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Titre : Vers une meilleure compréhension du réle des genes LEC par analyse fonctionnelle de variants
Mots clés : développement, graine, embryogenese, contréle transcriptionnel, facteurs pionniers, LEC2

Résumé : Les plantes peuvent se reproduire de maniere sexuée ou asexuée. Ces deux types de reproduction
conduisent a la formation d'un embryon, zygotique ou somatique, a I'origine de la future plante. Ces processus
développementaux sont régis par de fortes régulations de I'expression des génes, notamment par des facteurs
de transcription (FT). LEAFY COTYLEDON 2 (LEC2) est un FT connu pour étre un régulateur maitre de
I'embryogenése et du développement de la graine. Avec ABCISSIC ACID INSENSITIVE 3 (ABI3), FUSCA 3 (FUS3)
et LEAFY COTYLEDON 1 (LECT), LEC2 forme le groupe des LAFL et contrdle divers aspects du développement
de la graine, allant de la formation de I'embryon a I'accumulation des composés de réserve, ou encore
l'acquisition de la tolérance a la dessiccation. Au-dela de leur réle dans la graine, les LAFL sont également
essentiels a I'initiation et au maintien de la capacité embryogéene des cellules végétales.

Mon travail de thése vise a mieux connaitre la structure, la fonction et le mode d'action de LEC2, qui restent
encore mal compris. Différentes approches de mutagenése ont été mises en place, de maniére a générer de
nouveaux variants de LEC2, présentant une activité différentielle, que ce soit dans les processus d’embryogenese
somatique ou au cours de la maturation de la graine. Les résultats obtenus ont montré la présence de domaines
d'activation de la transcription (DA) dans les extrémités non structurées de la protéine et jusqu'alors non
identifiés. Des mutations réalisées dans ces DA suggérent qu'ils ne sont pourtant pas indispensables a I'activité
de LEC2 /in planta, bien qu'ils soient fortement conservés chez les plantes dicotylédones. Des analyses associant
des données de RNA-seq, de ChIP-seq, d’ATAC-seq, ainsi que des données fonctionnelles, semblent mettre en
évidence une double fonction de LEC2 jusqu'ici inconnue, comme activateur transcriptionnel d'une part, mais
aussi comme facteur pionnier, capable de se lier a la chromatine et de modifier I'accessibilité de ses cibles sans
en activer la transcription. Ces résultats permettent d'éclairer le réle des genes LECT et LECZ dans les processus
allant de la différenciation cellulaire a I'accumulation des réserves.

Title : Towards a better understanding of LEC genes roles by functional analysis of variants.
Keywords : development, seed, embryogenesis, transcriptional regulation, pioneer factors, LEC2

Abstract : Plants can reproduce sexually or asexually. Both types of reproduction lead to the formation of an
embryo, either zygotic or somatic, which give rise to the future plant. These developmental processes are
controlled by a strong regulation of gene expression, notably by transcription factors (TFs). LEAFY COTYLEDON
2 (LEC2) is a TF known to be a master regulator of embryogenesis and seed development. Together with
ABCISSIC ACID INSENSITIVE 3 (ABI3), FUSCA 3 (FUS3) and LEAFY COTYLEDON 1 (LECT), LEC2 forms the LAFL
group of transcription factors, and controls various aspects of seed development, ranging from embryo
formation to accumulation of reserve compounds, or acquisition of desiccation tolerance. Beyond their role in
the seed, LAFLs are also essential for the initiation and maintenance of the embryogenic capacity of plant cells.

My thesis work aims at better understanding the structure, function, and mode of action of LEC2, which are still
poorly understood. Different mutagenesis approaches have been implemented to generate new variants of
LEC2 with a differential activity during somatic embryogenesis or seed maturation. The results obtained showed
the presence of transcription activation domains (ADs) within the unstructured ends of the protein and never
identified so far. Interestingly, mutations in these ADs suggest that they are, however, not essential for LEC2
activity /n planta, despite their high conservation in dicotyledonous plants. The combination of RNA-seq, ChIP-
seq, and ATAC-seq data, together with functional analysis seem to reveal a double function of LEC2, previously
unknown, as a transcriptional activator on the one hand, but also as a pioneer factor in the other hand, able to
bind to chromatin and modify the accessibility of its targets without activating their transcription. These results
provide insight into the role of LEC7 and LEC2 in processes ranging from cell differentiation to reserve
accumulation,
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Liste des abréviations

AA : acide aminé

ABA : acide abscissique

ABI3 : ABSCISIC ACID INSENSITIVE 3

ADN : acide désoxyribonucléique

AGL15, AGL62 : AGAMOUS-LIKE 15, 62

AID : ACTIVATION-INDUCED CYTIDINE DEAMINASE
AP2-ERF : APETALA 2/ETHYLENE RESPONSE FACTOR
ARN : acide ribonucléique

At : Arabidopsis thaliana

BBM : BABY BOOM

Bn : Brassica napus

CME : Cold Motif Element

CRISPR : Clustered Regularly Interspaced Short Palindromic Repeats
DA : domaine d'activation de la transcription
dCas9 : catalytically dead Cas9

EFS : EARLY FLOWERING IN SHORT DAYS

EMF : EMBRYONIC FLOWER

ES : embryogenéese somatique

ET : élément transposable

EZ : embryogenése zygotique

FIE : FERTILIZATION INDEPENDENT ENDOSPERM
FIS : FERTILIZATION INDEPENDENT SEED

FLC : FLOWERING LOCUS C

FRI : FRIGIDA

FT : facteur de transcription

FUS3 : FUSCA 3

GA : acide gibbérellique / gibbérellines

GFP : GREEN FLUORESCENT PROTEIN

HAT : histone acétyltransférase

KO : knock-out

L1L : LEC1-LIKE



LAFL : LEC1, ABI3, FUS3, LEC2

LECT, LEC2 : LEAFY COTYLEDON 1, 2
MAC : méristeme apical caulinaire

MAR : méristéme apical racinaire

MCP : MS2 COAT PROTEIN

MEA : MEDEA

miRNA : ARN non codant

MS1 : MULTICOPY SUPRESSOR OF IRAT
nCas9 : nickase Cas9

NDR : Nucleosome-Depleted Region
NF-Y : NUCLEAR TRANSCRIPTION FACTOR Y
NFR : Nucleosome-Free Region

NLS : Nuclear Localization Signal

OLE1 : OLEOSIN 1

p : promoteur

PAM : Protospacer Adjacent Motif

pb : paire de bases

PcG : groupe polycomb

PIC : Pre-Initiation Complex

PKL : PICKLE

PLT2 : PLETHORA 2

PRC1, PRC2 : POLYCOMB REPRESSIVE COMPLEX 1, 2
PRE : Polycomb Responsive Element
RdDM : RNA-directed DNA-methylation
RLE : cis-Repressive LEC2 Element

TrxG : groupe trithorax

TSS : Transcription Starting Site

VAL1, VAL2 : VIVIPAROUS1/ABI3-LIKE 1, 2
VRN : VERNALIZATION

WOX : WUSCHEL RELATED HOMEOBOX
WUS : WUSCHEL



Nomenclature

Pour plus de précision dans le vocabulaire, j'ai parfois choisi d'utiliser les termes anglais pour définir

les principes, inscrits alors en italique dans le texte.

PLEC2 : promoteur du géne

LECZ: géne

LEC2 : protéine

lec2: géne muté

lec2 : protéine mutée

[lec2] : phénotype du mutant

ALEC24.g5: délétion des acides aminés 1 a 85 de la protéine LEC2

LEC2 ATG-M104 : fragment de la protéine LEC2 allant de I'ATG jusqu’a la méthionine en position
104, substituée en codon STOP.

S50 : acide aminé sérine situé en position 50 de la protéine

Ya6sA : substitution d'une tyrosine en alanine en position 265 de la protéine
i : fusion entre un promoteur et un géene

: fusion traductionnelle entre deux génes
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Figure Intro-1: Représentation schématique des gamétophytes male et femelle et de la double fécondation chez
Arabidopsis thaliana. A) Fleur. B) Ovule. C) Gamétophyte femelle ou sac embryonnaire. D) Gamétophyte male ou
grain de pollen. E) Le tube pollinique pénétre dans le sac embryonnaire par le micropyle et délivre les deux cellules
spermatiques dans une des deux synergides (1), les cellules spermatiques restent immobiles (2) avant de fusionner
avec les noyaux de la cellule végétative centrale et de la cellule ceuf (3).

