemple, chez
Klebsormidium nitens, il est possible d’identifier des orthologues potentiels des geénes PAL,
4CL et du duo HCT/CYP9YS (de Vries et al, 2017). Chez ces algues on trouve également des
homologues des geénes codant pour les CAD et les peroxidases impliquées dans la production
et la polymérisation de monolignols. La présence de tels génes pourrait expliquer la présence
de composés apparentés a des lignines chez certaines algues. Chez les plantes terrestres basales
telles que Physcomitrella patens ou Sellaginella moellendorffi, des homologues des geénes
nécessaires a la voie des esters phénoliques, jusqu’a la CCoAOMT, ont été identifiés, sans pour

autant avoir été caractérisés.
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Figure 7 : Cycle de vie haplodiplophasique a haplophase dominante de la mousse P. patens.

I: Schéma issu de Strotbek et al, 2013; II: Images issues de Prigge and Bezanilla, 2010. A: spore (1n); B:
chloronema (1n); C: caulonema (1n); D: gamétophore (1n); E: organes reproducteurs. & anthéridies: organes
males; 9 archégones: organes femelles; F: sporophyte issu du zygote (2n) générant une spore (A) aprés
méiose de cellules sporophytiques.

Figure 8 : Culture de la mousse P. patens (Decker et Reski, 2007).
A: Culture sur milieu solide en boite de Petri; B: Culture liquide en Erlenmeyer; C: Culture liquide 16
ventilée (Strotbek et al, 2013); D: Bioréacteur circulaire; E: Bioréacteur en verre tubulaire.



Physcomitrella patens, un modeéle de choix

Le groupe des bryophytes au sens large comprend les anthocérophytes, les marchantiophytes et
les bryophytes au sens strict (s.s). Bien que les relations phylogénétiques au sein des bryophytes
soient encore incertaines, des données indiquent que les bryophytes seraient un groupe
monophylétique, et que les marchantiophytes et les bryophytes s.s seraient des groupes fréres
(Puttick et al, 2018 ; Figure 1). P. patens est un représentant des bryophytes au sens strict
(Funariaceae), dont le génome a été séquencé en 2008 (Rensing et al, 2008). Plus récemment,
un transcriptome des différents tissus et stades de développement de la plante, exprimé dans
différentes conditions, a été publié (Perroud et al, 2018). De par sa position phylogénétique, a
la base des plantes terrestres, P. patens est un modele de choix pour étudier I’émergence de
certains caracteres chez les plantes terrestres, considérant qu’un nombre important de caracteres

ancestraux ont été retenus au cours de son évolution.
Le cycle de vie de P. patens

Comme toutes les bryophytes, P. patens présente un cycle de vie haplodiplophasique a
haplophase dominante (Figure 7). La phase dominante est le gamétophyte haploide, générant
des gamétophores mesurant quelques millimeétres et dont les pseudo-feuilles, les phyllides, sont
constituées d’une seule couche de cellules (Figure 7.IL.D). Il émerge par développement
végétatif a partir d’un filament haploide microscopique appelé protonema. Ce dernier est
composé de deux types de filaments : les filaments de chloronema (Figure 7.11.B) qui sont
riches en chloroplastes et qui ont un role photosynthétique, et les filaments de caulonema
(Figure 7.11.C) qui contiennent moins de chloroplastes, mais qui ont la capacité de s’allonger
rapidement (20 a 30 um/h) afin de coloniser le milieu a la recherche de nutriments (Menand et
al, 2007). Le protonema se développe a partir d’une spore haploide (Figure 7.11.A), issue de
la méiose de cellules sporophytiques contenues dans le sporophyte diploide (Figure 7.IL.F). Le
sporophyte se développe au sommet du gamétophore, a partir du zygote. Ce dernier est issu de
la fécondation de I’ovule contenu dans I’archégone, par les spermatozoides produits par les

anthéridies (Figure 7.1LE).

A I’échelle du laboratoire, les mousses sont cultivées principalement sur milieu nutritif KNOP
(Reski and Abel, 1985) en boite de Petri ou en culture liquide (Figure 8A et B). Les
gamétophores repiqués individuellement sont capables de générer des filaments de protonema
desquels se développeront d’autres gamétophores. Pour augmenter la croissance, il est possible
d’utiliser des systémes de culture ventilés (Figure 8C) (Strotbek et al, 2013). A plus grande
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échelle, les mousses sont cultivées dans des bioréacteurs en verre circulaires ou tubulaires

(Figure 8D et E) (Decker and Reski, 2007).

Le cycle de vie de P. patens apporte plusieurs avantages. D’une part, des protoplastes pour la
transfection peuvent étre générés a partir de protonema haploide, ce qui signifie que 1’altération
génétique ne pourra pas étre compensée par un deuxieme alléle. D’autre part, il est possible de
générer une grande quantité¢ de matériel par développement végétatif sans passer par un stade
fécondation. Ainsi, les mutants stériles pourront tout de mémes étre propagés, ce qui confere

un avantage considérable par rapport aux plantes vasculaires mode¢les.
Le ciblage de genes chez P. patens

La réparation de cassures double brin de I’ADN génomique se fait principalement par deux
systémes : la jonction d’extrémités non homologues (non-homologous end joining NHEJ) qui
permet la ligation des deux extrémités d’ADN au site de cassure, et la recombinaison
homologue (homologous recombination HR) qui utilise un ADN partageant une forte
homologie de séquence pour remplacer le site ’ADN génomique altéré par recombinaison
(Hanin and Paszkowski, 2003 ; Li and Heyer, 2008). Le NHEJ ne nécessite pas d’homologie
de séquence et résulte généralement en une altération de la séquence au site de réparation. Ce
mécanisme est d’ailleurs exploité dans le cadre de 1’édition du génome de plantes par le systéme
CRISPR-Cas9, notamment chez la mousse (Jinek et al, 2012 ; Schaeffer and Nakata, 2015 ;
Collonnier et al, 2017). La NHEJ est parfois associée a une recombinaison illégitime
(illegitimate recombination IR) (Kegel et al, 2006) qui permet 1’intégration d’un transgéne au

site de cassure (Collonnier et al, 2017).

La recombinaison homologue utilise quant a elle la séquence de la chromatide sceur, dans le cas
d’un organisme diploide, pour réparer a I’identique la cassure double brin (Figure 9)
(Weterings and Chen, 2008). Le NHEJ et la HR sont deux mécanismes qui coexistent, mais
leur fréquence dépend de chaque organisme. La recombinaison homologue est fréquente chez
les procaryotes et la levure, tandis que la jonction d’extrémités non homologues est
prédominante chez les eucaryotes pluricellulaires (Hanin and Paszkowski, 2003). P. patens se
démarque des autres plantes par la fréquence trés importante de recombinaison homologue qui
est comprise entre 66 et 100%, contre une fréquence inférieure a 1% chez les autres plantes

telles que N. tabacum, A. thaliana, C. reinhardtii ou V. carteri (Schaefer, 2001).
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Figure 9 : Mécanisme de réparation d’une cassure
d’ADN double brin (double-strand DNA breaks DSB)
(Weterings et Chen, 2008).

A: Mécanisme de réparation par recombinaison
homologue (HR) entre un ADN matrice (chromatide
sceur) et le site de cassure, impliquant différents
partenaires protéiques; B: Mécanisme de réparation par
jonction d’extrémités non homologues (non-homologous
end joining NHEJ).
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Figure 10 : Intégration d’un transgéne par recombinaison
homologue entre un fragment d’ADN exogéne et ’ADN
génomique (Strotbek et al, 2013).

A: Inactivation d’un géne par remplacement d’une partie de la
séquence codante par un géne de sélection (exemple NPTII); B:
Intégration ciblée d’une séquence codante, par exemple pour
générer une protéine de fusion.

P. patens est donc un modele de choix pour le ciblage de genes (gene targeting, GT), par

I’intégration d’un transgene a un locus donné par recombinaison homologue (Mengiste and

Paszkowski, 1999). Le ciblage d’un geéne est réalisé par la transfection de protoplastes de P.

patens par un transgeéne flanqué en 5 et 3’ par deux régions homologues au locus ciblé

(Strotbek et al, 2013). Par ce systéme, on peut désactiver un gene par 1’intégration d’un gene

de sélection dans le locus ciblé (Figure 10A), ou intégrer un transgene a la suite d’un gene natif

pour obtenir une protéine de fusion (i.e construction GUS) (Figure 10B). On peut également

remplacer un géne par un autre, selon une approche de knock-in/knock-out, ce qui permet, en

autres, de cibler des génes non essentiels, comme montré chez E. coli (Sabri et al, 2013). Les

régions homologues ayant une taille de 1kb chacune permettent d’atteindre une fréquence

d’intégration du transgene de 50% (Kamisugi et al, 2005).
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L'utilisation de P. patens en biotechnologie

Grace a ses nombreux avantages (facilit¢ de culture a grande échelle, recombinaison
homologue...), P. patens est un bon modele pour la production de molécules d’intérét pour la
santé humaine ou la cosmétique. Par exemple, des lignées transformées de P. patens peuvent
produire du patchoulol, une molécule utilisée dans 1’industrie du parfum (Zhan et al, 2014), du
taxadiéne précurseur de molécules anticancéreuses (Anterola et al, 2009), ou des glycoprotéines
humaines comme [’érythropoiétine (Weise et al, 2007). L’entreprise Greenovation est
spécialisée dans la production de protéines thérapeutiques a partir de mousse comme par
exemple I’a- galactosidase A, utilisée pour combler le déficit en cette protéine di a la maladie
de Fabry. L’utilisation des plantes pour la production de glycoprotéines a visée thérapeutique a
longtemps été limitée par le fait que les plantes réalisent des modifications post-traductionnelles
(ajout de xylose et fucose) qui ont un potentiel allergéne pour 1’humain. Dans le cas de P.
patens, il est possible d’utiliser des lignées knock-out pour les enzymes qui réalisent ces
modifications (Koprivova et al, 2004). L’entreprise Mibelle a, quant a elle, développé le
MossCellTec NO.1, un actif cosmétique issu de protonema de P. patens. Enfin, Tychobio
effectue des recherches sur I’ingénierie métabolique de P. patens afin de construire de nouvelles

voies métaboliques.
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Etude du métabolisme phénolique chez P. patens |

Des analyses phylogénomiques ont suggéré que P. patens posséde au moins un gene homologue
de ceux qui codent les enzymes réalisant chacune des étapes menant a la biosynthese de

shikimate (Tohge et al, 2013).

Une approche BLASTp a mis en évidence plusieurs protéines homologues de la voie centrale
des phénylpropanoides chez P. patens, partageant une identité de séquence supérieure a 80%
avec celles d’Arabidopsis thaliana (de Vries et al, 2017 ; couleur orange Figure 11). En
revanche, la plupart des protéines homologues mises en évidence pour la synthése de
coumarines, lignine, flavonoides et autres phénylpropanoides partagent une faible identité de
séquence avec les protéines de référence.

%,
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Spirogyra pratensis
Coleochaete orbicularis
Nitella mirabilis
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Figure 11 : Matrice de similarité des enzymes de la voie des phénylpropanoides entre les enzymes
caractérisées chez A. thaliana et les plus proches homologues présents chez des espéces de la lignée
verte (de Vries et al, 2017).

Les protéines homologues ont été recherchées par BLASTp pour les especes dont le génome est disponible
(noms en noir), et par tBLASTn pour les espéces dont seul le transcriptome est disponible (noms en bleu).
Les scores en noir indiquent I’absence d’homologue (Evalue <1077).

Il est tres intéressant de noter que chez les algues, on ne trouve que trés peu de protéines
homologues de la voie centrale des phénylpropanoides (absence symbolisée par la couleur noire
Figure 11), et les autres protéines partagent une identité¢ de séquence faible avec les protéines

d’A. thaliana (couleur bleue Figure 11).
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Ces données suggerent clairement que le métabolisme des phénylpropanoides, et notamment la

voie centrale, serait apparu chez les premiéres plantes terrestres.

Les premiceres plantes terrestres étant dépourvues de lignine, quel serait donc le réle de ce
métabolisme phénolique ancestral, s’il n’ameéne pas a la production de lignine ? L’utilisation de
P. patens, phylogénétiquement proche des premicres plantes terrestres, pourrait permettre de

répondre a cette question.

Les recherches sur le métabolisme phénolique de P. patens ont commencé il y a quelques
années au laboratoire. En collaboration avec le laboratoire de Ralf Reski de I’Université de
Freiburg (Allemagne), les recherches se sont portées dans un premier temps sur I’enzyme
CYP98, impliquée dans la 3* hydroxylation des esters de shikimate chez les plantes vasculaires
(Figure 6) qui est codée par un seul géne dans le génome de mousse. Les travaux réalisés par
Hugues Renault et al (2017) montrent que la voie des esters phénoliques existe chez P. patens,
mais que l'intermédiaire hydroxylé ne serait pas un ester de shikimate, mais un ester de
thréonate. D’autre part, la génération de lignées transgéniques délétées pour le gene PpCYP98
entraine une disparition compléte du caféate libre et conjugué sous forme d’esters de thréonate,
indiquant ainsi que la production de ces molécules est dépendante de 1I’enzyme CYP9S. In vitro,
PpCYPIS est capable de produire du caféoyl-thréonate a partir de p-coumaroyl-thréonate, mais
pas d’hydroxyler directement le p-coumarate libre en caféate. De plus, les lignées APpCYP98
ont un phénotype de fusion d’organes, associé a une altération sévere de la cuticule (Figure
12). L’analyse de la composition chimique de la cuticule montre une disparition totale du

caféate associée a une diminution de la teneur de certains monomeres d’acides gras.

WT APpCYP98

Figure 12 : Phénotype de fusion d’organes au
niveau du gamétophore des lignées APpCYP98
(Renault et al, 2017).

En conclusion, la voie des phénylpropanoides existe chez P. patens et elle est impliquée dans
la biosyntheése d’acides hydroxycinnamiques, en particulier le caféate, accumulé sous forme
conjuguée au thréonate ou intégré dans la cuticule. Contrairement aux plantes vasculaires, la
cuticule de P. patens est riche en acides hydroxycinnamiques et son élaboration est dépendante

de ces derniers.
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Objectifs de ma these B |

Ma thése de doctorat a eu pour objectif de poursuivre 1’exploration du métabolisme phénolique
chez P. patens. La caractérisation de PpCYP98 a suggéré qu’il existait en amont une
HydroxyCinnamoyl Transferase (HCT), responsable de la synthése de p-coumaroyl-thréonate.
Je me suis donc concentrée principalement sur des BAHD acyltransférases hydroxycinnamoyl-
dépendantes, capables de transférer des résidus hydroxycinnamoyle a partir
d’hydroxycinnamoyl-CoA (i.e p-coumaroyl-CoA, caféoyl-CoA, féruloyl-CoA) sur des
composés accepteurs dotés d’une fonction alcool. Cette activité enzymatique résulte en la
production d’un ester. Une partic de mon travail s’est concentrée sur la caractérisation de
PpHCT, I’homologue des HCTs déja caractérisées chez les plantes vasculaires, qui fait 1’objet

du Chapitre 1.

Nous avions précédemment montré que 1’abolition du métabolisme phénolique chez P. patens
induisait une altération sévere de la cuticule, associée a une disparition compléte de caféate et
une diminution de certains monomeres d’acides gras (Renault et al, 2017). Ces observations
ont suggéré que le caféate pourrait étre incorporé dans la cuticule sous forme d’un conjugué
d’acides gras. Le Chapitre 2 est donc consacré a la caractérisation de PpFHT, une BAHD
acyltransférase responsable de la synthése d’un ester de caféate et d’acide gras, précurseur

potentiel de la cuticule.

Comme décrit précédemment, le métabolisme des phénylpropanoides comprend une tres
grande variété de molécules phénoliques. Les flavonoides sont de puissants écrans UV qui ont
pu participer a 1’adaptation au milieu terrestre. Nous nous sommes demandé si P. patens était
capable de synthétiser de telles molécules. Le Chapitre 3 concerne donc la recherche et la
caractérisation de génes homologues de la voie de biosynthése des flavonoides chez P. patens.
Il inclut également une approche d’ingénierie métabolique visant a produire la
dihydromyricétine, un flavonoide polyhydroxylé, par I’intégration simultanée de plusieurs
séquences codantes de pétunia, chez qui la voie des flavonoides est trés active. Jusqu’a
maintenant, 1’expression hétérologue stable de genes dans P. patens a des fins appliquées
concernait uniquement 1’intégration d’une seule séquence codante : le géne codant pour la
taxadiene synthase provenant de Taxus brevifolia (Anterola et al, 2009) ou celui codant la

patchoulol synthase de Pogostemon cablin (Zhan et al, 2014). Le but de mon travail était
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d’évaluer la possibilité de reconstruire une voie métabolique compléte, impliquant 1’intégration

de multiples genes.
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Chapitre I:

PpHCT is a BAHD acyltransferase required for caffeate
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SUMMARY B

The plant phenylpropanoid pathway appeared upon plant terrestrialization and is thought to be
critical for their adaptation to a dry environment. It was recently demonstrated via functional
analysis of the moss homolog of the p-coumaroyl ester meta-hydroxylase (PpCYP98) that the
early phenolic pathway provides caffeoyl structural building blocks for cuticle formation and
control of water permeability. We identify here the BAHD hydroxycinnamoyl transferase
(PpHCT) acting upstream and downstream of PpCYP98. We demonstrate that it is able to
generate p-coumaroyl esters of threonate and provide evidence that it can function in a
reversible manner to form caffeoyl-CoA. Deletion mutants of PpHCT show a stunted
gametophore growth with organ fusion phenotype and increased water permeability
characteristic of cuticle defect. Analysis of mutant gametophore cuticle composition reveals a
total absence of caffeate monomers, a dramatic decrease in some essential aliphatic
constituents, and the presence of an increased amount of p-coumaroyl units. Accumulation of
p-coumaroyl threonate esters in the mutant is also pointed out by the analysis of soluble
gametophore metabolites, which indicates the presence of an additional hydroxycinnamoyl
transferase in moss. Our data thus demonstrate the early evolution of BAHD acyltransferases,
which control the entry point to the synthesis of monolignols in vascular plants and reveal their

ancestral role in cuticle formation in moss.
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Figure 1: Formation of caffeoyl residues in Physcomitrella patens and Arabidopsis thaliana.
HCT: hydroxycinnamoyl-CoA: shikimate hydroxycinnamoyl transferase (Hoffman et al, 2003; Hoffman et al, 2004);

CYP98: p-coumaroyl-shikimate 3’-hydroxylase (C3’H) (Schoch et al, 2001; Franke et al, 2002); 4-CL: 4-coumaroyl CoA-
ligase; CSE: caffeoyl shikimate esterase (Vanholme et al, 2013).
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INTRODUCTION - T

The first land plants appeared around 500 million years ago (Mya), allowing formation of an
oxygen-rich atmosphere by 400-420 Mya (Kenrick and Crane, 1997; Lenton et al, 2016). For
land colonization, plants had to adapt to the challenges of early terrestrial environment,
including drought, extreme temperatures, high radiance, or presence of microorganisms.
Essential for this transition was the establishment of protective and structuring physical barriers.
One of them is cuticle, mainly consisting in a lipidic polymer covering epidermis, which limits
water loss and forms a barrier against UV light or microorganisms (Fich et al, 2016). Another
is lignin, an extremely resistant phenolic polymer, which accumulates on the walls of sap-
conducting vessels and allows erect plant growth (Weng et Chapple, 2010). Evolution of
dedicated metabolism was thus required for their synthesis, and for the formation of other
essential apoplastic barriers protecting in particular roots or reproductive cells and associating
both lipids and phenolic constituents, suberin and sporopollenin (Graga, 2015; Brooks and
Shaw, 1978). The phenylpropanoid pathway is one of the most critical branches of the plant
adaptive metabolism. It is providing precursors for the synthesis of lignin, suberin and
sporopollenin precursors, and for the formation of powerful UV screens and antioxidants (Vogt
et al, 2010). Recent work in addition demonstrates that it provides essential building blocks for
cuticle formation in basal land plants, such as the moss Physcomitrella patens (Renault et al,

2017).

The most common products generated by the phenylpropanoid pathway, including flavonoids,
coumarins, stilbenes or monolignols, all derive from p-coumaroyl-CoA. The phenylpropanoid
core pathway is usually initiated by a phenylalanine ammonia lyase (PAL), which catalyzes the
non-oxidative deamination of phenylalanine to #rams-cinnamate. The latter is subsequently
hydroxylated by a membrane-bound cytochrome P450, a cinnamate 4-hydroxylase (C4H or
CYP73) and conjugated to coenzyme A by a 4-coumaroyl CoA-ligase (4-CL) to form p-
coumaroyl-CoA. First committed step to the lignin pathway is the hydroxycinnamoyl-CoA:
shikimate hydroxycinnamoyl transferase (HCT), which catalyzes transfer of the p-coumaroyl
moiety from p-coumaroyl-CoA to shikimate, to form p-coumaroyl-shikimate (Figure 1)
(Hoffman et al, 2003; Hoffman et al, 2004). The next step involves a second cytochrome P450,
p-coumaroyl-shikimate 3’-hydroxylase (C3’H or CYPO9S8), generating caffeoyl-shikimate
(Schoch et al, 2001; Franke et al, 2002). Finally, HCT catalyzes the transfer of the caffeoyl
moiety back to coenzyme A to release caffeoyl-CoA (Hoffman et al, 2003; Wang et al, 2014).
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It has been shown that caffeoyl-CoA can also result from the release of caffeate from caffeoyl-
shikimate by a caffeoyl shikimate esterase (CSE), caffeate being then conjugated with
coenzyme A by a 4-CL (Vanholme et al, 2013; Saleme et al, 2017). The resulting caffeoyl-CoA
is then further processed by several enzymes to generate monolignols (coniferyl alcohol and

sinapyl alcohol), which are then polymerized into lignin.

HCT belongs to the BAHD acyltransferase family of proteins, sharing conserved HXXXDG
and DFGWG signatures, and transferring acyl moiety from a coenzyme A activated donor to
acyl-acceptors (D’ Auria, 2006). A phylogenetic analysis of the BAHD family defines several
clades, usually reflecting the nature of their preferred substrate. BAHD belonging to clade V
are hydroxycinnamoyl transferases, using hydroxycinnamoyl derivatives as donors (p-
coumaroyl-CoA, caffeoyl-CoA, feruloyl-CoA), but different acceptors such as organic acids
(shikimate, quinate, threonate), amines or fatty acids. Clade V thus includes HCTs and
hydroxycinnamoyl-CoA: quinate hydroxycinnamoyl transferases (HQT), using shikimate and
quinate as preferred acceptors, respectively. HQT generates chlorogenic acid (CGA)
accumulating in some plant species such as apple or coffee (Clifford, 1999). Unlike caffeoyl-
shikimate, CGA is not a key intermediate for lignin biosynthesis, but thought implicated in
biotic and abiotic stress response, especially UV radiations (CIé et al, 2008; Niggeweg et al,
2004). In vitro activities of HCTs have been thoroughly investigated and it was shown that they
can often use other acceptors than shikimate, for example 3-hydroxyanthranilate or 2,3-
dihydroxybenzoate in Coleus blumei (Sander et Petersen, 2011), quinate in Nicotiana tabacum
and Arabidopsis thaliana (Hoffman et al, 2003; Hoffman et al, 2004). This HCT substrate
promiscuity seems to be common in land plants (Eudes et al, 2016). It has been proposed that
a conserved arginine residue, located in the active site, is responsible for electrostatic interaction
with the carboxyl of the acyl-acceptor, orienting the latter towards the enzyme catalytic center
(Leong and Last, 2017). In P. patens, the major acylated intermediates formed by the
phenylpropanoid pathway were shown to be threonate esters (p-coumaroyl-threonate and
caffeoyl-threonate), while shikimate and quinate esters were not detected in the plant extracts

(Renault et al, 2017).

In vivo functional analysis involving HCT silencing in Pinus radiata (Wagner et al, 2007), A.
thaliana (Besseau et al 2007) and Nicotiana benthamiana (Hoffmann et al., 2004) always
resulted in reduction in lignin content and reduced growth. Bryophytes and earlier divergent
charophyte algae are devoid of lignin, although most of them seem to possess at least some of

the genetic toolkit required to synthesize phenylpropanoids (de Vries et al, 2017). The nature
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and the role of such ancestral phenylpropanoid derivatives are still poorly documented. In the
bryophyte P. patens, APpCYP98 lines exhibit a typical organ fusion and a cuticle defect
associated with a complete loss of caffeate derivatives, suggesting a role of the phenylpropanoid
pathway in the formation of the cuticular polymer (Renault et al, 2017). Here, via a coupled in
vivo and in vitro functional characterization of the HCT homolog in moss, we demonstrate the
involvement of PpHCT (Pp3c2 29140) in the moss phenylpropanoid pathway and cuticle

formation. We also reveal unforeseen complexity of the phenylpropanoid in basal land plants.

RESULTS B |

A phylogenetic approach to identify a candidate PpHCT

To identify candidate PpHCT in P. patens, we first conducted a BLASTp search using AtHCT
sequence as query. The six first hits were strictly sharing the two BAHD family conserved
signatures HXXXDG and DFGWG (D’Auria, 2006) (Supplemental Figure 1), they were thus
kept for subsequent analysis. A multiple sequence alignment was then built with the full-length
protein sequences of the six P. patens candidates together with 34 functionally characterized
hydroxycinnamoyl-CoA-dependent BAHD transferases (Supplemental Table 1).
Phylogenetic relationships between the 40 BAHD sequences were determined through a
maximum likelihood approach. Tree structure revealed that only one P. patens sequence
(Pp3c2 29140) was closely related to characterized HCTs reported to use shikimate or quinate
as acyl acceptors and involved in the synthesis of lignin precursors (Figure 2). Other P. patens
proteins were found associated with BAHD that use polyamine or aliphatic acyl acceptors. In
addition, publicly available co-expression data derived from the Physcomitrella patens gene
atlas project (Perroud et al, 2018) indicated that the Pp3c2 29140 gene was tightly co-expressed
with a gene coding for a 4-coumarate-CoA ligase (Pp3cl8 6360) and PpCYP98
(Pp3c22 19010) (Supplemental Figure 2). Pp3c2 29140, later referred to as PpHCT, was

thus considered as the best candidate and selected for further studies.
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Figure 2: Cladogram of hydroxycinnamoyl-CoA-dependent BAHD transferases, including six
putative BAHD of P. patens.

The BAHD proteins included in the cladogram were used for functional characterization and their
accession numbers are listed in Supplemental table 1.

Recombinant PpHCT generates p-coumaroyl-threonate esters

The most abundant esters in P. patens gametophore extracts are p-coumaroyl- and caffeoyl-
threonates. These latter were recently shown to be most likely derived from the 3’ hydroxylation
of p-coumaroyl-threonates by PpCYP98. Therefore, we expected PpHCT to generate p-
coumaroyl-threonate from p-coumaroyl-CoA and threonate. To test this hypothesis,
recombinant PpHCT was expressed in Escherichia coli, purified and incubated with p-
coumaroyl-CoA and L-threonate. Resulting products were analyzed by UPLC-MS/MS, p-

coumaroyl-threonate esters being detected based on specific single reaction monitoring (SRM)
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transitions (Figure 3). This analysis revealed that PpHCT generated several positional isomers
and diastereomers of p-coumaroyl-threonate. The major peak eluting at 5.6 min was identified

as p-coumaroyl-4-threonate, and two minor peaks eluting at 4.83 and 4.96 min as p-coumaroyl-

2-threonate.
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Figure 3: In vitro enzymatic
conversion of p-coumaroyl-CoA and
threonate into p-coumaroyl-threonate
esters by PpHCT protein.

Assays were incubated for 25 minutes at
30°C and analyzed by UPLC-MS/MS
using SRM transition of p-coumaroyl-
threonate (ESI+ SRM: 283.2 > 147.1).
Assays using boiled enzyme or without
p-coumaroyl-CoA are used as controls.

3 4 5 6 7 8
Retention time (min)

Shikimate and quinate are usually considered as the physiological HCT acyl acceptors in higher
plants. In addition, shikimate was reported to be metabolized by PpHCT in 4-CL-coupled whole
yeast assays by Eudes et al. (2016). Therefore, we also tested PpHCT with shikimate and
quinate as acyl acceptors in vitro. PpHCT was able to transfer p-coumarate from p-coumaroyl-
CoA on both shikimate and quinate (Supplemental Figure 3), in each case generating of

several positional isomers.

PpHCT catalyzes the deconjugation of caffeoyl-quinate into quinate and
caffeoyl-CoA

The currently accepted phenylpropanoid pathway (Figure 1) assumes that caffeoyl shikimate
or quinate esters have to be converted to caffeoyl-CoA. Direct conversion of caffeoyl-quinate
or caffeoyl-shikimate and CoA into caffeoyl-CoA by HCT from tobacco and Arabidopsis,
respectively, was previously demonstrated (Hoffman et al, 2003; Vanholme et al, 2013). To test
if PPHCT can perform this reverse reaction, recombinant PpHCT was incubated with caffeoyl-
quinate (as commercial chlorogenic acid) and CoA. This assay detected the formation of

caffeoyl-CoA as well as a concomitant decrease in chlorogenic acid, compared to the controls
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with boiled enzymes or incubated without CoA (Figure 4). However, the reverse reaction could

not be further confirmed with caffeoyl-threonate, which was not available.
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Figure 4: In vitro conversion of chlorogenic acid (caffeoyl-quinate) into caffeoyl-CoA by PpHCT.

Assays were incubated 25 minutes at 30°C. Assays with boiled enzyme or without coenzyme A were used as
controls. A and B: HPLC-UV (346 nm) analysis of enzymatic incubation; A: Chlorogenic acid UV absorbance
in assay and control reactions. B: Caffeoyl-CoA UV absorbance in assay and control reactions C: Caffeoyl-
CoA detected by UPLC-MS using ESI+ SIR: 930.6 m/z.

Threonate is a substrate of HCTs from Bryophytes

A BAHD transferase using threonate as acyl acceptor was so far never reported. To determine
if the ability to acylate threonate was restricted to PpHCT, the closest homologs of Arabidopsis
thaliana (AtHCT) and Marchantia polymorpha (MpHCT) were expressed in E. coli, and their
activities tested with threonate, quinate, or shikimate as acyl acceptors (Figure 5). Regardless
of the protein, highest activity was recorded with shikimate as acceptor. AtHCT was the most
effective at quinate and shikimate acylation, showing about 10-fold higher activity than PpHCT
and MpHCT with these two substrates. PpHCT was, unexpectedly, more effective at shikimate
than threonate acylation, and was more active with threonate as substrate than MpHCT. Activity

of AtHCT with threonate as acceptor was barely detectable.
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Figure 5: In vitro enzymatic conversion of p-coumaroyl-CoA and threonate, quinate or shikimate into p-
coumaroyl esters by PpHCT, MpHCT and AtHCT proteins.

pCQ: p-coumaroyl-quinate, pC4T: p-coumaroyl-4-threonate, pCS: p-coumaroyl-shikimate. Assays were
incubated for 25 minutes at 30°C and analyzed by HPLC-UV at 310 nm. Blue lines correspond to incubation
of p-coumaroyl-CoA with threonate, green line with quinate and purple line with shikimate. Chromatograms
are normalized setting p-coumaroyl-shikimate (pCS) to 100%.

In vitro substrate preferences of PpHCT

To precise the substrate preference of PpHCT, we tested several acyl-CoA donors (p-
coumaroyl-CoA, caffeoyl-CoA, feruloyl-CoA) in combination with different acceptors
(threonate, shikimate and quinate). As shown in Figure 6, PpHCT was able to use all three acyl
donors when shikimate was the acceptor. Unexpectedly, highest activity was observed with the
combination of shikimate and feruloyl-CoA. PpHCT acceptor preference was less pronounced
with p-coumaroyl-CoA as acyl donor. p-coumaroyl-CoA was the best donor with quinate as

acceptor and the only compatible with threonate as acceptor.

Kinetic parameters were determined for the most relevant combinations with focus on p-
coumaroyl-CoA as acyl donor. The results summarized in Table 1 confirm a marked preference

of PpHCT for shikimate as acceptor (Km 220 pM; Kea/Km 23 s”' mM™!) rather than threonate
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(K 17.23 mM, Kca/Km 0.009 s mM™). Such data suggest that threonate would need to be

present in much higher concentration than shikimate in P. patens to be used as a substrate by

PpHCT.
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Figure 6: PpHCT-dependent in vitro conversion of different acyl-donors (feruloyl-CoA, caffeoyl-
CoA and p-coumaroyl-CoA) in the presence of different acyl-acceptors (threonate, quinate or
shikimate).

Assays were incubated for 25 minutes at 30°C. Results are mean of three independant replicates +/-
standard deviation (except for p-coumaroyl-CoA and shikimate which is mean of two replicates),
normalized to highest activity (activity with shikimate and feruloyl-CoA was set to 100%).

Table 1: Kinetic parameters of the recombinant PpHCT enzyme.

Assays were incubated for 10 minutes at 30°C. Fixed substrates are used at saturating concentration, except
for threonate, which is used at the maximum concentration allowed by solubility in incubation buffer.
Values are mean of three independent replicates +/- standard error. K_and K were determined using the

nonlinear regression of Michaelis Menten using the GraphPad software (Supplemental Figure 4).

Substrates -1 - Kl
K_(mM

Fixed Variable mMW ] Kaals) | KoK (s mM)
threonate 17.23 £1.21 0.16 +£0.01 0.009

|p-coumaroyl-CoA .

(200uM) quinate 9.44 +1.61 3.48 £0.28 0.4
shikimate 0.22 £0.03 5.01 £0.14 23

threonate (32 mM) |p-coumaroyl-CoA | 0.43 £0.12 0.17 £0.03 0.4

shikimate (8 mM) |p-coumaroyl-CoA | 0.15+0.03 | 29.47 +2.88 196
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Threonate accumulates at high concentration in P. patens gametophore

To investigate this hypothesis, a GC-MS profiling of the major metabolites present in the
growing P. patens gametophores was carried out (Figure 7). This analysis revealed that
threonate was one of the most abundant free organic acids in the gametophore (more than 120
umoles/g DW). Shikimate and quinate were under detection limits, which is consistent with

previous untargeted metabolic profiling of P. patens (Erxleben et al, 2012).
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GC profiling also revealed the presence of high concentrations of malate and tyramine in the
gametophore tissues, both of which were previously reported to be substrates for other
acyltransferases (Sullivan, 2009; Back et al, 2001). Those were therefore tested as potential
acyl acceptors using as donor p-coumaroyl-CoA, together with other potential acyl acceptors
based on bibliographic data (anthranilate: Ishihara et al, 1998; glycerol: Kim et al, 2012; tartaric
acid: Sullivan, 2014). None of them was found to be substrate of PpHCT.
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UV absorbance (320 nm)

PpHCT is required for the formation of caffeoyl-threonate

Coumaroyl- and caffeoyl-threonate esters were the main phenolic derivatives previously
detected in P. patens (Renault et al. 2017). To determine if PpHCT was indeed responsible for
their formation in the plant, four independent P. patens deletion mutants of PpHCT were
generated. Analysis of the phenolic derivatives present in gametophore methanolic extracts of
WT and 4PpHCT lines revealed both qualitative and quantitative differences (Figure 8A),
mainly corresponding to p-coumaroyl-2-threonate (pC2T), p-coumaroyl-4-threonate (pC4T)
and their 3’ hydroxylated derivatives caffeoyl-2-threonate (C2T) and caffeoyl-4-threonate
(C4T). They were quantified by Ultra performance liquid chromatography-tandem mass
spectrometer (UPLC-MS/MS) based on mass transitions previously determined with synthetic
standards (Renault et al, 2017). As expected if PpPHCT generates the substrate(s) of PpCYP98,
all caffeoyl-threonate derivatives were suppressed in APpHCT lines (Figure 8B). More
surprisingly, however, all p-coumaroyl-threonate isomers were, sometimes strongly (up to 6.5-
fold in the case of a pC2T #2 isomer), increased in the APpHCT lines compared to WT. No
traces of shikimate or quinate esters were detected in WT nor mutant lines.
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In order to detect other hydroxycinnamoyl intermediates, in particular caffeoyl conjugates that
could be present in plant tissues, gametophore extracts were then submitted to acid hydrolysis
before UPLC-MS/MS analysis (Figure 8C). No trace of caffeate and ferulate residues was
detected in wild-type nor mutant lines. A strong coumarate increase however supported the
previously recorded accumulation of p-coumaroyl-threonates in the APpHCT mutant lines.

PpHCT deletion thus abolishes the formation of free and conjugated caffeic acid.
PpHCT is required for moss cuticle formation

APpCYP98 mutant defects previously led to the conclusion that caffeate availability was critical
for normal P. patens gametophore development and cuticle formation (Renault et al, 2017).
APpHCT lines, also totally devoid of caffeoyl residues, initially formed larger colonies than
WT, due to protonema outgrowth (Figure 9A). Upon formation of gametophores, however, all
four lines exhibited organ fusion associated with aborted gametophore development,
reminiscent of the APpCYP98 phenotype (Figure 9A-B). A defect of the cuticle, the
hydrophobic layer that coats the outer surface of the epidermis of aerial plant organs (Fich et
al. 2016), often leads to developmental aberrations including organ fusion, as previously shown
in A. thaliana (Kurdyukov et al, 2006; Wellesen et al, 2001) or P. patens (Renault et al, 2017).
Tissue permeability was thus tested via toluidine blue (TB) staining of mutant and WT
gametophores. The strong blue staining of APpHCT confirmed their increased permeability
(Figure 7C) compared to WT, and cuticle defect associated with PpHCT deletion.

WT APpHCT

1 month-old I>

2 month-old
*
e

Figure 9: Development and permeability of the WT and APpHCT gametophores.
A: One and two month-old colonies grown on agar plates, scale bar 0.5 cm B: Gametophore close-up
views, scale bar 0.2 mm C: Toluidine blue stained gametophores, scale bar 0.5 mm.
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APpHCT cuticle has deeply altered phenolic and lipidic compositions

Cuticle essentially consists in a fatty acid-derived polyester, cutin, infiltrated and covered with
waxes. In P. patens, cutin is mainly constituted of C16 or C18 fatty acids (Long-Chain Fatty
Acids or LCFA), o-hydroxylated LCFA, and phenylpropanoid derivatives (p-coumaric and
caffeic acids) (Buda et al, 2013; Edstam et al, 2014). Waxes are largely formed by non-
polymerized Very Long-Chain Fatty Acids (VLCFA), defined as fatty acids longer than 18
carbons. To determine the reason for increased permeability and cuticle alteration, cuticle
monomeric composition of APpHCT gametophore was analyzed. Both aliphatic and phenolic
compositions were deeply modified in mutant lines (Figure 10). APpHCT cuticle appeared
totally devoid of caffeoyl residues, but showed a 3-fold increase in p-coumaroyl units compared
to the WT, consistent with soluble phenolic analysis (Figure 8C). This change in phenolic
composition was accompanied by a dramatic decrease in LCFA and w-hydroxylated LCFA,
especially in C16 FA and (9,10),16 di-OH C16 FA. Wax VLCFA were also reduced, except
C20:4. Minor decrease in total amounts of 2-OH-VLCFA, prominent constituents of plasma
membrane sphingolipids (Nagano et al, 2012), however suggested that plasma membrane was
only slightly affected. Absence of caffeate thus appeared to result in a severe interference with

cuticle formation.
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Figure 10: Cuticle monomeric composition of
wild-type and APpHCT gametophores.
Monomers were obtained by depolymerization
of the insoluble fraction of gametophore tissues,
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PpHCT is expressed at the apex of the gametophore

The gametophore of P. patens has an apical growth (Prigge and Bezanilla, 2010) that requires
de novo cuticle formation on emerging phyllids (Ingram and Nawrath, 2017). Moreover,
PpCYP98 was shown to be expressed at the apex of the gametophore (Renault et al, 2017). A
similar expression pattern was thus expected for PpHCT. To assess the spatial expression of
PpHCT, we generated P. patens lines expressing a fusion of the PpHCT gene with wuidA,
encoding bacterial beta-D-glucuronidase (GUS). These lines revealed that PpHCT was
expressed, from an early stage, at the apex of the gametophore (Figure 11A). Conversely, GUS
staining did not reveal significant expression in protonema, consistent with the absence of
cuticle on protonema filaments (Wyatt et al, 2008). Lower expression in protonema than in
gametophore was confirmed by quantitative RT-PCR (Figure 11B), detecting similar
expression profiles for the three co-expressed genes Pp4CL, PpCYP98 and PpHCT. In the
APpHCT lines, Pp4CL and PpCYP98 expression was strongly reduced, which further indicated

concerted expression of the moss phenolic pathway (Figure 11C).
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DISCUSSION B |

It has been previously demonstrated in several vascular plants, N. benthamiana (Hoffmann et
al., 2004), Medicago sativa (Chen et al., 20006), 4. thaliana (Besseau et al., 2007), or Pinus
radiata (Wagner et al., 2007), that HCT silencing or suppression results in a strong reduction
and/or compositional modification of lignin, usually associated with stunted growth. Whereas
in vitro catalytic activities of several putative HCT orthologs in bryophytes, including P. patens
have been reported (Eudes et al., 2016; Wang et al, 2017; Wu et al, 2018), we provide here the
first in vivo HCT functional characterization in a non-vascular plant and associated new insight

into early evolution of the phenylpropanoid pathway.

The most recent in silico mining of ancestral plant genomic and transcriptomic data concludes
that the plant phenylpropanoid pathway most likely originated in streptophyte algae, the sister-
group of land plants (de Vries et al, 2017). No HCT nor CYP98 homologs are found in
chlorophytes such as Chlamydomonas reinhardtii (Weng and Chapple, 2010), yet both of them
seem to be present in charophytes. The two partner enzymes thus seem to have evolved
simultaneously in the course of plant terrestrialization. This hypothesis is supported by the
strikingly similar growth defect phenotypes of the APpHCT and APpCYP98 mutants (Renault
et al., 2017), and the essential role both of them share in gametophore development. In addition,
PpHCT deletion leads to a complete loss of caffeate residues and impaired cuticle formation,
like the deletion of PpCYP9S8. Moreover, PpCYP98 in vitro metabolizes p-coumaroyl-
threonates (Renault et al., 2017), the most likely PpHCT products in vivo.

Threonate is the most likely physiological substrate of PpHCT

Quite unexpectedly, PpHCT in vitro seems most active with shikimate as acceptor and a
feruloyl donor, both of which are not detected in vivo. At this stage, our data unambiguously
demonstrate that PpHCT is acting upstream of PpCYP98, but it is not possible to totally discard
the possibility of a meta-hydroxylation occurring on shikimate/quinate esters like in vascular
plants, as both in vitro PpHCT and PpCYP98 substrate preferences would suggest (Albert A.
PhD thesis, 2016). Transfer of caffeoyl residues would then occur after meta-hydroxylation and
mediated by another transferase. Identification of the homolog of caffeoyl-shikimate esterase
(CSE) in P. patens and the generation of the corresponding knock-out lines may allow the
accumulation of shikimate/quinate esters and their detection, as previously shown in poplar

(Saleme et al, 2017). Still, this possibility is made unlikely by the absence of detectable
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shikimate and quinate in the moss extracts (although essential precursors of aromatic amino
acids that must be present in trace amounts), the absence of detectable hydroxycinnamoyl-
shikimate or hydroxycinnamoyl-quinate esters (Renault et al., 2017, and this work), and the
very high concentrations of threonate that we show here to be present in the plant tissues.
Assuming a volume of the P. patens gametophore vacuole similar to other plants (around 90%
of the cell volume) and accumulation of threonate in the cytoplasm, threonate concentrations in

contact with PpHCT would amount to about 10-fold the enzyme K, for the compound.

The most striking difference between PpHCT and orthologs from vascular plants is the presence
of a 144 amino acids flexible loop joining the two main folded domains of the protein
(Supplemental Figure 4). To test the impact of this loop on the enzyme activity, two versions
of the PpHCT protein were expressed in E. coli. The enzyme truncated from loop structure did
not show any change in substrate preference, but just a small decrease in activity with threonate
as acceptor, without alteration in activity for shikimate and quinate acylation (Supplemental
Figure 4). It is thus possible that the additional loop present in bryophyte HCT homologs may

favor threonate acylation.

PpHCT mutants reveal independent formation and function of p-coumaroyl

and caffeoyl units in moss cuticle

As PpHCT is expected to generate the p-coumaroyl ester substrate of CYP98, a suppression of
both p-coumaroyl and caffeoyl threonate esters was expected in the mutants PpHCT lines. Not
only p-coumaroyl esters increase in the soluble fraction of the PpHCT gametophore, but we
also observe a doubling of bound p-coumaroyl units upon analysis of the cuticle constituents.
The presence of a higher amount of p-coumaroyl units in the mutants reveals the existence of
independent pathways to generate p-coumaroyl and caffeoyl units, probably involving a second
transferase. Our data indicate that p-coumaroyl residues keep incorporated in the cuticle layer
in the absence of caffeate when normal cuticle polymerization and major lipid incorporation
are prevented. This suggests direct attachment of p-coumaroyl units to the cell wall sugar
polymers or to another insoluble fraction. Overall, the observed dissociation of the synthesis
and incorporation of the two phenolic cuticle constituents seems indicative of different roles of

p-coumaroyl and caffeoyl units in cuticle architecture or protective function.
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Physiological roles of PpHCT

As P. patens is devoid of lignin, its phenylpropanoid pathway aims to produce free
hydroxycinnamic acid esters and precursors of the cuticular polymer. Knock-out mutants of
PpHCT and PpCYP9S8 (Renault et al, 2017) both show the same gametophore aborted growth
and organ fusion phenotype, associated with a complete loss of cuticular caffeoyl units. In both
of them, soluble caffeoyl esters are also suppressed. Cuticle is essential to control water
permeability and provides plant protection against drought (Kosma et al, 2009; Lii et al, 2012)
and other environmental stresses, including UV-B radiations (Krauss et al, 1991; Yeats et Rose,
2013) and microorganisms (Serrano et al, 2014). Soluble caffeoyl esters, as chlorogenic acids
accumulating in some plant taxa, are also expected to provide a protection against UV radiation
and oxidative stress (CI¢€ et al, 2008). In addition to being key intermediates in cuticle precursors
biosynthesis, threonate esters (or some of their isomers) are thus likely to be involved in stress
responses, in the same way as chlorogenic acid in vascular plants. Indeed, caffeoyl-threonate
esters are present in substantial amount in moss extract, contrary to caffeoyl-shikimate in
vascular plants (Vanholme et al, 2013; Saleme et al, 2017). The severe developmental defect
of APpHCT and APpCYP98 mutants however prevents meaningful evaluation of their UV

tolerance.

Phenolic compounds are minor but important components of the plant cuticle, since they are
covalently attached to fatty acid monomers (Riley et Kolattukudy, 1975). Although
hydroxycinnamic acids are contained in small proportion in the cuticle of vascular plants (Fich
et al, 2016), more substantial amounts of p-coumarate and ferulate have been detected in the
leaf cuticle of woody plants such as Prunus persica and Olea europaea (Liakopoulos et al,
2001), and tomato Solanum lycopersicum (Bolger et al, 2014). Caffeate was also reported in
tomato (Bolger et al, 2014). Coumaric residues bound to cuticle were also found in several
bryophyte species (Caldicott and Eglinton, 1976). The presence of larger amounts of caffeic
acid might be a typical feature of early-diverging land plant lineages, although this
characteristic has to be confirmed for a larger panel of bryophytes. We here confirm that the
absence of caffeate in P. patens prevents the formation of the cuticle and interferes with cutin
polymerization, as shown by the drastic decrease in major cutin monomers C16 FA and
(9,10),16 di-OH C16 FA observed in both PpHCT and PpCYP98 deletion mutants (Figure 10).
This suggest an important role of the phenolic units for the anchoring or structuration of the

cuticle lipidic scaffold, which has now to be further investigated.
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MATERIALS AND METHODS B

Phylogenetic analysis

Physcomitrella patens HCT-related sequences were identified by BLASTp using AtHCT
protein as query and retrieved from the Phytozome database. Protein sequence of the first six
BLASTp hits were aligned with 34 functionally characterized BAHD protein (full list in
Supplemental Table 1) using the MUSCLE algorithm (Edgar, 2004). Phylogenetic
relationships were reconstructed with the PhyML3.0 software by a maximum likelihood
method and the LG evolution model (Le and Gascuel, 2008). A heuristic search for best trees
was performed with the NNI algorithm. Branch tree supports were calculated with the
approximate likelihood ratio test (Anisimova and Gascuel, 2006). All sequence manipulation

and phylogenetic analyses were performed with the Seaview 4 software (http://pbil.univ-

lyonl.ftr/).

Plant material and growing conditions

Physcomitrella patens (Hedw.) Bruch & Schimp. strain Gransden (Rensing et al. 2008) was
cultured in liquid or on solid Knop medium (Reski and Abel, 1985) supplemented with 50
mmol. L' H3BO3, 50mmol.L"! MnSOs, 15mmol.L"! ZnSO4, 2.5 mmol.L! KI, 0.5 mmol.L"!
Na:MoOs, 0.05 mmol.L"' CuSOsand 0.05 mmol.L!' CoCl. Medium was solidified with 12 g.L-
! purified agar (OXOID, Thermo Scientific). Plants were kept at 23°C under 16/8 h day/night
cycle, light intensity set to 70 mmol.m™.s"!. Gametophores were propagated on agar plates.
Gametophore liquid cultures were established by soft tissue disruption (~ 15 s) of individual
gametophores. Liquid cultures were kept under constant agitation for proper aeration and

weekly subcultured.
Generation of transgenic lines

PpHCT knockout mutants were generated by protoplast transfection with a genetic disruption
construct allowing introduction of the NPTII expression cassette into PpHCT locus by
homologous recombination (Supplemental Figure SA). Genetic construct was made by
assembling two 750 bp genomic regions PCR-amplified from P. patens genomic DNA with the
NPTII selection cassette by GIBSON cloning (Gibson et al, 2009). The assembled fragment
was then PCR-amplified and blunt-end cloned into the pTA2 vector using the pJET1.2 cloning
kit (Thermo Fisher). The PpHCT disruption construct was excised from vector backbone by

EcoRI digestion, using restriction sites introduced during PCR. Final sterile DNA solution used
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for PEG-mediated protoplast transfection contained 45ug (about 20 pmoles) of excised
fragment in 0.1 M Ca(NOs),. Protoplasts isolation, transfection and regeneration were
performed according to Hohe et al, 2004. Transformants were selected on Knop plates

supplemented with 25 mg 1! geneticin (G418).

For PpHCT: uidA reporter lines, two genomic regions for homologous recombination framing
the PpHCT STOP codon were PCR-amplified from genomic DNA and assembled with the uidA
reporter gene following the same procedures as above. A linker DNA sequence was introduced
during PCR to limit GUS protein hindrance on PpHCT activity (Supplemental Figure 6A).
The PpHCT: uidA construct was excised from the vector backbone by Nhel digestion. 50 pg of
excised fragment were used for protoplasts transfection. Since the PpHCT: uidA does not
contain any selection marker, it was co-transfected with the pRT101 plasmid (Girke et al, 1998)
containing the NPTII selection cassette. Transformants were selected on Knop plates

supplemented with 25 mg 1" geneticin (G418).
Molecular characterization of transgenic lines

PCR-based validation of genomic integration
Genomic DNA was extracted from a small amount of protonema collected under a hood using
sterile forceps with 100 uL of DNA extraction buffer (75 mM Tris pH 8.8, 20 mM (NH4)>SO4
and 0.01 % Tween 20) and incubated for 15min at 45°C under agitation (1400 rpm). Two pl
were used for PCR reaction using Phire II polymerase (Thermo Scientific) in a final volume of
20 pl. Proper integration of genetic construct in the genome was assessed using a tailored PCR
strategy (Supplemental Figure 5B and 6B) and primers listed in Supplemental Table 2. Lines
with proper 5’ and 3’ integration of the genetic construct at the desired locus were subjected to

further molecular characterization.

Transcript analysis by semi-quantitative RT-PCR
Total RNA was isolated from 10 mg of lyophilized tissue with 1 ml of TriReagent (Sigma-
Aldrich). After 5 minutes of agitation at room temperature, samples were centrifuged at 13,000
rpm at RT. After transfer of the supernatant to a new microtube, an equal volume of chloroform
was added, and samples were then thoroughly vortexed and centrifuged at 13,000 rpm at RT to
induce phase separation. The clear upper phase was recovered and transferred to a new
microtube, RNA were precipitated by adding 0.1 volume of sodium acetate (NaOAc, 3M, pH
5.2) and 2.5 volumes of absolute ethanol. After incubation at -20°C for 2h, RNA was spin down

by a centrifugation at 13,000 rpm at 4°C. Supernatant were discarded, the RNA pellet was
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washed with 1 ml of 70% Ethanol, then dried at RT for 10 minutes and finally resuspended in
DEPC-treated water.

Twenty micrograms of RNA were treated with 5U of RQ1 DNasel (Promega) and subsequently
purified using phenol-chloroform (50/50%-v/v) and precipitation by NaOAc/EtOH. One
microgram of DNasel-treated RNA was reverse-transcribed with oligo(dT) and the Superscript
III enzyme (Thermo Scientific) in 20 ul reaction. PpHCT transcripts were amplified from two
microliters of cDNA using the Phire II polymerase (Thermo Scientific) in 20 pl reaction. The
constitutively expressed L2171 gene (Ppls107 181V6.1), encoding a 60S ribosomal protein, was
used as reference gene (Supplemental Figure 5C). Primers used for RT-PCR are visible in
Supplemental Table 2. Lines with a complete absence of HCT transcripts were kept for

subsequent validation steps.

Evaluation of transgene number by gPCR
To determine the number of integration events, a previously reported qPCR strategy was
implemented (Renault et al, 2017). Quantitative PCR reactions contained in a 10 pL final
volume: 10 ng genomic DNA, 5 puL LightCycler® 480 SYBR Green I Master 2x (Roche
Applied Science, Penzberg, Germany) and 500 nM of each forward and reverse primers. The
primers used were designed using the online tool primer3plus (http://primer3.ut.ee/), ideally
meeting the following criteria: GC content between 40 and 60%, Tm between 60 and 64°C, a
size of 20 to 25 nt and allowing amplification of a fragment from 60 to 150 nucleotides. The
qPCR primers used are listed in the Supplemental Table 2. Each reaction was performed in
triplicate. Reactions were run in 384-well plates on a LightCycler® 480 device (Roche Applied
Science, Penzberg, Germany). The amplification program consisted of a denaturation phase of
5 min at 95°C, followed by a series of 45 cycles (10 sec at 95°C, 15 sec at 60°C and 15 sec at
72°C), ending with a melting curve up to 95°C for 5 sec. The fluorescence intensity was
recorded in real time. For each reaction, Cp was determined using the Second Maximum
Derivative method with the LightCycler® 480 software, and primers efficiency were determined
using the LinReg software (Ramakers et al, 2003). Input normalization was performed using
the single gene PpCLF. Transgene copy number was determined by comparing relative values
of the tested genomic segment in transgenic lines with those of the WT (Supplemental Figure

5D).
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Determination of gene expression by qQRT-PCR

Total RNA was isolated from 10 mg of lyophilized ground plant material with the TriReagent
(Sigma-Aldrich) and treated with the RQ1 DNasel (Promega) according to manufacturer’s
instructions. One microgram of total RNA was retro-transcribed using the SuperScript III
enzyme (Thermofisher scientifics) and an oligo(dT)s. Quantitative PCR reactions consisted of
10 ng cDNA, 500 nM of each primers and 5 pl of 2X LightCycler® 480 SYBR Green I Master
mix (Roche) in a 10 pl final volume. Reactions were run in triplicates on a LightCycler® 480
IT device (Roche). The amplification program was 95 °C for 10 min and 40 cycles (95 °C
denaturation for 10 s, annealing at 60 °C for 15 s, extension at 72 °C for 15 s), followed by a
melting curve analysis from 55 to 95 °C to check for transcripts specificity. Crossing points
(Cp) were determined using the manufacturer’s software. Cp values were corrected according
to primer pair PCR efficiency computed with the LinReg PCR method (Ruijter et al, 2009).
Pp3c19 1800 and Pp3c27 3270 genes were used as internal reference for expression

normalization. List of qPCR primers is available in Supplemental Table 2.
Recombinant protein production

Coding sequences of PpHCT, MpHCT and AtHCT were PCR-amplified from ¢cDNA using
Gateway-compatible primers (Supplemental Table 2) and shuttled to the pHGWA expression
vector by gateway cloning. Escherichia coli Rosetta2pLyS strain was transformed with the
pHGWA plasmids containing the coding sequences. E. coli was cultivated in ZYP-5052
autoinducible medium. Recombinant proteins were purified by Immobilized metal affinity
chromatography (IMAC) unsing an AKTA Pure 25 system equipped with HisTrap HP 1 mL
column and submitted to gel filtration using a Superdex 200 increase 10/300 GL column.

Purified recombinant proteins were conserved in solution 1x PBS and 10% glycerol.
In vitro enzymatic assays

Fourty milimolar stock solutions of shikimate and quinate (Sigma-Aldrich) were prepared in
H>0. Five millimolar stock solutions of p-coumaroyl-CoA, caffeoyl-CoA and feruloyl-CoA
(Transmit) were prepared in H>O. Eighty millimolar stock solution of L-threonic acid was
prepared from its hemicalcium salt (Sigma-Aldrich # 380644) in H>O containing 40 mM EDTA

to chelate calcium and thus improve solubility.

Standard in vitro HCT assays were performed in 100 uL of 50 mM potassium phosphate buffer
(pH 7.4) containing Sug recombinant PpHCT protein, I1mM dithiothreitol, 5 mM acyl-acceptor
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(shikimate, quinate or threonate) and 200 uM acyl-CoA (p-coumaroyl-CoA, caffeoyl-CoA or
feruloyl-CoA). Reactions were initiated by addition of the acyl-CoA, incubated at 30°C for 25
minutes and stopped by addition of 100 pL of acetonitrile. Reactions were analyzed by liquid

chromatography.

To determine PpHCT kinetic parameters, substrate and enzyme concentrations were optimized
for each tested reaction. For shikimate, 50 ng protein, 200 uM p-coumaroyl-CoA and 0.125-8
mM shikimate were used. For quinate, 100 ng protein, 200 uM p-coumaroyl-CoA and 0.312-
20 mM quinate were used. For threonate, 2pg protein, 200 uM p-coumaroyl-CoA and 4-32 mM
L-threonate were used. For acyl-CoA, 50 ng protein and 8 mM shikimate, or 2pug protein and
32 mM threonate, and 3,125-400 uM p-coumaroyl-CoA or caffeoyl-CoA were used. Reactions
were initiated by addition of the saturating substrate and incubated at 30°C for 10 minutes,
stopped by addition of 100 puL of acetonitrile. Reactions were analysed by HPLC-PDA. Kinetic
parameters were calculated with nonlinear regression of Michealis-Menten using the GraphPad

Prism software (Supplemental Figure 7).
Metabolic profiling of Physcomitrella patens

Tissue collection and processing
Protonema material was harvested three days after tissue disruption and subculture.
Gametophores in liquid culture were harvested 5 weeks after the last disruption, and 1 week
after nutrient medium change. Plant material was collected by filtration on a 100um pore size
sieve, quickly blotted on paper towel and snap-frozen in liquid nitrogen. Samples were
lyophilized for 2 days, and dry material was homogenized using 5 mm steel beads and a

Tissuelyser II (Qiagen) for 1 min at 30Hz.

Metabolite extraction
Metabolites were extracted from 5mg dry plant powder with 500uL of 80% MeOH containing
10uM morin for LC analyses or 100 uM ribitol for GC analyses as internal standards. After 1
hour of agitation at 1400 rpm and room temperature, samples were centrifuged at maximum

speed at 4°C. 22um-filtered supernatants constituted the crude metabolic extracts.

HPLC-UV chromatography
Metabolite separation and detection were carried out on a high-performance liquid
chromatography system (Alliance 2695; Waters) coupled to a photodiode array detector (PDA
2996; Waters). Ten microliters of metabolic extract were injected onto a Kinetex Core-Shell

C18 column (100 mm x 4.6 mm, 2.6 um particle size; Phenomenex). The mobile phase
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consisted of a mix of H2O + 0.1% formic acid (solvent A) and Acetonitrile (ACN) + 0.1%
formic acid (solvent B). Needle and injection loops were washed with Weak (95% H>0/5%
ACN) and Strong (95% ACN/5% H>0) solvents. Elution program was as follows: 0 min, 95%
A; 15 min, 5% A (curve 8); 17 min, 5% A (curve 6); 18 min, 95% A (curve 6); 20 min, 95% A.
Flow was set to 1 ml/min and column temperature to 28°C. Absorbance was recorded between

200 and 600 nm. The data were processed with the Empower 3 Software.

UPLC-MS/MS analysis
Separation and detection of metabolites were carried out by an ultra-high-performance liquid
chromatography (Acquity UPLC, Waters) coupled to a photodiode array detector and a Quattro
Premier XE Micromass mass spectrometer (Waters). Samples were injected onto an Acquity
UPLC C18-BEH column (100 mm X 2.1 mm; 1.7 um; Waters). The mobile phase consisted of
a mix of H2O + 0.1% formic acid (solvent A) and acetonitrile (ACN) + 0.1% formic acid
(solvent B). Needle and injection loops were washed with Weak (95% H>0/5% ACN) and
Strong (95% ACN/5% H>0) solvents. The elution program was as follows: 0 min-98% A; 1.5
min-98% A (curve 6); 16 min- 50% A (curve 5); 16.5 min - 0% A (curve 6); 18 min- 0% A
(curve 6); 18.5 min- 98% A (curve 6) ; 20 min- 98% A. Flow was set to 0.350 ml/min and
column temperature to 28°C. The mass spectrometer was set as follows: the nebulizer gas flow
(nitrogen) was set to 50 L/h, and the desolvatation gas flow rate was set to 900 L/h. The interface
temperature was set to 400°C, and the source temperature to 135°C. Capillary voltage has been
set to 3.4 kV. The data were processed with the MassLynx software. Metabolite were ionized
in positive mode and detected by specific MRM methods (Supplemental Table 3). The
QuanLynx module of MassLynx was executed to integrate peaks and to report corresponding
areas. Peak areas were normalized to plant dry weight and internal standard signal (morin),
leading to relative levels. External calibration curves of authentic standards were employed for

absolute quantification.

GC-MS analysis
For GC-MS analysis, 13 pl of crude metabolic extract were evaporated in a Speedvac
concentrator (SPD121P Thermoscientific). Derivatization was carried out by addition of 50uL
of pyridine containing 20mg.ml! of O-Methoxyamine-HCL (Supelco), followed by an
incubation at 40°C during 90 minutes under 900 rpm agitation. Then, 80uL of BSTFA (Sigma-
Aldrich) were added and the mixture was incubated at 40°C during 30 minutes under 900 rpm
agitation. The total volume (130uL) of derivatized sample was transferred into glass vials and

subjected to GC-MS analysis.

56



Metabolite separation and detection were carried out on a gas chromatography (GC) Clarus 680
(PerkinElmer) coupled to a single-quad mass spectrometer with electron-impact ionization (EI)
set to 70 eV. Ten microliters of sample were injected in Split mode. Injector temperature was
set to 280°C and separation program was as follows: 50°C during 0.5 min, temperature increase
from 50 to 200°C with a gradient of 10°C/min, from 200 to 280°C with a gradient of 20°C/min,
from 280°C to 320°C with a gradient of 40°C/min, and a final step at 320°C for 9.5 minutes,
for a total run duration of 31 minutes. Quantification of compounds was based on peak area
from extracted ion chromatogram (EIC) by selecting m/z value typical for the given standard

(Supplemental Figure 8).
Cuticle composition analysis

Cutin monomers analysis was performed on the same gametophore samples as used for
metabolic analysis, according to a previously published protocol (Renault et al, 2017). Briefly,
tissues were delipidated by extensive washing with a series of solvents. The delipidated tissues,
including cuticle, were dried, weighed and chemically treated (12:3:5 methanol: methyl acetate:
25% sodium methoxide, 60°C, o/n) to depolymerize the cutin. Cuticle monomers were then
derivatized with pyridine and BSTFA (N,Obis(trimethylsilyl)trifluoroacetamide), dried again
by heating under a stream of nitrogen, and resuspended in 100 pl of chloroform. The samples
were analysed by gas chromatography (GC) using an Agilent GC 6850 with a Flame Ionization
Detector. Compounds were identified based on a comparison of retention times with standards
and also by performing GC—mass spectrometry (MS) using an Agilent GC 6890 coupled to a
JEOL GC MATE II mass spectrometer. Monomers levels were normalized to the internal

standards and the dry delipidated tissue weights.
GUS staining

Plant tissues were vacuum infiltrated during 10 min with X-Gluc solution (containing 50 mM
potassium phosphate buffer pH 7.0, 0.5 mM ferrocyanide, 0.5 mM ferricyanide, 0.1% Triton
X-100 ImM supplemented with 0.5 mg/ml X-Gluc) and incubated at 37 °C for 4.5 h. After
appropriate staining, chlorophyll was removed by washing gametophores three times in 70%

ethanol.
Permeability assay

The permeability test was performed by immersing the gametophores in a 0.05% toluidine blue

solution for two minutes, then rinsing with water until the washing solution was clear.
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Supplemental Figure 1: Alignment of six protein sequences identified in P. patens proteome,
sharing the two conserved signatures of the BAHD family: HXXXDG and DFGWG (D’Auria,
2006).
[l Views D Defline Correlation
| 0 B_ﬂ Pp3c18_6360 {1 of 6) 6.2.1.12 - 4-coumarate~CoA ligase / 4-coumary-CoA synthetase 0.952
|} a B Pp3c23_10340 (1 of 4) K04708 - 3-dehydrosphinganine reductase (E1.1.1.102) 0.909
I} a B Pp3c24_10150 (1 of 1) PF13637,//PF13920 - Ankyrin repeats (many copies) (Ank_4) // Zinc finger, C3HC4 type .. 0.893
B a ﬂ Pp3c13_16030 (1 of 9) PFD3181 - BURP domain (BURF) 0.885
B a ﬂ Pp3c1_27530 0.571
| |} a B Pp3c22_19010 (1 of 1) KD9754 - coumnaroylguinate(coumaroylshikimate) 3-monooxygenase (CYP98A3, CIH)  0.866
B a B Pp3c12_21430 (1 of 4) PTHR31704:5F3 - PROTEIN MID1-COMPLEMENTING ACTIVITY 1-RELATED 0.86
B a ﬂ Pp3c11_2770 (1 of 6) 2.7.11.7 - [Myosin heavy-chain] kinase / Myosin Il heavy-chain kinase 0.858
B a ﬂ Pp3c16_15310 (1 of 9) PF03181 - BURP domain (BURF) 0.857
B a ﬂ Pp3c2_19180 (1 of 7) PTHR21426:5F12 - EXOCYST COMPLEX COMPONENT 8 0.854
B a ﬂ Pp3c20_23750 0.552

Supplemental Figure 2: In silico gene co-expressed with Pp3c2 29140 (PpHCT) according to gene-
gene Pearson correlation factor displayed on Phytozome database (Goodstein et al, 2012). PpHCT

is co-expressed with

4-coumarate-CoA-ligase (Pp3cl8_6360) and CYP9S8 (Pp3c22 19010).
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Supplemental Figure 3: In vitro enzymatic conversion of p-coumaroyl-CoA and quinate or
shikimate into p-coumaroyl esters by PpHCT.

Assays with boiled enzyme or without p-coumaroyl-CoA were used as controls. Assays were incubated
for 25 minutes at 30°C. A: Assay with p-coumaroyl-CoA and quinate analyzed by UPLC-MS/MS using
SRM transition of p-coumaroyl-quinate (ESI+ SRM: 339.2 > 147.1). B: Assay with coumaroyl-CoA
and shikimate analyzed by UPLC-MS/MS using SRM transition of p-coumaroyl-shikimate (ESI+ SRM:
321.2>147.1).
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PrHCT
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CsHCT
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hydrophobicity
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144 amino acids

-
B acyl-acceptor (5 mM) protein velocity (s'1)

PpHCT 0.80 +0.05j

Threonate
truncated PpHCT 0.49 +0.01
. PpHCT 1.43 +0.26)

Quinate

truncated PoHCT 1.49 +£0.05
. PpHCT 1.24 £0.49,

Shikimate
truncated PpHCT 1.15 £0.04]

Supplemental Figure 4: Flexible loop joining the two main folded domains of the protein PpHCT.
A: Protein sequence alignment of PpHCT with ten proteins of vascular plants. B: In vitro activity of

recombinant truncated PpHCT (deleted of the loop) compared to recombinant native PpHCT.
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Supplemental Figure 5: Molecular characterization of APpHCT lines.

A: Genetic construct for disruption of the PpHCT locus and locus structure resulting from homologous
recombination. The disrupted APpHCT locus has integrated the NPTII transgene. B: Screening for 5’
and 3’ integrations of the NPTII transgene in PpHCT locus and positive control of PCR (CYP98:
Ppls366 10V6 locus). C: PCR detection of PpHCT transcripts. D: Determination of the number of
transgene integrations in the P. patens genome by quantitative PCR. The single copy PpCLF
(Pp3c22 22940V3) gene is used for the normalization of the CT. The #33 APpHCT line integrated the
transgene in single copy. Primers (qF1, qR1, qF2, qR2, P-F1 to P-F3 and P-R1 to P-R3 and controls)
are listed in Supplemental Table 2.
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Supplemental Figure 6: Molecular characterization of APpHCT: uida lines.

A: Design of genetic construct for PpHCT: uida gene insertion framing PpHCT STOP codon. The
resulting PpHCT locus has integrated wida coding sequence within reading frame. B: Screening for 5’
and 3’ integrations of uida coding sequence in the PpHCT locus. Primers (P-F1, P-F2, P-R1, P-R2 and
control) are listed in Supplemental Table 2.

67



Relative intensity (m/z 292 (El))

A B
0.15- p-coumaroyl-4-threonate 6 p-coumaroyl-shikimate
. 0.10 e o 4 H
= z
= =
g 5
< 0.05- 2 2
0.00 T T T 1 0 T T T T 1
0 10 20 30 40 0 2 4 6 8 10
Threonate (mM) Shikimate (mM)
C D
34 p-coumaroyl-quinate 0.157 p-coumaroyl-4-threonate
£,] £ 0.10-
z z
2 =
Q S
< 4 < 0.05-
0 T T T T ] 0.00+¢ T T T 1
0 5 10 15 20 25 0 200 400 600 800
Quinate (mM) p-coumaroyl-CoA (uM)
E Supplemental Figure 7: PpHCT enzyme Kkinetics for
20 p-coumaroyl-shikimate determination of catalytic parameters.
Dots are means of three independent replicates +/ standard
15 . error. Connecting curve is non-linear regression of Michaelis
0 Menten obtained using GraphPad Prism version 7.00. A, B and
210 C are enzyme kinetics determined using p-coumaroyl-CoA as
% saturating substrate and threonate, shikimate and quinate as
< ¥ varying substrate, respectively. D and E are enzyme kinetics
determined using threonate or shikimate as saturating substrate
oo 50 100 150 200 250 and p-coumaroyl-CoA as varying substrate. Activity is

p-coumaroyl-CoA (uM)

expressed as mole of product formed/mole of enzyme/s.