Abréviations: a, anthere ; ac, antipode ; cc, cellule végétative centrale ; ch, chalaze ; ec, cellule ceuf ; f, funicule ; i,
tégument interne ; mg, gamétophyte male ; mp, micropyle ; o, ovule; oi, tégument externe ; ov, ovaire ; p, pétale ; sc,
synergide ; se, sépale ; sn, noyaux de la cellule centrale ; st, stigmate ; sty, style.

Modifié d'apres Drews and Yadegari, 2002 (A-C), Grobei et al., 2009 (D) et Hamamura et al., 2012 (E).



Introduction

1. Reproduction des plantes

Les plantes sont capables de se reproduire de maniére sexuée ou asexuée. La reproduction sexuée,
ou zygotique, assure le maintien de la variabilité génétique et la dispersion des individus grace au
pollen et aux graines, tandis que la reproduction asexuée permet la propagation clonale d'individus
génétiquement identiques a la plante mére. Ces deux types de reproduction peuvent apporter
différents avantages sélectifs mais présentent également de grands intéréts industriels et
agronomiques. En effet, les graines représentent une part importante du rendement agricole et
constituent un élément essentiel de I'alimentation humaine et animale, tandis que la reproduction
clonale est un levier important pour la multiplication de certaines especes d'intérét agronomique

et forestier.

1.1. Reproduction zygotique

Les graines permettent la propagation des especes et jouent un rdle trés important dans
I'adaptation des plantes aux environnements terrestres (Kenrick and Crane, 1997; Han et al,, 2017).
Les plantes a graines, ou Spermaphytes, sont divisées en deux sous-groupes : les Gymnospermes,
ou plantes a ovules nus, qui représentent environ 1 000 espéces végétales vivantes, et dont font
partie les pins et les gingkos par exemple, et les Angiospermes, ou plantes a fleurs, qui représentent

la grande majorité (plus de 95%) des 400 000 espéces végétales actuelles connues.

1.1.1. Fécondation et formation de la graine

1.1.1.1.  La double-fécondation
Chez les Angiospermes, la double fécondation de la cellule ceuf par deux cellules spermatiques
donne naissance a un embryon diploide et a un albumen triploide se développant dans une
enveloppe, formant une graine (Figure Intro-1) (Drews and Yadegari, 2002). Le gamétophyte
femelle, ou sac embryonnaire, qui est contenu dans I'ovule, est formé d'un tissu nourricier, le nucelle
et de deux enveloppes protectrices : les téguments interne et externe. La cellule mére (2n) a I'origine
du gamétophyte femelle subit une division méiotique et donne ainsi 4 tétra-spores (n) dont 3
dégénerent et une, la mégaspore, subit une succession de 3 mitoses sans cytokinése pour donner
le sac embryonnaire (Drews and Koltunow, 2011). Il s'agit ainsi d’une structure polarisée contenant

8 noyaux haploides répartis au sein de 7 cellules. Du c6té du pole antérieur, 2 synergides entourent
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Figure Intro-2 : Représentation schématique du développement de la graine chez Arabidopsis thaliana.
A) Embryogenése précoce : le zygote subit une division asymétrique donnant une cellule apicale et une cellule basale,
respectivement a l'origine de I'embryon et du suspenseur. B) Développement de la graine montrant les trois
compartiments : I'enveloppe, I'albumen et I'embryon. Les différentes couches de I'enveloppe formées a partir des
téguments sont indiquées. L'albumen est représenté en bleu.

Abréviations : A, axe ; B, cellule basale du zygote ; Bc, cellule basale du suspenseur ; C, cotylédons ; CEN, albumen
chalazal ; daf, jours apres fécondation ; EP, proembryon ; Gm, méristeme basal ; Hs, hypophyse ; |, partie supérieure
(futures parties aériennes) ; Il 1/1'/2, couches internes des téguments ; MEN, albumen micropylaire ; Ol 1/2, couches
externes des téguments ; PEN, albumen périphérique ; PC, procambium ; Pd, protoderme ; S, suspenseur ; T, cellule
apicale du zygote ; u, partie inférieure (futurs hypocotyle et racine).

Modifié d'apres Goldberg et al., 1994 (A) et Verma et al., 2022 (B).



I'oosphere, tandis que le pble postérieur est formé de 3 antipodes formant la chalaze. Enfin, la
cellule végétative centrale contient deux noyaux (Figure Intro-1B-C) (Drews and Yadegari, 2002;
Sprunck and GroB-Hardt, 2011). Le grain de pollen mature, quant a lui, est formé d'une cellule
végétative et de deux cellules spermatiques, ou gamétes males, provenant de la division d'une
cellule reproductrice ou génératrice (Figure Intro-1D) (Grobei et al., 2009; Twell, 2011). Au moment
de la fécondation, un grain de pollen mature va germer sur le pistil de la fleur et le tube pollinique
s'allonger jusqu'a I'entrée du micropyle et libérer les deux cellules spermatiques. L'une d'elles
fécondera I'oosphere pour donner I'embryon, ou zygote principal, et I'autre fécondera les deux
noyaux de la cellule végétative, donnant I'albumen, ou zygote accessoire (Figure Intro-1E) (Kessler
and Grossniklaus, 2011; Hamamura et al.,, 2012). Ainsi, la graine est une structure bien particuliere
constituée de trois éléments d'origine et de génotype différents : I'embryon (2n) et I'albumen (3n)
d’origine maternelle et paternelle (issus de la fécondation) et I'enveloppe, formée par les téguments
(2n) d'origine maternelle (Ingouff et al,, 2007). Il est a noter que, bien que les téguments soient
d’origine maternelle (ne proviennent pas du processus de fécondation), leur développement est
induit par la fécondation et accompagne la croissance de I'embryon et de I'albumen (Ingram, 2010;

Figueiredo and K&hler, 2014).

A la suite de la double fécondation, la graine va donc pouvoir se développer suivant deux phases
principales : I'embryogenese, qui suit la fécondation, avec la formation de I'embryon et de
I'albumen puis, la maturation, pendant laquelle la graine se différencie et accumule ses réserves
(Goldberg et al., 1994). Chez Arabidopsis, ces deux phases durent entre 6-8 jours et environ 2

semaines, respectivement.

1.1.1.2.  Formation de I'albumen
L'albumen, qui est donc formé a partir de la fusion des noyaux de la cellule centrale, binucléée et
d'une cellule spermatique, va se développer suivant deux grandes phases. Chez la plupart des
especes, il se développe selon une succession de divisions mitotiques sans cytokinése, c'est-a dire
sans formation de parois cellulaires (Costa et al., 2004). Le sac embryonnaire est alors composé de
noyaux espacés régulierement, qui vont entourer I'embryon jusqu’au stade globulaire (4 jours apres
fécondation) : on parle d'albumen syncitial. Puis, I'albumen se cellularise au fur et a mesure du
développement des cotylédons de I'embryon (Figures Intro-2B et 4) (Hehenberger et al., 2012).
Cette cellularisation se fait de maniéere concentrique en partant du micropyle jusqu’a la chalaze.
Enfin, dans le cas des graines exalbuminées, dans lesquelles I'albumen tient tres peu d'espace, il se
réduit progressivement pour ne former qu'une couche cellulaire en laissant la place a I'embryon

qui forme la majeure partie de la graine (Figure Intro-3A). L'aloumen apporte a I'embryon des
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Figure Intro-3 : Représentation schématique de différents types de graines matures. A) Chez les graines exalbuminées,
comme Arabidopsis thaliana, les deux cotylédons sont les principaux organes de stockage des réserves et tiennent la
plus grande place dans la graine. L'albumen est réduit a une seule couche cellulaire (I'aleurone) et entoure I'embryon.
B) Chez les graines a périsperme, comme le quinoa, la plus grande partie des réserves est accumulée dans le
périsperme, un tissu d'origine maternelle provenant du nucelle. C) Chez les graines albuminées, comme le mais, la

graine mature contient un petit embryon entouré d'un albumen persistant, dans lequel sont stockés les composés de
réserve. La couche a aleurones est la plus externe de I'albumen.

D'apres Fatihi et al., 2016.



nutriments nécessaires a sa croissance provenant de la plante mére et joue également un réle
essentiel dans la signalisation avec I'embryon et les téguments pour coordonner la croissance de
la graine (Baud et al., 2005; Berger et al.,, 2006; Ingram, 2010; Doll and Ingram, 2022). Chez les
espéeces albuminées, comme les céréales ou les Solénacées, I'albumen est persistant et constitue
une part importante du volume de la graine. Il sert alors également de tissu nourricier lors de la
germination et apporte I'énergie et les nutriments nécessaires a la plantule avant la mise en place

de la photosynthése (Figure Intro-3) (Yan et al,, 2014).