A A
WT WT WT
S Atk It Aoy S TVl T TV PTT Mol i ariivivir| ll )
w w
< 0
O <
N [sp]
N N
3 £
> >
APpHCT % APpHCT £ APpHCT
g \ N § , _—
£ £
A LA LA
© ©
Q Q
14 [hq
threonate shikimate quinate
13 14 15 155 16.5 17.5 15.5 16.5 17.5

Retention time (min)

Supplemental Figure 8: Extracted ion chromatogram from GC-MS analysis of WT and APpHCT

extracts.
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SUPPLEMENTAL TABLES

Preferred acceptor Name in tree |Organism Accession number |References
AtHCT Arabidopsisthaliana NP_199704.1 Hoffmann et al., 2004
CbHCT Coleus blumei CBI83579.1 Sander and Petersen, 2011
CsHCT Cucumissativus NP_001295843.1 Varbanova et al., 2011
NtHCT Nicotianatabacum XP_009615699.1 Hoffmann et al., 2003
P 2y Physcomitrella patens  |Pp3c2_29140 This work
= PpHCT Y P i
PrHCT Pinusradiata ABO52899.1 Wagner et al., 2007
PtHCTA Populus tremuloides  |ACC63882.1 Sg;jt al., 2010; Wang etal.,
Shikimate i -
PtHCT6 Populus tremuloides | XP_006368492.1 23'13‘ al., 2010; Wang etal,
. . Shen et al., 2013; Escamilla-
PvHCT2a Panicumvirgatum AGM90558.1 Trevifio et al., 2014
. . Shen et al., 2013; Escamilla-
PvHCT1a Panicumvirgatum AFY17066.1 Trevifio et al., 2014
. i . Shen et al., 2013; Escamilla-
PVHCT _like_1 |Panicumvirgatum JX845714 Trevifio et al.. 2014
SbHCT Sorghum bicolor EES05411.1 Walker etal., 2013
TpHCT1 Trifolium patens ACI16630.1 Sullivan, 2009
AtHHT1 Arabidopsisthaliana  [NP_851111.1 %’;get al., 2009;Molina et al.
AtHHT2 Arabidopsisthaliana AAQ62868.1 Rautengarten et al., 2012
Aliphatics AtHHT3 Arabidopsisthaliana NP_201161.1 Kosma etal., 2012
PtFHT1 Populus tremuloides XP_002298644.2 Chengetal.,, 2013
StFHT Solanumtuberosum NP_001275190.1 Serra etal.,, 2010
CcaHQT Cynara cardunculus ABK79690.1 Comino et al., 2009
CcHQT Coffea canephora ABO77956.1 Lallemand etal., 2012
CsHQT1 Cynara cardunculus ACF37072.1 Sonnante et al., 2010
CsHQT2 Cynara cardunculus ACJ23164.1 Sonnante et al., 2010
Quinate LiHQT Lonicerajaponica ACZ52698.1 Peng etal., 2010
NtHQT Nicotianatabacum CAE46932.1 Hoffman et al. 2003; Niggeweg
et al., 2004
SIHQT Solanumlycopersicum |NP_001234850.1 Niggeweg et al., 2004
StHQT Solanumtuberosum ABA46756.1 Payyavula etal., 2015
Putrescine AT1 Nicotiana attenuata AET80688.1 Onkokesung et al., 2012
Spermidine AtSHT Arabidopsisthaliana NP_179497.1 Grienenbergeret al., 2009
Agmatine HVACT Hordeumvulgare AAO73071.1 Burhenne et al., 2003
Shikimate/ Glycerol [OsHCT4 Oryza sativa NP_001057003.1 Kimetal., 2012
Aromatic alcohols PtSABT Populus tremuloides XP_002319767.1 Chedgy et al., 2015
Malate TpHCT2 Trifolium patens ACI16631.1 Sullivan, 2009
CbRAS Coleus blumei AOPDVS5.1 Bergeretal,, 2006; Sanderand
Petersen, 2011
4-hydroxyphenyllactate =% 3 Lavandula angustifolia | ABI48360.1 Landmann et al., 2011
MoRAS Melissa officinalis GOLD36.1 Weitzel and Petersen, 2011
Pp3c5_8420 Pp3c5_8420
Pp3c7_26870 . Pp3c7_26870
Unknown Pp3ci14 6190 Physcomitrella patens Pp3ci14 6190
Pp3c22_3160 Pp3c22_3160
Pp3c22_4140 Pp3c22_4140

Supplemental Table 1: Functionally characterized hydroxycinnamoyl-CoA-dependent BAHD
transferases and the six P. patens protein candidates, including PpHCT, used in the cladogram of
Figure 2. Adapted from Eudes et al, 2016.
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#primer name sequence target
A 1 5’HR_HCT_fwd patacgactcactatagggcgaattc CTTGTCTCATCCGCCAAA |, . t tion HR f t
2 5'HR_HCT rev gtcatagctg CAAAG TAGCACACGGACG > Integration FR iragmen
3 NPTII_fwd_(KOHCT) fioctacttigCAGC TATGACCATGATTACGC NPT cod ect
4 INPTII_rev_(KOHCT) |oatgaagact] TGGGTAACGCCAGGGT T | 11l coding sequence in vector
5 3’HR_HCT_fwd cgttacccaaAGTCTTCATCTTTTACACTTGAACTG 5 intearation HR fraament
6 B’'HR_HCT_rev tatttaggtgacactatagagaattc TGCTCTTCCAAGTTTGCATG ° °
#primer | name sequence target
B 316 5’HR_HCT GUS_fwdJactcactatagggcgctagcGGACCTGCCCATGGCTGT 5 int tion HR f t
317 |5HR _HCT_GUS rev [taagcctoc GAAGGATGOCACTAGT TTGGCAAATG [0 'megration AR iragmen
318 |GUS_fwd (HCT) lggcatccttc GCAGGCTTAATGTTACGTC | ida coding seauence in vector
319___|GUS_rev (HCT) gatgaagactTCATTGTTTGCCTCCCTG gseq
320 3’HR_HCT_GUS_fwd|caaacaatgaAGTCTTCATCTTTTACACTTG  intearation HR fragment
321 __|BHR _HCT GUS rev [ggigacactatagagciagc GTACT CCTCATAAAGAATCTC 9 9
C #primer name sequence target
323 P-F1 CCGTTCAAGTCCACCATCACC intearation KO-HCT
227 P-R1 ITGTCGTGCTCCACCATGTTG ° 9
228 P-F2 IA AATCCAGTGACCTGCAGGC ' intearation KO-HCT
324 P-R2 CGAGCTCGCTAAAGGGTACCATAA 9
229 ICYP98 fwd|GGCAGTCATGTGGGAGAACA CYP98locus (CT)
230 ICYP98 rev |ATGGCCCATTCCACCGAAAT
#primer | name sequence target
273 P-F3 ATGGCCGCCGCAAGTCAAGTTC PoHCTA transcriot
274 |P-R3 TTAGAAGGATGCCACTAGTTIGG | P P
295 L21 transcript fwd |GGTTGGTCATGGGTTGCG L 21 transcript (CT)
296 L21 transcript_rev |GAGGTCAACTGTCTCGCC - P
#primer | name sequence target
220 g-F1 [TTCTTGTCGAAGCTGAAGCA number of 5’ HR
221 q-R1 CAAAGTAGCACACGGACGAA fragment integration
297 q-F2 CAGCGCACGTATGAATCACA number of 3’ HR
298 q-R2 CCAATGCGGCTTACAGGATC fragment integration
523 PpCLF_5915 gf |[AGCAATGTCCGTGCCTACTT . #1
524 |PpCLF _5981_qr |[TTGTAAGAATCACTCACCCACAG |- crencegene
525 PpCLF_7739_qf |[GTATTGGCGATCCCACTCTT eference qene £2
526 |PpCLF_7804_qr |GCATAAAATAGGTCACAGATTGAGG | 9
D #primer name sequence target
396 P-F1 IGCAATGGTAACGGAGACTTCA 5' intearation wida
397 P-R1 TAACATACGGCGTGACATCG > g
219 P-F2 IGAAGCTCAGAGAATGCGATGG 3 intearation wida
376 P-R2 ICCGATCACCTGCGTCAAT g
295 L21 fwd GGTTGGTCATGGGTTGCG L27locus (CT)
296 L21 rev GAGGTCAACTGTCTCGCC -
#primer name sequence target
E HR-849 |Pp3c19_1800_gF1 ATGCTTGCATTGCAGTGCTG reference aene #1
HR-850 |Pp3c19 1800 gR1 TTCAATGCGCGTGATAACCC g
HR-855 |Pp3c27_3270_gF1 AATTACGGTGCGCTTGATCC f #5
HR-856 |Pp3c27 3270 gR1__ |AMAGCGCTTGATCAACGCATC reterencegene
285 Pp3c2 29140 F IWCCACATGGACACATTTGCC PoHCT1
286 Pp3c2 29140 R ATTCATACGTGCGCTGCAAC P
340 Pp3c18 6360 F ICACCGGATTGCCGAAAGGTG 4-CoA-ligase
341 Pp3c18 6360 R ACCAACTCTCAACCCGCACA g
HR-577 |Pp1s366_10V6_gF1 KTATGATCACGGCAGGCATG PoCY08
HR-578 |Pp1s366 10V6 qR1 [TGAACATCCGGATTGCGAAC P

Supplemental Table 2: List of primers used in this study.
A: Primers used for amplification the PpHCT disruption construct; Green: overlapping sequences, blue: specific of target
sequence, orange: EcoRI restriction site. B: Primers used for amplification of the PpHCT: uida construct. Green: overlapping
sequences, blue: specific of target sequence, orange: Nhel restriction site. C: Primers used for molecular characterization of
APpHCT in Supplemental Figure 5. D: Primers used for molecular characterization of PpHCT:uidA in Supplemental

Figure 6. E: Primers used for qRT-PCR analysis.




lonization Cone Collision MRM
MW .

mode voltage energy transition
p-coumaric acid 164.16 ESI+ 22 10 165.2 > 147 1
Caffeic acid 180.16 ESI+ 20 12 181.2> 163.1
Ferulic acid 194.18 ESI+ 20 8 195.3>177.2
p-coumaroyl-threonate | 282.07 ESI+ 14 14 283.2> 1471
Caffeoyl-threonate 298.07 ESI+ 14 14 299.2 > 163.1
Caffeoyl-quinate 354.31 ESI+ 17 16 355.2>163.1
Caffeoyl-shikimate 336.08 ESI+ 17 16 337.2>163.1
Morin 3024 ESI+ 36 26 303.4> 153

Supplemental Table 3: Multiple Reaction Monitoring detection of standards used in this study.
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INTRODUCTION |

Les polymeres pariétaux

La cutine et la subérine sont des polymeres extracellulaires qui servent de matrice a la
constitution de barrieres protectrices permettant [’adaptation a de nombreux stress
environnementaux tels que la sécheresse, I’attaque de pathogenes ou les irradiations UV
(Isaacson et al, 2009). Une des plus grandes innovations apparues au cours de I’évolution des
premicres plantes terrestres fut la mise en place d’une barriere protectrice externe au niveau des
organes acriens afin de limiter les pertes d’eau : la cuticule (Fich et al, 2016). Elle recouvre les
cellules épidermiques des organes aériens de toutes les plantes terrestres herbacées, sauf celles
de la tige des plantes ligneuses (Gymnospermes et certaines Angiospermes dicotylédones) dont
I’épiderme est remplacé par un périderme enrichi en subérine. Aucune étude n’a pu montrer la
présence de cuticule chez les algues, sauf chez certaines comme Klebsormidium nitens ou
Chlamydomonas reinhardtii dont les parois cellulaires sont recouvertes de structures
ressemblant a de la cuticule (Kondo et al, 2016 ; Cook and Graham, 1998). Le rhizoderme est
quant a lui dépourvu de cuticule mais est recouvert de subérine. Dans le cas des Gymnospermes
et de certaines Angiospermes dicotylédones a croissance secondaire, le rhizoderme est
¢galement remplacé par un périderme enrichi en subérine. Le périderme correspond au
phellogéne, un méristéme secondaire, qui produit le phelloderme, un tissu vivant (assimilateur
ou de réserve) vers I’intérieur de I’organe, et le suber (liege) composé de cellules a parois
secondaires subérisées, vers I’extérieur. La croissance en épaisseur de 1’organe entraine un
délitement du tissu de revétement (épiderme ou rhizoderme), laissant ainsi le périderme en

contact avec I’extérieur comme on peut I’observer chez A. thaliana (Wunderling et al, 2018).

Epicuticular Wax Crystals

Epicuticular Wax Film

Cuticle Proper
Cuticle

Cuticular Layer

Polysaccharide
Cell Wall

Figure 1 : Structure de la cuticule chez les trachéophytes.

Représentation schématique de la structure de la cuticule qui recouvre les cellules épidermiques (Yeats and Rose,
2013). La cuticule comprend : le polyester de cutine formé majoritairement d’acides gras, et les cires cuticulaires,
des composés hydrophobes non polymérisés incluses dans la cutine (cires intracuticulaires) et au-dessus sous forme
d’un film épicuticulaire et/ou de cristaux. La « couche cuticulaire » est un mélange de polysaccharides pariétaux et
de composés hydrophobes de la cutine. La « cuticule proprement dite » désigne la portion la plus externe de la cutine
et les cires. 79



La cuticule est composée de cutine (1), un polyester majoritairement composé d’acides gras, et
de cires (2), des composés hydrophobes intégrés dans la cutine et qui peuvent aussi se trouver
a sa surface sous forme d’un film épicuticulaire ou de cristaux (Figure 1 ; Yeats et Rose, 2013 ;
Fich et al, 2016). L’interface entre la paroi cellulaire des cellules épidermiques et la cuticule se
nomme la couche cuticulaire (« cuticular layer ») et correspond a des polysaccharides pariétaux
liés a des composés lipidiques de la cuticule (Jeffrey, 2006). Au-dessus se trouve la cuticule
proprement dite (« cuticle proper »), une couche totalement hydrophobe dépourvue de

polysaccharides pariétaux, et qui confere I’imperméabilité aux organes aériens.

Les feuilles d’A4. thaliana et les phyllides de P. patens présentent des cristaux de cires
¢épicuticulaires sur la surface de leurs cellules (Figure 2A). Sous forme de plaques chez P.
patens, ces cristaux sont distribués de maniere irréguliere au sein de différentes phyllides (Buda
et al, 2013). L’observation au microscope €lectronique de coupes de feuilles ou de phyllides
(Figure 2B) met en ¢évidence une organisation cuticulaire similaire entre A. thaliana et P.
patens. Dans les deux cas, la paroi cellulaire est recouverte d’une couche cuticulaire (CL),
surmontée de la cuticule a proprement dite (CP) (Yeats et Rose, 2013 ; Buda et al, 2013). Les
ramifications de polysaccharides pariétaux au niveau de la couche cuticulaire sont bien visibles
dans la capsule du sporophyte de P. patens (Figures 2B, 3 et 4).

A Arabidopsis thaliana Physcomitrella patens

Epidermal

Figure 2 : Analyse microscopique de la cuticule en coupe transversale.

A: Cires épicuticulaires observées au microscope électronique a balayage; A.1: cristaux de cires épicuticulaires chez
A. thaliana, échelle Spm (Yeats and Rose, 2013); A.2-3: plaquettes de cires chez P. patens, échelle 10 et 2um (Buda
et al, 2013); B: observation de la cuticule au microscope électronique a transmission, B.1: coupe transversale de
tige d’A. thaliana, échelle 500 nm (Yeats and Rose, 2013); B.2: coupe transversale de phyllide de P. patens; B.3-4:
cuticule de la capsule de sporophyte de P. patens ou la couche cuticulaire est bien visible. B.2-4: échelle 200 nm,

CP: « cuticule proprement dite », CL: « couche cuticulaire », PCW: paroi cellulaire, PM: membrane plasmique 80

(Buda et al, 2013).



Role de la cuticule

Imperméabiliser les organes et limiter les pertes d’eau
La cuticule confere une imperméabilité aux tissus aériens, limitant ainsi les pertes en eau (Fich
et al, 2016). Les cires épicuticulaires sont majoritairement impliquées dans cette fonction. En
effet, les cuticules dont on a extrait les cires épicuticulaires présentent une perméabilité en
moyenne 100 a 1000 plus importante que les cuticules intactes (Schreiber, 2010). Cette
observation a été confirmée chez le mutant de tomate /ecer6, dont la synthése des cires est
affectée et dont le fruit présente une plus grande perméabilité par rapport au sauvage (Leide et
al, 2007). La perméabilité s’évalue par la quantité d’eau perdue par unité de surface et unité de
temps. Elle est généralement exprimée par la perméance, P en métres. s™', qui représente la

vitesse de diffusion d’eau a travers la cuticule.

Empécher la fusion d’organes au cours du développement
Au niveau des méristemes et dans les bourgeons végétatifs ou floraux, les jeunes organes sont
en étroit contact les uns avec les autres. La cuticule, déposée de novo lors du développement,
les empéche de fusionner et leur permet de rester individuellement séparés, comme illustré dans

le schéma de la Figure 3 (Ingram et Nawrath, 2017).

A: Cuticule imperméable

B: Cires limitant les intéractions

m E : Feuilles fusionnées (Atbdg)

[~ C: Cuticule discontinue

Fusion d'organes

D: Cuticule perméable

LA AR R NN NENNNNHNH.]

Figure 3 : Interactions entre les cellules épidermiques de deux organes en contact.

A-D : Représentations schématiques (Ingram et Nawrath, 2017) : membrane plasmique (gris), paroi cellulaire
(jaune), cuticule (brun), point de contact entre deux organes (cercles bleus), points de fusion d’organes (cercles
rouges). Lorsqu’il y a un défaut de cuticule (C), ou que la cuticule est perméable (D), on observe une fusion
d’organe. E : Exemple d’une fusion d’organes (indiquée par la fleche) au niveau des feuilles d’un mutant affecté
dans la biosynthese de cuticule chez A4. thaliana (Atbdg, Kurdyokov et al, 2006).
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Les cires épicuticulaires permettent également de limiter les interactions. En revanche, une
cuticule perméable ou des zones apoplastiques dépourvues de cuticule entrainent une fusion
des deux organes par I’intermédiaire de leur paroi cellulaire (Figure 3C et D) (Ingram et
Nawrath, 2017). Une fusion d’organes a été observée au niveau des feuilles chez Atbdg (Figure
3E), et au niveau des feuilles et du bourgeon floral chez Atlcr, deux mutants présentant un
défaut de cuticule (Kurdyukov et al, 2006, Wellesen et al, 2001). L’altération de la cuticule par
I’expression ectopique de cutinases chez A. thaliana entraine également des fusions d’organes

(Sieber et al, 2000 ; Takahashi et al, 2010).

Chez P. patens, la mutation des genes PpHCT1 ou PpCYP98 impliqués dans la biosyntheése des
précurseurs phénoliques de la cuticule entraine une fusion d’organes au niveau des
gamétophores, correlée a une altération sévere de la structure de la cuticule ainsi que de sa

composition en monomeres d’acides gras (Figure 4, Chapitre [ PpHCT, Renault et al, 2017).

A WT APpHCT1 APpCYP98

Figure 4 : Altération de la structure de la cuticule chez les mutants kct et cyp98 chez P. patens.

A : Phénotype de gamétophores mutants présentant un phénotype de fusion d’organes dii & une altération de la
cuticule. WT et APpHCTI, échelle 200 nm (Chapitre 1), APpCYP98, échelle 500 nm (Renault et al, 2017) B :
observation de la cuticule de phyllides de P. patens WT et APpCYP98 en coupe transversale, au microscope
électronique a transmission, échelle 0,5 pm, Cut: cuticule, cw : paroi cellulaire, pm : membrane plasmique
(Renault et al, 2017). Les corps denses aux électrons visibles sur les coupes de APpCYP98 pourraient correspondre
a des monomeres d’acides gras non polymérisés de la cuticule.
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Trachéophytes P. patens

acides gras simples cutine foliaire subérine racinaire cutine
acides gras non substitués 1-25% 1-10% 69%
o) C16:0 C16:0 majoritaires 38%
A~~~ o~~~ C18:0 C18:0 4 C24:0 C18:0, G18:1, C18:2 21%
OH C18:1,C18:2 C20:4, C22:0, C24:0
acides gras w-hydroxylés 1-32% 11-43% 2.60%
HO. i GileHy C18:1, C16:0 4 C26:0 C16:0
\/\/\/\/\/\/\/\)LOH C18:1, C18:2 B : :
a-w diacides gras généralement <5% 24-45%
>50% chez A. thaliana
(o] .
Ho\n/v\/\/v\/v\)l\ g]gig Cc18:1, C18:2
OH s 0 A .
I C181, C18:2 C16:0 a C26:0

acides gras avec modifications
dans la chaine

acides gras époxydés 0-34% 0-30%
O, o C18:0 (9,10 époxy) C18:1 (9,10- époxy-18-hydroxy)
\/\/\/\/Q\/\/\/\)I\OH C18:1 (9,10 époxy) C18:0 (9,10-époxy-1,18-diacide)
acides gras polyhydroxylés 0-34% 0-3% 21.40%
o
C16:0 (10,16-dihydroxy) . C16:0 (10,16-dihydroxy)
HO . ¥ )
VVVWLOH C18-0 (9,10, 18-trihydroxy) C18:0 (9,10,18-trihydroxy) C18:0 (9,10,18-trihydroxy)
HO
a-w diacides gras polyhydroxylés traces 0-8% trés abondant
oH o (Buda et al, 2013)
HO\N/\/\/\/\)\/\/\/\/M\OH C18:0 (9,10-dihydroxy) OT\CW“
(o] OH H H
alcools gras 0-8% 1-6% 1.34%
HO Gilerd C18:0 a G22:0
NN NN NN C18:1 ‘Va E C18:0
diols gras 0-5% 0-3% 6.25%
HO OH C18:1 C22:0 C18:0 (1,9,18-trihydroxy)
lycérol 1-14% 14-26%
9y HO/Y\OH ° ° non déterminé
OH
composés phénoliques 0-1% 0-10% abondant
o férulate
N"on fSrulat p-coumarate p-coumarate
vo erulate sinapate caféate
CH, caféate

Tableau 1 : Composition en monoméres de la cutine foliaire, de la subérine racinaire de
trachéophytes, d’aprés Pollard et al, 2008, et de la cutine de P. patens, d’aprés Edstam et al, 2014 ;
Buda et al, 2013 et Renault et al, 2017.
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Un léger changement de composition en monomeres de cutine n’entraine pas d’altération
drastique de la structure de la cuticule, ni de fusion d’organes : par exemple chez les mutants
Atgpat chez A. thaliana. (Li et al, 2007a), Ppabcg chez P. patens (Buda et al, 2013). Il peut en

revanche augmenter la perméabilité tissulaire comme chez le riz (Park et al, 2010).
Composition chimique de la cuticule

La cutine est un polyester hydrophobe composé majoritairement de dérivés d’acides gras
oxygénés en C16 et C18, de glycérol, et d’une faible proportion de phénylpropanoides. Sa
composition, ¢’est-a-dire la nature des composants et leurs proportions varient en fonction des
especes, mais aussi au sein des différents organes ou du stade de développement (Rautengarten
et al, 2012). Les composés lipidiques de la cutine sont des acides gras non substitués (entre 1
et 25%), des acides gras w-hydroxylés (1-32%), des acides a, ®- dicarboxyliques (<5%, mais
>50% chez A. thaliana), des acides gras hydroxylés ou époxydés dans la chaine, des alcools
gras (0-8%), du glycérol (1-14%) et des composés phénoliques, majoritairement du férulate (0-
1%) (Pollard et al, 2008) (Tableau 1). Les mémes composants sont retrouvés dans le polymere
de subérine, mais les proportions relatives changent, on trouve notamment une plus grande
proportion de composés phénoliques (0-10%), dont le férulate, mais aussi du p-coumarate, du
sinapate et du caféate. Ces derniers sont généralement absents de la cuticule foliaire chez les
trachéophytes. L’analyse de cutine de gamétophores de P. patens a montré que le composé
aliphatique majoritaire est le diacide 5-hydroxytetradecane, un composé en C14 peu abondant
chez les gymnospermes, et absent chez les angiospermes (Buda et al, 2013 ; Hunneman and
Eglinton, 1972). Selon I’étude d’Edstam et al (2014), les dérivés d’acides gras en C16 sont des
composés majoritaires de la cutine de P. patens, en particulier 1’acide gras non substitué et
I’acide (9,10),16-dihydroxyhexadécanoique. Le diacide C18, composé majoritaire chez A.
thaliana (Rautengarten et al, 2012), n’a pas été recherché chez P. patens. Enfin, une différence
notable est la présence d’une quantité plus élevée de composés phénoliques, en particulier de
caféate et de p-coumarate, dans la cutine de P. patens, et une absence de férulate (Renault et al,
2017). Le caféate est un compos¢ phénolique absent des cuticules de trachéophytes, sauf chez
Solanum lycopersicum dont la cutine foliaire est riche en caféate, puisque sa teneur dépasse
celle de I’acide gras le plus abondant (Bolger et al, 2014). On y trouve également du p-
coumarate et férulate en proportions plus faibles. La cutine foliaire de Solanum pennelli contient
quant a elle seulement du caféate et du férulate (Bolger et al, 2014). Ces compositions se
rapprochent de celles décrites pour la subérine, dans laquelle la proportion en molécules

phénoliques peut étre jusqu’a 10 fois plus importante que dans la cutine (Pollard et al, 2008).
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Voie de biosynthese de la cuticule

Les acides gras en C16 et C18 sont synthétisés dans le chloroplaste par les fatty acid synthase
(FAS). Une partie de ces acides gras reste dans le chloroplaste pour participer notamment a la
constitution des membranes des thylakoides et de la membrane interne : c’est ce que 1’on
appelle la voie procaryotique. En revanche, les modifications des acides gras s’effectuent dans
le réticulum endoplasmique via la voie eucaryotique. Un transport entre les deux organelles est
donc nécessaire. Il est admis que les acides gras traversent I’enveloppe du chloroplaste vers le
cytosol, mais le mécanisme exact (par simple diffusion ou transport membranaire) reste inconnu

pour le moment (Li-Beisson et al, 2017).

Apres export depuis le chloroplaste vers le cytosol, les acides gras libres sont activés par liaison
au Coenzyme A sous la catalyse des Long-Chain Acyl-CoA Synthase (LACS), enzymes
associées a la membrane externe du chloroplaste (Koo et al, 2004). ABCA9, un transporteur
ABC a été décrit comme étant impliqué dans I’import des acyl-CoA dans le réticulum

endoplasmique au niveau des graines chez A. thaliana (Kim et al, 2013).

Polysaccharide Cuticle
Chloroplast Endoplasmic cell wall
reticulum
LACS
16C/18CFA =——> ————> FA-CoA ’—ﬁ\‘
FAE
| T 20-28C
o E} l CYP86A i
w-OH —_— w-O0H
FA-CoA FA-CoA
l CYP77A6 BDG
Al Di/tri-OH CYP77A4 w-OH
FA-CoA Py, aBdg | e LIRS
SHN1/2/3 —Slunnen - .
ANL2/HDG1 ? Cutin
MYB16/106 GPAT polymer
NFLX2
Monoacylglycerols i
DCR Ferulicacid-CoA”™ DCF  Acylferulate
Cytoplasm

Figure 5 : Biosyntheése des précurseurs aliphatiques de cuticule (Fich et al, 2016).

FA: fatty acids = acides gras; FAS: fatty-acid synthase; LACS: long-chain acyl-CoA synthase; GPAT: glycerol-
3-phosphate acyltransferase; DCF: deficient in cutin ferulate (BAHD transferase); ABCG: transporteurs ATP
binding cassette; LTP: lipid transfert proteins; CUS: cutin synthase.
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Au niveau du réticulum endoplasmique, les acyl-CoA peuvent subir ensuite une élongation de
la chaine carbonée de 20 a 28 carbones par la Fatty Acid Elongase (FAE) (Barrett and Harwood,
1998). Les acides gras libres ou sous forme CoA peuvent également subir une hydroxylation
en bout de chaine, appelée w-hydroxylation par CYP86A, un cytochrome P450 (Benveniste et
al, 1998 ; Wellesen et al, 2001 ; Han et al, 2010 ; Haggitt, 2016, p. 20).

L’acide gras w-hydroxylé peut étre hydroxylé dans la chaine par CYP77A6 pour former un
acide gras di- ou tri-hydroxylé (Sauveplane et al, 2009 ; Li-Beisson et al, 2009). Chez Nicotiana
tabacum, CYP94AS5 est capable de catalyser la formation de diacides gras (Le Bouquin et al,
2001). Des acyl-ACP désaturases, enzymes chloroplastiques, peuvent produire des acides gras
insaturés comme le C18:1. CYP77A4 transforme la double liaison C=C des acides gras
insaturés, tels que le C18 :1, en groupement époxy (Sauveplane et al, 2009). Ce dernier peut
étre ouvert en diol par EHI, une époxy hydrolase récemment caractérisée chez A. thaliana.
(Pineau et al, 2017). Enfin, les acides gras résultants sont stockés sous forme de
monoacylglycérols. Les glycerol-3-phosphate acyltransferases (GPAT) transferent I’acyl a
partir des acyl-CoA sur un hydroxyle du glycérol, généralement en position 2 (sn-2), résultant
en un 2-monoacylglycérol (2-MAG). Plusieurs GPAT sont caractérisées chez A. thaliana, et
ont des fonctions spécialisées, soit dans la biosynthese de cutine, soit dans celle de la subérine
(Beisson et al, 2012). Cette spécialisation des GPAT est également supportée par une approche
phylogénétique (Yang et al, 2012), qui met en évidence plusieurs homologues de GPAT chez
P. patens. Le transport des acides gras vers la cutine se fait via des transporteurs de type ABCG
a travers la membrane plasmique, et des transporteurs de type LTP a travers la paroi cellulaire.
Certains transporteurs, PPABCG?7 ainsi que PpLTPG2 et PpLTPGS, ont été caractérisés chez
P. patens (Buda et al, 2013 ; Edstam et al, 2014). Une acyltransférase extracellulaire de la
famille des GDSL (GDSL-motif lipase/hydrolase family protein), la cutin synthase (CUS),
catalyse le transfert d’un acide gras sur le groupement o-hydroxyle d’un acide gras du polymére
de cutine, permettant 1’allongement du polymere (Yeats et al, 2012 ; Bakan and Marion, 2017)
(Figure 6A). Il a ét¢ montré que la CUS de Solanum lycopersicum est non seulement capable
d’allonger le polymere linéaire en ajoutant bout a bout des acides 9(10),16-
dihydroxyhexadecanoiques a partir de 2-MAG, mais aussi de brancher de nouveaux acides gras
sur les hydroxyles se trouvant dans la chailne, permettant 1’élaboration d’un polymeére ramifié
(Philippe et al, 2016) (Figure 6B). AtCUSI et PpCUSI1, mises en évidence par une analyse
phylogénétique, sont capables de catalyser la formation d’un oligomere de cutine in vitro (Yeats

et al, 2014). Il existe une voie métabolique complémentaire dans le cytosol, qui permet de
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connecter le métabolisme phénolique et le métabolisme des acides gras, pour aboutir a la
synthése d’un ester d’acide hydroxycinnamique et d’acide gras. L’enzyme DCF (Deficient in
Cutin Ferulate) est une BAHD transférase capable de transférer un férulate a partir de féruloyl-
CoA sur la fonction w-hydroxyle du 16-hydroxypalmitate (C16) (Rautengarten et al, 2012).
AtDCEF ¢étant cytosolique, cette réaction doit probablement s’effectuer a I’interface entre cytosol
et réticulum endoplasmique. L’activité d’ AtDCF en utilisant un MAG d’acide gras w-hydroxylé
n’a pas été testée, mais il est probable que ce soit le substrat in vivo, ce qui serait plus en
adéquation avec la voie métabolique décrite ci-dessus. Enfin, le mécanisme de transport de
féruloyl-palmitate a travers la membrane plasmique et la paroi cellulaire pour rejoindre le
polymeére cuticulaire n’est pas connu, ni comment cette molécule est intégrée au polymere de

cutine.
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Figure 6 : Structure et formation du polymeére de cutine.

A : Mécanisme de la polymérisation d’un 2-monoacylglycérol (2-MAG), donneur d’acyle, et d’un acide gras o-
hydroxylé, accepteur d’acyle effectuée par CD1, une acyltransférase de la famille des GDSL. La fonction acide
carboxylique du 2-MAG est transférée sur la fonction w-hydroxyle de I’accepteur (Yeats et al, 2012). B : Structure
moléculaire du polymeére de cutine proposée par Yeats et Rose (2013). Les fonctions hydroxyles dans la chaine
des acides gras sont estérifiées par d’autres acides gras, permettant une réticulation du polymere.
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Implication des composés phénoliques dans la biosynthése de cutine et de

subérine

A ce jour, I'implication de cinq BAHD dans la production d’esters d’acides
hydroxycinnamiques et d’acides gras, précurseurs de biosynthése de subérine et de cutine a été
démontrée (Gou et al, 2009 ; Serra et al, 2010 ; Kosma et al, 2012 ; Rautengarten et al, 2012 ;

Cheng et al, 2013). Un résumé des données se trouve en Tableau 2.

At3948720 = AtDCF (deficient in cutin ferulate) (Rautengarten et al, 2012)
La teneur en acides hydroxycinnamiques de la cuticule a été étudiée dans différents organes :
les feuilles au stade rosette, les feuilles au stade développement floral, et les différentes parties
de la tige (apex, milieu, base). La plus forte teneur en férulate et en p-coumarate intégrés dans
le polymere cuticulaire est trouvée au niveau de 1’apex de la tige et dans les feuilles au stade
rosette, c’est-a-dire dans les organes en croissance. Les mutants dcf ne montrent pas de
phénotype particulier au niveau de leur morphologie en comparaison avec les plantes sauvages.
En revanche, ils présentent une diminution drastique de la teneur en férulate incorporé dans la
cuticule, tandis que la teneur en p-coumarate reste inchangée par rapport aux teneurs dans la
cuticule de plantes sauvages. La teneur en 16-hydroxypalmitate (C16) reste inchangée et les
acides gras C16 diminuent Iégerement. L’expression de DCF est la plus importante a I’apex de
la tige, la ou il y a une forte croissance et donc une importante production de polymeére
cuticulaire pour 1’élongation. Aucune expression n’a été observée dans les racines, ce qui
suggere que DCF est uniquement impliquée dans la synthése du polymeére cuticulaire et non
dans la subérine. In vitro, DCF utilise efficacement le féruloyl-CoA comme donneur et des
acides gras m-hydroxylés, préférentiecllement le 16-hydroxypalmitate comme accepteur. Son
activité est beaucoup plus faible avec le caféoyl-CoA et le p-coumaroyl-CoA, qui sont des
composés phénoliques peu présents voire absents de la cutine des plantes sauvages. Le mutant
dcf ne présente pas d’augmentation de la perméabilité foliaire au niveau des rosettes, selon un
test au bleu de toluidine. L’implication de DCF dans la biosynthése de subérine racinaire, qui

contient plus de composés phénoliques que la cuticule, n’a pas été étudiée.