1.1.1.3.  Formation de I'embryon
L'embryogenéese zygotique permet la mise en place de l'architecture de la future plante, avec
I'ébauche des futurs organes et des méristemes apicaux caulinaire et racinaire, reliés par un axe
embryonnaire. L'embryon se développe d'aprés un patron bien défini par une succession de
divisions cellulaires coordonnées permettant la mise en place d'une polarité apico-basale et d'un
axe de symétrie radiale (Zhang and Laux, 2011). Apres la fécondation, le zygote s'allonge puis se
divise en deux cellules asymétriques dont l'une, basale, est allongée, contrairement a la deuxiéme,
apicale, qui est plus petite (Figure Intro-2A). La cellule apicale va alors suivre une série de divisions
orientées, d'abord longitudinales, puis transverses, jusqu’a former une structure globulaire,
entourée d'un protoderme. La partie supérieure de cette sphére sera a I'origine des futures parties
aériennes de la plante, tandis que la partie inférieure donnera I'hypocotyle et la racine. La cellule
basale, quant a elle, va uniquement subir des divisions transversales et former le suspenseur, qui
relie I'embryon aux tissus maternels via le micropyle. La cellule la plus haute du suspenseur,
I'hypophyse, produira, en se divisant, le futur méristeme apical racinaire et le centre quiescent (4
jours apres fécondation). Au stade cceur, I'embryon acquiert une symétrie bilatérale avec la
croissance des cotylédons (5-6 jours apres fécondation). Les ébauches des futurs organes sont
visibles, avec I'hypocotyle, la radicule, I'épiderme et le cortex, ainsi que des tissus provasculaires.
L'embryon poursuit sa croissance, les cotylédons s'allongent, le méristeme apical caulinaire se
forme au stade torpille (7 jours aprés fécondation), puis les cotylédons se retournent (8 jours aprées
fécondation). L'albumen se réduit alors progressivement pour laisser place a I'embryon mature, qui

occupe tout I'espace disponible dans la graine (10 jours apres fécondation) (Baud et al., 2002).

1.1.2. Maturation de la graine

Comme décrit ci-dessus, aprés 10 jours de développement, I'embryon a atteint sa taille mature (fin
des divisions et phase de différenciation uniquement) et la graine commence a accumuler des

composés de réserve, pendant la phase dite de maturation précoce (Figures Intro-2B et 4) (Baud et
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Figure Intro-4 : Représentation schématique du développement de la graine chez Arabidopsis thaliana. Le volume
relatif de I'albumen et de I'embryon dans la graine est représenté au cours du développement. L'évolution de la
teneur en huile, protéines, amidon et sucres au cours de la maturation est également indiquée.

Abréviations : E.M., morphogenése embryonnaire

Modifié d'apres Baud et al., 2008.



al, 2008). Jusqu'alors, les nutriments nécessaires au développement de la graine étaient
essentiellement contenus dans I'albumen (parfois dans la chalaze et les tissus maternels comme le
nucelle chez certaines espéces) qui ne représente plus, a ce stade, chez Arabidopsis thaliana, qu’'une
couche cellulaire. Chez cette espéce oléoprotéagineuse, la graine synthétise principalement des
composés de stockage azotés (protéines) et carbonés (lipides), stockés dans des corps protéiques
et lipidiques respectivement, des structures intracellulaires contenues principalement dans les
cotylédons. Avant méme le début de la phase de maturation, tandis que I'embryogenese est
toujours en cours, la graine accumule transitoirement de I'amidon, stocké dans les téguments
externes et dans I'embryon, principalement au niveau de la radicule (Focks and Benning, 1998; Baud
et al, 2002). La graine synthétise également des hexoses au cours de la maturation, qui sont
dégradés par la suite. En fin de maturation, du sucrose et des oligosaccharides sont produits par la
graine et qui persistent jusque dans la graine mature. Tout au long de la maturation, la graine
synthétise des acides gras, dont I'accumulation suit le méme profil que I'augmentation de la masse
de la graine et dont la majeure partie (93% de la graine séche) est formée par des triacylglycérols
(TAG) (Baud et al,, 2002). Enfin, les graines synthétisent des protéines de réserve dont la majorité,
chez Arabidopsis thaliana, sont des albumines 2S (ou arabines) et les globulines 12S (ou
cruciférines) (Heath et al., 1986). De la méme maniére que pour les acides gras, la quantité de
protéines accumulées dans la graine augmente tout au long du développement (Baud et al., 2002).
La derniere étape du développement de la graine est la maturation tardive, ou dessiccation. La
graine mature perd son eau, qui représente alors, en fonction de |'espece, 5 a 20% de la graine
seche et entre en quiescence métabolique, /ie. un arrét du développement, en attendant que les
conditions soient favorables a la germination. La survie de la graine a I'état sec est possible grace
au cytoplasme qui passe d'un état liquide a vitreux. La viscosité induit une faible mobilité
moléculaire et assure la stabilité biochimique des graines. Elle est ainsi corrélée a la viabilité et la
longévité de la graine seche (Buitink and Leprince, 2008). Les graines dites orthodoxes sont
capables de survivre de nombreuses années dans des conditions de stress comme de fortes
variations de températures, grace notamment a leur état sec, qui assure leur longévité (Sano et al.,
2016). Cependant, certaines graines sont dites récalcitrantes, elles ont alors un phénotype vivipare
et peuvent germer directement sur la plante mere apres la maturation sans passer par un état sec
et de quiescence métabolique. C'est le cas par exemple du palétuvier ou de certaines espéeces

comme le cacaotier ou le caféier (Farnsworth, 2000).
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Figure Intro-5 : Initiation de la formation de la graine : comparaison entre la reproduction sexuée et asexuée
(apomixie). A) La double fécondation des noyaux haploides de la cellule ceuf et de la cellule végétative issus d'une
méiose conduisent a la formation d'un embryon 2n et d'un albumen 3n. B) Les cellules de la mégaspore ayant subi
une apoméiose sont diploides : la cellule ceuf (2n) donne un embryon clonal (2n) par parthénogenese. Les graines
dites pseudogames nécessitent la fécondation de la cellule végétative pour former I'albumen, tandis que les graines
apomictiques peuvent former un albumen autonome sans fécondation.

Modifié d'apres Figueiredo and Kohler, 2018.



1.2. Reproduction clonale

Si 'abondance de plantes a graines suggere que la reproduction zygotique apporte un avantage
sélectif certain, les plantes n‘ont cependant pas perdu leur capacité a se reproduire de maniere
asexuée. La formation d'une graine enveloppant un embryon n'est pas spécifique de la
reproduction sexuée. En effet, certaines espéces d'Angiospermes, dites apomictiques, sont capables
de former une graine et un embryon sans fécondation. C'est le cas du pissenlit, du mil, de 'aubépine
ou encore de la ronce, de quelques espéces de pommiers, ou de certains agrumes (Hand and
Koltunow, 2014). Dans cette situation, la mégaspore ne subit pas de méiose et est donc diploide et
non pas haploide, on parle alors d’apoméiose ou améiose (Drews and Koltunow, 2011; Hand and
Koltunow, 2014). Le gamétophyte femelle contient dans ce cas une cellule ceuf diploide qui permet
la formation d'un embryon sans fécondation (parthénogenése). La plupart des graines
apomictiques sont pseudogames, c'est-a-dire que la formation de I'albumen nécessite tout de
méme la fécondation de la cellule centrale par une cellule spermatique, mais certaines plantes

peuvent initier la formation d’un albumen autonome (Figure Intro-5) (Figueiredo and K&hler, 2018).

Bien que les plantes a graines représentent la majeure partie du regne végétal, d'un point de vue
évolutif, I'embryon est apparu avant la graine, ce qui pourrait expliquer pourquoi de nombreux
types de cellules végétales, autres que les cellules zygotiques, sont capables d'induire de
I'embryogenese (Radoeva and Weijers, 2014). Cette propriété spécifique aux cellules végétales est
mise a contribution dans les processus d’embryogenese somatique (ES). Cette méthode, utilisée
pour la propagation clonale, repose sur la totipotence des cellules végétales, /e, leur capacité a se
dédifférencier et se redifférencier en n'importe quel type cellulaire (voir Introduction — partie 4.