At5¢41040 = AtHHTI (hydroxycinnamoyl-CoA: w-hydroxyacid O-
hydroxycinnamoyltransferase) (Gou et al, 2009)

Le mutant hhtl présente une diminution de la teneur en férulate incorporé au polymere
de subérine au niveau de la racine et du manteau de la graine. La subérine est déposée au niveau

des cellules de I’endoderme racinaire lors de 1’élongation. Tout comme AtDCF, AtHHT1 a une
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Polymeére impliqué

Analyse métabolique du
polymeére des mutants

Phénotype du mutant

Activités in vitro

Subérine Diminution de la teneur en: Pas de changement au niveau de dépét de subérine Féruloyl-CoA > p-coumaroyl-CoA
AtHHT1 ->Racines - férulate Au mentatiog de la perméabilité tisst?laire (16-hydroxypalmitate comme accepteur)
—>Manteau de la graine - 16-hydroxypalmitate pour 1 lignée 9 P Pas d’activité avec caféoyl-CoA et 1-hexadecanol
Féruloyl-CoA > caféoyl-CoA > p-coumaroyl-CoA
AtDCF Cuticule foliaire Diminution du férulate de Ia.‘ cut|f;ule . Pas d’augmentation de la perméabilité au bleu de toluidine (16-h¥dro_xy;?alm|tate comme accepteur)
Teneur en 16-hydroxypalmitate inchangée Pas d’activité avec 1-hexadécanol
Subérine: Mutant RNAI affecté au niveau du périderme du tubercule
i 72% de réduction de la teneur en férulate —perte de turgescence des cellules, augmentation de la Seule activité observée avec féruloyl-CoA et 16-hydroxypalmitate
StFHT ->Périderme du . . DU o s
76% réduction des w-hydroxy C18:1 perméabilité Pas d’activité avec alcools gras
tubercule . -
—>pas de changement au niveau de la structure de la subérine
Cuticule foliaire Pas de mutants .
Subérine: Surexpression PtFHT dans A. thaliana Féruloyl-CoA > p-coumaroyl-CoA
PtFHT . : . Pas de mutants (16-hydroxypalmitate comme accepteur)
—>Racines -> augmentation de la teneur en férulate g .
. . - Accepteurs: 16-hydroxypalmitate > 1-dodecanol
->Manteau de la graine dans la cutine foliaire
Subérine:
AtFACT —>Périderme racinaire Disparition des alkyl-caféate Non déterminé Cafec’)yI-CoA > féruloyl-CoA > p-coumaroyl-CoA
—>Manteau de la graine (dodécan-1-ol comme accepteur)
Cires racinaires

Tableau 2 : Acyltransférases caractérisées impliquées dans la biosynthése de précurseurs de cutine ou de subérine.
Arabidopsis thaliana : AtHHT1 (At5g41040, Gou et al, 2009), AtDCF (At348720, Rautengarten et al, 2012), AtFACT (At5G63560, Kosma et al, 2012); Solanum
tuberosum: StFHT (LOC102577559, Serra et al, 2010); Populus trichocarpa: PtFHT (JX515962, Cheng et al, 2013).
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meilleure activité avec le féruloyl-CoA (Km: 9.7uM, Kca/ Kim : 1787) qu’avec le p-coumaroyl-
CoA (Km:36.7 uM, Kca/Kim : 372) lorsque le 16-hydroxypalmitate est utilis€¢ comme accepteur.
Aucune activité n’a été observée avec le caféoyl-CoA. AtHHT1 n’est pas active avec les acides
gras de type C18 (acide stéarique), y compris les C18 hydroxylés dans la chaine et le 1-
hexadecanol, contrairement a ce qui a été observé par d’autres chercheurs (Molina et al, 2009).
Il n’y a pas de différence significative au niveau des teneurs en p-coumarate dans les racines
chez hhtl. En revanche, la cutine d’/hhtl présente une diminution drastique de la teneur en
acides gras C16 w-hydroxylés. Ces mutants présentent également une augmentation de la
perméabilité tissulaire, indiquant que le férulate joue un role important dans 1’élaboration du

polymeére de subérine au niveau de la racine.

AtHHT1 et AtDCF ont donc des activités similaires, la premiere agissant au niveau de la
biosynthése de subérine racinaire, la seconde au niveau de la biosynthése de cutine. Elles
générent le méme produit, pourtant leurs séquences protéiques ne partagent que 56.4%

d’identité.

Solanum tuberosum FHT (StFHT), pour Fatty acid/Hydroxycinnamoyl-CoA Transferase est un
homologue d’AtHHT1 caractérisé chez la pomme de terre (Serra et al, 2010). Le tubercule de
pomme de terre du mutant fA¢ présente une plus grande perméabilité tissulaire par rapport aux
tubercules de plantes sauvages. StFHT est cytosolique, et s’accumule majoritairement dans le
périderme du tubercule (Boher et al, 2013). Chez Populus tricocharpa, PtFHT a une meilleure
activité avec le féruloyl-CoA qu’avec le p-coumaroyl-CoA lorsque le 16-hydroxypalmitate est
utilisé en accepteur. Le caféate n’a pas été testé. PtFHT est exprimé dans tous les organes
adriens et souterrains de la plante, majoritairement dans les bourgeons apicaux (Cheng et al,
2013). Dans le périderme, notamment chez la pomme de terre, le féruloyl-CoA est connu pour

jouer un role prépondérant dans la biosynthése de la subérine et des cires (Graga, 2015).

AT5¢63560 = AtFACT (Fatty Alcohol: Caffeoyl-CoA caffeoyl Transferase)
(Kosma et al, 2012)
AtFACT synthétise des alkyl-caféate qui sont des esters de caféate et d’alcool gras, composants
des cires recouvrant la surface racinaire. Les cires sont des dérivés aliphatiques non
polymérisés, généralement a trés longue chaine (> C18), recouvrant la cutine ou la subérine,
qui comprennent des alcanes, des acides gras, des alcools gras, des monoacylglycérols, et des
esters d’acides hydroxycinnamiques (alkyl hydroxycinnamates) (Espelie et al, 1980 ; Li et al,
2007b ; Molina et al, 2009 ; Serra et al, 2010). La proportion de chacun des composants varie
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en fonction des especes comme démontré chez le panais, la carotte, la betterave ou la pomme
de terre (Espelie et al, 1980). Les esters présents sont des alkyl-coumarate, alkyl-férulate et
alkyl-caféate. Les cires racinaires d’Arabidopsis contiennent des esters de p-coumarate (avec
des chaines aliphatiques en C18, C20, ou C22) en plus grande proportion que les esters de
férulate et de caféate (Li et al, 2007b). Les portions matures des racines sont recouvertes de
rhizoderme suberisé ou de périderme. Il y a cinq fois plus de cires, et notamment 9 fois plus
d’alkyl-hydroxycinnamates, dans la racine primaire que dans les racines secondaires, plus
jeunes. Chez les mutants Atfact, il y a disparition des alkyl-caféate, alors que les esters de p-
coumarate et de férulate sont inchangés (Kosma et al, 2012). L’enzyme FACT recombinante
montre une préférence pour le caféate, plutét que pour le férulate ou le p-coumarate, in vitro,
lorsqu’elle est incubée avec des alcan-1-ol. En revanche, I’étude de I’affinité de I’enzyme pour

un alcan-1-ol particulier n’a pas été réalisée.

OBJECTIFS e

Les résultats obtenus chez les mutants APpHCT et APpCYP98 montrent qu’une perturbation du
métabolisme phénolique entraine un phénotype de fusion d’organes associée a une altération
de la cuticule. L’analyse des monomeres de cutine a mis en évidence une diminution drastique
de la teneur en 16-hydroxypalmitate accompagnée d’une disparition du caféate, suggérant que

les deux composés pourraient étre intégrés sous forme d’un conjugué dans la cuticule.

Chez A. thaliana, AtDCF conjugue efficacement le férulate et le 16-hydroxypalmitate in vitro,
et la cuticule du mutant A¢dcf montre une diminution de son contenu en férulate, suggérant que
ce dernier serait incorporé au polymere cuticulaire sous forme d’ester d’acide gras. Néanmoins,
le role de cet ester dans la structuration de la cuticule chez A. thaliana n’est pas encore défini,

principalement en raison de I’absence de phénotype particulier chez Atdcf.

La cutine de P. patens est plus riche en composés phénoliques que la cuticule des plantes
vasculaires. De plus, les phénotypes de fusion d’organes observés chez les mutants Pphct! et

Ppcyp98 confirment un role structurel important des composés phénoliques.

Notre objectif était donc d’identifier chez P. patens un homologue d’AtDCEF, la seule protéine
responsable de la syntheése d’esters d’acide hydroxycinnamique et d’acide gras probablement

intégré au polymere cuticulaire.

Nous avons donné ici a ces enzymes le nom générique de Fatty acid/Hydroxycinnamoyl-CoA

Transferase (FHT), qui regroupe toutes les protéines décrites ci-dessus.
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Figure 7 : Cladogramme des fatty o-hydroxyacid/fatty alcohol hydroxycinnamoyl transferase (FHT).
Les protéines AtFACT, AtDCF, AtHHT1 et StFHT sont des FHT caractérisées. Les autres homologues FHT sont issus

d’espéces représentatives de la lignée verte :

Physcomitrella patens et Sphagnum fallax (bryophytes), Marchantia

polymorpha (marchantiophytes), Selaginella moellendorfii (lycophytes), Salvinia cucullata et Azolla filiculoides (sous-

division : Filicophytes =

fougeres vraies), Picea abies et Picea teada (Gymnospermes), Brachypodium distachyon,

Solanum tuberosum et Arabidopsis thaliana (Angiospermes). Aucun homologue n’a pu étre trouvé dans les especes
d’algues suivantes : Ostreoccoccus lucimarinus (chlorophytes), Mesostigma viride (Mesostigmatophyceae), Chlorokybus
atmophyticus (Chlorokybophyceae), Chara vulgaris (Charophyceae) et Klebsormidium subtile (Klebsormidiophyceae),
Coelocheate irregularis (Coleochaetophyceae), Spirogyra sp. (Zygnematophyceae).
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RESULTATS - .

Une analyse phylogénétique met en évidence la présence d’homologues FHT

chez les bryophytes

Des homologues d’AtDCF ont été¢ recherchés par BLASTp chez diverses especes
représentatives de la lignée verte, des chlorophytes aux angiospermes. Par cette approche, j’ai
pu identifier le plus souvent plusieurs séquences homologues dans les especes considérées,
excepté chez les algues vertes (i.e. charophytes et chlorophytes), chez lesquelles aucune
séquence homologue n’a pu étre identifiée. Cette observation a été corroborée par des BLAST
réciproques, indiquant que les meilleurs hits du « BLAST DCF » chez ces especes présentent
en fait une homologie supérieure avec HCT. Ces observations suggerent deux choses : (1) que
les protéines FHT seraient apparues apres la divergence des plantes terrestres, et (2) qu’elles
auraient évolué a partir des protéines HCT, de maniére concomitante avec 1’apparition du

polymere cuticulaire. Elles seraient donc spécifiques aux plantes terrestres.

Un arbre phylogénétique a ensuite ¢té construit par une approche de maximum de
vraissemblance (Figure 7). Le cladogramme obtenu met en évidence un clade majoritaire qui
contient les FHT déja caractérisées chez les Angiospermes : AtFACT, AtDCF et AtHHT1 chez
A. thaliana, et StFHT chez Solanum tuberosum (clade FHT ; Figure 7). Les homologues FHT
des bryophytes, ptéridophytes et Gymnospermes se placent dans le clade FHT selon une
séquence évolutive qui respecte la position phylogénétique de ces groupes dans 1’évolution du
régne végétal. Seuls les homologues de S. moellendorfii (lycophytes) se placent a la base du
clade FHT et montrent une évolution divergente qui peut correspondre a une spécialisation chez
cette espece. Une seule copie de FHT est présente chez P. patens (PpFHT) et Marchantia
polymorpha (MpFHT). Plusieurs sont présentes chez la sphaigne Sphagnum fallax et les
gymnospermes Picea abies et Picea teada. Chez ces derniers, les homologues FHT sont
présents en de nombreuses copies, dont certaines se regroupent au niveau d’un clade défini
comme « FHT-like ». Il comprend uniquement des séquences de gymnospermes qui sont
fortement dupliquées pouvant avoir une fonction similaire aux FHT ou bien une fonction
particuliére due a une divergence fonctionnelle. Chez les Gymnospermes, I’épiderme est
souvent remplacé par un périderme dont les cellules subérisées contiennent une forte proportion
d’alkyl-hydroxycinnamate (Domergue et Kosma, 2017). Cette particularité pourrait étre lie a
la présence d’un nombre important d’homologues FHT chez ces deux espéces de

gymnospermes.
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L’analyse phylogénomique des génes FFHT met en lumiere (1) leur apparition chez les plantes
terrestres, suggérant un lien avec la terrestrialisation, et (2) la présence d’un candidat unique
chez la mousse P. patens (PpFHT, Pp3ci4_6190), ainsi que chez M. polymorpha (MpFHT,
Mapoly0157s0023). L’analyse fonctionnelle de ces deux geénes offre donc 1’opportunité de
comprendre les fonctions originelles de cette famille de protéines et les modalités de la mise en

place d’une cuticule chez les premiéres plantes terrestres.

Les protéines FHT de bryophytes catalysent in vitro la synthese d’'un ester

phénolique d’acide gras

Les séquences codantes de PpFHT et de MpFHT ont été amplifiées a partir d’ADNc, puis
insérées dans un vecteur d’expression destiné a E. coli, permettant la production de protéines

recombinantes porteuses d’une étiquette 6-HIS a 1’extrémité N-terminale.

Incubation in vitro de PpFHT : identification du produit
La protéine recombinante PpFHT a été incubée dans un premier temps dans les mémes
conditions que PpHCT1 (Chapitre 1) avec du caféoyl-CoA comme donneur d’acyle et du 16-
hydroxypalmitate en accepteur. En effet, selon les résultats obtenus chez les mutants APpHCT
et APpCYPY9S, il y avait une diminution drastique de la teneur en 16-hydroxypalmitate
accompagnée d’une disparition du caféate, suggérant que les deux composés pourraient étre
intégrés sous forme d’un conjugué dans la cutine. D’autres acides gras montrent également une
diminution chez les mutants, tels que le (9,10),16-dihydroxypalmitate (C16) ou le 1,9,18
trihydroxystéarate (C18), mais ces derniers ne peuvent pas étre testés pour I’instant car ils ne
sont pas disponibles au laboratoire ou commercialement. Aprés incubation de PpFHT, les
produits enzymatiques ont ét¢ analysés dans un premier temps en UPLC-MS/MS. J’avais émis
I’hypothése que le caféate serait transféré par PpFHT a partir du caféoyl-CoA sur la fonction
o-hydroxyle du 16-hydroxypalmitate, et que le produit formé serait un ester de masse théorique
de 434.56 g/mol (Figure 8A). La méthode de détection utilisée était du Single Ion Recording
(SIR) correspondant a la masse théorique + 1 (ionisation electrospray en mode positif, ESI+).
Cette analyse a montré que PpFHT est effectivement capable de produire une molécule ayant
la masse attendue m/z 435.6 (Figure 8B). L’analyse des réactions contrdles réalisées avec
I’enzyme bouillie et sans caféoyl-CoA a permis de confirmer la dépendance de cette réaction
vis a vis de la protéine (Figure 8B). La protéine a été incubée en parallele avec du 16-
hydroxypalmitate et du caféate (a la place du caféoyl-coA). Cette réaction n’a pas conduit a

I’apparition d’un produit, ce qui confirme I'utilisation d’un donneur d’acyle activé par du
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Figure 8: Incubation in vitro de PpFHT.
A: Réaction testée et produit théorique attendu. B: Conversion enzymatique du 16-hydroxypalmitate et
du caféoyl-CoA en caféoyl-palmitate par PpFHT, analysée par UPLC-MS. Les incubations avec

enzyme bouillie, sans caféoyl-CoA et avec caféate a la place de caféoyl-CoA sont utilisées comme
contrdles négatifs.

Coenzyme A (typique des BAHD transférases). De plus, aucun produit n’est détecté lorsque le
16-hydroxypalmitate est remplacé par du palmitate (acide gras en C16 non hydroxylé en bout
de chaine), ce qui permet d’attester que I’w-hydroxyle sert a la formation de la liaison ester avec

la fonction carboxylique du caféate.

Optimisation des conditions d’'incubation
L’incubation de PpFHT a 30°C a mené a la production d’un ester de caféoyl-palmitate.
Cependant, il a été¢ montré qu’ AtDCF ¢tait plus active a 50°C (Rautengarten et al, 2012). Afin
d’optimiser les conditions d’incubation de PpFHT, différentes températures ont été testées. Les
produits d’incubation ont été analysés en HPLC-UV, et les aires de pics correspondants au
caféoyl-palmitate ont été relevées a 330 nm (Figure 9). On observe une variation importante
de la quantité d’ester produit en fonction de la température, avec une augmentation progressive

de 25°C a 40°C, puis une activité stable entre 40 et 45°C, et enfin une inhibition de 1’activité a
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50°C. L’activité enzymatique optimale étant a 40°C, cette température a été utilisée pour les

expériences suivantes.
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Figure 9: Influence de la température d’incubation sur ’activité enzymatique de PpFHT.
Les pourcentages d’activité relative ont été calculés par rapport a ’aire du produit obtenu en HPLC-UV a 330 nm.

Activités in vitro de MpFHT et PpFHT recombinantes

Les protéines recombinantes FHT de P. patens et de M. polymorpha ont été incubées avec

différents donneurs d’acyle (p-coumaroyl-CoA, caféoyl-CoA, et féruloyl-CoA) en combinaison

avec différents accepteurs a 16 carbones : w-16-hydroxypalmitate, 1-hexadecanol, palmitate

(Figure 10).
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Figure 10 : Substrats et produits potentiels des activités de PpFHT et MpFHT.
A : donneurs d’acyle ; B : esters théoriquement formés par la réaction FHT ; C : accepteurs d’acyle.
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Les standards des produits potentiellement formés n’étant pas disponibles, les produits de
réactions ont été identifiés en analyse HPLC-UV par comparaison avec les essais controles
(enzyme bouillie et essai sans acyl-CoA). L’absorbance des esters en UV dépend de 1’acide
hydroxycinnamique qui les compose : 310 nm pour le p-coumarate, 320 nm pour le férulate,
330 nm pour le caféate. La quantification des produits a été réalisée en « équivalent acide
hydroxycinnamique » (i.e. p-coumarate, caféate, férulate) considérant que les coefficients
d’extinction molaire des formes libres sont équivalents aux formes estérifiées. La quantité de
produit formé en fonction de la quantité d’enzyme utilisée et du temps de réaction a permis
d’obtenir une activité enzymatique en min™! (pmoles de produit formé/pmoles d’enzyme/min).
PpFHT montre une nette préférence pour le caféoyl-CoA utilisé avec du 16-hydroxypalmitate,
tandis qu’aucun produit n’est formé avec le 1-hexadecanol ni avec les deux autres acyl-CoA
(Figure 11). Lorsque le 16-hydroxypalmitate est utilisé comme accepteur, MpFHT produit des
esters quel que soit 1’acyl-CoA utilisé, bien que Dl’activité¢ la plus importante soit celle
enregistrée avec le féruloyl-CoA. L’activité enzymatique avec le caféoyl-CoA est la plus faible,

et présente une valeur équivalente a celle de PpFHT.
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Figure 11 : Activités in vitro de PpFHT et MpFHT avec différents donneurs d’acyle (p-coumaroyl, caféoyl,
féruloyl-CoA) et différents accepteurs (16-hydroxypalmitate ou hexadecanol).

Les incubations ont été analysées en HPLC-UV. Plusieurs pics de produits ont été observés pour certaines réactions
et ont été numérotés (#1, #2, #3). L’activité exprimée en min™' correspond a la moyenne de trois réplicats -+/- I’erreur
standard. Aucune activité n’est observée avec le palmitate utilisé en accepteur.

Néanmoins, I’analyse en HPLC-UV ne permet pas de déterminer avec certitude la nature des
produits formés. En collaboration avec Julie Zumsteg de la plateforme métabolomique de

I’IBMP, nous avons développé une méthode de détection des esters en spectrométrie de masse
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en tandem (MS/MS) permettant, d’une part de confirmer avec le spectre de fragmentation que
la molécule formée est bien un ester, d’autre part d’avoir une détection spécifique et sensible

(c.f Protocoles et Méthodologies générales).

Les analyses en MS/MS confirment les résultats obtenus : une métabolisation des trois acyl-
CoA par MpFHT et du p-coumaroyl-CoA par PpFHT avec le 16-hydroxypalmitate (Figure 12).
En revanche, la détection MRM pour I’incubation de PpFHT avec du féruloyl-CoA montre un
léger signal, absent des controles négatifs, suggérant une faible production d’ester, qui n’avait

pas été détecté en HPLC-UV.

A p-coumaroyl-CoA B: caffeoyl-CoA C: feruloyl-CoA

A A A

\
)~ MpFHT assay

Relative intensity (ESI+ MRM: (435.1>162.86)
Relative intensity (ESI+ MRM:449.1>176.84)

|
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MpFHT assay —, Vi MpFHT assay

Relative intensity (ESI+: MRM 419.1>146.84)
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Figure 12: Conversion in vitro du 16-hydroxypalmitate et d’un donneur d’acyle (p-coumaroyl, caféoyl,
féruloyl-CoA) par PpFHT et MpFHT, analysées par UPLC-MS/MS.

A: p-coumaroyl-CoA; B: caféoyl-CoA, C: féruloyl-CoA. Les incubations avec enzyme bouillie (ligne rose)
et sans acyl-CoA (ligne grise) sont utilisées comme contrdles négatifs.

Lorsque 1’hexadecanol est utilisé comme accepteur, I’activité est beaucoup moins efficace
qu’avec le 16-hydroxypalmitate. En effet, I’activité est réduite d’environ 90% pour le p-
coumaroyl-CoA et le féruloyl-CoA (Figure 11B), tandis qu’aucun produit n’est formé pour le
couple caféoyl-CoA/hexadecanol (Figure 13). En effet, I’activité étant déja relativement faible
avec le caféoyl-CoA et le 16-hydroxypalmitate, on peut supposer que I’activité avec
I’hexadecanol n’est pas visible dans ces conditions. Ces résultats suggeérent que la fonction

acide carboxylique de 1’acide est essentielle a 1’activité de FHT, et joue peut-&tre un rdle dans
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le positionnement du substrat dans le site actif, méme si cette fonction n’est pas impliquée
directement dans la réaction d’estérification.

A

assay w feruloyl-CoA

w/o feruloyl-CoA

UV absorbance (320 nm)

assay w coumaroyl-CoA

v MV A
w boiled enzyme

w/o coumaroyl-CoA

assay w caffeoyl-CoA

Figure 13: Conversions in vitro de I’hexadecanol et
d’un donneur d’acyl (p-coumaroyl, caféoyl, feruloyl-
CoA) par MpFHT, analysées en HPLC-UV a 320 nm.
1 = o T % A:p-coumaroyl-CoA; B: caféoyl-CoA, C: féruloyl-CoA.
Retention time (min)

w boiled enzyme
%

w/o caffeoyl-CoA

L’analyse des essais in vitro de PpFHT et MpFHT a montré que, dans ces conditions

d’incubations :

= PpFHT métabolise le 16-hydroxypalmitate en présence de caféoyl-CoA (et tres
faiblement le féruloyl-CoA).

=  MpFHT produit des esters de 16-hydroxypalmitate quel que soit le donneur d’acyle mais
avec une préférence marquée pour le féruloyl-CoA, et produit des esters d’hexadecanol

avec le p-coumaroyl-CoA et féruloyl-CoA.

Les essais in vitro ont montré que I’activité préférentielle de PpFHT porte sur le couple caféoyl-
CoA/16-hydroxypalmitate, ce qui conforte 1’hypothese que le caféate peut étre intégré au
polymeére de cutine sous forme d’un conjugué avec un acide gras m-hydroxylé. Pour vérifier
cette hypothese, des lignées de P. patens modifiées génétiquement par CRISPR-cas9, nommées

Ppfht, exprimant une PpFHT tronquée ont été générées (c.f Matériels et Méthodes).
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Les lignées Ppfht de P. patens présentent une altération de la cuticule

Quelques filaments de protonema ont été cultivés in vitro sur milieu nutritif en boite de Petri
afin de générer des colonies de gamétophores et de comparer les phénotypes des lignées WT et
mutantes (Figure 14). Une inspection visuelle rapide a permis de déceler une différence nette
au niveau du développement des gamétophores. Les gamétophores mutants présentent en effet
une réduction drastique de croissance, rappelant le phénotype des mutants APpHCT et

APpCYP9S (Figure 14A).

Figure 14 : Phénotype des lignées Ppfht.
A : Colonies de gamétophores dgés de 2 mois, échelle 0.5 cm. B: Gamétophores observés a la loupe
binoculaire, échelle 0.2 mm.

Pour documenter plus en détails ces altérations développementales, une observation a la loupe
binoculaire a été réalisée et a révélé un phénotype de fusion d’organes chez les gamétophores
des mutants Ppfht, toutefois moins prononcé que chez APpHCT (Figure 14B). Le recours a la
microscopie électronique a balayage a apporté un degré de détails supplémentaire. Cette
technique a en particulier mis en lumicre des phyllides plus petites chez le mutant Ppfht que
chez le sauvage, associ¢ manifestement a un nombre réduit de cellules les composant (Figure

15A). De plus, les cellules constituant les phyllides de Ppfht sont désorganisées, mais semblent
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avoir une taille similaire a celles du sauvage, bien qu’aucune mesure quantitative n’ait été
effectuée pour étayer cette observation. Le gamétophore Ppfht montre un développement
hétérogene des phyllides le long du gamétophore : les phyllides se situant a la base du
gamétophore ont une forme lancéolée similaire aux phyllides du WT, alors que les phyllides se
situant vers 1’apex du gamétophore présentent une forme altérée et une désorganisation plus
importante des cellules. De plus, les cellules des phyllides de Ppfht apparaissent moins

turgescentes que celles du sauvage (Figure 15B).

Ppfht

Figure 15 : Observation des gamétophores Ppfhit au microscope électronique a balayage.
A : Vue globale d’un gamétophore, échelle 200 nm, B : Observation des cellules de phyllides, échelle : 100 pM.
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Le phénotype du mutant Ppfht suggere une désorganisation de la cuticule. Pour confirmer cette
hypothese, un test de perméabilité tissulaire en utilisant une solution de bleu de toluidine, un
colorant hydrophile incapable de traverser la cuticule, a été réalisé. Ce test montre une

augmentation tres nette de la perméabilité du gamétophore chez le mutant, matérialisée par un

marquage bleu intense (Figure 16).

WT Ppfht

Figure 16 : Test de perméabilité des gamétophores Ppfht au bleu de toluidine. échelle 0,5 mm.

Toujours pour valider I’hypothése d’un défaut de cuticule chez le mutant fAz, j’ai cherché a
observer directement cette couche par microscopie €lectronique a balayage, a partir de coupes

transversales d’une cellule de phyllide.

Tout d’abord, nous avons pu identifier sur nos images les différentes structures décrites dans
Buda et al, 2013 qui recouvrent les phyllides d’une plante sauvage: la paroi pectocellulosique
(P), la couche cuticulaire (CL) plus foncée, puis la cuticule proprement dite (CP) constituant la
couche la plus externe et qui apparait plus claire (Figure 17). En revanche, toutes ces couches
ne sont pas présentes chez le mutant Ppfht. En effet, sur la premiére image de Ppfht, on distingue
la paroi pectocellulosique recouverte a I’extérieur par une fine couche claire pouvant
correspondre a la cuticule, mais on ne distingue ni la CL, ni la CP (Figure 17). De plus,
I’épaisseur de cette « cuticule » est hétérogeéne le long de la paroi pectocellulosique et est plus
fine par endroit. Sur la deuxieéme image, la cuticule est absente et on ne distingue que la paroi
pectocellulosique. Ces observations suggerent une altération de la structure de la cuticule chez
le mutant Ppfht, notamment une absence de la couche cuticulaire, qui est I’interface entre les
composés polysaccharidiques pariétaux et les composés lipidiques de la cuticule a proprement

dite.
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Pour confirmer ces résultats, une analyse des constituants de la cuticule est nécessaire. Comme
nous avons montré une métabolisation du caféoyl-CoA et du 16-hydroxypalmitate par PpFHT
in vitro, une diminution de la teneur en caféate et en 16-hydroxypalmitate dans la cutine est
attendue. Il est probable que la teneur d’autres monomeéres de cutine soit affectée. En effet,
d’autres acides gras m-hydroxylés tels que le (9,10),16-dihydroxypalmitate (C16) ou le 1,9,18-

trihydroxystéarate (C18), présents dans la cutine de P. patens pourrait é¢galement y étre intégrés

sous forme d’ester de caféate ou de p-coumarate.

Ppfht img.2

Figure 17 : Structure de la cuticule observée au
microscope électronique a balayage, sur des coupes
transversales de phyllides de P. patens WT et Ppfht.
Les images Ppfht proviennent de la lignée #2. P : paroi
cellulaire polysaccharidique ; CL : couche cuticulaire ;
CP : cuticule proprement dite ; pg : plastoglobules
chloroplastiques ; échelle : 400 nm.
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Figure 18 : Structure de la paroi cellulaire primaire végétale (Cosgrove, 2005).
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Figure 19 : Composition des xyloglucanes (XyG) dans les différents embranchements du régne
végétal (Peiia et al, 2008).

Les XyG sont des polymeres de glucoses B-(124) (motif G) décorés avec des xyloses en a-(1->6)
(motif X). P. patens a un motif particulier en XXGGG, retrouvé seulement chez les spermatophytes.
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DISCUSSION B

Notre étude de PpFHT a montré que cette protéine produit un ester de caféoyl-palmitate a partir
de caféoyl-CoA et de 16-hydroxypalmitate, in vitro. Une trés faible métabolisation du féruloyl-
CoA a été observée, et aucune du p-coumaroyl-CoA, dans les conditions d’incubation utilisées.
Bien que la température d’incubation enzymatique ait été optimisée, ’activité relativement
faible de PpFHT par rapport a celle de MpFHT suggere que les conditions d’incubations de la

protéine de P. patens pourraient étre encore optimisées (pH, nature du tampon ...).

Les mutants Ppfht montrent un phénotype de fusion d’organes, toutefois moins prononcé que
les mutants APpHCT et APpCYP98 (Renault et al, 2017), associé¢ a une augmentation de la
perméabilité tissulaire mise en évidence par une coloration au bleu de toluidine. L’observation
de la cuticule en coupe transversale indique une altération de sa structure, et une absence a
certains endroits. L’¢lément le plus notable est la disparition la CL (Figure 17), qui est
I’interface entre les polysaccharides de la paroi et les composés lipidiques de la CP. L’absence
de CL pourrait étre confirmée en observant la cuticule de la capsule de sporophyte, chez qui
cette interface est tres visible (Figure 2B-3,4, Buda et al, 2013). Cette observation a permis
d’émettre ’hypothése que cet ester pourrait étre impliqué dans la mise en place de I’interface
entre paroi et CP. En effet, cet ester étant de nature amphiphile grace a sa double nature
phénolique et aliphatique, il pourrait étre un excellent lien entre la paroi (polaire) et la CP

(apolaire).

La paroi est composée de microfibrilles de cellulose, incluses dans une matrice de
polysaccharides complexes élaborée a partir de pectines et d’hémicellulose (Figure 18,
Cosgrove, 2005). Les xyloglucanes (XyG) sont les composants hémicellulosiques majeurs de
la paroi primaire des dicotylédones et des monocotylédones non graminées (Eckardt, 2008), et
sont également présents chez les plantes basales (Popper et Fry, 2003). Les XyG sont des
polyméres de glucoses B-(12>4) décorés avec des xyloses en a-(1-2>6). P. patens posséde des
XyG de type XXGGG, retrouvés chez les spermatophytes, mais absents de tous les autres
embranchements intermédiaires (Figure 19, Pefia et al, 2008). Les autres types d’hémicellulose,
particulierement abondantes chez les céréales, sont des arabinoxylanes, des polymeéres de
xyloses B-(1->4) décorés avec des branches d’arabinoses. Les pectines sont quant a elles des
polymeres trés variés, majoritairement composés d’acides galacturoniques. Ces pectines sont
particuliérement intéressantes, car des analyses microscopiques ont suggéré la présence d’une

couche riche en pectine a I’interface entre la cuticule et la paroi cellulaire (Jeffree, 2006). De
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plus, I’utilisation de pectinases sur les feuilles de plusieurs espeéces d’ Angiospermes permet de
séparer la cuticule de la paroi (Orgell, 1955). Fich et al (2016) ont proposé un modele
d’accrochage de la cuticule sur la paroi cellulaire, faisant intervenir des liaisons esters soit entre
la fonction acide d’un acide gras et une fonction hydroxyle d’un des glucides de pectine, soit
entre la fonction w-hydroxyle d’un acide gras et la fonction acide carboxylique d’un acide
galacturonique (Figure 20). Chez P. patens, les pectines détectées sont des
homogalacturonanes, c’est-a-dire des polymeéres d’acides galacturoniques non décorés par
d’autres glucides (Moller et al, 2007). Ce mod¢le ne fait cependant pas intervenir d’acides
hydroxycinnamiques, pourtant présents dans la cuticule. De plus, ces derniers seraient
probablement impliqués dans 1’élaboration de ponts entre la subérine et la paroi (Kolattukudy,
2001 ; Bernards, 2002 ; Bernards et al, 1995). D’ailleurs chez les trachéophytes et
principalement les plantes grasses, le férulate forme des ponts entre la paroi cellulaire et la
lignine, par I’intermédiaire de liaisons ester avec des arabinoxylanes de la paroi et des liaisons

ether avec la lignine (de O. Buanafina, 2009 ; de Oliveira, 2015).

Il serait possible que les esters d’acides hydroxycinnamiques et d’acides gras synthétisés par
PpFHT interviennent dans 1’élaboration de I’interface entre cuticule et paroi cellulaire, formant
des ponts entre ces deux structures. Cette hypothése est confortée par le fait que PpFHT soit
co-exprimée avec plusieurs enzymes annotées comme impliquées dans la biosynthése de la
paroi. De plus, elle est trés fortement co-exprimée avec une protéine (nommée PpFHT?2),
annotée comme « AtHHT1 ». La protéine PpFHT2 recombinante avait été produite et incubée
avec les mémes substrats que PpFHT mais n’avait pas donné de produits. En revanche, les
mutants montraient le méme phénotype que PpFHT (résultats non présentés). Cette enzyme
semble donc, tout comme PpFHT, impliquée dans la structuration de la cuticule et offre des
perspectives intéressantes pour la suite du projet. La génération d’un double mutant Ppfht/
Ppfht2 pourrait étre intéressante, dans le cas d’ un phénotype plus marqué, qui indiquerait alors

que les deux enzymes ont un role complémentaire.

Les analyses phylogénétiques ont montré que les FHT semblent spécifiques des plantes
terrestres, et qu’elles ont divergé a partir des HCT. Ces hypothéses sont confortées par I’absence
de véritable cuticule chez les algues. Nous avons montré que le mutant f¢ de P. patens présente
un phénotype de fusion d’organes associ¢ a une augmentation de la perméabilité tissulaire, ce
qui n’est pas le cas chez le mutant Atdcf. De plus la cuticule de P. patens se distingue de la
cuticule des autres trachéophytes par sa richesse en acides hydroxycinnamiques, notamment en

caféate et en p-coumarate. Aucune expérience de stress n’a été effectuée sur Ppfht, mais on peut
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s’attendre a une moindre résistance, notamment contre la perte d’eau puisqu’il a été montré que
la cuticule joue un rdle essentiel dans la maintenance du statut hydrique des plantes (Kosma et

al, 2009 ; Li et al, 2012).
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Figure 20 : Mod¢le d’ancrage de la cutine sur les pectines de la paroi (Fich et al, 2016).

Les xylogalacturonanes sont des pectines composées d’un polymére d’acides galacturoniques (bleu), dont la fonction acide
est souvent méthylée, décoré de xyloses (rose). Les fleches bleues indiquent une liaison éther entre la fonction w-hydroxyle
d’un acide gras de cutine et une fonction hydroxyle d’un glucide de la paroi. Les fleches rouges indiquent une liaison ester
soit entre la fonction acide d’un acide gras et une fonction hydroxyle d’un des glucides de paroi, soit entre la fonction ®-
hydroxyle d’un acide gras et la fonction acide carboxylique d’un acide galacturonique.
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MATERIELS ET METHODES

Analyses phylogénétiques

Afin d’identifier les orthologues potentiels du gene AtDCF (At3g48720) chez Physcomitrella
patens et comprendre les modalités d’apparition de cette enzyme au cours de 1’évolution, j’ai
entrepris de reconstruire I’histoire évolutive de la famille des FHT dans la lignée verte. A cette
fin, j’ai effectué¢ des recherches par BLASTp de séquences homologues a AtDCF dans le
génome de plantes représentatives des grands groupes phylogénétiques. La liste des especes

considérées lors de cette analyse est visible ci-apres.