Revue : « Contréle génétique et moléculaire de I'embryogenése somatigue »). L'embryogenese

somatique permet, a partir d'un seul explant, de produire plusieurs individus génétiquement
identiques constituant des clones, sous forme d'embryons somatiques, susceptibles de se
développer pour donner une plante mature. L'ES est utilisée comme outil de propagation pour
certaines especes d'intérét comme le caféier, le pin ou encore le cacaotier dont la reproduction
sexuée est impossible ou inefficace et dont les programmes de sélection agronomiques reposent
sur la multiplication de clones élites (Loyola-Vargas and Ochoa-Alejo, 2016). L'embryogenése
somatique (ou “adventive”) est un moyen de reproduction asexuée que |'on trouve chez certaines
especes, ou un processus artificiel qui implique I'utilisation de différentes phytohormones et des
conditions de culture /n vitro particulieres. Un exemple naturel bien décrit est celui de Kalanchoé
daigremontiana qui forme de véritables embryons a la périphérie de ses feuilles, qui se développent

en plantules somatiques (Garcés et al.,, 2007). D'une facon générale, la totipotence de nombreuses
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Figure Intro-6 : La distribution des nucléosomes et la dynamique de la chromatine influe sur I'accessibilité de 'ADN
pour la fixation des protéines régulatrices comme les facteurs de transcription et la machinerie transcriptionnelle.
Lorsque la chromatine est fermée, 'ADN est enroulé autour des nucléosomes et inaccessible aux protéines régulatrices
ainsi qu'aux remodeleurs chromatiniens. La chromatine ouverte permet aux facteurs de transcription de se fixer sur leur
cible et de rendre 'ADN encore plus accessible afin d'initier la transcription.

Abréviations : Pol I, ARN polymérase Il ; TF, facteur de transcription.

D'apres Klemm et al.,, 2019.

Figure Intro-7 : Représentation schématique d’'un nucléosome. L'ADN est entouré autour d'un octamere formé de
quatre dimeres d'histones H2A, H2B, H3 et H4. L'histone H1, la protéine de liaison, est liée a I'ADN entre les
nucléosomes. Les différents acides aminés formant les queues des histones sont représentés ainsi que les types de
modifications post-traductionnelles spécifiques de chaque résidu. Les marques activatrices et répressives sont
représentées respectivement dans la partie haute et la partie basse de la figure. Acides aminés : lysine (K), arginine (R),
serine (S) et thréonine (T).

D'apres Sawan and Herceg, 2010.



cellules végétales permet la propagation d'explants par bouturage en regénérant une plante
complete. Certaines especes comme le fraisier sont également capables de se reproduire de fagon
asexuée grace a des stolons qui peuvent s'enraciner et donner une nouvelle plante (Chen et al.,

2019).

Ces différents moyens de propagation sexuée ou asexuée sont autant d'outils biotechnologiques
qui peuvent étre mis a profit pour la multiplication d'especes d'intérét agronomique. Comme tout
processus développemental, ils sont soumis a de trés fortes régulations génétiques, épigénétiques
ou hormonales et la compréhension de ces régulations est un levier technologique important pour
la production de ressources végétales. En effet, dans le cas de la reproduction sexuée, chaque étape
du développement de la graine allant de la fécondation jusqu'a la germination est critique pour
obtenir une production de graines en quantité et de qualité, en termes de remplissage (qualité et
quantité de protéines, de lipides et de sucres) ou de vigueur germinative (homogénéité, rapidité
de la germination et bon développement des plantules). Pour les espéces dont la reproduction
sexuée est impossible ou inefficace, la reproduction asexuée, quelle que soit la méthode utilisée,
est nécessaire a la propagation, mais peut étre difficile a mettre en ceuvre. Par exemple, certaines
especes sont récalcitrantes aux processus d'embryogenese somatique, d'autres ne sont pas
capables de former des graines apomictiques. L'identification des facteurs pouvant bloquer ces

mécanismes est nécessaire si I'on souhaite améliorer la propagation asexuée des espéces végétales.

2. Controle de I'expression des génes

La régulation de I'expression de genes est indispensable au bon fonctionnement de la cellule, a sa
différentiation et la formation de tissus ou a I'adaptation du métabolisme et du développement de
la plante aux fluctuations de I'environnement. Afin de contrdler finement I'expression des génes,
les eucaryotes utilisent de nombreux mécanismes (Carels, 2015) : la structure de la chromatine
(Kouzarides, 2007) et la méthylation de I'ADN (Chan et al,, 2005), I'initiation de la transcription,
I'épissage alternatif (Szakonyi and Duque, 2018) ou encore la stabilit¢ des ARN messagers
(Sorenson et al.,, 2018). Par la suite, I'accumulation des protéines est régulée par différents moyens
comme le contréle de la traduction, les modifications post-traductionnelles, le trafic intracellulaire
et la dégradation des protéines (Mazzucotelli et al., 2008). Je me concentrerai ici sur les régulations

épigénétiques et transcriptionnelles de I'expression des genes.

Le profil spatio-temporel d'expression des génes au cours du développement est finement régulé
par des éléments cis-régulateurs de I’ADN, comprenant des promoteurs, des enhancers ou des

silencers et leurs interactions avec des facteurs trans-régulateurs comme les facteurs de
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H3K27me3

PIC

Figure Intro-8 : Représentation schématique de la dynamique de la chromatine et de I'activité des motifs cis-régulateurs
pour la régulation de la transcription des génes. A) Le motif c/is-régulateur est réprimé, le géne est transcriptionnellement
inactif : les éléments cis-régulateurs sont bloqués par les nucléosomes, la méthylation de I'’ADN et les groupes polycomb
maintiennent des marques répressives H3K27me3. B) L'élément cis-régulateur est accessible pour la liaison par les
facteurs de transcription, de méme que le promoteur, qui est accessible par la machinerie basale de la transcription, mais
les histones environnantes sont faiblement acétylées et des marques répressives H3K27me3 sont toujours maintenues
par les groupes Polycomb, ce qui entrave I'élongation par I'ARN polymérase Il, le géne n'est donc pas transcrit. C)
L'enhancer est actif et accessible pour la liaison par de nombreux facteurs de transcription et cofacteurs, les histones
sont acétylées et 'ADN déméthylé, la machinerie basale est fixée sur le promoteur et la transcription est active. D) Le
silencer est actif, les facteurs de transcription et les cofacteurs se lient aux éléments cis-régulateurs et recrutent les
groupes Polycomb pour catalyser I'induction de marques répressives H3K27me3 et le silencing du géne.

Abréviations : CRE, élément cis-régulateur ; CRM, motif c¢/is-régulateur ; P, promoteur ; PcG, complexe Polycomb ; PIC,
complexe de pré-initiation ; RNAPII, ARN polymérase Il ; TF, facteur de transcription.

Légende : cercles violets, marques répressives (H3K27me3) ; cercles oranges, marques activatrices (acétylation des
histones) ; cercles rouges : méthylation de I'ADN.

D’'apres Schmitz et al., 2022.



transcription spécifiques, les remodeleurs de la chromatine ou encore la machinerie

transcriptionnelle avec I'’ARN polymérase Il (Hajheidari and Huang, 2022).

2.1. Les régulations chromatiniennes : controle de |'accessibilité des régions

réqulatrices de |'expression des genes

Le premier levier de controle de I'expression d'un gene est la structure de la chromatine qui
I'entoure et qui peut étre plus ou moins compactée, rendant I'ADN accessible, ou non, a la
machinerie transcriptionnelle (Figure Intro-6). L'hétérochromatine définit un état dans lequel ’ADN
est condensé et inaccessible, empéchant I'expression des génes, a l'inverse de I'euchromatine, dans
laquelle I'ADN est décondensé, accessible et ou la transcription est possible (Klemm et al., 2019).
L'ADN est rendu accessible ou non, d'une part, par la méthylation des cytosines, qui semble pouvoir
protéger le génome contre l'insertion des rétrotransposons et moduler I'expression de familles de
génes répétés, pour revue (Chan et al.,, 2005) ; et, d'autre part, via l'organisation des nucléosomes,
des sous-unités répétées de chromatine pour revue (Olins and Olins, 2003). Chez les plantes, la
méthylation est ciblée sur des séquences CG, CNG (ou N peut étre n'importe quel nucléotide) et
CHH (ou H peut étre un A, C ou T) et est induite par des ADN-méthyltransférases. Lorsque la
méthylation est exercée sur un promoteur, elle a pour effet d'inhiber la transcription mais, au niveau
de séquences codantes, elle n'affecte généralement pas I'expression du géne. Les nucléosomes,
quant a eux, sont des octameéres formés par quatre paires d'histones : H2A, H2B, H3 et H4. L'ADN
(environ 147 pb, en fonction des especes) est enroulé autour d'un octamere d'histones. La
dynamique des nucléosomes, c'est-a-dire leur positionnement, leur assemblage et désassemblage
est un premier facteur influant I'accessibilité de I'’ADN a la machinerie transcriptionnelle. Les genes
exprimés constitutivement sont généralement situés dans des régions sans nucléosomes (NFR,
Nucleosome-Free Region), tandis que les genes dont I'expression est contrOlée, par exemple,
seulement en conditions de stress, sont présents dans des régions dans lesquelles la présence de
nucléosomes est régulée (NDR, ANucleosome-Depleted Region) (Lai and Pugh, 2017). Les
nucléosomes sont également soumis a des régulations post-traductionnelles sur la queue
polypeptidique N-terminale des histones, induisant des variations dans leur séquence (Figure Intro-
7). Les différents variants d’'histones peuvent influer positivement ou négativement la compaction
de la chromatine, et, ainsi, I'accessibilité de I'ADN (Figure Intro-8) (Lai and Pugh, 2017). De maniére
générale, l'acétylation des lysines par les histones acétyltransférases (HAT) permet la
décondensation de I'ADN autour des nucléosomes, et induit donc un état de I'’ADN plus accessible