Espéces Groupe Bases de données utilisées
phylogénétique

Ostreoccoccus lucimarinus Chlorophytes https://phytozome.jgi.doe.gov

Chlamydomonas reinhardltii Chlorophytes https://phytozome.jgi.doe.gov

Klebsormidium nitens Charophytes http://www.plantmorphogenesis.bio.titech.ac.jp

Chara braunii Charophytes http://bioinformatics.psb.ugent.be

Marchantia polymorpha Bryophytes https://phytozome.jgi.doe.gov

Physcomitrella patens Bryophytes https://phytozome.jgi.doe.gov

Sphagnum fallax Bryophytes https://phytozome.jgi.doe.gov

Selaginella moellendorffii Lycophytes https://phytozome.jgi.doe.gov

Salvina cucullata Monilophytes https://www.fernbase.org

Azolla filiculoides Monilophytes https://www.fernbase.org

Picea abies Gymnospermes http://congenie.org

Pinus taeda Gymnospermes http://congenie.org

Brachypodium distachyon Angiospermes https://phytozome.jgi.doe.gov

Solanum tuberosum Angiospermes https://phytozome.jgi.doe.gov

Arabidopsis thaliana Angiospermes https://phytozome.jgi.doe.gov

La recherche de séquences homologues a AtDCF a été étendue aux données transcriptomiques

du projet 1KP (www.onekp.com), en particulier aux especes d’algues charophytes suivantes :

Chara vulgaris et Klebsormidium subtile (Charophyceae), Coelocheate irregularis

(Coleochaetophyceae), Spirogyra sp. (Zygnematophyceae).

Un seuil arbitraire de E-value de 5.1E-83 a été¢ employ¢ pour filtrer les candidats. Cette valeur
correspond a la valeur obtenue pour le premier hit ne correspondant pas a une FHT lors du
BLASTp du protéome d’A. thaliana avec la séquence d’AtDCF. Selon ces criteres, 41
séquences homologues ont été identifiées. Les séquences protéiques ont été alignées grace a
I’algorithme MUSCLE (Edgar, 2004) et les sites ambigiis (i.e. variables) ont été¢ masqués grace
a I’approche Gblocks (Castresana, 2000). Un arbre phylogénétique a ensuite été généré grace a
I’alignement « GBlocks » selon 1’approche de « maximum likelihood » en utilisant le logiciel

PhyML 3.0 (Guindon et al, 2010) et le modele d’évolution LG (Le and Gascuel, 2008). La
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robustesse de la topologie de I’arbre a été testée par I’approche d’« approximate likelihood ratio
test » (aLRT ; Anisimova et Gascuel, 2006). Les procédures phylogénétiques sont effectuées

grace au logiciel Seaview v4 (http://pbil.univ-lyonl.ft/). L’arbre phylogénétique est finalement

exporté¢ en format Newick vers le logiciel FigTree (http://tree.bio.ed.ac.uk/software/figtree/)

pour mise en forme.
Matériel végétal et conditions de cultures

Physcomitrella patens (Hedw.) Bruch & Schimp., souche Gransden (Rensing et al,
2008), a été cultivée en milieu liquide ou solide Knop (Annexe 1; Reski and Abel ,1985)
complété avec les microéléments suivants: 50 mmol.L"! H3;BOs;, 50mmol.L"!' MnSOs,
15mmol.L! ZnSOs, 2,5 mmol.L"! KI, 0,5 mmol.L"! NaxMoOa, 0,05 mmol.L™! CuSOj4 et 0,05
mmol.L"! CoCl.. Le milieu a été solidifié avec de I’Agar a 12 gL' (OXOID, Thermo
Scientific). Les plantes ont ét¢ maintenues a 23°C sous 16/8 h cycle jour/nuit, l'intensité
lumineuse réglée a 70 mmol.m2.s™!. Les gamétophores ont été propagés sur boites de pétri. Les
cultures liquides ont été établies par inoculation et broyage de gamétophores a 1’aide d’un
homogénéiseur (Ultra Turrax, IKA) et maintenues sous agitation constante pour une aération
adéquate. Les cultures liquides de gamétophores s’obtiennent par broyage léger (= 15s), tandis
que les cultures de protonema s’obtiennent par broyage plus important (= Imin30s). Le broyage
s’effectue environ tous les quinze jours, avant le renouvellement du milieu qui consiste en la
filtration du matériel broyé puis le transfert dans un nouvel erlenmeyer contenant le milieu

Knop.

Pour la production de protoplastes, les cultures de protonema de P. patens sont broyées
puis transférées dans un milieu Knop modifi¢ contenant 1/10 de la concentration en Ca(NO3)>
du milieu standard. Le milieu de culture est renouvelé aprés quatre jours avec le milieu 1/10
Ca(NOs)2. Le matériel végétal est ensuite cultivé trois jours supplémentaires avant son
utilisation pour I’isolation des protoplastes. Une faible concentration en calcium permet
d’améliorer la production de protoplastes en favorisant le stade chloronema. (Rother and al,

1994).
Isolation et transformation des protoplastes de P. patens

Les protoplastes sont isolés a partir de 200 ml de culture liquide de protonema, selon le
protocole décrit dans Hohe et al, 2004. Une solution de driselase a 4% est préparée dans 10mL
de Mannitol (0.5 M, pH 5.8), incubée pendant 45 minutes sur une plateforme rotative puis

centrifugée a 3500 rpm pendant 10 min. Le surnageant est ensuite filtré stérilement sur 0.22
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um. 200 ml de culture de protonema sont filtrés sur un filtre 100pum puis le matériel végétal est
placé dans une boite de Petri, auquel on ajoute 8mL de Mannitol 0.5 M et 8mL de la solution
de drisélase. La boite est fermée hermétiquement par du parafilm, protégée de la lumicre a I’aide
d’une feuille d’aluminium et placée sur une plateforme rotative pendant 45 minutes. Les
protoplastes générés par 1’action de la drisélase sur les polymeéres pariétaux sont isolés en
passant la solution une premiere fois sur filtre nylon 100um, puis une seconde fois sur filtre
nylon 50pum. La boite de Petri est rincée avec 3 ml de Mannitol 0.5 M. Enfin, le filtre 50pm est
rincé également avec 3 ml de Mannitol 0.5 M. Le filtrat est transféré dans deux tubes en verre,
centrifugés pendant 10 min a 500 rpm (accélération 3, décélération 3). Apres avoir éliminé le
surnageant, les culots de protoplastes sont délicatement lavés avec 10 ml de Mannitol 0.5 M -
centrifugation 10 min a 500 rpm (accélération 3, décélération 3)- puis les culots sont repris dans
5 ml de Mannitol 0.5 M et sont combinés dans un seul tube. Les protoplastes sont comptés au
microscope a partir d’un aliquot de 100 pL placés dans hémocytometre. La solution de
protoplastes est centrifugée puis le culot est repris dans un volume adéquat de solution de 3M

afin d’ajuster la densité a 1.2x10° protoplastes/ml.

Pour chaque transfection, 100 pL de solution d’ADN dans 0.1 M de Ca(NO3), sont mélangés
délicatement avec 250 pl de la solution de protoplastes et 350 ul de solution de PEG 40%, et
incubés pendant 30 min a température ambiante (avec mélange manuel toutes les 5 min). Le
mélange est ensuite dilué progressivement avec le milieu 3M toutes les 5 minutes en ajoutant
successivement 1, 2, 3 et 4 ml. Les protoplastes sont ensuite culottés et repris dans 3 ml de
milieu de régénération (milieu Knop liquide supplémenté avec 5% glucose et 3% mannitol)
puis transférés dans une plaque a 6 puits (2 puits par transformation : 1.5 ml + 1.5 ml). La
plaque est parafilmée, puis incubée une nuit a 25°C dans le noir, suivie par une culture en

conditions normales pendant 10 jours.

Les protoplastes régénérés sont transférés sur milieu gélosé Knop recouvert d’un film de
cellophane stérile en déposant le contenu du puit avec une pipette. Apres 3 jours, le film de

cellophane est transféré sur milieu sélectif Knop + généticine (G418).
Production de mutants déficients Ppfht par CRISPR/Cas9

La technique CRISPR permet de sélectivement altérer un locus grace a I’induction de cassures
double brin par I’action de la protéine Cas9. Lors de la réparation de ces cassures de I’ADN,
principalement selon le mécanisme de « non-homologous end-joining » (NHEJ), des erreurs

peuvent étre introduites et conduire a I’inactivation d’un géne (modification du cadre de lecture,
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délétion de séquence). La sélectivité du systéme CRISPR repose sur I’expression d’ARN guide
(ARNg) présentant un domaine de 20 nucléotides complémentaire d’une région génomique et
formant un complexe avec la protéine Cas9. Ce sont ces ARNg qui vont guider la protéine Cas9
vers la région cible. Ce systéme a récemment ¢té adapté a P. patens par I’équipe de Fabien

Nogué (INRA Versailles ; Lopez-Obando et al, 2016).

Le protocole dans P. patens repose sur la co-transfection d’un plasmide permettant I’expression
d’un ARNg sous le contréle du promoteur U6 de P. patens et d’un second plasmide permettant
I’expression de la protéine Cas9 de Streptococcus pyogenes (codons optimisé€s pour I’homme)
sous le contréle du promoteur de I’ACTINI du riz (plasmide pAct-Cas9), connu pour étre actif
chez la mousse (Horstmann et al, 2004). Un troisieme plasmide, contenant une cassette
d’expression du gene de résistance NPTII (G418), est également co-transfecté pour aider a la
sélection des protoplastes transformés (plasmide pRT101-NPTII). L’édition du génome selon
ce protocole repose sur une expression transitoire de la protéine Cas9 et de I’ARNg, conduisant
a des lignées mutantes non transgéniques sensu stricto, par opposition aux lignées produites par

recombinaison homologue (c.f. Chapitre I).

La séquence codante de PpFHT (Pp3cl4 _6190) a été utilisée pour identifier une séquence
d’ARN guide précédée par un PAM (protospacer adjacent motif) de la Cas9 de Streptoccocus
pvogenes (NGG en brin positif) en utilisant le logiciel = CRISPOR
(http://crispor.tefor.net/crispor.py, Haeussler et al, 2016). L’ARN guide choisi cible ’exon 1

de la séquence codante de FHT, ayant un score maximal de spécificité (100) avec une seule
« off-target » prédite (4 bases non complémentaires). Une séquence d’ADN double brin
contenant le promoteur PpU6 spécifique des petits ARN nucléaires, suivi de la séquence de
I’ARN guide (une séquence de 20 nucléotides spécifique de la séquence cible, et une s€quence
de 92 nt commune a tous les ARNg), flanquée aux deux extrémités par les sites at/B1 et at/B2,

a été commandée chez la compagnie IDT (gBlocks® ; https://eu.idtdna.com/) (Figure 21). La

séquence a ¢té clonée dans le vecteur pDONR/Zeo (Annexe 2) en utilisant le systéme de
recombinaison BP Gateway®, générant le plasmide pPDONR-pU6-gRNA. La séquence clonée

a été vérifide par séquencage Sanger.
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attb1 Promoteur pU6
ggg41uauqtrTqt4uuuuuuquuqquITCGAGCTCGAATTCGTCCATTGAAGCAGACGTGTTGCGACAGGTTAGCGACGA
TGGGTGTAGATGTGATGTGATGTGATGGTGTGGTTCTTCCACGGCGGCGTCCTTGCGGTGGCGGAGAAGGGGATATCCCGAA
GGAGCGGCAGCGGGAGAGCACAAGCAGAAAGGGTGCAGTGAGTGAGTGGGTCCAGCTGGGTGGCTGGCCGAGTGGACGCGAC

CGGGTTTCGAGGGGGCcGGGGGAGAAAAGGGATGGAGCGAGGGATATAACCCACATGGAATGGAGGTGGGTGTGAAGGCGGGT

ATATAGGAAGGTGGAGGACTTACAACCCAT' SGTGCGGCGTCGACTCCGCAGTTTTAGAGCTAGAAATAGCAAGTTAAAATAA
GGCTAGTCCGTTATCAACTTGAAAAAGTGGCACCGAGTCGGTGCTTTTTTTGAGCTCGT+I1<:<trxu;(-,: ttcttgtacaaag
|cccc séquence spécifique séquence commune atth2
activatrice des ARNg

\ ARN guide —

Figure 21 : Séquence utilisée pour ’expression de I’ARN guide ciblant le locus FHT (Pp3c14_6190).

Chaque plasmide est préalablement purifié a partir de Midi-prep (NucleoBond Xtra Macherey
Nagel). Une solution stock de plasmide est préparée stérilement par précipitation : 0.04 volume
de NaCl 5M et 2 volumes d’EtOH absolu sont ajoutés a un volume de solution plasmidique.
Apres agitation, la solution est stockée a -20°C pendant 2h puis centrifugée a 4°C a vitesse
maximale pendant 30min. Le surnageant est éliminé, puis le culot est lavé avec Iml d’EtOH
70%. Apres centrifugation pendant 5 min a 4°C, puis apres avoir retiré le maximum de
surnageant sous hotte stérile, le culot est séché pendant 10 min a température ambiante, puis
repris dans 30 pL. d’H20 stérile. 100pL de mix de transformation stérile est ensuite préparé et
contient : 5 ug de chacun des trois plasmides dans 90uL. d’H20 stérile et 10uL de Ca(No3),)
IM.

Les plasmides pAct-Cas9, pDONR-pU6-gRNA et pRT101-NPTII (5 pg chaque) ont été co-
transfectés dans des protoplastes de P. patens selon la méthode décrite ci-dessus. Apres
régénération des protoplastes, les transformants sont sélectionnés sur milieu Knop agar

supplémenté avec 25 mg. L de géniticine (G418) pendant deux semaines.
Caractérisation moléculaire des lignées CRISPR

Suite a I’étape de sélection, les transformants sont transférés sur un milieu Knop agar standard.
Lorsque le développement des plantes est suffisant, un peu de tissu (protonema ou
gamétophore) est prélevé a 1’aide d’une pince stérile sous hotte a flux laminaire, introduit dans
100 pL de tampon d’extraction d’ADN (Annexe 1) et incubé pendant 15 min a 45°C sous
agitation (1400 rpm). Alternativement, le matériel végétal est broyé a I’aide d’un micropilon
dans 400uL de shorty buffer (Annexe 1). Apres centrifugation a vitesse maximale pendant 10

min a température ambiante, 250 pL de surnageant sont transférés dans un nouveau tube,
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auxquels sont ajoutés 250ul d’isopropanol. Les tubes sont inversés manuellement et
centrifugés a vitesse maximale pendant 20 min a température ambiante. Apres avoir retiré le
maximum de surnageant, le culot est lavé avec 1 ml d’EtOH 70%. Le culot est séché a 1’air
libre pendant 10 min apres avoir retiré ’EtOH 70%, puis repris dans 30 pL d’H20. Les
¢chantillons d’ADN sont ensuite conservés a -20°C. 2uLL d’ADNg sont utilisés pour la PCR de

génotypage.

Afin de déterminer si une altération génétique a eu lieu dans le locus FHT, des fragments
d’environ 800bp encadrant la séquence cible sont amplifiés a partir d’ADNg a ’aide de la
polymérase Phire Hot Start DNA (Thermofisher) et des amorces décrites en Annexe 3, en
utilisant le protocole décrit en Annexe 4. Les amplicons ont ensuite ¢té séquencés par Sanger
par la plateforme « Expression génique » de I'IBMP pour révéler la présence et la nature des
modifications de séquence. La méme procédure a été suivie pour €valuer la présence
d’altération aspécifique au site « off target » prédit par le logiciel CRISPOR. Quatre lignées
présentant des altérations significatives du locus FHT (changement du cadre de lecture, large
délétion) sans présence d’« off target » ont été utilisées pour toutes les expériences aval (Figure

22).

O,
A A
# Genomic DNA locus of PpFHT (rev) Deletion (nt) | frameshift
WT TAGACAA@:t@::z::3t:sA:t::,7::-A@AcCACCAGCTGCGGCTCCTTCAC
fht #2 TAGACAAGGTGCGGCGTCG—————————————-—. ACCAGCTGCGGCTCCTTCAC 14 Yes
fht #4 TAGACAAGGTGCGGCGTCGA———————————| CGATCAGCTTCGGCTCCTTCAC 11 Yes
fht #5 TAGACCAGCTGCGGC TCCTTCAC 30 No
fht #9 TAGACAAGGTGCGGCG TCCTTCAC 29 Yes
B identity . 4= HH_H-H —HH_ R

Iwime e gy
i w { B1]
L8]]

[LH] ) L I

identity [N

WT
#5 n—

Figure 22 : Caractérisation moléculaire des lignées transgéniques Ppfht.
A. Séquence génomique du locus PpFHT dans les lignées transgéniques modifiées par Crispr-Cas9. La
séquence en bleu correspond a la séquence de I’ARN guide utilisé, la séquence soulignée au PAM, et
les ciseaux correspondent au site de coupure de la cas9 qui se situe 3 nt en amont du PAM. B. Séquences
des protéines résultantes dans les lignées. Trois lignées (#2; #4; #9) produisent une protéine avec un
stop prématuré (*) di a un décalage du cadre de lecture. La lignée #5 produit une protéine avec une
délétion de 10 acides aminés.
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Production de protéines recombinantes dans Escherichia coli

La séquence codante du géne PpFHT a été amplifiée par PCR a I’aide de la polymérase Phusion
(Thermo Fisher) a partir d’ADNCc issus d’ARN de protonema de P. patens, écotype Gransden
(protocole en Annexe 4). Des extensions a#/B ont ét¢ ajoutées aux extrémités des amorces pour
permettre un clonage aval avec le systtme de recombinaison Gateway® (Amorces #327 et
#328, Annexe 3). Afin d’élargir I’analyse biochimique de la famille FHT chez les bryophytes,
le géne orthologue de Marchantia polymorpha (accession Tak-1 ; Mapoly0157s0023) a été
cloné en parall¢le selon la méme procédure (Amorces #1034 et #1035, Annexe 3). Chaque
séquence a été clonée dans le pPDONR/Zeo (Annexe 2) par « BP cloning », puis transférée par
« LR cloning » dans le vecteur d’expression bactérien pHGWA (Annexe 2) permettant la
production d’une protéine recombinante tagguée par 6HIS en extrémité N-terminale dans la

bactérie Escherichia coli.

Les protéines ont été produites et purifié¢es par Laurence Herrgott sur la plateforme « Production

et purification des protéines » de I’'IBMP.
Analyse in vitro de l'activité enzymatique FHT

L’activité décrite des protéines FHT consiste en une acylation d’un accepteur aliphatique par
un acide hydroxycinnamique, cette réaction de transfert nécessitant 1’activation préalable de
I’acyle par le coenzyme A. Les molécules aliphatiques acceptrices testées — 16-
hydroxypalmitate, 1-hexadecanol et palmitate — ont été obtenues aupres de la compagnie
Sigma-Aldrich et ont été préparées a 40mM dans de 1’éthanol absolu. Les formes activées
d’acides hydroxycinnamiques — p-coumaroyl-CoA, caféoyl-CoA et féruloyl-CoA — ont été

achetées chez la compagnie Transmit et ont été préparées a 5 mM dans 1'H>O.

Les essais enzymatiques in vitro ont ¢té réalisés dans 100 uL de tampon de phosphate de
potassium 50 mM (KPi, pH 7,4) contenant 2 pg de protéines recombinantes, ImM de
dithiothréitol, 5 mM d'acyl-accepteur (16-hydroxypalmitate, 1-hexadecanol et palmitate) et 200
uM d'acyl-CoA (p-coumaroyl-CoA, caféoyl-CoA ou feruloyl-CoA). Les réactions ont été
initiées par addition d'acyl-CoA, incubées a 40°C pendant 20 minutes, et arrétées par addition
de 100 puL d'acétonitrile. Parallelement aux essais enzymatiques, des réactions contrdles ont été
menées avec les enzymes préalablement incubées a 98°C pendant 5 minutes (méme quantité

d’enzymes utilisées).
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Les réactions enzymatiques ont été analysées chromatographie liquide haute performance
(HPLC) couplée a une détection UV (barrette de diode) (c.f. Protocoles et Méthodologies
générales). Les aires des produits formés ont été calculées grace au logiciel Empower 3 a la
longueur d’onde optimale selon le donneur d’acyle testé (310 nm : p-coumarate ; 320 nm :
férulate ; 330 nm caféate). La concentration de produit dans I’échantillon a été calculée en
« équivalent coumarate-férulate ou caféate » a I’aide d’une courbe étalon préalablement réalisée
avec les acides libres. Cette valeur a été convertie en « activité enzymatique » (pmoles de
produit/unité de temps/pmoles d’enzymes) dont ’unité est ’unité de temps™. La quantité de
protéines en pmoles a été obtenue par division de la masse utilisée dans 1’essai par la masse
molaire de la protéine, qui peut étre obtenue en utilisant ['outil en ligne suivant :

http://www.promega.com/a/apps/biomath/?calc=dnaprotein.

Techniques de microscopie électronique

Afin d’affiner la caractérisation phénotypique des mutants Ppfht, nous avons eu recours a la
microscopie électronique. J’ai ainsi tiré bénéfice de 1’acquisition récente a I’IBMP d’un
microscope Zeiss Sigma VP300 équipé d’un module « serial-block-face » permettant
I’automatisation des coupes d’échantillons. Ce systéme peut étre opéré en mode balayage sur
un échantillon entier ou sur des coupes d’échantillons. Dans cette derniére configuration, méme
si les €lectrons sont toujours rétro-diffusés, le rendu de I’image s’apparente davantage a ce qui

est obtenu par microscopie a transmission.

Pour obtenir une vision globale du phénotype des mutants Ppfht, une observation sur spécimens
entiers a été réalisée. Pour ce faire, des gamétophores individuels 4gé d'un mois ont été fixés
pendant la nuit a 4°C dans une solution contenant 2,5% de glutaraldéhyde (fixation des
protéines) et 75 mM de tampon phosphate de potassium pH 7,2. Apres lavage, les échantillons
ont été post-fixés 2 heures avec 1% de tétraoxyde d'osmium (molécule permettant de donner du
contraste en ME) et déshydratés successivement dans de I'éthanol 50%, 70%, 90% et 100%
pendant 30 minutes a chaque fois. Les échantillons dans 1'éthanol a 100 % ont été séchés selon
la méthode du point critique avec du dioxyde de carbone. Les échantillons séchés ont été montés
sur des porte-échantillons en aluminium avec des pattes adhésives en carbone et recouverts d'or.
Les échantillons ont été observés avec le microscope é€lectronique a balayage Zeiss Sigma

VP300 a 10 kV et avec un détecteur d'électrons rétrodiffusé.

Pour I’observation de coupes d’échantillons permettant de visualiser les structures cellulaires,

la cuticule en particulier, les gamétophores ont été fixés selon le protocole décrit ci-dessus, puis
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selon le protocole « OTO-fixation » décrit dans (Deerinck et al, 2010). Les échantillons ont
finalement été inclus dans une résine EPON. Les échantillons inclus ont ensuite été sectionnés
a I’aide du module « serial-block-face» puis imagés par balayage avec le microscope Zeiss

Sigma VP300 opéré a une tension de 4 kV.

Les expériences de microscopie ont ¢té¢ effectuées par Mathieu Erhardt de la plateforme

Bioimage de ’'IBMP.

Test de perméabilité au bleu de toluidine

Le test de perméabilité a été effectué par immersion des gamétophores dans une solution de
bleu de toluidine a 0.05% pendant deux minutes. Les échantillons ont ensuite été rincés

plusieurs fois dans I’eau jusqu’a ce que la solution devienne limpide.
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Sous chapitre I
Etude de la voie des flavonoides chez P. patens

INTRODUCTION - .

Les flavonoides sont des molécules cycliques polyhydroxylées et de puissants antioxydants
capables de réduire certaines especes réactives de 1’oxygene (ROS) telles que 1’ion superoxyde
ou I’oxygene singulet, atténuant ainsi leurs effets déléteres sur les structures cellulaires (Pietta,
2000 ; Zhang et al, 2012) (Figure 1). Ils sont également chélateurs d’ions métalliques divalents
dont I’exces favorise 1’apparition de ROS (Yu et al, 2008 ; Liu-Smith and Meyskens, 2016).

OH o
R° RH
i _OH \/‘ % _OH
— e
Fl-OH F1-0°
Figure 1: Piégeage des ROS par les
0 o flavonoides (Pietta, 2000). Une des fonctions
R RH \ N
OH o hydroxyle du cycle B 'transfere un proton a
I’espece oxygénée réactive R°. Les électrons du
cycle se délocalisent et se réarrangent ensuite.

Les roles physiologiques des flavonoides chez les plantes

Chez les plantes, les flavonoides jouent le réle d’antioxydants et d’écrans UV (Carletti et al,
2014). En effet, la teneur en flavonoides augmente aprés un stress UV, par exemple chez
Brassica napus (Wilson et al, 1998) ou chez le mais (Casati et al, 2011). De plus, il a ét€¢ montré
que des mutants d’A4. thaliana ne produisant plus de flavonoides étaient plus sensibles aux UV-

B que les plantes sauvages (Landry et al, 1995).

Les flavonoides impactent aussi directement ou indirectement la signalisation hormonale. Chez
A. thaliana, le kaempferol-3-O-rhamnoside-7-O-rhamnoside est un flavonoide diglycosylé
inhibiteur du transport polaire de I’auxine (Yin et al, 2014). Chez le soja, les isoflavonoides
sont essentiels a I’établissement d’une symbiose avec la bactérie Bradyrhizobium japonicum,

notamment par 1’induction des génes nod (Subramanian et al, 2006 ; Kape et al, 1992).

En raison de leurs caractéristiques intéressantes, les flavonoides ont été largement étudiés d’une

part pour identifier de nouvelles sources de flavonoides végétaux en recherche appliquée, mais
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Figure 2 : Voie de biosynthése des flavonoides chez les plantes.

CHS : chalcone synthase; CHI: chalcone isomérase; F3’H: flavonoid 3’-hydroxylase; F3’5 H: flavonoid
3’,5’-hydroxylase; F3H: flavanone 3-hydroxylase; DFR: dihydroflavonol reductase; LDOX:
leucoanthocyanidin dioxygenase; FLS: flavonol synthase; FNSI et FNSII: flavone synthase; LCR:
leucocyanidin reductase. Les étoiles correspondent aux standards disponibles au laboratoire. Cette
figure est adaptée de Falcone Ferreyra et al, 2012.
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aussi pour mieux comprendre leurs effets physiologiques au niveau de la plante. L’élucidation
de leur voie de biosynthése permet par ailleurs des approches d’ingénierie métabolique, par
exemple pour modifier la couleur des fleurs (Forkmann and Martens, 2001), ou la teneur en

antioxydants de certains fruits comme la tomate (Muir et al, 2001 ; Verhoeyen et al, 2002).
La voie de biosynthése des flavonoides

La voie de biosynthése des flavonoides a été en grande partie caractérisée (Figure 2), en
particulier chez A. thaliana, Zea mays ou encore Vitis vinifera (Saito et al, 2013, Sparvoli et al,
1994). Elle est initée par la chalcone synthase (CHS), enzyme responsable de la condensation
de trois molécules de malonyl-CoA et d’une molécule de p-coumaroyl-CoA, conduisant a la
formation d’une chalcone a 15 atomes de carbone (Austin and Noel, 2003). La voie classique
conduit a la formation d’une 6’-hydroxychalcone, couramment appelée naringénine chalcone.
Néanmoins, il existe chez les 1égumineuses, et en particulier le soja, des dérivés de 6’-
deoxychalcone, aussi appelée isoliquirigétine (Welle et al, 1991). Cette chalcone particuliére

est a I’origine des isoflavones.

La chalcone isomérase (CHI) contribue ensuite a la cyclisation des chalcones, produisant une
flavanone nommée naringénine (Nishihara et al, 2005). L'oxydation de ce dernier composé par
la flavanone 3-hydroxylase (F3H), une 2-oxoglutarate-dependent dioxygenase (ODD), génére
le dihydrokaempférol (Cheng et al, 2014). Ce dernier peut étre ensuite hydroxylé en position 3'
ou 5'du cycle B, par la flavonoid 3'-hydroxylase (F3'H) ou flavonoid 3',5'-hydroxylase (F3'5'H),
produisant, respectivement, la dihydroquercétine ou la dihydromyricétine. Ces deux
flavonoides hydroxylases sont des cytochromes P450 appartenant a la famille CYP75. Les
membres de la famille CYP75B sont répandus chez de nombreuses especes végétales telles que
A. thaliana, le riz ou le pin. Certaines especes ont en plus des CYP75A comme le pétunia, la
vigne ou la pervenche de madagascar et sont donc capables de synthétiser d’autres types
d’anthocyanes (Tanaka and Brugliera, 2013). Deux membres sont caractérisés : le CYP75B1
d’A. thaliana (F3’H) et le CYP75A1 du pétunia (F3°5’H) (Schoenbohm et al, 2000 ; Holton et
al, 1993a). La naringénine peut également étre directement hydroxylée par les F3'H ou F3'5'H
pour donner, respectivement, 1'ériodictyol et la dihydrotricétine. Ces derniers sont & nouveau
hydroxylés sur le cycle C par la F3H en dihydroquercétine et dihydromyricétine. Les trois
dihydroflavonols ainsi  synthétisés —  dihydrokaempférol, dihydroquercétine et
dihydromyricétine — sont ensuite transformés en leucoanthocyanidines (pigments colorés mais

instables) par la dihydroflavonol reductase (DFR). La DFR convertit la dihydroquercétine, le
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dihydrokaempférol et la dihydromyricétine en leucocyanidine, leucopélargonidine et
leucodelphinidine respectivement. Par la suite, la leucoanthocyanidin dioxygenase LDOX
(ODD) catalyse l'oxydation des leucoanthocyanidines en anthocyanidines. La derniére étape de
la production des anthocyanes implique la glycosylation des anthocyanidines par l'enzyme
UDP-glucose: flavonoid 3-O-glucosyl transférase (UFGT) (Petrussa et al, 2013). Ces
anthocyanes sont des composé€s stables et colorés stockés dans la vacuole. Selon le degré
d’hydroxylation du cycle B et du pH vacuolaire, chaque anthocyane est associ¢e a une couleur
propre : cyanidine (monohydroxylée, rouge-magenta), pélargonidine (dihydroxylée, orange) et
delphinidine (trihydroxylée, violet-mauve) (Falcone Ferreyra et al, 2012 ; Tanaka et Brugliera,
2013). Cette coloration est impliquée dans I’attraction spécifique de pollinisateurs (Bradshaw

and Schemske, 2003).

Un degré supplémentaire de diversité est apporté par I’action d’enzymes capable d’introduire
une double liaison dans le cycle C des flavonoides. C’est notamment le cas de la flavonol
synthases (FLS) qui produit des flavonols tels que la quercétine, le kaempférol ou la myricétine
a partir de dihydroflavonols (Figure 2). Le méme type de réaction est également effectué par
les flavone synthases FNSI et FNSII a partir des flavanones. La FNSII est un CYP93B,
répandue chez toutes les plantes produisant des flavones, tandis que la FNSI est une ODD et

n’est connue que chez le riz et quelques especes de la famille des Apiacées (Wang et al, 2018).

Les leucoanthocyanidines peuvent ¢étre transformées en proanthocyanidines par la
leucoanthocyanidine reductase (LCR). Ces derniéres peuvent ensuite étre polymérisées pour
former des tanins condensés, responsables de la coloration brune du manteau de la graine

(Debeaujon et al, 2001 ; Debeaujon et al, 2003).

La voie de biosynthése des flavonoides est principalement régulée par une association de
facteurs de transcription (FT) possédant des domaines MYB ou des domaines « basic helix-
loop-helix » (bHLH) avec la protéine WD40 (Koes et al, 2005). Les facteurs de transcription
MYB (myeloblastosis) existent chez tous les eucaryotes et représentent la famille de FT la plus
diversifiée chez les plantes (Riechmann et al, 2000). Parmi les trois sous familles de MYB
(MYB-like ; MYB-R2R3 et MYB3R), MYB-R2R3 est la plus répandue chez A. thaliana
(Stracke et al, 2001). 1l existe selon les especes végétales plusieurs types de FT MYB et bHLH,
chacun déterminant 1’expression spatiale et temporelle des génes de la voie des flavonoides
(Falcone Ferreyra et al, 2012). Par exemple, MYB12, MYBI1 et MYBI111 régulent
I’expression spatiale de FLSI chez A. thaliana, tandis que les MYB PAP1 ou PAP2 activent les
genes menant a la biosyntheése d’anthocyanes (Stracke et al, 2007 ; Feller et al, 2011). De
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nombreux facteurs de transcription MYB ont déja été caractérisés, notamment chez Vitis
vinifera ou ils régulent la production différentielle d’anthocyanes au cours du développement

ou de la maturation des baies de raisin (Deluc et al, 2008 ; Falcone Ferreyra et al, 2012).
Les flavonoides chez les plantes terrestres basales

Il a été longtemps admis que les flavonoides étaient une innovation spécifique des plantes
terrestres, permettant une adaptation aux irradiations UV. Cependant, il existe des homologues
de CHS chez la chlorophyte Chlamydomonas reinhardtii (May et al, 2008) ou CHI et DFR chez
I’algue brune Ectocarpus siliculosus (Cock et al, 2010). De plus, une analyse métabolomique
par spectrométrie de masse a démontré que des espéces d’algues rouges, brunes et vertes
synthétisent de 1’apigénine et parfois méme d’autres flavonoides (Goiris et al, 2014). Chez les
bryophytes, certaines études montrent la présence de flavonoides. Le genre Plagiomnium
contient des glycosides de flavones (apigénine, lutéoline) (Harris, 2009). Chez Marchantia
polymorpha, des dérivés glucuronides d’apigénine et de lutéoline ont été¢ identifiés par
chromatographie sur couche mince (Markham and Porter, 1974). La production de ces
composés est d’ailleurs sous le contréle du facteur de transcription MpMYBI14, dont la
surexpression conduit a une augmentation de la production de flavones et d’anthocyanidines
rouges appelées riccionidine (Albert et al, 2018). Chez les 61 especes de bryophytes sauvages
récoltées dans la province de Zhejiang en Chine, on trouve un contenu total en flavonoides
compris entre 1.8 et 22.3 mg/g de masse seche (Wang et al, 2017b). La lycophyte Selaginella
uncinata, par exemple, synthétise un dérivé de flavone particulier appelé uncinataflavone (Zou

etal, 2013).

Ces résultats sont confortés par la caractérisation de génes de la voie des flavonoides chez des
bryophytes. Il existe chez Marchantia paleacea un géne CHS qui est photorégulé comme chez
les plantes vasculaires. La protéine correspondante produit de la naringénine chalcone in vitro
(Harashima et al, 2004, Yu et al, 2015). La méme activité a été¢ observée pour une CHS de

I’hépatique Plagiochasma appendiculatum (Yu et al, 2015).

Chez P. patens, 17 genes appartenant a la famille des CHS ont été identifiés sur la base de
résidus protéiques conservés : Cys!’’-His**-Asn®#, les sites actifs Phe??! et Phe?’!, et la boucle
GFGPG (Koduri et al, 2010). Parmi ces genes, Pp3c24 13120 code pour une enzyme nommee
PpCHSI capable de produire de la naringénine chalcone in vitro (Jiang et al, 2006).

La famille des CHS appartient a la superfamille des polykétides synthases de type I1I (PKS de
type III). Les autres classes de PKS de type III sont souvent nommées CHS-like (Austin et
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Noel, 2003). Il s’agit par exemple des stilbenes synthases (STS), qui utilisent également du p-
coumaroyl-CoA et trois molécules de malonyl-CoA pour produire du resvératrol, un stilbéne
(Yuetal, 2012). D’autres PKS de type III catalysent la condensation d’un acide gras hydroxylé
activé par du Coenzyme A et des molécules de malonyl-CoA pour former la tétrakétide-a-

pyrone, précurseur de 1’éxine chez A. thaliana ou P. patens (Kim et al, 2010; Daku et al, 2016).

La caractérisation in vitro de protéines CHI chez Selaginella moellendorffii et Marchantia
paleacea a montré que ces dernieres sont capables de métaboliser la naringénine chalcone (CHI
de type I) et I’isoliquiritigénine, substrat des CHI de Iégumineuses (CHI de type II) (Cheng et
al, 2018).

Des analyses transcriptomiques ont montré que 1I’expression des homologues des geénes PAL,
4CL, CHS et CHI, est induite chez P. patens aprés exposition aux UV-B, suggérant ainsi la
présence d’une voie des flavonoides (Wolf et al, 2010). Cependant, aucune étude n’a pu mettre

en évidence la présence de flavonoides chez P. patens.
Objectifs :

Grace a leur pouvoir antioxydant et écran UV, les flavonoides ont pu jouer un role déterminant
dans ’adaptation des premicres plantes terrestres. Bien que quelques études montrent la
présence de flavonoides chez les bryophytes, la connaissance de ce métabolisme reste limitée,
notamment au niveau de la caractérisation des enzymes. En effet, si les deux étapes initiatrices
CHS et CHI ont été étudiées in vitro chez quelques bryophytes, aucune étude n’a été réalisée
sur les autres étapes de la voie (F3H, CYP75, DFR, LDOX, FLS, FNSII). Chez P. patens, seule

une protéine CHS a été caractérisée in vitro (Jiang et al, 20006).

Ce chapitre a pour objectif d’étudier la voie des flavonoides chez P. patens afin d’apporter des

¢léments de réponses aux questions suivantes :
- des flavonoides sont-ils présents chez P. patens ?
- Sioui : quelle est leur diversité structurale ?

- Des homologues de la voie des flavonoides sont-ils présents et fonctionnels ?
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RESULTATS - I

Recherche de flavonoides par UPLC-MS/MS dans les extraits de P. patens

Une premiere approche a consisté¢ a analyser le contenu métabolique de P. patens par
spectrométrie de masse. Les extraits méthanoliques ont été analysés par UPLC-MS/MS en
utilisant un mode de détection MRM préalablement développé sur les flavonoides standards
disponibles au laboratoire (marqués d’une étoile dans la Figure 2). Cette analyse n’a
malheureusement pas permis de détecter de flavonoides dans les conditions utilisées. Ce résultat
peut étre expliqué par I’absence de flavonoides chez P. patens, par une absence dans nos
conditions de culture, ou par une concentration des molécules dans 1’échantillon en dessous du
seuil de détection du systtme UPLC-MS/MS utilisé. Des analyses sont en cours, utilisant
I’UHPLC-EVOQ (Briiker) qui devrait apporter une sensibilité en moyenne dix fois supérieure

au spectrometre de masse (Waters) utilisé précédemment.

L’approche métabolomique n’ayant pas pour le moment pu démontrer 1’existence d’une voie
des flavonoides chez P. patens, nous avons choisi une approche génétique, dans un premier

temps par la recherche de génes homologues.
Identification de génes homologues de la voie des flavonoides chez P. patens

Les genes caractérisés de la voie des flavonoides chez A. thaliana (CHS, CHI, F3H, FLS, DFR,
LDOX), Petunia hybrida (F3’5’H), et Scutellaria baicalensis (FNSII) (Saito et al, 2013 ; Holton
et al, 1993b ; Zhao et al, 2016) ont été utilisés comme référence pour rechercher des génes
homologues chez P. patens. Un BLASTp des séquences protéiques correspondantes contre le
protéome de P. patens nous a permis d’obtenir une liste de protéines intéressantes avec une E-
value inférieure a E-100. Les génes correspondants sont symbolisés par des carrés rouges dans

la Figure 3.

Nous avons identifié un nombre important de génes homologues de CHS, comme décrit
précédemment par Koduri et al (2010). Ces protéines partagent une identité de séquence

comprise entre 59 et 64 % avec la CHS d’A4. thaliana (AT5G13930).

En revanche, aucun géne homologue satisfaisant n’a été trouvé pour 1’étape CHI, catalysant la
cyclisation des chalcones. Le meilleur hit obtenu avec la CHI d’Arabidopsis (AT3G55120) ne

partage que 29 % d’identité de séquence avec cette dernicre.
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Figure 3 : Recherche de génes homologues chez P. patens par BLASTp des séquences protéiques
caractérisées suivantes : AT5G13930.1 pour CHS ; AT3G55120.1 pour CHI ; AT3G51240.1 pour
F3H ; AT5G07990.1 pour F3’H ; AT5G42800.1 pour DFR ; AT4G22880.1 pour LDOX pour A4.
thaliana, ACV65037.1 pour FNSII chez S. baicalensis et P48418.1 pour F3'S'H chez P. hybrida. Les
carrés correspondent aux génes homologues. Les couleurs dépendent des E-value correspondantes : les
rouges sont considérés comme les meilleurs genes candidats. Cette figure est adaptée de Falcone
Ferreyra et al, 2012.
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Enfin, nous avons mis en évidence 4 genes candidats intéressants pour 1’étape F3’H
(CYP75B1), qui catalyse I’hydroxylation en 3’ de la naringénine notamment. Pour 1’étape
F3’5’H (CYP75A1 du Pétunia), nous avons obtenu 7 candidats intéressants, dont les deux
premiers hits sont les mémes que ceux obtenus pour CYP75B1. Ces deux mémes candidats sont
¢galement obtenus en BLASTp avec la séquence de FNSII. Pour les étapes F3H, LDOX, et
FLS, le premier hit obtenu est le méme, et présente la meilleure identité de séquence avec

AtF3H (40,8% contre 37,8% avec AtFLS et 34,2% avec AtLDOX).
En résumé, la recherche de génes homologues a permis d’identifier :
- 23 genes de CHS avec une forte identité de s€quence protéique avec AtCHS.

- 4 geénes pour F3’H, dont deux sont communs avec F3°5°H et FNSII. Le BLASTp de ces
4 geénes contre le protéome d’A. thaliana renvoie comme meilleur homologue
AtCYP75BI1. IIs ont donc été considérés comme des homologues de CYP75B1 en

premiere approche.

- 1 géne commun a LDOX, FLS et F3H dont le BLASTp réciproque permet d’obtenir
AT4G16330, qui code une protéine de la méme famille des oxidoreductases
dioxygénases. Les protéines LDOX, FLS et F3H arrivent respectivement en 11, 12 et
13%m rang de ce BLAST réciproque.

- 1 géne pour I’étape CHI. En BLASTp réciproque, on obtient le meilleur score pour
AT5G05270, une CHI-like connue comme « enhancer » de la voie des flavonoides,
mais qui n’a pas d’activité de cyclisation des chalcones (Jiang et al, 2015). AtCHI

(AT3G55120) est obtenu avec le second meilleur score.

Pour ¢€lucider la fonction de ces genes, trois démarches complémentaires peuvent étre mises en

ceuvre :
1. Etudier les mutants des génes chez P. patens
2. Tester Iactivité des protéines recombinantes in vitro
3. Complémenter des mutants d’A. thaliana avec les génes de P. patens

En raison du grand nombre de génes homologues identifiés et de la disponibilité au laboratoire
de mutants d’A. thaliana pour toutes les étapes ciblées, nous avons choisi I’approche génétique

de transcomplémentation avec les génes de P. patens.
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Arabidopsis thaliana, un excellent modéle pour étudier la voie des flavonoides

La collection de mutants d’insertion ADN-T GABI-KAT d’A4. thaliana comprend plusieurs
mutants de la voie des flavonoides nommés « transparent testa » (tt) en raison de la couleur de
leurs graines (Kleinboelting et al, 2012). En effet, étant affectés dans la production de
flavonoides et plus particulierement de proanthocyanidines, leurs graines sont plus claires que
celles des plantes sauvages. Ces mutants ¢ (1t4: AtCHS ; tt5 : AtCHI ; tt6 : AtF3H ; tt7: AtF3’H)

accumulent des flavonoides différents en fonction du locus muté (Peer et al, 2001) (Tableau

1)‘ —_— Enzyme . . | Couleur des Couleur des
Lignee . Flavonoide accumule = .
mutée graines ftt graines Col-0
TT4 AtCHS Non détecté
TT5 AtCHI Naringénine chalcone
TT6 AtF3H Naringénine
TT7 AtF3'H Kaempférol

Tableau 1 : Caractéristiques des lignées « transparent testa » d’A. thaliana : enzymes déficientes,
flavonoides aglycones accumulés (Peer et al, 2001) et couleurs des graines correspondantes.

La complémentation de mutants # par des génes homologues de méme fonction permet donc
de restaurer la voie des flavonoides, et par conséquent de restaurer la couleur des graines des
sauvages Col-0. L’observation des graines permet donc un repérage rapide des lignées ayant
restauré la voie des flavonoides. La complémentation de mutants # a été utilisée pour la
caractérisation de plusieurs enzymes comme par exemple la F3’H de pomme (Han et al, 2010),

ou les CHS et CHI de mais (Dong et al, 2001).

Outre la couleur des graines, les mutants 7/ ont un profil métabolique différent du Col-0. 4.
thaliana accumule naturellement un dérivé de cyanidine dans les feuilles (Bloor and Abrahams,
2002 ; Kovinich et al, 2015), et également le kaempférol 3-O-rhamnoside-7-O-rhamnoside
(K1), nommé kaempféritrine (Yin et al, 2014 ; Tohge et al, 2005) (Figure 4). Le composé K1
est un compos¢ qui peut étre utilisé pour discriminer une plante sauvage des mutants #4, #¢5 et

16 qui ne synthétisent plus de kaempférol.

Transformation des mutants transparent testa d’A. thaliana ~ ¥igure 4 : Flavonoides et anthocyanes
accumulés dans les feuilles d’A. thaliana.

A B oH d’A. thaliana Col-0 ; R1= -sinapoyl, R2= -
HaCﬁO:OH p-coumaroyl-glucose, R3=  -malonyl
N OH oH 0 9"on (Kovinich et al, 2015) B : Structure de la

HO., OH ) e
O ] kaempféritrine =  kaempferol
HyC” T0” O O

OH 2 Sigma).
oH K1
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Nous avons choisi de nous concentrer en priorité¢ sur les étapes du début de la voie des
flavonoides, ¢’est-a-dire les enzymes CHS, CHI, F3H et F3’H. Les génes de P. patens choisis
pour la complémentation sont les uniques candidats pour les étapes CHI et F3H et les quatre

candidats pour 1’étape F3 H.

Parmi les 23 CHS candidates, plusieurs étaient des genes dupliqués. Les données d’expression
(RNAseq) disponibles sur Phytozome ont permis d’éliminer les copies qui n’étaient pas ou treés
peu exprimées. Enfin, la recherche de sites conservés des CHS au niveau des séquences
protéiques (Koduri et al, 2010) a permis de sélectionner 9 candidats. Leurs séquences codantes
étant tres proches, il était impossible de concevoir des amorces spécifiques a chacun de ces
genes. Pour 8 d’entre eux, les séquences codantes ont été amplifiées a partir d’ADNg car ces
genes ne contenaient pas d’introns. De plus, des amorces ont été choisies sur des séquences non
codantes au-dela des 5° et 3’UTR. Finalement, 4 amplicons ont pu étre clonés. Pp3c2 36290

contenant des introns, il a été amplifié a partir d’ADNc de P. patens.

Le numéro d’accession des genes homologues, ainsi que les mutants ## transformés
correspondants sont résumés dans le Tableau 2. La séquence codante de chaque géne de P.
patens a été introduite dans un vecteur binaire, sous le contréle du promoteur du géne codant la
cinnamate-4-hydroxylase d’4. thaliana (C4H) qui catalyse une étape précoce et obligatoire de
la voie des phénylpropanoides. Nous avons généré en parallele des lignées controles
transformées pour chaque mutant avec le géne sauvage correspondant d’A. thaliana : AtCHS
dans #t4, AtCHI dans 115, AtF3H dans tt6 et AtCYP75B1 dans tt7. Ces geénes sont censés
complémenter la fonction manquante et restaurer la voie des flavonoides, validant ainsi notre

systeme expérimental.

Les lignées transformées ont été sélectionnées selon le protocole décrit dans le Matériel et
Méthodes, visant a obtenir idéalement deux lignées a insertion unique et homozygotes pour
chaque gene introduit (Tableau 2). Au total, 30 lignées de plantes ont été générées. Toutes
présentent une insertion unique de I’ADN-T, saufla lignée AtF3H #1. En revanche, il a été plus
difficile d’obtenir des lignées homozygotes pour tous les génotypes dans le temps imparti. En
effet, 10 plantes a insertion unique (homozygote et hétérozygote) étaient repiquées en terre afin
de générer des graines T3, plus tard sélectionnées sur milieu contenant du glufosinate (agent
sélectif du Basta®). Si 100% des plantules étaient résistantes, alors elles étaient issues d’une

plante homozygote.

137



Complémentation mutant tt4

Géne Identifiant #lignée Insertion unique | Homozygote | Génération
AtCHS T2-1-2 #1 v T3
AtCHS T2-3-2 #2 v T3

Pp3c24_13120 T2-2-1 #1 v T3
Pp3c24_13120 T2-1-3 #2 v v T3
Pp3c2_32400 T2-2-1 #1 v T3
Pp3c2_32400 T2-8-2 #2 v v T3
Pp3c19_6330 T2-3-5 #1 v T3
Pp3c19_6330 T2-2-2 #2 v v T3
Pp3c2_36290 T2-3-4 #1 v T3
Pp3c2_36290 T2-2-1 #2 v v T3
Pp3c24_18010 T2-1-1 #1 v T3
Pp3c24_18010 T2-2-1 #2 v v T3
Complémentation mutant tt5

Géne Identifiant #lignée Insertion unique | Homozygote | Génération
AtCHI T2-7-5 #1 v v T4
AtCHI T2-9-4 #2 v v T4

Pp3c26_4040 T2-10-1 #1 v v T3
Pp3c26_4040 T2-13-4 #2 v v T3
Complémentation mutant tt6

Géne Identifiant #lignée Insertion unique | Homozygote | Génération
AtF3H T2-4-4 #1 T4
AtF3H T2-5-4 #2 v v T4

Pp3c4 3410 T2-1-1 #1 v v T3
Pp3c4_3410 T2-2-2 #2 v v T3
Complémentation mutant tt7
Géne Identifiant #lignée Insertion unique | Homozygote | Génération

AtCYP75 T2-5-7-3 #1 v T4

AtCYP75 T2-8-7-1 #2 v T4
Pp1s1_111V6 T2-3-1 #1 v v T3
Pp1s1_111V6 T2-4-4 #2 v v T3
Pp1s98_58V6 T2-9-1 #1 v v T3
Pp1s98_58V6 T2-10-2 #2 v v T3
Pp1s54_35V6 T2-9-1 #1 v v T3
Pp1s54_35V6 T2-2-5 #2 v T3
Pp1s54_38V6 T2-1-4 #1 v v T3
Pp1s54_38V6 T2-2-4 #2 v T3

Tableau 2 : Lignées « transparent testa » d’A. thaliana transformées par des génes homologues de

P. patens.

Toutes les générations de plantes ont été sélectionnées sur BASTA. Les lignées a insertion unique
présentaient une ségrégation ¥ - ¥4 de plantes résistantes/sensibles sur milieu MS BASTA en génération
T2. Les descendants de T2 (T3) homozygotes présentaient 100% de plantes résistantes sur BASTA. Les
genes d’A. thaliana ont été utilisés comme contrdle positif de 1I’expérience.

138



Si % des plantules était résistantes et ' sensibles, alors elles étaient issues d’une plante
hétérozygote. Dans le cas ou aucun de ces 10 lots de graines n’était issu de plante homozygote,
il fallait repiquer d’autres plantes T2 afin de d’obtenir de nouveaux lots de graines, nécessitant

environ 3 mois supplémentaires.
Analyse des mutants ££ transformés

Chacune des lignées a été¢ semée en terre, en trois pots indépendants, chaque pot contenant 4
plantes et constituant une répétition biologique. Pour chacune des expériences, un triplicat
biologique de Col-0 et un triplicat biologique du mutant ## correspondant ont été cultivés en
parallele des lignées transformées. Les plantes au stade rosette, dgées de 19 jours apres semis,

ont été récoltées, lyophilisées, broyées et extraites au MeOH 80%.

Le contenu en flavonoides des mutants ## transformés a été¢ analysé par HPLC-UV. J’ai choisi
de rechercher le kaempférol 3-O-rhamnoside-7-O-rhamnoside (K1, kaempféritrine) comme
marqueur dans les extraits métaboliques des lignées 74, tt5 et tt6 transformées. En effet, ce
composé est le flavonoide majoritaire dans les feuilles d’A4. thaliana (Kovinich et al, 2015), et
est virtuellement absent dans ces mutants, il constitue donc un excellent marqueur de

complémentation.

Chez les mutants #¢7, le kaempférol est toujours synthétisé, alors que la quercétine (le dérivé 3’
hydroxylé du kaempférol) ne I’est plus. La forme glycosylée de quercétine la plus abondante
dans les feuilles est la quercétine-3-O-rhamnoside-7-O-rhamnoside (Tohge et al, 2005), mais
ce compos¢ n’¢était pas disponible commercialement. J’ai donc choisi de réaliser une hydrolyse
acide des extraits de #¢7 transformés, afin de libérer les flavonoides aglycones et pouvoir

détecter la quercétine.
Complémentation du mutant ¢4 chs

Par comparaison du profil UV a 265 nm des plantes Col-0 et des mutants #/4, on observe une
absence de pic au temps de rétention 10,81 minutes correspondant a la kaempféritrine (K1) chez
le mutant 774 (Figure 5). Les mutants ##4 transformés avec les génes homologues de PpCHS ont
le méme profil UV que #4 non transformé, bien qu’on observe un faible signal au temps de
rétention 10.81 minutes pour certaines lignées. Cependant, 1’observation du profil UV de la
lignée contrdle (mutant /74 transformé avec le géne AtCHS) indique qu’il ne produit pas de K1,
ce qui signifie que le contrdle positif de I’expérimentation n’a pas fonctionné dans le cas

présent.
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Figure 5 : Analyse HPLC-UV a 265 nm de feuilles
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De méme, le géne Pp3c24 13120 dont la fonction CHS a été caractérisée in vitro (Jiang et al,
2006) ne complémente pas le mutant. Une absence de complémentation a été observée pour
toutes les lignées (A4¢CHS et PpCHS). La couleur des graines des lignées transformées est restée

en outre identique a celle des #74. Aucune conclusion ne peut étre tirée de ces résultats.
Complémentation du mutant ¢£5 chi

La réintroduction du géne A¢tCHI dans le mutant a permis la restauration d’une couleur brune
des graines, identique a celle de Col-0, ce qui démontre une complémentation efficace de ces
lignées. En revanche, les lignées 725 transformées avec le géne PpCHI ont des graines jaunes,

identiques a celles de #75.

La comparaison des profils UV confirme que la lignée A¢tCHI #1 produit le composé K1 (Amax :
265-342 nm) et possede un profil métabolique comparable a celui de Col-0 (Figure 6). On
observe un léger épaulement chez #£5 et un pic de faible intensité chez Pp3c26 4040 #1 (PpCHI)
au temps de rétention 10.81 min, mais sans que le spectre d’absorbance UV ne corresponde a
celui de K1 (Amax : 328 nm). Ce résultat, confirmé dans la lignée #2, semble indiquer que PpCHI
n’est pas en mesure de complémenter le mutant #25 et que ce géne n’a pas de fonction chalcone

1somérase.

Une analyse en UPLC-MS/MS permettant de détecter spécifiquement la kaempféritrine pourra

confirmer ce résultat.
Complémentation du mutant £¢6 (f3/)

La couleur des graines du mutant 76 et des lignées transformées semble identique, ¢’est-a-dire
plus claire que les graines de plantes Col-0. L’analyse HPLC des extraits de #76 montre la
présence un composé qui coélue avec K1 au temps de rétention 10.81 dont le spectre
d’absorbance UV est différent (Amax : 265-334 nm) (Figure 7). Ce composé est retrouvé chez
AtF3H #2 et PpF3H #1. Une analyse en UPLC-MS/MS permettant de détecter précisément K1
pourrait permettre de confirmer que ni AtF3H ni PpF3H ne le produit. Ces résultats suggerent
néanmoins que les lignées ##6 ne sont pas complémentées, y compris pour le controle positif.
Néanmoins, on observe dans la lignée PpF'3H un nouveau pic produit a 9.8 minutes, qui est di

a D’activité de PpF3H puisqu’il est absent dans les autres lignées.
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Relative abundance (265 nm)
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Complémentation du mutant ¢t7 (f3°h)

Les lignées #¢7 transformées ont été analysées en deux lots de plantes. Le premier comprend les
lignées #1 des quatre geénes candidats de P. patens et la lignée #2 de Pplsl 111V6 et
Ppls98 58V6. Le deuxieme comprend les lignées #2 de Ppls54 35V6 et Ppls54 38V6 et

¢galement les deux lignées transformées avec le gene AtCYP75B1, le controle positif.

#1 #2 #3 K_1 La variation de la couleur des graines du mutant ¢¢7
: : Do par rapport a Col-0 est subtile, ce critére n’a donc
pas ¢ét¢ retenu pour déterminer si la
complémentation était opérante. J’ai tout d’abord
analysé les extraits du 1°" lot de plantes en HPLC-
UV a 265 nm (Figure 8). Comme attendu, K1 est

présent dans toutes les lignées, y compris dans #¢7.
‘ En revanche, la taille du pic est plus importante
EoF dans Col-0, #7, Ppls54 35V6 #1 et Ppls56 38V6
#1 que dans les lignées Pplsl 111V6 #1 et
Ppi1s98 58V6 #1. De plus, dans ces dernicres, on

it7

observe trois nouveaux pics (#1 ; #2 ; #3) aux temps

| de rétention respectifs de 9.38, 9.97 et 10.42
minutes. Le spectre d’absorbance de ces composés

montre une Amaxa 255 et 350, typique des

Pp1s1_111V6 #1

flavonoides glycosylés (Negri et al, 2013). J’ai donc

Pp1s98_58V6 #1 effectué une hydrolyse acide de ces extraits afin de

libérer les aglycones et étre en mesure de rechercher

la quercétine et le kaempférol (Figure 9A).

Pp1s54_35V6 #1:

Figure 8 : Analyse HPLC-UV a 265 nm de feuilles
de lignées 77 transformées.

K1 : kaempféritrine. Les composés #1, #2 et #3 sont
présents spécifiquement dans les lignées Pplsi 111V6
#1 et Pp1s98 58V6 #1.

Pp1s54_38V6 #1°

Retention time (min)
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Relative abundance (365 nm)

Tout d’abord, le kaempférol est détecté dans tous les échantillons au temps de rétention 13.28

minutes, mais en quantité plus faible dans les lignées PplsI 111V6 #1 et Ppls98 58V6 #1.

Dans ces derni¢res, on détecte de la quercétine au temps de rétention 12.58 minutes, ce qui

indique que ces génes sont responsables de la conversion du kaempférol en quercétine. En plus

d’une quantité accrue de quercétine, les lignées Pplsl 111V6#1 et Ppls98 58V6#1 présentent

un pic supplémentaire a 13 minutes (#1) et sont dépourvues du pic a 14.75 minutes (#2) qui est

présent dans Col-0 et #27.
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Figure 9 : Hydrolyse acide des extraits de feuilles des lignées
tt7 transformées.

A : Analyse HPLC-UV a 365 nm. Le composé #1 n’est présent
que dans I’extrait hydrolysé des transformants Pplsl 111V6 #1
et Ppls98 58V6 #1, et le composé #2 n’est présent que dans les
lignées Col-0, tt7, Ppls54 35V6 #l et Pplsl 38V6. B :
Abondance relative de kaempférol dans les lignées #7
transformées par rapport a Col-0. C : Abondance relative de
quercétine dans les lignées #¢7 transformées par rapport a Col-0.
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Bien que non identifiés, ces composés pourraient correspondre a d’autres dérivés flavonoides,
et le composé #1, plus polaire, pourrait étre la version hydroxylée du composé #2. De plus, une
activité F3’5’H ou FNSII de ces protéines est envisageable. En effet, ces deux geénes de P.
patens présentent également une bonne homologie avec PICYP75A1 et SbFNSII. Le composé
#1 pourrait en effet correspondre a 1’apigénine qui, d’apres des analyses effectuées en UPLC, a
un temps de rétention compris entre le kaempférol et la quercétine. Si de I’apigénine est produite
spécifiquement dans les lignées Pplsi 111V6 #1 et Ppls98 58V6 #1, alors nous pourrions

mettre en évidence une activité FNSII des protéines correspondantes.

Une co-injection de ces échantillons avec les standards de myricétine et d’apigénine est

nécessaire pour confirmer ces hypotheses, de méme qu’une analyse ciblée en UPLC-MS/MS.

Les aires des pics correspondant au kaempférol et a la quercétine ont été relevées dans les
extraits hydrolysés du lot 1 de plantes (Figure 9B) et nous permet de quantifier I’accumulation
de quercétine dans les deux lignées de Pplsl 111V6 et la lignée Ppls98 58V6 #1. Cette
accumulation n’a néanmoins pas pu €tre confirmée dans la seconde lignée Ppls98 58V6 #2
(Figure 9B). Une caractérisation moléculaire de cette lignée pourrait renseigner sur la présence

de I’ADN-T dans le génome ou indiquer si le transgene s’exprime convenablement.

Le deuxieme lot de plantes 7¢7 transformées a €té analysé de la méme maniere mais 1’hydrolyse
acide n’a pas permis d’obtenir de résultats exploitables. J’ai donc uniquement relevé les aires
de pic de K1 dans toutes les lignées transformées, que j’ai normalisées par rapport a la quantité

de K1 présente chez Col-0 (Figure 10). Ceci permet de voir que :

1) les deux lignées Pplsl 111V6 contiennent la méme quantité¢ de K1, qui est 80% plus
faible que celle mesurée dans Col-0, allant de pair avec une conversion du kaempférol

en quercétine.

2) la lignée Ppls98 58V6 #2, contrairement a la lignée #1, accumule le composé Kl,

expliquant ainsi I’absence de quercétine observée précédemment (Figure 9C).

3) le résultat est également assez variable pour le contrdle positif AtCYP75B1, méme si la
lignée #1 montre une quantité de K1 similaire aux lignées Pplsl 111V6, suggérant une

métabolisation du kaempférol en quercétine.

4) les geénes Ppls54 _35V6 et Ppls54 38V6 ne semblent pas complémenter la fonction
F3’H.
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Sous-chapitre 2

Ingénierie de la voie des flavonoides chez P. patens

Les flavonoides sont considérés comme des nutraceutiques, car ils sont présents naturellement
dans de nombreuses sources alimentaires, telles que les fruits (pomme, citron, orange) et leurs
dérivés (cidre, vin rouge), le soja ou le thé (Erlund, 2004 ; Gattuso et al, 2006 ; Wang et al,
2017a), et ont des effets bénéfiques pour la santé humaine. Le principal flavonoide présent dans

I’alimentation est la quercétine, dont I’absorption est estimée a 16 mg/jour (Hertog et al, 1993).

Des études montrent que les flavonoides auraient des activités prophylactiques contre les
mélanomes, et notamment la formation de métastases (Piantelli et al, 2006 ; Liu-Smith and
Meyskens, 2016). Les isoflavonoides, composés particuliers des légumineuses et notamment
du soja, pourraient avoir un effet préventif contre le cancer du sein, en raison de leur similarité

structurale avec les cestrogénes humains (Ziaei and Halaby, 2017).

En outre, les flavonoides auraient un effet bénéfique sur la cognition (Bell et al, 2015), et

pourraient méme retarder les effets de la maladie d’ Alzheimer (Vauzour, 2014).

Enfin, les flavonoides stimulent la production de mélanines, les pigments épidermiques
animaux (Liu-Smith and Meyskens, 2016). D’ailleurs, on peut voir ici une analogie entre la
biosyntheése de mélanine chez les animaux et de flavonoides chez les plantes, dérivant toutes
deux d’un acide aminé aromatique et ayant pour vocation la protection des tissus contre les
rayons ultra-violets (Carletti et al, 2014). Les mélanines se trouvent a I’intérieur de cellules
spécialisées appelées mélanocytes et localisées au niveau de 1’épiderme des mammiferes, les
flavonoides sont stockés dans la vacuole des cellules épidermiques des végétaux (Petrussa et
al, 2013). Utilisées dans des crémes solaires, la quercétine et la rutine procurent une

photoprotection non négligeable contre les UVA (Choquenet et al, 2008).

En raison de leurs nombreuses caractéristiques intéressantes, les flavonoides sont des composés
d’intérét utilisés en industrie. La teneur de ces molécules peut étre augmentée en élicitant leur
production (Papoutsis et al, 2016) ou en modifiant la voie de biosynthése par ingénierie
métabolique (Verhoeyen et al, 2002). Dans une optique de recherche appliquée, nous avions
pour objectif de reconstruire une voie métabolique chez P. patens permettant la biosynthése de
dihydromyricétine, en introduisant des séquences codantes des enzymes de la voie des

flavonoides provenant de Petunia inflata, chez qui cette voie est caractérisée et trés active. Nous
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Figure 11 : Stratégie de knock-in/knock-out pour I’ingénierie de la voie des flavonoides chez P. patens.
La reconstruction de la voie des flavonoides s’effectue par transformation de la mousse avec des génes de
Petunia inflata, dont PiF3H et PiCYP754A1 qui ciblent respectivement les locus PpHCT et PpCYP98,
permettant I’inactivation de ces génes apreés recombinaison homologue.
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n’avons pas pu conclure sur la présence de CHS fonctionnelles chez la mousse, dans la mesure
ou nous n’avons pas observé de complémentation claire, y compris pour le contrdle positif
AtCHS. Néanmoins, les données obtenues au sous chapitre 1 indiquent que la candidate PpCHI
ne semble pas capable de réaliser la biosynthése de naringénine, autrement dit que la voie des
flavonoides chez la mousse n’existe pas telle qu’on la connait chez les plantes vasculaires. De

ce fait, nous ne pouvions pas compléter une voie des flavonoides préexistante chez P. patens.

Des cassettes d’expression permettant I’expression des genes CHS, CHI, F3H et CYP75A1
(F3°5’H) de P. inflata sous le contrdle du promoteur PpACTINS5 ont été introduites par
recombinaison homologue dans le génome de P. patens. Elles ciblaient respectivement les
locus suivants : Pp3c24 13120 (PpCHS putative), Pp3cl0 8090 (large subunit ribosomal
protein, locus dont I’inactivation n’a pas d’effet délétere sur P. patens selon Kubo et al, 2013),
Pp3c2 29140 (PpHCT) et Pp3c22 19010 (PpCYP98). L’introduction de PiF3H et PiCYP75B1
dans les deux premiers loci de la voie des esters phénoliques avait pour objectif de couper
complétement le flux métabolique dans cette voie, afin d’augmenter la disponibilité du substrat
(le p-coumaroyl-CoA) et d’induire une redirection du flux métabolique vers la voie des
flavonoides (Figure 11). Cette redirection du flux métabolique a été observée chez A4. thaliana
ou le « silencing » d’4tHCT induit une accumulation de flavonoides (Besseau et al, 2007). Cette
démarche expérimentale avait été initiée au début de ma theése, bien avant que I’on sache que la
biosynthése de p-coumaroyl-thréonate n’était pas seulement due a I’activité de PpHCT mais

¢galement a une deuxieme transférase.

Des protoplastes ont été co-transformés avec les quatre constructions génétiques
simultanément. J’ai remarqué que quelques transformants avaient le méme phénotype que
APpHCT et APpCYP98, ce qui indiquait que 1’'un ou 1’autre de ces loci était probablement

inactivé dans ces lignées.

Dans un premier temps, j’ai choisi une caractérisation métabolique des lignées en recherchant
les flavonoides potentiellement produits par détection UV dans les lignées transgéniques :
naringénine chalcone, naringénine, dihydrokaempférol, dihydromyricétine. Pour 4 des lignées
produites, un pic éluant au temps de rétention du dihydrokaempférol (DHK) était présent dans
les extraits métaboliques (Figure 12). L’identité de cette molécule a été confirmée par analyse
UPLC-MS/MS. Néanmoins, le signal présent dans les extraits était tres faible, ce qui signifie

que le DHK était produit en petite quantité dans les lignées transgéniques.
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Pour confirmer que la production de DHK ¢était corrélée a une intégration des cassettes
d’expression dans le génome, j’ai entrepris une caractérisation moléculaire des lignées
transgéniques en utilisant la méme procédure que pour la caractérisation de APpHCT (Chapitre
1, Supplemental Figure 5B). J’ai pu mettre en évidence par PCR I’intégration complete d’une
seule cassette d’expression (PiFF3H) dans le locus PpHCT dans une seule des lignées (#5). La
présence des autres cassettes d’expression a été vérifiée par PCR, mais elles n’étaient pas
intégrées dans les loci ciblés. 11 est possible que ces cassettes d’expression se soient intégrées
de manicre illégitime dans le génome (en dehors du locus ciblé) ou bien qu’elles ne se soient
pas intégrées et qu’elles soient exprimées de maniere épisomale a partir du plasmide utilisé

pour la transformation.
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Figure 12 : Profilage métabolique des lignées transgéniques transformées avec les génes de P.
inflata.

A : Analyse UPLC-UV a 280 nm d’extraits méthanoliques. B : Analyse UPLC-MS/MS basée sur la
transition MRM 289.4>153 du DHK. DHK : dihydrokaempférol.
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DISCUSSION - T

La recherche de génes homologues de la voie des flavonoides chez P. patens a permis de mettre

en évidence 23 candidats CHS, 1 candidat CHI, 1 candidat F3H et 4 candidats F'3’H (CYP75B).

Les candidats CHS étaient prometteurs en raison de leur fort pourcentage d’identité de leurs
séquences protéiques (entre 59 et 64 %) avec la CHS d’4. thaliana (AT5G13930.1) et de la
présence de sites catalytiques conservés : Cys!’’-His**-Asn**?, les résidus catalytiques Phe??!
et Phe?’!, et la boucle GFGPG dans leurs séquences protéiques (Koduri et al, 2010). De plus,
I’activité CHS du candidat Pp3c24 13120, inclus dans notre analyse, avait déja été démontrée
in vitro (Jiang et al, 2006). Par conséquent, ce dernier constituait, tout comme le gene AtCHS,
un excellent contréle positif pour la complémentation du mutant #4. Néanmoins, la
complémentation des mutants 774 n’a pas fonctionné, y compris pour les contrdles positifs (dont
AtCHS). Bien que I’insertion de I’ADN-T ait été confirmée par la sélection des lignées sur
BASTA, une caractérisation supplémentaire par génotypage et recherche des transcrits des
genes introduits est donc nécessaire pour expliquer ce résultat et détecter notamment une
éventuelle extinction des transgenes (RNA silencing). Cette absence de complémentation,
observée également pour AtF3H, peut s’expliquer par I’insertion de I’ADN-T dans une région
« silencieuse » du génome. Il semble exister une corrélation entre une expression silencieuse

de ’ADN-T et ’hyperméthylation de la région d’intégration (Mirza, 2005).

L’absence d’expression a peu de chances d’étre due a I’utilisation du promoteur pC4H d’A.
thaliana, qui a été utilisé avec succes dans de nombreux travaux pour I’expression hétérologue
ou la surexpression de genes de la voie des phénylpropanoides dans notre équipe et d’autres
laboratoires (Meyer et al, 1998 ; Weng et al, 2008 ; Liu et al, 2016). Un promoteur fort et moins
spécifique aurait peut-étre pu améliorer les résultats de complémentation : le géne F3'H de
pomme (Han et al, 2010), et les genes CHS et CHI de mais (Dong et al, 2001) avaient été
exprimés sous le controle du promoteur CaMV 35S dans les mutants # correspondants et
avaient donné des résultats concluants. Cependant, la C4H étant codée par un géne unique chez
A. thaliana, son promoteur devrait conduire a une expression suffisante pour alimenter toute la

voie aval.