a la machinerie transcriptionnelle. La méthylation des lysines par les histones méthyltransférases
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Figure Intro-9 : Le Complexe Répressif Polycomb 2 (PRC2) régule divers mécanismes tout au long développement de

la plante et peut prendre trois formes différentes en fonction des protéines qui le forment.

- Le complexe EMF, formé par CLF/SWN, EMF2, FIE et MSI1 promeut le développement végétatif de la plante,
retarde la reproduction et maintient les cellules dans un état différencié.

- Le complexe VRN, formé par CLF/SWN, VRN2, FIE et MSI1 induit le silencing au locus FLC et permet ainsi la
floraison aprés le processus de vernalisation.

- Le complexe FIS, formé par MEA/SWN, FIE, FIS2 et MSI1 empéche la formation et le développement de la graine
en absence de fécondation et est nécessaire au bon développement de la graine.

Modifié d'aprés Hennig and Derkacheva, 2009.



peut avoir différents effets. Par exemple, la triméthylation de la lysine 27 de I'histone H3
(H3K27me3) est une marque chromatinienne répressive, tandis que la triméthylation de la lysine 4
de I'histone H3 (H3K4me3) est une marque de décondensation de ’ADN (Sawan and Herceg, 2010;
Schmitz et al., 2022). Les groupes Polycomb (PcG) et Trithorax (TrxG), sont des complexes
protéiques conservés chez les eucaryotes et jouant des roles antagonistes dans la régulation
épigénétique. Ce sont des acteurs majeurs de l'induction de marques épigénétiques stables,
héritables a travers les divisions cellulaires, mais également dynamiques, en réponse a des signaux
développementaux et environnementaux, voir (Mozgova and Hennig, 2015) pour revue. Le
Complexe Répressif Polycomb 2 (PRC2) a une activité histone méthyltransférase et est capable
d’induire des marques H3K27me3, tandis que PRC1 induit I'ubiquitination de I'histone H2A (H2Aub)
(Figure Intro-8). Le dogme traditionnel propose que la sous-unité Pc de PRC1 se lie aux marques
H3K27me3 déposées par PCR2 pour ubiquitiner H2A (Wang et al., 2004), mais chez les plantes,
H2Aub pourrait étre indépendante de H3K27me3. Il semblerait, en effet, que PRC1 et PRC2 soient
recrutés indépendamment et établissent des sites de liaison I'un pour l'autre induisant ainsi de
maniere complémentaire, une plus forte répression au niveau de leurs cibles (Yang et al., 2013;
Mozgova and Hennig, 2015). Chez Arabidopsis thaliana, trois différents complexes PRC2 ont été
identifiés, les protéines formant le complexe pouvant différer en fonction du stade de
développement, tout au long du cycle de vie de la plante. Dans les trois types de complexe PCR2,
I'activité méthyltransférase est conférée par CURLY LEAF (CLF), SWINGER (SWN) ou MEDEA (MEA).
La liaison aux marques H3K27me3 est assurée par FERTILIZATION-INDEPENDANT ENDOSPERM
(FIE) et la liaison aux nucléosomes, par MULTICOPY SUPPRESSOR OF IRA 1 (MSI1). Enfin, la
spécificité de chaque complexe peut étre assurée par trois différentes protéines : FERTILIZATION
INDEPENDANT SEED 2 (FIS2), EMBRYONIC FLOWER 2 (EMF2) et VERNALIZATION 2 (VRN2), dont le
réle est d'apporter la stabilité du complexe. C'est ainsi que le complexe PRC2-FIS est impliqué dans
le développement de la graine et sa répression en absence de fécondation, tandis que PRC2-EMF
promeut le développement végétatif, retarde la reproduction et maintient les cellules dans un état
différencié et que PRC2-VRN réprime I'expression de FLC (FLOWERING LOCUS C) pour induire la
floraison apres vernalisation (Figure Intro-9) (Hennig and Derkacheva, 2009). Certaines protéines
sont présentes dans les différents complexes PRC2 (e.g. FIE et MEA), et la spécificité d'action est
apportée par les membres FIS2, EMF2 et VRN2, dont la fonction n'est pas redondante. Par exemple,
EMF2 et VRN2 ne peuvent pas se substituer a FIS2 dans la répression de la formation de I'albumen
(Roszak and Koéhler, 2011). Le complexe PRC1 peut également prendre plusieurs formes et réguler

différents aspects du développement en lien avec les sous-unités de PRC2. Les sous-unités des
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Figure Intro-10 : Représentation schématique de la structure d’'un promoteur eucaryote au moment de la formation
du complexe de pré-initiation (PIC). Le core promoter contient des boites de fixation reconnues par la machinerie
basale d'initiation de la transcription, Ze. les facteurs de transcription généraux en complexe avec I'ARN polymérase
Il. Le core promoter est suffisant pour une activation directe de la transcription mais avec une activité tres faible qui
peut étre supprimée par la chromatine ou activée par les enhancers. Le promoteur proximal et les enhancers
contiennent les sites de fixation des facteurs de transcription spécifiques qui permettent d'augmenter le niveau de
transcription indépendamment de la distance qui les relie au promoteur ou de leur orientation. Les facteurs de
transcription se lient grace a leur domaine de liaison a I'ADN et régulent le niveau de transcription en recrutant la
machinerie basale de transcription ou des cofacteurs de transcription grace a leur domaine d'activation de la
transcription. Les cofacteurs n‘ont pas de domaine de liaison et sont recrutés par les facteurs de transcription
spécifiques pour réguler la transcription.

Abréviations : COF, cofacteur de transcription ; Polll, ARN polymérase Il ; TF, facteur de transcription ; TSS, site
d'initiation de la transcription ; TFIIA/B/D/E/F/H, facteurs de transcription généraux.

Modifié d'apres Haberle and Stark 2018.



Complexes Répressifs Polycomb (PRC) ont une interaction trés stable avec 'ADN pendant la
réplication, ce qui permet de maintenir la répression au cours des divisions cellulaires et assure
I'héritabilité de I'état chromatinien, bien que les marques H3K27me3 elles-mémes ne soient pas
maintenues (Francis et al., 2009; Petruk et al., 2012). Les PRC peuvent interagir avec des facteurs de
transcription a travers |'une de leurs sous-unités afin de cibler spécifiquement un locus tandis que
la compétition de différents facteurs de transcription a un méme site peut moduler leur activité
(Mozgova and Hennig, 2015; Tao et al, 2019). Les complexes TrxG quant a eux, sont des
antagonistes de la répression induite par les PRC grace a leur activité méthyltransférase sur
H3K4me3 ou acétyltransférase sur H3K27ac (Schuettengruber et al., 2011). Neuf états possibles de
la chromatine peuvent ainsi étre définis, en fonction de la séquence d’ADN, de la méthylation des
GC, de l'acétylation ou la méthylation des histones, ou des types de variants d'histones et sont
représentatifs de l'accessibilité de 'ADN et de I'expression des genes (Sequeira-Mendes et al.,

2014).

2.2. Les promoteurs, lieu de fixation de la machinerie basale de transcription

2.2.1. Structure

La régulation de la transcription et l'initiation de la transcription des génes sont assurées, entre
autres, via leur séquence promotrice. Un promoteur est constitué d'une partie centrale, appelée

core promoter et d'une partie proximale (Figure Intro-10).

2.2.1.1.  Le core promoter et la machinerie basale de transcription
Le core promoteur entoure le site d'initiation de la transcription (TSS, 7ranscription Starting Site) et
comprend les 50-100 pb nécessaires a la reconnaissance et la liaison de la machinerie basale de
transcription et d'initiation de la transcription, Ze. I'’ARN polymérase Il et les facteurs de transcription
généraux (Haberle and Stark, 2018). Ces derniers sont au nombre de 6 et forment séquentiellement
le complexe de pré-initiation de la transcription (PIC). TFIID est un complexe protéique comprenant
la TATA-Binding Protein (TBP) ainsi que 13 facteurs associés a la TBP (TAF) et permet la
reconnaissance du core promoteur (Louder et al., 2016). TFIIA et TFIIB, assurent la liaison au core
promoter, TFIIF forme un complexe avec I'ARN polymérase Il, qui est recruté sur le core promoter,
enfin, TFIIE puis TFIIH se lient au core promoter (Sainsbury et al., 2015). Le core promoter est lui-
méme caractérisé par la présence de plusieurs boites de fixation de la machinerie basale de
transcription, dont la séquence et la position relative au TSS sont trés conservées chez les
eucaryotes. Quelques exemples de boites sont : la TATA box, reconnue par la TATA-Binding Protein

(TBP) (Joshi, 1987; Yella and Bansal, 2017), /nr(/nitiator), reconnue par TAF1 (Smale and Baltimore,
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Figure Intro-11 : Structure des domaines de liaison a 'ADN des principales familles de facteurs de transcription
spécifiques des plantes. (1) Nombre de facteurs prédits chez Arabidopsis thaliana, (2) description de la structure, (3)
séquence reconnue, (4) fonctions majeures connues, (5) code associé au facteur de transcription dans la Protein
Data Bank (PDB), le code souligné étant celui utilisé pour la figure.

D'aprés Yamasaki et al., 2013.



1989; Zhu et al,, 1995), BRE (TFIIB Recognition Element), fixée par le facteur de transcription général
TFIIB (Deng and Roberts, 2005), DPE (Downstream Promoter Element), fixée par TAF6 (Burke et al.,
1998), la CCAAT box, reconnue par les facteurs de transcription NF-Y (Dolfini et al., 2012) ou encore
TCT (Polypyrimidine Initiator) (Bernard et al., 2010).

2.2.1.2.  Le promoteur proximal et les facteurs de transcription spécifiques
Le proximal promoter, est situé en amont du core promoter. Il comprend les sites de liaison des
facteurs de transcription spécifiques, qui vont permettre d’affiner le niveau de transcription du
gene, ainsi que les enhancers (Heintzman and Ren, 2007). Les enhancers sont des régions d’ADN
allant généralement d'une centaine a un millier de paires de bases, contenant des sites de fixation
de facteurs de transcription et permettant de stimuler, a distance, I'initiation de la transcription
médiée par les promoteurs (Kyrchanova and Georgiev, 2021). De maniere générale, les genes
contrélant des processus développementaux présentent des régulations transcriptionnelles
complexes et sont contrélés par plusieurs enhancers situés plus ou moins loin du promoteur en
termes de nombre de paires de bases, mais qui peuvent se révéler trés proches, compte tenu de la
structure tertiaire de I’ADN. D’ailleurs, si les nucléosomes sont capables de rendre un promoteur
plus ou moins accessible a la machinerie transcriptionnelle, il en va de méme avec les enhancers,
ce qui assure un contréle supplémentaire de I'expression des génes (Lai and Pugh, 2017). Afin de
préparer le promoteur a l'initiation de la transcription, les facteurs de transcription spécifiques se
lient aux séquences promotrices qu'ils reconnaissent au niveau du promoteur proximal ou sur les
enhancers. lls recrutent alors des coactivateurs, comme le complexe Mediator (Lewis and Reinberg,
2003; Plaschka et al., 2015), des remodeleurs de chromatine et des modificateurs d'histones,
conduisant a une altération de la structure et du positionnement des nucléosomes. lls réorganisent
ainsi la structure de la chromatine sur le promoteur pour permettre la liaison et la stabilisation de
la machinerie basale d'initiation de la transcription (ARN pol Il et facteurs de transcription
généraux), requise pour son bon positionnement et les interactions avec les autres protéines
régulatrices, formant le complexe de pré-initialisation (PIC) (Heintzman and Ren, 2007; Haberle and

Stark, 2018).

2.3. Les facteurs de transcription, régulation ciblée de I'expression

2.3.1. Les facteurs de transcription spécifiques

Chez les procaryotes et les eucaryotes, la régulation transcriptionnelle des genes est un niveau de
régulation exercé par les facteurs de transcription (FT). Ces protéines sont capables de reconnaitre

des séquences cis-régulatrices spécifiques situées sur les promoteurs et de recruter ou d’exclure la

Introduction 10



machinerie transcriptionnelle afin d’activer ou de réprimer I'expression des genes, pour revue
(Slattery et al, 2014; Suter, 2020). Bien que les FT procaryotes reconnaissent et se lient tres
spécifiquement a leur cible, chez les eucaryotes, ils agissent souvent en complexe (Lai et al., 2018;
Suter, 2020). Les facteurs de transcription posseédent généralement un domaine de liaison a I'ADN
qui leur permet de reconnaitre et de se fixer a un motif particulier situé sur ses cibles
transcriptionnelles (Yamasaki et al, 2013; Hajheidari and Huang, 2022). Les activateurs
transcriptionnels sont également pourvus d'un ou plusieurs domaines d'activation de la
transcription, leur permettant le recrutement de complexes protéiques associés au remodelage de
la chromatine ou l'initiation de la transcription (Erkina and Erkine, 2016). lls peuvent aussi avoir un
domaine d'interaction protéine-protéine, qui leur permet d'agir en complexe avec d'autres facteurs
ayant ou non un domaine de liaison a I'ADN (Riechmann et al., 2000). La diversité de domaines de
liaison a I'ADN définit les différentes familles de facteurs de transcription conservées de maniére
générale chez les eucaryotes, mais aussi spécifiquement chez les plantes (Figure Intro-11). Les
facteurs de transcription peuvent également contenir un domaine de localisation nucléaire,
nécessaire a leur dynamique de localisation et donc a leur fonction (Zhang et al,, 2022). Ce domaine
peut cependant étre apporté par un partenaire protéique tiers, un autre facteur de transcription
par exemple (Mitsuda and Ohme-Takagi, 2009). Les facteurs de transcription sont des régulateurs
déterminants pour I'expression génique, en particulier pour les processus développementaux. Chez
Arabidopsis thaliana, on estime que 5 a 10% des 25 500 génes séquencés codent pour des facteurs
de transcription, ce qui représente une plus forte proportion que chez certains animaux comme
Drosophila malanogaster ou Caenorhabditis elegans, mais équivalente a celles des humains
(Mitsuda and Ohme-Takagi, 2009). Ces données suggerent que le contrdle transcriptionnel est tres
important chez les plantes, permettant probablement une plus grande plasticité de I'expression des

genes, afin de compenser leur immobilité face aux variations environnementales (Mitra et al., 2021).

2.3.2. Les régulateurs maitres

Certains FT sont désignés comme étant des régulateurs maitres car ils sont responsables de
I'initiation et du maintien de I'identité cellulaire, par leur capacité a coordonner I'expression spatio-
temporelle de certains genes, transmise au travers des divisions (Oldfield et al., 2014). L'expression
des régulateurs maitres est généralement limitée dans le temps et dans |'espace a un ou plusieurs
types cellulaires dont ils déterminent le devenir (Oestreich and Weinmann, 2012). Par exemple, chez
les plantes, WUSCHEL (WUS) est un régulateur maitre indispensable a la croissance, responsable
du maintien de la niche de cellules souches dans le méristeme apical caulinaire, de la différentiation

des primordia d'organes et de la totipotence des cellules végétales (Jha et al., 2020). D'autres
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régulateurs maitres contrélent des étapes clés du développement végétatif comme la floraison, a
I'instar de SUPPRESSOR OF OVEREXPRESSION OF CONSTANS 1 (SOC1), qui contréle la transition

entre la croissance végétative et reproductive (Kaufmann and Airoldi, 2018).