Les analyses métaboliques ont montré que PpCHI (Pp3c26 4040) ne complémente pas la
fonction #¢5, contrairement au controle positif A7CHI. Pp3c26 4040 ne semble donc pas coder
pour une chalcone isomérase. L’homologue le plus proche de PpCHI chez A4. thaliana est la

protéine codée par AT5G05270, une CHI-like décrite comme promotrice de la voie des
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Figure 13 : Arbre phylogénétique des homologues protéiques de chalcone isomérases présentes
chez plusieurs espéces représentatives de la lignée verte (Cheng et al, 2018). Les CHI de type [ et 11
ont une activité chalcone isomérase, type IV sont des « enhancer » de la voie des flavonoides, et le type
IIT sont des « fatty acid binding protein » dont I’activité est inconnue.
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flavonoides, mais sans activité de cyclisation des chalcones (Jiang et al, 2015). AtCHI (codée
par AT3G55120) est seulement le deuxieme homologue le plus proche. D’aprés une analyse
phylogénétique, aucune CHI de type I (qui métabolise la naringénine chalcone) ou de type 11
(qui métabolise I’isoliquiritigénine) n’avait pu étre mise en évidence chez P. patens,
contrairement a S. moellendorfii, et Marchantia paleacea dont les CHI complémentent le
mutant #25 (Figure 13 ; Cheng et al, 2018). Pp3c26 4040 (CHILa), et Pp3c4_25770V3 (CHILD)
codent des CHI de type IV, des stimulants de la voie des flavonoides ayant été caractérisés chez
I’ipomée, le pétunia et chez Torenia hybrida (Morita et al, 2014). Ces protéines n’ont pas
d’activité catalytique et ne complémentent pas le mutant 774 d’A. thaliana. En revanche, la
mutation ou la réduction de 1’expression du géne correspondant régule négativement la voie des
flavonoides, avec comme effet une coloration moins importante des pétales (Figure 14).
Toutefois, la mutation n’affecte pas la régulation génétique des génes de la voie des flavonoides
chez I’ipomée, indiquant que CHI IV n’est pas un facteur de transcription. Par conséquent le
mécanisme par lequel CHI IV active la production de flavonoide n’est pas encore ¢lucidé. La
surexpression du géne PpCHILa chez A. thaliana Col-0 ou chez le pétunia, ainsi que chez les
mutants correspondants, pourrait indiquer si cette protéine a une activité CHI de type IV dans

le cas ou la voie des flavonoides serait stimulée.

efp-1

Ipomoea Petunia Torenia

Figure 14 : Lignée Knock-out de CHI IV (EFP) d’ipomée et lignées Knock-down de CHI
IV de pétunia et de torenia (Morita et al, 2014).
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L’analyse phylogénétique de Cheng et al (2018) met également en évidence quatre CHI de type
I chez P. patens (Pp3cl0 20100V3, Pp3cl8 4460V3, Pp3cll 25580V3 et
Pp3c21 9340V3). Chez A. thaliana, les CHI de type 111 sont des « fatty acid binding proteins »
localisées dans les chloroplastes, mais dont 1’activité est inconnue (Ngaki et al, 2012). Les CHI
de type III sont présentes chez les eucaryotes (sauf chez les animaux) et méme chez les
bactéries, tandis que les CHI de type IV apparaissent chez les mousses et constituent la version

ancestrale des CHI de type I et II présentes chez les plantes vasculaires (Ngaki et al, 2012).

Ces résultats suggerent que, si la voie des flavonoides existe chez P. patens, la cyclisation des
chalcones ne serait pas enzymatique mais spontanée, comme précédemment évoqué par Cheng

et al, 2018.

L’expression d’AtF3H et de PpF3H n’a pas complémenté les lignées #6. Méme si aucune
conclusion ne peut étre établie concernant 1’activité de PpF3H, plusieurs explications peuvent
étre proposées pour justifier I’absence de F3H. D’une part, il n’existe pas d’activité chalcone
isomérase chez P. patens, et la naringénine n’a pas ¢té détectée dans les extraits. D’ autre part,
les flavonoides décrits chez les bryophytes sont des flavones comme 1’apigénine et la lutéoline
dans le genre Plagiomnium et I’espéce Marchantia polymorpha (Harris, 2009 ; Albert et al,
2018), dont la production ne dépend pas de I’activité¢ F3H.

Les complémentations des lignées #¢7 avec les génes candidats F3’H ont permis d’identifier
deux genes Pplsl 111V6 et Ppls98 58V6 (sous réserve de confirmer les résultats avec une
deuxiéme lignée) capables de convertir le kaempférol en quercétine. De plus, d’autres produits

non identifiés ont été détectés dans les lignées #/7 complémentées avec ces deux genes.

L’ensemble de ces données indique que la voie des flavonoides, telle qu’on la connait chez les
plantes vasculaires, ne semble pas exister chez P. patens. En revanche, plusieurs études
suggerent la présence de chalcones chez P. patens et la présence d’une famille multigénique de
CHS (Jiang et al, 2006 ; Koduri et al, 2010). Il est ainsi raisonnable de penser que Pplsi 111V6
et Ppls98 58V6 métabolisent non pas des flavonoides, mais des chalcones in vivo. Une activité
chalcone 3-hydroxylase (CH3H) a été montrée chez Cosmos sulphureus, qui produit la butéine,
la version 3-hydroxylée de I’isoliquiritigénine. La CsCH3H partage 84% d’identité avec la
CsF3’H, qui hydroxyle la naringénine, mais les deux enzymes ont des activités spécialisées in
vitro. En effet, la CsCH3H hydroxyle 7 fois plus efficacement I’isoliquiritigénine que la
naringénine, tandis que la CsF3’H n’est capable d’hydroxyler que les flavonoides (Schlangen

etal, 2010).
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MATERIELS ET METHODES - I

Matériel végétal et conditions de culture

Arabidopsis thaliana
Toutes les lignées, sauvages et mutantes, utilisées lors de 1’étude dérivent de 1’accession Col-O0.
Pour la culture d’A. thaliana sur sol, les graines sont semées dans des pots de 7cm de coté
contenant du terreau et placées en logette de culture [photopériode 16h jour (19°C)/ 8h nuit (17
°C)] dont ’hygrométrie est de 80%. Lorsque les hampes florales se développent, les plantes
sont tutorées. Peu apres 1’apparition des premicres siliques, les plantes sont recouvertes d’un
sachet en papier afin de faciliter la future récolte des graines. Apres récolte, les graines sont
laissées a sécher pendant minimum deux semaines. Il est possible également de les sécher a

37°C pendant quelques jours.

Pour la culture d’A4. thaliana in vitro, les graines sont préalablement stérilisées. Pour ce faire,
quelques mg de graines sont incubés dans un microtube dans une solution de 70% d’éthanol et
0.05% de triton X-100 pendant 5 min sous agitation (1400 rpm). Le surnageant est ensuite retiré
et les graines sont lavées 2 fois avec 1 mL d’EtOH 70%, puis 1 fois avec 1 mL d’EtOH absolu,
sous hotte stérile. Les graines sont ensuite séchées a 1’air libre pendant 20 minutes, sous hotte
stérile. Les graines ainsi stérilisées sont semées dans des boites de Petri a 1’aide d’un cure-dent
autoclavé sur un milieu Murashige and Skoog incluant vitamines et MES (Annexe 1 ; Duchefa
#MS0255), pH ajusté a pH 5.8 avec KOH. Le milieu est solidifié¢ avec 1% d’agar agar. Les
boites contenant les graines sont placées une nuit a 4°C pour synchroniser la germination puis

placées en logette de culture in vitro.
Complémentation génétique des mutants transparent testa

Mutants transparent testa
Les expériences de complémentation génétique de mutants fransparent testa d’A. thaliana ont
¢été réalisées avec les lignées d’insertion suivantes : ##4-15 (GK-545D04), #5-2 (GK-176HO3),
116-2 (GK-292EQR), tt7-7 (GK-629C11). Ces lignées sont toutes issues de la collection GABI,
possedent le méme fond génétique (Col-0) et ont été précédemment caractérisées (Rosso et al,
2003 ; Kleinboelting et al, 2012 ; Appelhagen et al, 2014 ; Kleinboelting et al, 2015). Les

graines ont ¢ét¢ obtenues aupres du Nottingham Arabidopsis Stock Centre (NASC).
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Production des constructions génétiques
Les séquences codantes des geénes de P. patens choisis pour la complémentation des mutants
transparent testa d’A. thaliana ont été amplifiés par PCR a partir d’ADNc ou d’ADNg (amorces
visibles en Annexe 3), sauf pour PiCHI et PiF3H dont la séquence codante flanquée aux deux
extrémités par les sites at/B1 et atB2, a été commandée chez la compagnie IDT (gBlocks® ;

https://eu.idtdna.com/). Les séquences codantes ont €té clonées par « BP cloning » dans le

vecteur pPDONR/Zeo comme décrit dans la partie Protocoles et Méthodologies générales. Le
plasmide d’expression du géne Ppls54 38V6 a été obtenu par mutagenese dirigée (transition
T>A en position 843 de la séquence codante) en utilisant les amorces #916 et #917 a partir du
plasmide contenant le géne Ppls54 35V6. Les séquences codantes ont ensuite €té transférées
par « LR cloning » dans le vecteur d’expression binaire pCC0996, qui contient un fragment
promoteur de 3kb de la CINNAMATE 4-HYDROXYLASE (C4H) d’A. thaliana (Annexe 2 ;
Weng et al, 2010).

Transformation d’Agrobacterium tumefaciens
La bactérie A. tumefaciens posséde la propriété de pouvoir transférer un fragment d’ADN dans
le génome de la plante via un ADN de transfert (ADN-T) sous forme de plasmide. Les vecteurs
d’expression permettant 1’expression des genes de P. patens sous le controle du promoteur
AtC4H ont donc été introduits dans A. tumefaciens (souche C58C1). La transformation
s’effectue par électroporation : 20ng de plasmide purifié sont mélangés a 100 pL de bactéries
¢lectrocompétentes puis transférés dans une cuve d’électroporation de 2mm et laissés reposer
sur glace pendant 15 minutes. La transformation s’opére dans un électroporateur réglé a 2,4 kV,
capacité 25 pF, résistance 200 ohms. Une fois le choc électrique réalisé, les bactéries sont
transférées dans un autre tube ou est ajouté 1mL de LB et sont incubées a 28°C pendant 1h30.
100 pL de bactéries transformées sont ensuite étalées en stries épuisantes sur boite rifampicine
(50mg/L)-gentamycine (25mg/L)-kanamycine (50mg/L) (RGK) sachant que cette souche
résiste naturellement a RG et que le plasmide confére une résistance a la kanamycine. Des

colonies sont visibles deux jours apres étalement.

Transformation d’Arabidopsis thaliana
La transformation d’A. thaliana par A. tumefaciens a été réalisée selon le protocole du « floral
dipping » (Clough and Bent, 1998). Deux ou trois colonies sont prélevées et mises en culture
liquide dans 50 mL + RGK (25-12.5-25mg/L) et incubées a 28°C sur la nuit. Aprés mesure de
la DO, les bactéries sont culottées et reprises dans un volume appropri¢ de solution de

transformation (5% de saccharose et 0.05 % de silwet, un détergent) pour avoir un volume final
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de 50ml a une DO de 0.8. Les hampes florales d’A4. thaliana sont trempées 10 secondes dans la
solution bactérienne. Les plantes sont ensuite placées en mini-serre humide et placées a
I’obscurité pendant 24h. A 1’issue de cette période, les plantes sont re-placées dans les

conditions habituelles de culture jusqu’a 1’obtention de graines T1.

Sélection des transformants
Le plasmide binaire pCC0996 utilisé pour la transformation d’A4 thaliana confére une résistance
au glufosinate, le principe actif du Basta®. Les plantes T1 transformées, i.e. qui ont intégré un
ADN-T dans leur génome, ont été sélectionnées par traitement avec une solution de Basta® (25
mg/L) une semaine apres semis. Le traitement est renouvelé la semaine suivante. Les plantes
résistantes sont repiquées individuellement sur terre et cultivées jusqu’a 1I’obtention de graines

T2.

Les graines T2 sont stérilisées puis semées sur milieu agar MS 255 contenant du glufosinate
d’ammonium a 25 mg/L. Au bout de deux semaines, le nombre de plantules résistantes et
sensibles est déterminé. Les lignées ayant intégré une seule copie de ’ADN-T présentent une
ségrégation ¥ de résistants et % de sensibles. Dans la mesure du possible, seules ces lignées a

insertion unique ont été conservées et amenées en troisieme génération (T3).

Les graines T3 sont stérilisées puis semées sur milieu MS 255 contenant du glufosinate
d’ammonium a 25 mg/L. Au bout de deux semaines, les lignées ayant 100% de plantules
résistantes sont identifiées, elles correspondent aux lignées homozygotes pour le transgeéne. En
effet, une plante mere hétérozygote insertion unique pour I’ADN-T donnera % de plantules
résistantes et ¥4 sensibles tandis qu’une plante meére homozygote donnera 100% des plantules

résistantes.
Analyse des flavonoides

Afin de déterminer le degré de complémentation des mutants transparent testa par les différents
genes de Physcomitrella patens, j’ai réalisé des profilages métaboliques des flavonoides de
rosettes d’A. thaliana agées de 19 jours cultivées sur terre. L’échantillonnage a été effectué

comme décrit dans la partie Protocoles et Méthodologies générales.

Les flavonoides ont été extraits de 10 mg de poudre végétale lyophilisée avec 1ml de méthanol
80% contenant 10 uM de morine (standard interne). Les échantillons sont agités a 1400 rpm a
température ambiante pendant 1 heure, puis centrifugés a 4°C et 13k rpm pendant 15 minutes.

Le surnageant est prélevé a 1’aide d’une seringue et filtré sur 0.22 uM (filtres petits volumes
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RESTEK). Le surnageant filtré constitue I’extrait métabolique brut a partir duquel les analyses

sont réalisées.

Les flavonoides sont trés souvent présents sous forme conjugués, a des sucres notamment. Afin
de s’affranchir de cette diversité chimique et accéder aux formes aglycones, les extraits
métaboliques ont été soumis a une transestérification. Pour ce faire, 250 pL d’extrait sont mis
a sec au Speedvac (Savant SPD131DDA, ThermoFischer Scientific). Les résidus secs sont
ensuite repris dans 250 pL de solution de méthanolyse acide composée de 2N d’HCL dans 50%
de MeOH et contenant 2.5 mg/ml d’acide ascorbique (antioxydant). Apres agitation pendant 5
minutes a 1400 rpm, ’hydrolyse des liaisons esters est conduite a 80°C pendant 2 heures. Apres

retour a température ambiante, les échantillons hydrolysés sont analysés.

L’analyse des flavonoides est effectuée par HPLC-PDA selon les procédures décrites dans le

Matériels et Méthodes du chapitre 2.
Ingénierie métabolique de Physcomitrella patens

Nous avons tenté d’exprimer la voie des flavonoides de Petunia inflata dans la mousse par une
approche d’ingénierie métabolique en introduisant quatre geénes — PiCHS, PiCHI, PiF3H et
PiCYP75A41 — dans le génome de P. patens par recombinaison homologue selon une stratégie

« knock-in/knock-out ».

Les séquences codantes des genes d’intérét ont été¢ amplifiées a partir d’ADNc issus d’ARN de
Petunia inflata (amorces visibles en Annexe 3), puis clonées dans le vecteur pJET (Annexe 2)
entre le promoteur de I’ACTINS de P. patens et le terminateur de la Nopaline Synthase (NOS).
Ces cassettes d’expression ont été amplifiées par PCR puis encadrées par deux fragments
d’ADN génomique de P. patens en vue d’intégrer la cassette d’expression dans des locus ciblés
par recombinaison homologue. Ces constructions génétiques ont été obtenues (1) soit en
assemblant de novo la cassette d’expression avec deux fragments d’ADN génomique de part et
d’autre par clonage GIBSON, (2) soit en utilisant des vecteurs existants contenant déja les
séquences d’ADN génomiques de P. patens, qui avaient préalablement été utilisés pour

inactiver le géne par recombinaison homologue.

Les constructions génétiques ont été excisées grace a des enzymes de restriction a partir de 100
ug de plasmides purifiés. Les enzymes de restriction utilisées sont Niel dans le cas des cassettes
d’expression pACTS5:PiCHI et pACTS5: PiF3H ciblant respectivement les loci PpCHI et PpHCT,
et BamHI dans le cas des cassettes d’expression pACT5:PiCHS et pACT5:PiCYP75 ciblant
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respectivement les loci PpCHS et PpCYP9S. Les fragments d’ADN linéarisés sont ensuite
purifiés apres excision des bandes sur gel d’agarose 0.7%. Le mix de transformation stérile de
100uL est préparé comme décrit précédemment (Chapitre 2) et contient 25 pg de chacun des

4 fragments et 10 ug de plasmide de sélection pRT101.

Les lignées transgéniques ont été génotypées (selon le protocole décrit en Chapitre 2) pour
vérifier : I'intégration des cassettes d’expression aux locus ciblés de P. patens, ainsi que la

présence des cassettes d’expression en utilisant les amorces listées en Annexe 3.
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Le modele Physcomitrella patens -

P. patens est une bryophyte modele, de plus en plus couramment utilisée pour la recherche
fondamentale et appliquée. En effet, elle présente des avantages considérables par rapport aux
autres plantes modeles : haploidie, transformation génétique par recombinaison homologue ou
CRISPR-cas9, permettant un ciblage trés précis de geénes, et culture en bioréacteur. Sa position
phylogénétique fait de cette mousse un modele pour 1’étude des caracteres ancestraux des

premicres plantes terrestres.

L’expression stable de transgenes et la génération d’organismes végétaux génétiquement
modifiés tels que A. thaliana, le riz, se fait principalement par intégration d’un ADN-T, via la
transformation avec A. tumefaciens (Clough and Bent, 1998 ; Hiei et al, 1997). Cette technique
implique une intégration aléatoire du transgéne qui peut avoir des effets indésirables. Par
exemple, le transgene peut s’intégrer dans une région de I’ADN génomique silencieuse,
résultant en une expression faible ou absente (Mirza, 2005). Il existe certaines pistes, néanmoins
complexes, pour cibler le site d’intégration du transgeéne, par exemple en créant une cassure
double brin d’une chromatide et ainsi favoriser les mécanismes de réparation par recombinaison
homologue (Kumar and Fladung, 2001). Physcomitrella patens offre une alternative trés
intéressante car il est possible de cibler avec précision le site d’intégration du transgene
transfecté directement dans les protoplastes, par recombinaison homologue avec une fréquence
comprise entre 66 et 100% (Schaefer, 2001). Néanmoins, comme j’ai pu le constater pendant
ma these, 1’élaboration des constructions génétiques pour la transformation peut s’avérer
difficile. En effet, il faut assembler le transgéne avec des fragments de recombinaison
homologue (d’environ 750 pb) aux extrémités 5’ et 3°, ce qui peut aboutir a des constructions
génétiques tres longues. Par exemple, dans le cas des constructions pour l’ingénierie
métabolique de la voie des flavonoides, les cassettes d’expression avaient une longueur
comprise entre 2937 et 3772 paires de bases, assemblées de part et d’autre avec 750 pb
homologues, résultant en une longueur totale comprise entre 4437 et 5272 pb a cloner ensuite
dans un vecteur. Ces clonages ont donc demandé beaucoup de patience, de nombreux essais, et
de la mise au point, pour étre réalisés. Ensuite, la co-transformation de protoplastes avec les
quatre constructions n’a permis 1’intégration ciblée que d’une seule cassette, dans une seule
lignée. La faible proportion d’intégration peut étre, 1a encore, due a une taille trop importante
des transgeénes. L utilisation de promoteurs forts plus petits tels que 1’ubiquitine-1 (899 pb chez

le mais) ou le 35S du virus de la mosaique du chou-fleur (343 pb), ayant fait leurs preuves chez
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P. patens, pourrait permettre de réduire la taille des cassettes d’expression (Anterola et al,

2009 ; Zhan et al, 2014).

J’ai également effectué des transformations génétiques de P. patens par CRISPR-cas9, qui se
sont avérées tres efficaces. Par exemple, pour Ppfht, sur onze lignées résistantes apres
transformation, six avaient une altération au niveau de la région génomique ciblée par I’ARN
guide, aboutissant a la production d’une protéine tronquée plus courte, due a I’apparition d’un
codon STOP prématuré résultant d’un décalage du cadre de lecture. Comme évoqué
précédemment, la recombinaison homologue est un mécanisme de réparation d’une cassure
double brin de I’ADN, utilisant la chromatide sceur intacte comme substrat pour la réparation
(Kumar and Fladung, 2001 ; Weterings and Chen, 2008). Dans le cas de la transfection des
protoplastes haploides de P. patens, une cassure double brin peut étre réparée a partir d’'un ADN
exogene partageant une forte homologie. L utilisation combinée d’un systtme CRISPR-Cas9,
induisant une cassure double brin, et la transfection avec un ADN exogeéne homologue au site
de cassure augmente la fréquence d’introduction ciblée du transgene (Collonnier et al, 2017).
Dans ce cas, des mutations silencieuses doivent étre introduites dans le PAM (5°-NGG-3’) et
dans la séquence reconnue par I’ARN guide pour éviter toute cassure double brin par la Cas9
apres recombinaison homologue du transgeéne (Collonnier et al, 2017). Cette approche pourrait

donc étre utilisée pour générer de nouvelles lignées pour 1’ingénierie métabolique.

De par sa position phylogénétique, a la base des plantes terrestres, P. patens est un modele de
choix pour étudier I’émergence de certains caracteres chez les plantes terrestres. Néanmoins,
cette approche implique de considérer qu’un nombre important de caractéres ancestraux ont été
retenus au cours de leur évolution. En effet, P. patens, comme les autres bryophytes au sens
large (s.1), a divergé trés tot des autres plantes terrestres et a évolué depuis 450 millions d’années
et développé des caracteres propres. Marchantia polymorpha, une marchantiophyte modéle, est
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(gemma) propagées par I’eau et générant de nouveaux individus par division cellulaire. Le
génome de M. polymorpha a ét¢é publié récemment (Bowman et al, 2017). Les récentes analyses
phylogénétiques suggerent que le groupe des bryophytes s.1 serait monophylétique, plagant les
anthocérophytes a la base, et les marchantiophytes et les mousses comme des groupes freres
(Puttick et al, 2018). Néanmoins, méme si les bryophytes s.l partagent des caractéristiques
communes, ses membres présentent une grande diversité de morphologie, de développement et
des caractéristiques propres (Harrison, 2016). C’est pour cette raison qu’il est difficile
d’extrapoler des observations effectuées sur une seule espece (P. patens, M. polymorpha) a
I’ensemble des bryophytes, et encore plus a I’ensemble des premieres plantes terrestres. Pour
résoudre cette problématique, il est indispensable d’étudier plus de représentants des
bryophytes, et d’élargir méme aux plantes non spermatophytes comme les lycophytes et les
ptéridophytes (Rensing, 2017). Le génome de quelques espéces est disponible comme celui
d’Anthoceros agrestis, une anthocérophyte (Szovényi et al, 2015) ou celui de Selaginella

moellendorffii, une lycophyte (Banks et al, 2011).
Le métabolisme phénolique ancestral

L’objectif de ma thése était de poursuivre 1’étude de la voie des phénylpropanoides menant aux
précurseurs de la cuticule. Lorsque j’ai débuté, notre équipe était en train de caractériser
PpCYP98, ’homologue de CYP98 impliqué dans la voie de biosyntheése de la lignine chez les
plantes vasculaires. Nous avons pu mettre en évidence que la structuration de la cuticule était
dépendante de cette voie, et notamment du caféate, mais nous ne connaissions pas encore le
lien qui existait entre le caféate et les autres constituants de la cuticule, en particulier les acides

gras.

En étudiant PpHCT, qui agit en amont de PpCYP98, j’ai pu mettre en évidence le méme
phénotype chez le mutant et j’ai montré que cette enzyme était capable de générer du p-
coumaroyl-thréonate, substrat de PpCYP98. Néanmoins, cette voie métabolique s’est avérée
plus complexe que prévue. En effet, alors que la disparition des esters caféoyl-thréonate était
prévisible dans le mutant ZPpHCT, il a été surprenant de constater une accumulation de p-
coumaroyl-thréonate soluble, se traduisant aussi par une accumulation de résidus coumaroyle
au niveau de la cuticule. Ce résultat suggere que 1’accumulation des résidus p-coumarate que
nous observons ne permet pas de compenser 1’absence des résidus caféate, mettant ainsi en
évidence un role primordial des résidus caféate dans la structuration de la cuticule. D’autre part,

la présence de p-coumaroyl-thréonate chez le mutant ZPpHCT indique la présence d’une
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deuxiéme hydroxycinnamoyl transférase. J’ai entrepris 1’identification de I’enzyme responsable

que j’ai nommée PpHCT?2 (résultats non présentés).

J’ai dans un premier temps émis 1’hypothése que cette réaction était réalisée par une BAHD
transférase et j’ai donc recherché d’autres BAHD transférases candidates. Alors que PpHCT
(Chapitre 1) partage 60% d’identité séquence avec la protéine AtHCT, les cinq autres BAHD
transférases de P. patens, identifiées par les séquences signature HXXXDF et DFGWG, ne
partageaient que 33 a 37% d’identité de séquence avec AtHCT. Ceci signifie que ’on
recherchait une enzyme capable de la méme activité catalytique que PpHCT, mais qui était
relativement différente au niveau de sa séquence. Parmi ces cinq BAHD, 1’une était PpFHT
(Chapitre 2). J’ai sélectionné deux enzymes par rapport a des analyses qPCR qui montraient
une expression différentielle des génes correspondants dans le mutant Z#PpHCT par rapport au
sauvage. Le profilage métabolique des mutants correspondants et les incubations in vitro des
deux protéines recombinantes ont été effectués mais n’ont pas permis de mettre en évidence
une activit¢ HCT2. La protéine pourrait étre identifiée par une approche exhaustive, par
exemple en étudiant les autres candidates BAHD de P. patens, ou en élargissant les recherches

a d’autres classes d’acyltransférases.

Le fait que le p-coumaroyl-thréonate résiduel ne soit pas métabolisé en caféoyl-threonate par
PpCYPOI8 a suggéré deux hypotheses. Soit il existe une compartimentation différentielle des
enzymes PpCYP98 et PpHCT2 qui implique que le produit de PpHCT2 est inaccessible a
PpCYP98. Soit PpCYPI98 ne serait capable de métaboliser in vivo uniquement le produit de
PpHCT, qui pourrait étre du p-coumaroyl-shikimate si on se fie aux données de cinétiques
enzymatiques de PpHCT in vitro qui montrent une trés nette préférence pour le shikimate. Le
couple PpHCT/PpCYP98 serait alors responsable de la biosynthése de caféoyl-CoA, faisant
intervenir des esters de shikimate. PpPHCT?2 serait ensuite capable de transférer le caféate d’une
partie du caféoyl-shikimate ou du caféoyl-CoA résultant sur le thréonate pour produire du
caféoyl-thréonate. Cette hypothese (Figure 2) pourrait alors expliquer pourquoi il n’y a plus de
caféoyl-thréonate chez le mutant 4PpHCT. Le caféoyl-thréonate résultant pourrait alors jouer
le réle d’antioxydant soluble, a I’instar de I’acide chlorogénique qui s’accumule chez certaines
plantes vasculaires. Une troisiéme explication possible serait un couplage obligatoire de

PpHCT et PpCYPI98 pour la canalisation des intermédiaires métaboliques.
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L’étude des composés phénoliques la cuticule

Contrairement a la cuticule des plantes vasculaires, la cuticule de P. patens contient une plus
forte proportion de composés phénoliques. P. patens est donc un bon modele pour étudier
I’impact de ces molécules sur la structuration de la cuticule. Nous avons mis en évidence
PpFHT, une BAHD transférase qui fait le lien entre le métabolisme des phénylpropanoides et

le métabolisme des acides gras, fournissant des précurseurs aliphatiques de cutine.

La caractérisation de PpFHT met pour la premiere fois en évidence une altération sévere de la
cuticule due a I’absence d’un ester phénolique d’acide gras. Chez A. thaliana, le mutant Atdcf
n’a pas de phénotype particulier, probablement parce que les composés phénoliques ne sont pas

indispensables a la structuration de la cuticule.

Il reste encore beaucoup de choses a découvrir sur I’impact des composés phénoliques, et
principalement du caféate sur la structuration de la cuticule chez P. patens. Par exemple, le
caféate est probablement intégré sous d’autres formes que le cafeoyl-palmitate. L’analyse de la
composition en monomeres de cutine pourrait répondre a cette question. En effet, la présence
résiduelle de caféate dans la cuticule de Ppfht signifierait alors qu’il est aussi incorporé sous
d’autres formes et impliquerait également d’autres enzymes. De plus, il semble possible que le
caféate soit impliqué dans 1’accrochage du polymere de cutine sur la paroi cellulaire. Ceci reste

cependant a démontrer.

Perspectives N

Si je pouvais poursuivre les recherches sur ce sujet, je me concentrerais en priorité sur la
caractérisation d’une autre BAHD transférase PpFHT2, co-exprimée avec PpFHT et dont le
mutant présente un phénotype similaire a Ppfht. Comme je pense qu’elle pourrait étre impliquée
dans 1’accrochage de la cuticule sur la pectine, I’observation de la couche cuticulaire au
microscope pourrait étre trés intéressante. Je testerai également d’autres substrats in vitro tels
que des monomeres de pectines comme accepteurs d’acyles. Je générerais un double mutant
Ppfht/Ppfht2. Cette enzyme revét d’autant plus d’intérét que son homologue chez A. thaliana

n’est pas encore caractérisé.

En ce qui concerne le métabolisme des flavonoides, j’approfondirais les recherches sur les deux
genes homologues de CYP75B1 (Pplsl _111V6 et Ppls98 58V6) qui complémentent le mutant

t1t7 d’A. thaliana. Dans un premier temps, je caractériserais le produit non identifié (issu de la
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méthanolyse acide) et j’effectuerais des incubations in vitro des enzymes recombinantes. Je
testerais tout un panel de flavonoides et également des chalcones pour mettre en évidence une
activité F3 H, mais peut étre aussi des activités F3’5’H ou FNSII. Enfin, afin de caractériser les
produits in vivo de ces enzymes, je produirais les mutants de P. patens correspondants. Enfin,

je réaliserai un profilage métabolique des mousses apres traitement aux rayonnements UV.

En parall¢le de ces deux projets principaux, je me dégagerais du temps pour identifier PpHCT?2.
J’adopterais une démarche exhaustive : je clonerais et testerais les treize enzymes identifiées

comme BAHD, in silico sur la base de leur annotation PFAM PF02458 (http://pfam.xfam.org).

Enfin, il serait intéressant d’¢largir I’étude de HCT et FHT a d’autres mode¢les, par exemple en

¢tudiant les homologues chez d’autres bryophytes ou chez les algues.

Conclusion .

En utilisant P. patens comme modele, mes travaux de thése ont montré que le métabolisme
phénolique existe déja chez les bryophytes et qu’il a un role primordial dans la structuration de

la cuticule, essentielle au développement du gamétophore et lui conférant son imperméabilité.
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Amplification d’ADN pour clonage B

I. Conception des amorces

a. Amorces simples

Clonage blunt-end

Les amorces sont dessinées via 1’outil en ligne primer3plus (http://primer3.ut.ee/).

b. Amorces avec extension

Clonage Gateway

Les sites attB1 et attB2 sont ajoutés aux extrémités 5’ des amorces sens et anti-sens utilisées
pour I’amplification du geéne d’intérét (Annexe 3), préalablement dessinées via 1’outil en ligne

primer 3plus (http://primer3.ut.ee/). Pour ’amorce sens, on ajoute deux nucléotides entre at/B1

et la séquence spécifique du gene pour garder le cadre de lecture dans le cas ou le vecteur de
destination permet I’ajout d’un tag a ’extrémité N-terminale de la protéine (cas du vecteur
pHGWA), et pour I’amorce anti-sens on ajoute 1 nucléotide entre la séquence a?/B2 et la
séquence spécifique du gene sans le codon STOP, dans le cas de I’ajout d’un tag a I’extrémité
C-terminale. Le programme PCR comprend 5 cycles avec une température d’hybridation
adaptée (un T correspondant) a la partie de I’amorce qui s’hybride a la matrice d’amplification
(ADNg, ADNc, plasmide), puis la température d’hybridation des 27 cycles suivants est celle de

I’amorce compléte, ¢’est-a-dire 72°C.
Clonage Gibson

Les amorces pour le clonage Gibson sont choisies grace a I’outil en ligne NEBuilder Assembly

Tool (http://nebuilder.neb.com). Les amorces ont des extensions spécifiques aux séquences
adjacentes avec lesquelles elles doivent s’assembler, qu’on appelle séquences chevauchantes.
Le plasmide pGEM-T est linéarisé par PCR en utilisant les amorces #55 et #56 en Annexe 3.
Les fragments d’ADN a assembler sont amplifiés selon le méme programme PCR que pour le

clonage Gateway.
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2. Amplification par PCR

Les fragments d’ADN pour les clonages sont amplifiés en utilisant le mix Phusion High-
Fidelity (ThermoFischer Scientific), selon le protocole décrit en Annexe 4. Les températures
d’hybridation des amorces (Tm), sont définies a partir de 1’outil en ligne Tm Calculator

(https://www.thermofisher.com).

3. Purification

Sul de la réaction PCR sont déposés sur gel d’agarose (TAE 1x + 1% agarose), puis visualisés
sous UV apreés migration et coloration au BET. Dans le cas ou il n’y a pas d’amplifications
aspécifiques, I’ADN est purifié directement a partir de la réaction PCR en utilisant le kit PCR
clean-up (Macherey-Nagel) sur les 45ul restants. S’il y a une bande aspécifique, les 45uL de
réaction PCR restants sont déposés sur gel et, apres électrophorese, la bande d’intérét est
découpée a partir du gel. L’ADN est ensuite purifié a partir de la bande de gel, en utilisant le
kit PCR clean-up (Macherey-Nagel). L’échantillon est ensuite quantifié au Nanodrop 2000
(Thermo Scientific).

Les clonages _

I. Clonage Gateway

Le clonage Gateway repose sur la recombinaison homologue entre des sites particuliers : atfB1-
attB2 d’une séquence a cloner et les sites attP1-atfP2 d’un vecteur d’entrée qu’on appelle
communément pDONR. Il existe de nombreux vecteurs pPDONR qui différent entre eux par la
résistance qu’ils conferent contre les antibiotiques. Lors de ma thése, j’ai essentiellement utilisé
le pPDONR/Zeocin (Annexe 2B). Cette premicre recombinaison appelée « BP cloning » permet
d’obtenir un vecteur d’entrée, contenant la séquence d’intérét ainsi que de nouveaux sites de
recombinaison (atfLL1 et atfL.2). L’étape suivante de « LR cloning » effectue la recombinaison
entre le vecteur d’entrée et un vecteur de destination. Le vecteur résultant permet 1’expression
du gene d’intérét dans différents organismes comme par exemple E. coli ou Arabidopsis

thaliana.
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La réaction de clonage s’effectue selon le protocole suivant :

Bp cloning LR cloning
Géne d’intérét 0.03 pmoles Vec(tle);ro(;’;lain)trée 0.09 pmoles
pDONR 0.03 pmoles Vecteur d’expression 0.03 pmoles
BP clonase I1 1 uL LR clonase IT 1 uL
Tamponp’ll:lriss-EDTA, Qsp 5ul Tamponp’ll:lriss-EDTA, Qsp 5l

La réaction est incubée 2h a température ambiante. Pour augmenter I’efficacité¢ de la
recombinaison, une incubation sur la nuit est possible. Pour améliorer la transformation des
bactéries ensuite, on peut arréter la réaction avec 0.5ul de protéinase K et incuber 10 min a
37°C, ce qui permet de séparer les enzymes de I’ADN et d’améliorer la pénétration du plasmide

dans les bactéries.
2. Clonage GIBSON

Le clonage Gibson permet 1’assemblage de plusieurs fragments d’ADN ensemble, grace a un
mix d’exonucléases, d’ADN polymérases et de ligases (Figure 1). Les fragments a assembler
possédant les extensions Gibson sont incubés avec le plasmide pGEM-T linéarisé par PCR et
le mix 2X Gibson Assembly (NEB). Le mix réactionnel comprend 0.1 pmole de vecteur
linéarisé par PCR (ou par enzymes de restriction), 0.3 pmole de chaque fragment a assembler,
SuL de mix 2X Gibson Assembly, et un volume d’H20 pour compléter a un volume final de
10uL. La réaction est incubée a 50°C pendant une heure, le mix est ensuite utilisé directement

pour la transformation bactérienne.

dsDNA fragments with overlapping ends.
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3. Clonage bouts francs (Blunt-end)

Le clonage bouts francs ou Blunt-end concerne la ligation d’un fragment d’ADN a extrémités
franches dans un vecteur linéarisé. Le fragment d’ADN est produit par des enzymes qui
génerent des extrémités franches, soit par amplification PCR (Phusion, Phire), soit par
restriction (exemple Smal). La premicre étape consiste en la phosphorylation de I’insert par le
protocole suivant : 0.06 pmoles d’ADN, 0.5 pLL de 10X « ligation buffer » contenant de I’ATP,
0.25 puL de T4 Polynucleotide Kinase (ThermoFischer Scientific), H2O gqsp SuL sont incubés a
37°C pendant 20 minutes, puis a 75°C pendant 10 minutes pour inactiver 1’enzyme. La
deuxiéme étape consiste en la ligation de I’insert dans le vecteur. Le mix suivant est ajouté a la
réaction précédente : 0.02 pmoles de vecteur linéarisé¢ par PCR, 0.5uL de 10X « ligation
buffer », 0.5 uL de T4 DNA ligase (ThermoFischer Scientific), HO gsp 10uL finaux, puis la
réaction est incubée a 22°C pendant 2h (ou 15°C si incubation sur la nuit). SpL de la réaction

sont ensuite utilisés pour la transformation bactérienne.