2.3.3. Les facteurs pionniers

Les facteurs de transcription peuvent également avoir un role de facteurs pionniers, c'est-a-dire
gu'ils sont capables de se lier a I’ADN nucléosomal ou a la chromatine fermée, de I'ouvrir localement
et de promouvoir le dépot de marques épigénétiques permissives nécessaires a I'expression de
génes cibles, en permettant le recrutement d'autres facteurs de transcription qui peuvent
également participer au maintien de I'ouverture des sites de liaisons a '’ADN pendant une longue
période (Lai et al, 2018; Zaret, 2018; Iwafuchi-Doi, 2019; Karagianni et al., 2020). Les facteurs
pionniers jouent un role essentiel dans les processus développementaux tels que la formation des
organes, le développement des tissus ou encore la différentiation cellulaire. Si de nombreux
facteurs pionniers ont été identifiés chez les animauy, ils sont moins connus chez les plantes, mais
certains ont tout de méme été étudiés, comme LEAFY (LFY), APETALA 1 (AP1), SEPALLATA 3 (SEP3)
ou encore LEAFY COTYLEDON 1 (LEC1) (Lai et al, 2018). Les trois premiers interviennent dans
I'établissement du méristeme floral et dans la spécification de la fleur et maintiennent un état ouvert
de la chromatine tout en contrebalancant I'effet répresseur du complexe PRC2 par élimination des
marques H3K27me3 (Pajoro et al,, 2014; Sayou et al., 2016). lIs n‘'ont cependant pas d’'homologue
chez les animaux, contrairement a LEC1, qui est un facteur de transcription de type NF-YB et qui a
été montré comme jouant un role dans la vernalisation et dans le développement des graines. LEC1,
en effet, promeut le dépot de marques H3K36me3 et contribue a éliminer les marques H3K27me3

induites par PRC2 dans I'embryon sur le géne FLC (voir ci-apres, partie 2.3.3.1. Role de LECT (NF-

YB9) comme facteur pionnier) (Tao et al., 2017). Le groupe des facteurs de transcription NF-Y est

tres conservé et se lie, dans un complexe trimérique NF-YA/B/C, a la CCAAT box, présente dans
environ 30% des promoteurs eucaryotes (Dolfini et al., 2012). Chez les plantes, on dénombre en
général une dizaine d’homologues de chacune des sous-unités NF-YA, B ou C (Siefers et al., 2009;
Petroni et al., 2013). Chez Arabidopsis, la fonction de LECT (NF-YB9) peut étre partiellement
restaurée par LEC1-LIKE (L1L/NF-YB6) et NF-YB10, indiquant une certaine redondance de fonction
entre les différents NF-Y (Kwong et al.,, 2003). La capacité de fixation a 'ADN et d'activation de la
transcription est apportée par NF-YA. NF-YB et C n‘ont pas de domaine de liaison fort a I'ADN, ni
de domaine d’activation de la transcription, mais s'assemblent pour former un hétérodimeére

(Romier et al., 2003). Il a été montré que le trimére NF-Y mime la forme d'une histone, qui lui permet
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d'interagir avec la chromatine et de jouer son rdle de facteur pionnier (Nardini et al,, 2013; Oldfield

et al., 2014).

2.3.3.1. Réle de LECT (NF-YB9) comme facteur pionnier
Le répresseur de la floraison FLC (FLOWERING LOCUS C) joue un role déterminant au cours du
processus de vernalisation, ie. lorsque les plantes ne peuvent fleurir et/ou se développer qu'apres
avoir été soumises a des températures froides. Avant la vernalisation, son expression est induite par
des marques épigénétiques permissives de type H3K4me3 et H3K36me3 ainsi que par FRIGIDA
(FRI), une protéine scaffold, permettant la formation d'un complexe protéique FRI-C, agissant
comme un régulateur transcriptionnel spécifique de FLC recrutant la machinerie basale de
transcription et des modificateurs chromatiniens, de facon a réprimer une floraison précoce (Choi
et al, 2011). A l'inverse, lorsque les plantes sont traitées au froid, le complexe PRC2-VRN induit le
dépdt de marques répressives H3K27me3 au locus FLC (Figure Intro-8). Les plantes sont alors
vernalisées : le répresseur de floraison FLC ne s'exprime plus et les plantes peuvent fleurir.
Néanmoins, les marques épigénétiques déposées au locus FLC sont remises a zéro dans I'embryon,
ce qui permet I'expression de FLC a la génération suivante (Crevillén et al., 2014), on parle alors de
resetting. C'est ainsi que LEC1, qui est exprimé spécifiquement pendant I'embryogéneése, est
capable de réactiver de novo I'expression de FLC pendant I'embryogenése précoce, permettant
ainsi de ne pas transmettre a la future génération, |'état vernalisé acquis par le parent (Tao et al.,
2017). Les NF-Y sont capables d'accéder aux éléments cis-régulateurs présents sur I’ADN, bien que
leurs cibles soient rendues inaccessibles par les Polycomb. Ils forment une structure mimant I'’ADN
nucléosomal H2A-H2B, rendant la chromatine plus accessible et facilitant le déplacement des
histones (Nardini et al., 2013; Oldfield et al., 2014). De cette méme maniere, LEC1 pourrait alors se
lier au locus FLC dont I'expression est bloquée, déplacer les protéines Polycomb et faciliter le
recrutement de EARLY FLOWERING IN SHORT DAYS (EFS), une méthyltransférase et ainsi le dépot
de marques actives H3K36me3 (Tao et al.,, 2017). La méme équipe a montré que l'action de LEC1
comme facteur pionnier permet de recruter LEAFY COTYLEDON 2 (LEC2) et FUSCA 3 (FUS3) au
niveau des boites RYsituées au niveau des CME (Cold Motif Element) du locus FLC (Tao et al., 2019).
LEC2 et FUS3 sont alors en compétition avec VIVIPAROUS 1/ABI3-LIKE (VAL) 1 et 2, également
appelés HIGH-LEVEL EXPRESSION OF SUGAR-INDUCIBLE GENE 2 (HSI2) et HSI2-LIKE 1 (HSL1), des
facteurs de transcription de type B3 (de la méme famille que LEC2 et FUS3), dont le role est de
maintenir les marques répressives déposées par les Polycomb. La liaison de LEC2 et FUS3 au locus
FLCva alors déplacer les VAL et permettre le recrutement de FRI et d'autres protéines modificatrices

de la chromatine comme EFS et ainsi conduire a |I'ouverture de la chromatine permettant I'activation
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Figure Intro-12 : Outils pour I'étude des interactions entre les facteurs de transcription et I’'ADN.

D'apres Hajheidari and Huang, 2022.



transcriptionnelle. Ainsi, la liaison de LEC2, FUS3 et des VAL sur les mémes cibles permet une
dynamique d'induction et de répression de I'expression de FLC tout au long du cycle de vie de la
plante. Aprés la fécondation, I'expression de LECT est activée, suivie par celle de LEC2 et FUS3,
conduisant a l'activation de FLC dans I'embryon. Puis, aprés la germination, LEC2 et FUS3 ne

s'exprimant plus, les VAL peuvent se lier au locus FLCet maintenir la répression médiée par les PcG.

2.4. Outils pour I'étude des interactions protéines/ADN/chromatine

L'expression des genes est donc régulée par de nombreux mécanismes transcriptionnels,
impliquant des régulations chromatiniennes qui permettent l'acces de la machinerie
transcriptionnelle aux promoteurs, ainsi que des régulations spécifiques par des facteurs de
transcription. L'étude des interactions entre les protéines et la chromatine ou I'’ADN, impliquées
dans le contréle de I'expression des genes, est rendue possible grace a I'émergence de nouvelles
techniques de biochimie associées au séquengage a haut débit d’ADN ou d’ARNm. Elles permettent
de mieux appréhender la maniére dont I'expression des génes est régulée. Cependant I'efficacité
de ces différentes méthodes peut étre altérée par le niveau d'expression des facteurs de
transcription, qui est souvent tres faible, ce qui peut affecter la fiabilité des résultats. Certaines
d’entre elles sont difficiles a mettre en place, colteuses ou encore peu développées chez les plantes
(Figure Intro-12) (Hajheidari and Huang, 2022). Différentes méthodes, basées sur I'utilisation
d’'enzymes sensibles ou non a I'ADN (e.g. des DNases), bloquées ou non par les nucléosomes ou
les facteurs de transcription, permettent également de déterminer I'accessibilité de la chromatine

(Figure Intro-13) (Klemm et al., 2019).