Production de plasmides Y

I. Transformations bactériennes

Un volume de réaction de clonage est utilisé pour la transformation de 50uL de bactéries DH5«a
chimiocompétentes : les bactéries décongelées sont incubées avec la réaction de clonage
pendant 10 min sur glace, puis subissent un choc thermique au bain-marie a 42°C pendant 1min,
sont laissées 2 min sur glace. Apres ajout de Iml de LB, les bactéries sont incubées pendant 1h
a 37°C, centrifugées a 5000 rpm pendant 1 min. Le culot est repris dans 100uL de LB, puis
¢talé sur milieu LB sélectif solide contenant 1’antibiotique en concentration appropriée (Annexe
5) en conditions stériles. Apreés incubation sur la nuit a 37°C, les colonies ayant intégré le

plasmide sont visibles sur la boite.

2. Vérification du clonage et séquencage du plasmide

a. PCR sur colonies

Chaque colonie est prélevée puis étalée sur une 2" boite avec milieu LB sélectif. Le cone utilisé
pour le transfert est trempé dans une réaction PCR décrite en Annexe 4. Aprés migration des

produits PCR par électrophorese, le gel d’agarose est coloré dans un bain de BET (1%), puis
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observé dans un Gel Doc. Les colonies positives sont identifiées grace aux produits PCR ayant

la taille attendue.

b. Purification de plasmides

Les colonies ayant intégré le plasmide sont mises en culture liquide par inoculation dans Sml
de LB sélectif, et agitation sur la nuit a 37°C. Le lendemain, les plasmides sont purifiés en

utilisant le kit NucleoSpin Plasmid EasyPure (Macherey-nagel).

c. Séquencage du plasmide

Le séquencage d’ADN Sanger est réalisé sur la plateforme de séquencage de ’'IBMP par Malek

Alioua et Sandrine Koechler.

Analyses métaboliques B

I. Préparation des échantillons

a. Echantillons de P. patens

Les gamétophores ou protonema de P. patens utilisés pour des extractions métaboliques ont été
cultivés en milieu liquide (c.f Chapitre 1). Une semaine apres le renouvellement de milieu, le
matériel végétal est récolté par filtration sur une membrane en nylon a pores de 100uM, puis
transféré sur du papier absorbant pour enlever le maximum de liquide. Le matériel est ensuite
transféré dans des tubes 2mL ou Falcon 50mL en fonction de la quantité, et congelés rapidement
dans I’azote liquide. Les échantillons congelés sont ensuite placés dans un lyophilisateur durant
48h, permettant ainsi de les sécher complétement. Les échantillons secs sont transférés avec
deux billes en métal dans des tubes 2ml, puis broyés a 1’aide d’un TissueLyser II (Qiagen)

pendant 2 cycles de 30sc.

b. Echantillons d’A. thaliana

Les rosettes d’A4. thaliana sont récoltées 19 jours apres le semis des graines en terre. Apres avoir
coupé les racines, les parties aériennes sont congélées, lyophylisées et broyées jusqu’a

I’obtention d’une fine poudre selon la méme procédure que pour P. patens.
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2. Extraction des métabolites

I ml de MeOH 80% est utilis¢ pour I’extraction des métabolites de 10mg de poudre
d’échantillon végétal. Le solvant d’extraction contient 10uM de standard interne : morine pour
les analyses en chromatographie liquide, et ribitol pour les analyses en chromatographie
gazeuse (c.f Chapitre 1). L’extraction est réalisée par agitation a 1400 rpm a température
ambiante pendant 1 heure. Les échantillons sont ensuite centrifugés a 4°C a vmax pendant 15
minutes. Le surnageant est prélevé a 1’aide d’une seringue 1ml et filtré sur 0.22 uM (filtres
0.22uM petits volumes, RESTEK). Il est ensuite transféré dans des flacons de LC pour

injection.
3. Méthanolyse acide

250 pL d’extrait sont mis a sec au Speedvac (Savant SPD131DDA, ThermoFischer Scientific).
250 pL d’une solution de méthanolyse acide composée de 2N d’HCL dans 50% de MeOH
contenant 2.5 mg/ml d’acide ascorbique sont ensuite ajoutés et I’échantillon est agité 5 minutes
a 1400 rpm, puis incubé a 80°C pendant 2 heures. L’échantillon est refroidi a température

ambiante puis transféré dans des flacons de LC pour injection.

4. Analyses chromatographiques

a. Chromatographie liquide HPLC-UV

La séparation et la détection s’effectuent par une chromatographie liquide a haute pression,
HPLC 2695 (Waters), couplée a un détecteur UV a barrettes de diodes (PDA 2996, Waters). La
colonne est une Kinetex Core-Shell Technology (Phenomenex) de type C18 de dimensions 100
mm x 4.60 mm, composée de particules de 2.6 pm de diamétre, de tailles de pores de 100 A.
La phase mobile est composée d’H2O + 0.1% d’acide formique (solvant A) et d’ Acétonitrile
(ACN) + 0.1% d’acide formique (solvant B). L’aiguille et la boucle d’injection sont rincées
apres chaque échantillon successivement avec une solution Weak (95% H20/5% ACN) et
Strong (95% ACN/5% H20). L’élution des molécules est réalisée selon le programme suivant :
0 min-95% A ; 15 min- 5% A ; 17 min — 5% A ; 18 min- 95% A ; 20 min- 95% A. De 0 a 15

minutes, la composition du solvant évolue selon une courbe de type 8 (Figure 2). Le flux est
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de 1 ml/min, la température de colonne a 28°C. Le détecteur enregistre les longueurs d’onde

entre 200 et 600nm. Les données sont traitées avec le logiciel Empower 3.

b. Chromatographie liquide UPLC-MS/MS

La séparation et la détection s’effectuent par une chromatographie liquide a haute pression,
UPLC Acquity (Waters), couplée a un détecteur UV a barrettes de diodes PDA et un
spectrometre de masse Quattro Premier XE Micromass (Waters). La colonne est une Acquity
UPLC (Waters) de type C18-BEH de dimensions 100 mm x 2.1 mm, composée de particules
de 1.7 um de diamétre, de tailles de pores 130 A. La phase mobile est composée d’HxO + 0.1%
d’acide formique (solvant A) et d’Acétonitrile (ACN) + 0.1% d’acide formique (solvant B).
L’aiguille et la boucle d’injection sont rincées apres chaque échantillon successivement avec
solution Weak (95% H20/5% ACN) et Strong (95% ACN/5% H20). Le gradient de séparation
dure 20 minutes selon ce programme : 0 min-98% A ; 1.5 min-98% A ; 16 min- 50% A ; 16.5
min — 0% A ; 18 min- 0% A ; 18.5 min- 98% A ; 20 min- 98% A. De 1.5 a 16 minutes, la
composition du solvant évolue selon une courbe de type 6 (Figure 2). Le flux est de 0.350
ml/min, la température de colonne a 28°C. Apres la séparation, le spectrometre de masse permet
d’ioniser les molécules et mesure la masse sur charge (m/z) de ’ion. Le mode d’ionisation
utilisé est I’électrospray positif (ESI+) qui ionise les molécules en ajoutant généralement un
proton (H+), donc la masse détectée est la masse molaire de la molécule + 1 (celle du proton).
Le spectromeétre de masse a été paramétré comme suit : le flux de gaz du nébuliseur (azote) a
été réglé a 50 L/h, et le débit de gaz de désolvatation a été réglé a 900 L/h. La température de
l'interface a été réglée a 400°C, et la température de la source a 135°C. La tension capillaire a

été réglée a 3,4 kV.

187



Plusieurs modes de détection ont été utilisés :

- Scan : détection non ciblée de tous les m/z de 1’échantillon
- Single Ion Recording (SIR) : détection d’une m/z donnée
- Selected Reaction Monitoring (SRM) : detection d’une m/z donnée

(ion parent) et d’un ion fils donné issu de sa fragmentation

Les signaux résultants de ces détections sont les pics du chromatogramme, qui sont
proportionnels a la concentration de la molécule dans I’échantillon, mais également de la
capacité de la molécule a s’ioniser. L’intensité de ces signaux n’est donc pas comparable entre

deux molécules différentes.

Les données sont traitées avec le logiciel MassLynx. La quantification des métabolites dans les
extraits végétaux a été effectuée par la mesure du signal de leur transition SRM (Annexe 6),
correspondant a 1’aire du pic. Ces aires ont €té normalisées par comparaison de 1’aire du

standard interne (morine) dans I’échantillon avec 1’aire dans le blanc d’extraction.

5. Développement des méthodes de détection en spectrométrie de
masse (MS/MS)

En spectrométrie de masse en tandem, on utilise deux analyseurs en tandem, généralement deux
quadripdles séparés par une cellule de collision permettant de fragmenter la molécule a
analyser. La molécule est ionis€e puis est analysée dans le premier quadripole, puis fragmentée
dans la cellule de collision du deuxieéme quadripdle, et enfin les ions issus de la fragmentation
(ions fils) sont analysés dans le troisiéme quadripdle. La détection en mode Selected Reaction
Monitoring (SRM) permet de choisir I’ion parent qui entrera dans le premier quadripdle, est
¢galement I’1ion fils qui entrera dans le deuxiéme quadripole, fournissant ainsi une détection
ciblée de la molécule d’interét. Le développement de méthode de détection SRM en quatre

¢tapes :

- Recherche de la masse précise de 1’ion parent par un Scan (ESI+ de 100 a 600 m/z)

- Détection en mode Single Ion Recording (SIR) en utilisant la masse de 1’ion parent et
en testant différentes tensions de cones (CV en Volts) pour trouver I’ionisation qui
donne le meilleur signal (ici CV testés 10 ; 11 ;12 ;13 V)

- Un mode Daughter Scan (DGS) avec différentes énergies de collision (CE en electron
Volts) pour identifier I’ion fils majoritaire ainsi que la CE pour laquelle il a la meilleure

intensité (ici CE testés 5; 10 ; 15 eV, puis 13 ; 15; 17)
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- Lamasse de I’ion parent, et de I’1on fils majoritaires sont connus, et la tension de cone
et ’énergie de collision ont été optimisés. Le métabolite peut maintenant étre détecté en
mode SRM qui recherche une transition spécifique d’un ion parent a un ion fils.
Généralement noté MRM : Mion parent > Mion fils

Ces analyses ont permis d’établir les parameétres de détections optimaux pour les produits issus

de I'incubation avec les acyl-CoA et les 16-hydroxypalmitate par MpFHT (Chapitre 2)
(Tableau 1).

on parent CV (V) M. s CE (eV) RT (min)
Coumaroyl-palmitate 419,13 13 146,84 13 7,44
Caffeoyl-palmitate 435,13 13 162,86 13 6,52
Feruloyl-palmitate 449,11 13 176,84 17 7,84

Tableau 1 : Paramétres de détection en spectrométrie de masse electrospray +
(ESI +) des produits issus de I’incubation d’acyl-CoA et du 16-hydroxypalmitate.

Les ions fils obtenus correspondent a la masse de la partie hydroxycinnamoyle de chaque
molécule, suggérant une fragmentation de la molécule au niveau de la liaison ester qui se trouve
entre la partie hydroxycinnamoyle et 1’acide gras. En revanche, les esters d’hexadecanol n’ont
pas pu étre détectés en Scan, stirement dii a un probléme d’ionisation de la molécule. En effet

I’hexadecanol est dépourvu de fonction acide carboxylique, facilement ionisable en ESI+.
Analyse de 'expression génique B
I. Extraction des ARN

I ml de TRI Rageant (Sigma-Aldrich) est ajouté a 10 mg de matériel végétal sec en poudre,
puis agités a 1400 rpm pendant 5 minutes a température ambiante. Apres centrifugation a 13k
rpm a 4°C pendant 10 minutes, le surnageant est transféré dans un nouveau tube, auquel sont
ajoutés 200uL de chloroforme. Le tout est agité quelques secondes puis laissé reposer pendant
5 minutes & température ambiante. Apres centrifugation a 13k rpm a température ambiante
pendant 15 minutes, la phase supérieure aqueuse est prélévée (= 425uL). Les acides nucléiques
sont précipités par ajout de 0.1 volume d’acétate de sodium (NaoAC 3M pH 5.2) et de 2.5
volumes d’EtOH absolu, et incubation a -20°C pendant 2 heures. Les échantillons sont ensuite
centrifugés a vitesse maximale a 4°C pendant 30 minutes. Le surnageant est éliminé et le culot

lavé avec 1 mL d’EtOH 70%. Apres centrifugation a 13k rpm a 4°C pendant 15 minutes, le
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maximum de surnageant est ¢liminé et les culots sont séchés a température ambiante pendant
10 minutes, puis repris dans 15 pL d’H20O traitée DEPC autoclavée. 3 pL sont prélévés : 1uL
pour le dosage des acides nucléiques au Nanodrop et 2uL pour une électrophorese afin de de
vérifier I’intégrité des acides nucléiques. Les ARN intacts forment deux bandes distinctes

d’ARN 18S et 28S tandis que les ARN dégradés forment un « smear ».

2.Traitement a la DNAse

Les 12uL de solution d’ARN totaux restante sont traités a la DNAse pour digérer I’ADN
génomique contaminant en utilisant le protocole suivant : 2 pL de tampon RQ1 DNase I, 2 pL.
de RQI1 DNase I (Promega), 3 uL d’H20, 1 pL. de RNaseOUT™ (ThermoFischer Scientific)

pour atteindre un volume final de 20uL. L’échantillon est incubé a 37°C pendant 30 minutes.

480 uL d’H20 DEPC, puis 500 pL de Phénol-Chloroforme (1/1) sont ajoutés a 1’échantillon,
puis vortexés. Apres centrifugation a 13k rpm a température ambiante pendant 15 minutes, la
phase supérieure aqueuse est prélevée et transférée dans un nouveau tube. Les ARN sont
précipités par 1’ajout de 0.1 volume d’acétate de sodium (NaoAC 3M pH 5.2) et de 2.5 volumes
d’EtOH absolu, et incubation a -20°C pendant 2 heures. Apres centrifugation a 13k rpm a 4°C
pendant 15 minutes, le maximum de surnageant est retiré et les culots sont séchés a température
ambiante pendant 10 minutes. Les culots sont repris dans 11 pL d’H20 traitée DEPC
autoclavée. 3 puL sont prélévés : 1uL pour le dosage des acides nucléiques au Nanodrop et 2uLL

pour une électrophorese afin de de vérifier I’intégrité des acides nucléiques.

3. Rétrotranscription des ARN en ADNc

Les ARNm sont rétrotranscrits en ADNc qui seront utilisés pour I’analyse en qPCR. La
premiere étape consiste en la dénaturation des ARN afin d’éliminer les structures secondaires,
selon le protocole suivant : 1 uL d’oligotDT 50uM, 1 uL de ANTP 10mM, 500 ng d’ARN et 3
pL d’H20 DEPC sont incubés 5 minutes a 65°C puis sur glace pendant 2 minutes. La deuxiéme
étape est la rétrotranscription : 4 pL de 5x First Strand buffer, 1 pL de DTT (0.1 M), 1 uL de
Rnase OUT (ThermoFischer Scientific) et 1 uL de Superscript III (ThermoFischer Scientific)
sont ajoutés a la réaction précédente puis incubés a 50°C pendant 45 minutes, puis a 80°C
pendant 10 minutes pour la dénaturation des enzymes. Le volume final de réaction est de 20
puL. Les échantillons sont dilués avec H2O DEPC pour atteindre une concentration de 10 ng

ADNc/uL.
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ANNEXE I: SOLUTIONS DE LABORATOIRE

Milieux de culture
Milieu KNOP (Reski and Abel, 1985): Préparer les solutions meéres suivantes : 25 g/l KH2POg,
25 g/l KCI, 25 g/l MgS04 x 7 H20, 100 g/l Ca(NO3): et stériliser a 1'autoclave. Pour obtenir 1
1 de milieu Knop, prendre 10 ml de chaque solution mere, ajouter 12,5 mg de FeSO4 x 7 H20,
ajuster le pH a 5,8 avec du KOH ou du HCI. Pour la préparation de milieu solide, ajouter 1,2 %

(p/v) de gélose (Oxoid Ltd., Angleterre). Stériliser le milieu par autoclavage.

Milieu MS 255 : Dissoudre 4.9 g de milieu Murashige et Skoog avec vitamines M0O255.0010
(Duchefa) dans 1 L de H20, ajuster le pH a 5.8 avec HCL, ajouter 10g d’ Agar (Sigma). Stériliser

a I’autoclave.

Milieux nécessaires a la transfection de protoplastes de P. patens
Milieu 3M : Dissoudre 3,05 g de MgCI2, 1 g de MES (acide 2-(N-morpholino)-
¢thanesulfonique), 87,4 g de mannitol dans 800 ml de H20, ajuster le pH a 5,6 avec du KOH.

Stériliser a l'autoclave.

PEG 40% : Peser 10g de PEG 4000 et ajouter du milieu 3M jusqu’a 25 mL, puis stériliser par

filtration.

Milieu de régénération : Pour 1 I, utiliser 10 ml de chaque solution mere décrite pour la
préparation du milieu Knop (184 mM KH2PO4, 336 mM KCl, 102 mM MgS0O4 x 7 H20, 424
mM Ca(NO3)2), ajouter 12,5 mg FeSO4 x 7 H20, ajouter 50 g de glucose, ajouter 30 g de
mannitol, ajuster le pH a 5,8 avec KOH. Ajuster 'osmolarité a environ 540 mOs a l'aide de

mannitol. Filtrer stériliser a travers un filtre de 0,22 pm.

Milieux nécessaires a l'extraction d’ADN génomique
Tampon d’extraction d’ADN 10x : Pour préparer 1 L dissoudre 90,86 g de Tris, 26,43 g de
(NH4)2SO4, 1 ml de Tween 20 dans 800 ml de H20, ajuster le pH a 8,8 avec HCI ; avant

utilisation, diluer 1:10 avec H20.

Shorty buffer : Mélanger 100 ml de 1M Tris-HCL (pH 9.0), 100 ml 2M LiCl, 25 ml de 0.5M
EDTA, 50 ml 10% SDS, compléter a 500 ml avec H20.
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ANNEXE 2 : VECTEURS

pJET pTAZ.xdna - 7880 nt

(5125261 st promotr

!

3251...3271 Primer linéarisation 60-R

105 T_terminstor 40014261
Primer linéarisation 59-F 338941

|

A : Plasmide pJET contenant le promoteur PpAct5.
Des cassettes d’expression ont été construites par clonage des séquences codantes des génes de P. inflata entre le
promoteur PpACTINS et le terminateur NOS. Il peut étre propagé par E. coli sur milieu sélectif ampicilline.

ColE1 origin 3619._4247
497...516 primer 14-F

pDONR ZEC bet.xdna - 4291 nt
primer 13-R 3057.._3080
1409...1200 ccdB

B : Plasmide pDONR-zeocine utilisé pour clonage Gateway.

La recombinaison s’effectue entre les sites attB du fragment a cloner, et les sites attP du plasmide pDONR-zeocine. La
PCR sur colonies de bactéries pour vérification du clonage s’effectue en utilisant les primers #14 et #15, avant d’utiliser
ces mémes primers pour le séquengage du plasmide purifié.
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1489, 1658 ccdB

—

phgwa. bt xedna - 7132 nt
1865...1742 AHR2|
el 1880... 1897 EHis
BE4.. 1981 pri

;
:

ColE1 origin 36444272

C : Plasmide de destination pHGWA utilisé pour I’expression de protéines recombinantes en systéme bactérien.

La séquence codante de la protéine est introduite par « LR cloning » depuis un pDONR. Les primers #21 et #494 sont
utilisés pour le séquengage.

Cytokinin

Opine

T-DNA Region

Left Border Right Border

Ti Plasmid
Opine
Catabolism
Virulance
Region Origin of
Replication
(ORI)

D : Plasmide Ti conférant la virulence d’Agrobacterium tumefaciens
L’ADN-T (T-DNA en anglais, pour transfered DNA), qui est transféré de la bactérie vers la plante, et intégré dans

le génome nucléaire végétal. Les génes de virulence sont impliqués dans les mécanismes de transfert de I’ADN-T
(activation de la virulence, excision de I’ADN-T et transport dans la cellule infectée).
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355-Terminator 34043673

pRT101-NEC xdnsa - 4135 nt

_|_

nptll 2587...3330|

11111733 ColE1 origin

355-Promotor 2436..2581

E : Plasmide pRT101 conférant la résistance a G418 (généticine) aux protoplastes de P. patens.
11 peut étre propagé par E. coli sur milieu sélectif ampicilline.
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ANNEXE 3 : AMORCES (1)

Clonages

Gateway

Amorce sens avec site attB1

Amorce anti-sens avec site attB2

Gibson

55 pGEM-T linéarisation F
56 pGEM-T linéarisation R

Séquencage de vecteurs

PDONR-zeocine

14 | Seq-LA-F
15 | Seqg-LB-R
pHGWA

494 | Seq-pHGWA-F
21 | Seq-pHGWA-R

TCXXXXXXXXXKXXXXXX
CXXXXXXXXXXXXXXX

TCTATAGTGTCACCTAAATAGCTTG
GCCCTATAGTGAGTCGTATTAC

TCGCGTTAACGCTAGCATGGAT
GTAACATCAGAGATTTTGAGACAC

CCCAAGGGGTTATGCTAG
TAATACGACTCACTATAGGG
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ANNEXE 3 : AMORCES (2)

Chapitre 2

Amplification des séquences codantes pour clonage Gateway

327 Pp3c14_6190_CDS_F GGGGACAAGTTTGTACAAAAAAGCAGGCTTCATGCCTGGAGGTGACGAGAT
328 Pp3c14_6190_CDS_R GGGGACCACTTTGTACAAGAAAGCTGGGTCTCATGTGTTGCGACGCAG
HR-1034 | MpDCF_CDS_F GGGGACAAGTTTGTACAAAAAAGCAGGCTTCATGGGCGCCGAGGAGGTT
HR- 1035 | MpDCF_CDS_F GGGGACCACTTTGTACAAGAAAGCTGGGTCTCACAGCTTGATGGCCTGC

Génotypage des lignées modifiées par CRISPR-cas9
354 Pp3c14_6190_screening_ R | ACCTGCAGCTTGAAGTCCTC
355 Pp3c14_6190_screening_F AAATGTGCTGCTCGGAAGGA
417 Off-target 6190 F1/1 TGACAGAGTGAGTGCGTGTG
418 Off-target 6190 R1/1 TCCCACCTGAATCTCTCCTC
Chapitre 3
Complémentation des mutants tt d’A. thaliana par les génes de P. patens

205 Pp3c2_36290_F TCATGCCAAGCGGAGAAGTCG

206 Pp3c2_36290_R TTCAAACGGTGGCCGCGGCCC

208 Pp3c2_32400_F TCATGGCTTCTGCTGGGGATG

209 Pp3c2_32400_R TCTAAGCGGAGTTGGGAGCGG

211 Pp3c2_13120_F TCATGGCTTCTGCTGG

212 Pp3c2_13120_R TCTAAGCGGAGTTGGGAGCGG

215 Pp3c24_18010_F TCATGGCACCGCGAGCCGGAGAG

216 Pp3c24_18010_R CTTACACGTTCGCGGCGGCGC

233 Pp3c19_6330_attb1 TCATGGCACCGCGAGCCGGAGAG

234 Pp3c19_6330_attb2stop CTTACACGTTCGCGGCGGCGC

908 Pp1s1_111V6_gF GGGGACAAGTTTGTACAAAAAAGCAGGCTTCATGTATTTTGAGAAGACCACGGT

909 Pp1s1_111V6_gR GGGGACCACTTTGTACAAGAAAGCTGGGTCTCAATACAAATGATCTGCAGCACG

910 Pp1s98_58V6_gF GGGGACAAGTTTGTACAAAAAAGCAGGCTTCATGGATTTTGCGAAGAGCACG

911

Pp1s98_58V6_gR

38
39
40
41
42
43
44
45

GGGGACCACTTTGTACAAGAAAGCTGGGTCTCAGTAGAATTGAGCTGCAGCA

Ingénierie métabolique

L

CHSA_Petinf F
CHSA PetInf R
CHI_PetInf F
CHI_PetInf R
F3H_Petinf_F
F3H_Petinf R
CYP75A1_PetInf_F
CYP75A1_PetIinf R

Amplification des séquences codantes de Petunia inflata

ATGGTGACTGTCGAGGAGTA
CTAAGTAGCAACACTGTGGAGGA
ATGTCTCCTTCAGTGTCCGT
CTAGACTCCAATCACTGGAATGGT
ATGGCACCTTCAACATTAACAGC
TTAAGCAAGAATTTCCTCAATGGGC
ATGATGCTACTTACTGAACTTGCTG
CTATGGTACATAAACATCAAATTGT
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ANNEXE 3 : AMORCES (3)

387
371
372
386
HR-589
367
368
HR-590
381
363
364
382
383
359
360
384
HR-635
HR-636

370

373

366

369

362

365

358

361

ii. Génotypage des lignées-intégration des cassettes

Séquence
CACGGGAAGATAGGTGTGTGA
GAATCTGCGAGGCCCTTATT
CAAGAAGCAGGCCAAGGAG
TGCTAGAGCTCGCTAAAGGGTA
AGCTTGTAGGGTAGAGCACA
CTCGAGGGAACGATTTTGAA
GTGAATGGTTCTTATTGAAATTTGG
TTGGATTCTTATTTGGTAATGATGTGA
AGCAAATTGGCAAAAGCTCA
CTTGTTTGGGCGATGATTCT
GAACAAGCAGTTGTCTGAAGCA
AGTTCCAGGCCCAGATCATATT
CGGAGCTACGCAAGACTGTG
GAGAAATATGGCGGGC
GGCCTAAAGCCCGAGAAACT
CCAAGCCCAAAATGTCTTGA
GGTTGGTCATGGGTTGCG
GAGGTCAACTGTCTCGCC

Cassette d’expression

Locus ciblé . .
integrée

Intégration 5’ locus HCT1
pACT5: PiF3H

Intégration 3’ locus HCT1

Intégration 5’ locus
CYP98

pACTS: PICYP75

Intégration 3’ locus
CYP98

Intégration 5’ locus pTA2
pACT5: PiCHI

Intégration 3’ locus pTA2

Intégration 5’ locus CHS1
pACT5: PiCHS

Intégration 3’ locus CHS1

Controle positif de la
PCR

iii. Genotypage des lignées — détection des cassettes

Séquence
TCCTTAGACGTGGTTGATTGC

CCCAGGTCCAGACATCAGAA
ATCAGCAATGGCATTCAACA
GGAGTTGACAGAATAATCAAGCCTA
GGCATTCACCAGATATCATTCAT
ACAACCACTCCAGCTCCAAC
CGCTGATGTCAAAACTGAC

CGCGAACTCTAGCTCAGGAA

Cassette d’expression
ciblée
pACT5: PiF3H

pACTS5: PiCYP75

pACTS: PiCHI

pACT5: PiCHS
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ANNEXE 4 : PROGRAMMES PCR

Réaction PCR

Phusion High-Fidelity master mix 2x

Amorce forward (10 mM)
Amorce reverse (10 uM)
Matrice d’ADN

H20
VF

Volume

25 uL
2.5uL
2.5uL
X uL

Qsp 50 uL

50 pL

Concentration
Finale

1X
0.5uM
0.5uM
Quelques ng

|
98°C | 98°C

I X32 cycles
|

|
30s | 10s TmeC 72CI r2c
| \_'m 16s/kb | 5min

10s I 10°C
. hold

A : Protocole de PCR utilisant le master mix Phusion high-fidelity pour générer les fragments d’ADN a cloner.

La durée de 1’élongation a 72°C dépend de la taille du fragment a amplifier sachant que la vitesse de I’enzyme est de 15s/kb.
Pour les PCR utilisant des amorces avec extension, le Tm utilisé pour les 5 premiers cycles est celui de la partie de I’amorce
qui est spécifique de la matrice a amplifier, tandis que celui des 27 cycles suivants correspond au Tm de [’amorce entiére soit

généralement 72°C.

Réaction PCR

Phire Buffer 5x
dNTPs 10mM
Amorce forward (10 mM)

Amorce reverse (10 uM)

Phire Hot Start DNA
polymerase

Matrice d’ADN

H20
VF

Volume

4 uL
0.4puL
1L
1L

0.4pL

2uL ou colonie
bactérienne*
Qsp 20 uL
20 yL

Concentration
Finale

1X
200 pM
0.5uM
0.5uM

0,2 L

! |X32 cycles
| |
| |

98°C | 98°C I

30s | 10s e 72°c  17°c

I m 16s/kb | 5min
I 10s I 10°C
[ | 1 hOld

B : Protocole de PCR utilisant la Phire Hot Start DNA polymerase.
La matrice d’ADN utilisée est soit un extrait d’ADNg de plantes (génotypage) ou une colonie bactérienne (PCR sur colonies).
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ANNEXE 5: SELECTION

Sélection [ ] solution stock [ 1 finale recommandée

Ampicilline 100 mg/mi 100 mg/L
Carbénicilline 100 mg/mi 100 mg/L
Gentamycine 25 mg/mi 25 mg/L
Kanamycine 50 mg/ml 50 mg/L

Zeocine 100 mg/mi 100 mg/L
Rifampicine 50 mg/ml 50 mg/L

Basta 25 mg/mi 25 mg/L
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ANNEXE 6 : METHODES DE DETECTION MS/MS

Molecule Family M SRM (47} CE ES
Caffeic acid Phenolic acids 180.16 181.2>163.1 20 12 | ES+
5-OH-Ferulic acid Phenolic acids 210.18 211.3>193.1 20 6 ES+
Coumaric acid Phenolic acids 164.16 165.2 > 1471 22 10 | ES+
Ferulic acid Phenolic acids 194.18 195.3>177.2 20 8 ES+
Sinapic acid Phenolic acids 224.21 225.4>207.2 20 8 ES+
Cinnamic acid Phenolic acids 148.16 149.2 > 1031 18 16 | ES+
Dihydroquercetin Flavonoids 304.25 305.4 > 153.0 24 20 | ES+
Myricetin Flavonoids 318.24 319.4 > 153.0 36 26 | ES+
Dihydrokaempferol Flavonoids 288.25 289.4 > 153.0 24 20 | ES+
Morin Flavonoids 302.24 303.4 > 153.0 36 32 | ES+
Luteolin Flavonoids 286.24 287 > 153.1 36 36 | ES+
Quercetin Flavonoids 302.24 303.4 > 153.0 36 28 | ES+
Apigenin Flavonoids 270.24 271.4>153.0 36 30 | ES+
Naringenin Flavonoids 272.25 273.4>153.0 36 24 | ES+
Kaempferol Flavonoids 286.24 287.4 > 153.0 36 26 | ES+
Eriodictyol Flavonoids 288.25 289.4 > 153.0 36 32 | ES+
Naringenin chalcone Flavonoids 272.25 273.4>153.0 36 24 | ES+
Dihydromyricetin Flavonoids 320.24 321.4> 2751 24 16 | ES+
Kaempferol-3-O-Rhamnoside Flavonoids 432.38 433.6 > 2871 18 10 | ES+
Vitexin Flavonoids 432.38 433.1>313.1 24 24 | ES+
Quercetin-3-O-Rhamnoside Flavonoids 448.38 449.5 > 303.1 18 12 | ES+
Coumaroyl-4-threonate Phenolic esters and amides 282.07 283.2>147.1 14 14 | ES+
Coumaroyl-2-threonate Phenolic esters and amides 282.07 283.2>147.1 14 14 | ES+
Coumaroyl-anthranilate Phenolic esters and amides 283.08 284.2 > 1471 17 14 | ES+
Caffeoyl-4-threonate Phenolic esters and amides 298.07 299.2 > 163.1 17 14 | ES+
Caffeoyl-2-threonate Phenolic esters and amides 298.07 299.2 > 163.1 17 14 | ES+
Caffeoyl-anthranilate Phenolic esters and amides 299.08 300.2 > 163.1 17 16 | ES+
Coumaroyl-shikimate Phenolic esters and amides 320.09 321.2> 1471 17 14 | ES+
Caffeoyl-shikimate Phenolic esters and amides 336.08 337.2>163.1 17 16 | ES+
Coumaroyl quinate Phenolic esters and amides 338.10 339.2 > 1471 17 14 | ES+
Caffeoyl-quinate Phenolic esters and amides 354.31 355.2 > 163.1 17 16 | ES+
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La mousse Physcomitrella patens, un modéle pour explorer

I’évolution et I'ingénierie du métabolisme phénolique

Résumeé

Chez les plantes vasculaires, le métabolisme des phénylpropanoides conduit a la synthése de
précurseurs de biopolyméres structuraux tels que la lignine, ainsi que de nombreux composés
antioxydants et anti-UV. Ce métabolisme phénolique est apparu lors de la colonisation des terres par
les plantes et a été critique pour leur adaptation a ce nouvel environnement. Physcomitrella patens,
une bryophyte phylogénétiquement proche des premieres plantes terrestres, est un bon modéle pour
I'étude de certains caracteres ancestraux. P. patens est dépourvue de lignine. En combinant des
approches phylogénomique, génétique et biochimique, ce travail démontre le rble essentiel de deux
BAHD hydroxycinnamoyl tranférases dans le métabolisme phénolique de la mousse et la formation
de précurseurs de la cuticule, une couche hydrophobe qui recouvre les parties aériennes de la
plante et lui conféere une imperméabilité. Il suggére également que deux hydroxycinnamoyl
transférases sont requises pour la formation des composés phénoliques solubles accumulés par la
mousse. Une exploration préliminaire du métabolisme des flavonoides chez ce modéle révele
d’autre part le caractére incomplet et primitif de cette voie métabolique.

Mots-clés : Physcomitrella patens, bryophyte, phénylpropanoides, BAHD transférase, cuticule

Abstract

In vascular plants, the phenylpropanoid metabolism leads to the synthesis of precursors of structural
biopolymers such as lignin and of essential antioxidants and UV screens. The phenolic pathway
leading to these compounds appeared upon plant land colonization and is thought critical for their
adaptation to this new environment. Physcomitrella patens is a bryophyte, an early-diverging land
plant and thus a good model to reveal ancestral traits. P. patens is devoid of lignin. Combining
phylogenomic, genetic and biochemical approaches, this work demonstrates the essential role of two
BAHD hydroxycinnamoy! transferases in the moss phenolic metabolism and in the formation of
precursors of the cuticle, a hydrophobic layer, covering and conferring impermeability to the aerial
parts of the plant. It also suggests that two nonredundant hydroxycinnamoyl transferases are
required for the formation of the soluble phenolic compounds accumulated in moss. A preliminary
exploration of the flavonoid metabolism in this model in addition reveals primitive features of this
metabolic route.

Keywords : Physcomitrella patens, bryophyte, phenylpropanoids, BAHD transferase, cuticle