Nous avons vu au cours des deux premieres parties de cette introduction que les plantes sont
capables de se reproduire de différentes manieres, que ce soit par la formation d'embryons
zygotiques a l'intérieur d'une graine, dans le cadre de la reproduction sexuée, ou bien par
propagation végétative en réponse aux signaux environnementaux. L'expression des genes
controlant les divers aspects de la reproduction des plantes est soumise a de fortes régulations,
comme celles décrites ci-dessus. Les prochaines parties ont pour but de décrire les principaux
mécanismes moléculaires régulant le développement de la graine d'une part et l'induction de

I'embryogenése somatique d'autre part.
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Figure Intro-13 : Principales méthodes pour la mesure de I'accessibilité de 'ADN. A) DNase | hypersensitive site
sequencing (DNase-seq) : I'endonucléase DNase est utilisée pour cliver I'ADN accessible et non fixé par des
protéines (facteurs de transcriptions ou nucléosomes). B) Assay for transposase-accessible chromatin using
sequencing (ATAC-seq) : une transposase hyperactive (Tn5) est utilisée pour cliver et liguer simultanément des
adaptateurs sur 'ADN accessible non lié par des facteurs de transcription ou des nucléosomes. C) Micrococcal
nuclease sequencing (MNase-seq) : une endonucléase/exonucléase MNase est utilisée pour cliver et éliminer 'ADN
accessible. D) Mucleosome occupancy and methylome sequencing (NOMe-seq) : une GpC méthyltransférase est
utilisée pour méthyler I'ADN accessible, suivie d'une conversion au bisulfite des cytosines non méthylées en uracile.

Abréviations : TF, facteur de transcription.

D'apres Klemm et al. 2019



3. Réqulation du développement et du remplissage de la graine

3.1. Contréle épigénétique du développement de la graine

Le développement de la graine et les transitions entre les différentes phases sont régulés par des
modifications d'histones et le remodelage de la chromatine qui permettent I'expression de génes
spécifiques au bon moment, en réponse aux conditions environnementales, de telle maniere que
la reproduction sexuée et la propagation de la descendance se fassent de maniere coordonnée,
pour revue (Ding et al., 2022). Dans un premier temps, les PcG et notamment PRC2-FIS, sont au
cceur de la régulation de la formation de la graine, avant la fécondation, en agissant a la fois sur la
formation de l'albumen et sur celle de I'enveloppe. Comme décrit précédemment, le complexe
PRC2-FIS est composé de quatre membres : FERTILIZATION INDEPENDANT SEED 2 (FIS2), MEDEA
(MEA), FERTILIZATION INDEPENDANT ENDOSPERM (FIE) et MULTICOPY SUPRESSOR OF IRA 1
(MSI1) (Figure Intro-9) (Hennig and Derkacheva, 2009). Avant fécondation, les PcG exprimés dans
le gamétophyte femelle répriment la formation de I'enveloppe et le complexe PRC2-FIS réprime la
réplication autonome de la cellule centrale en bloquant les divisions cellulaires (Roszak and Koéhler,
2011; Figueiredo et al., 2015). Ainsi, la perte de fonction de PRC2-FIS dans les mutants fis2 ou mea
induit la réplication autonome de la cellule centrale, donc la formation d'un albumen asexué, mais
pas la formation de I'enveloppe (Figure Intro-14). De l'autre c6té, la perte de fonction des PcG
sporophytiques dans le gamétophyte femelle promeut la formation de I'enveloppe. Ainsi, la perte
de fonction de PRC2-FIS cumulée a celle des PcG sporophytiques induit la formation de graines
autonomes avec un albumen et une enveloppe (Roszak and Kdéhler, 2011). En d'autres termes les
réseaux génétiques et/ou hormonaux conduisant a la formation de graines apomictiques sont
régulés par des marques épigénétiques répressives, notamment H3K27me3, et la perte de fonction
des PcG, notamment PRC2-FIS, supprime cette répression et permet le développement de graines
autonomes, /e. sans fécondation. Apreés la fécondation, la répression de la formation de I'enveloppe
est abolie par un signal hormonal lié a I'auxine, provenant de l'albumen, transporté vers les
téguments et dépendant du facteur de transcription AGAMOUS-LIKE 62 (AGL62) (Figueiredo et al.,
2016). La formation de I'albumen conduit également a la dégradation du nucelle, médiée par des
signaux régulés par PRC2, AGL62, ainsi que le facteur de transcription TRANSPARENT TESTA 16
(TT16) (Xu et al., 2016b)

Au cours du développement, il a été montré que le complexe PRC2 n'est pas essentiel a
I'établissement du plan d'organisation de I'embryon chez Arabidopsis thaliana, contrairement a ce

qui est observé chez les animaux, bien que des mutations dans différentes histones
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Figure Intro-14 : La formation de graines autonomes, ie. sans fécondation est réprimée les PcG qui déposent des
marques épigénétiques répressives. A) Dans les ovules sauvages, les PcG exprimés spécifiquement dans le
gamétophyte femelle répriment le développement de I'enveloppe et PRC2-FIS réprime la réplication autonome de la
cellule centrale. B) Chez les mutants 7is, I'albumen se forme de maniere autonome, mais la répression exercée par les
PcG dans les téguments est maintenue, empéchant le développement de I'enveloppe. C) Chez les mutants fie le
blocage de la formation de I'enveloppe par les PcG est supprimé : I'albumen et I'enveloppe se forment de maniére
autonome. D) Lors du développement des graines sauvages apres fécondation, un signal auxinique dépendant d’AGL62
est transmis par I'albumen sexué vers les téguments (représenté par la fleche rouge) et permet le retrait des marques
répressives déposées par les PcG, conduisant a la formation de I'enveloppe. Dans les mutants fis2 et fie le signal formé
par I'albumen autonome est absent ou trop faible (représenté par la fleche rouge en pointillés) pour induire la
formation de I'enveloppe.

Modifié d'apres Roszak and Kohler, 2011.

Figure Intro-15 : PRC2 réprime les génes de maturation et de dormance dans les plantules. Les genes représentés ici
ont été identifiés comme des cibles de H3K27me3 et leur expression augmente significativement dans le mutant fe. Il
s'agit de génes régulateurs du développement, des intégrateurs de signaux environnementaux, des genes impliqués
dans I'accumulation de réserve et la tolérance a la dessiccation, ainsi que des acteurs des voies de signalisation de
I'acide abscissique (ABA) et des gibbérellines (GA). La différence de taille des caracteres pour ABA et GA représente les
niveaux élevés et bas des hormones.

D’apres Bouyer et al.,, 2011.



méthyltransférases conduisent a la formation d’embryons plus gros et de graines plus larges chez
Arabidopsis thaliana (Liu et al, 2016; Cheng et al.,, 2018). Néanmoins, la fonction de PRC2 est
nécessaire a la transition entre un état embryonnaire et un état végétatif (Bouyer et al,, 2011). En
effet, PRC2 contrOle le passage d'un état « graine » c'est-a-dire un état embryogene et
d'accumulation de réserves, a la plantule en induisant le dép6t de marques H3K27me3 sur de
nombreux genes impliqués dans la maturation et la germination ainsi qu'au niveau de la
signalisation hormonale (Figure Intro-15). La perte de fonction de PRC2 dans le mutant fie permet
la formation d'un embryon et le développement précoce de la plantule de maniére normale, mais
aprés quelques jours de développement végétatif, la plantule est tres affectée, avec l'apparition de
cals, d'embryons somatiques, la formation de poils racinaires au niveau des parties aériennes et de
trichomes au niveau des poils racinaires (Bouyer et al, 2011). Ainsi, PRC2 assure, apres la
germination, la répression des genes impliqués dans le développement de la graine afin d'assurer

un développement végétatif normal.

Durant le développement de la graine, il a été observé que le niveau de méthylation dans le
contexte CHH augmente de maniére significative, mais cible plus particulierement les éléments
transposables (ET), probablement pour protéger la future plante de I'effet délétere qui peut étre
engendré par les ET (Bouyer et al., 2017; Lin et al,, 2017). Des défauts de méthylation n'impactent
pas le développement de la graine et, de maniére générale, les génes régulant les majeurs aspects
du développement et de la maturation sont présents dans des régions génomiques non soumises
a la méthylation, quel que soit le stade de développement de la graine (Lin et al., 2017). A la fin du
développement, cependant, lors de la transition entre la phase de dormance et la germination, des
modifications d’histones permettent |'activation de genes spécifiques de la germination, par le
dépdt de marques H3K4me3, tandis que les génes de développement et de maturation de la graine
sont réprimés par le remplacement de marques H3K4me3 par des marques H3K27me3 (Miiller et
al, 2012). De la méme maniere que lors de la répression du locus FLC en réponse au froid, des

marques répressives sont déposées en réponse a la stratification des graines.

3.2. Contréle hormonal du développement de la graine

3.2.1. L'auxine, régulateur de I'embryogenése précoce

L'auxine joue un réle majeur tout au long du cycle de vie de la plante, dans le contréle des processus
développementaux, comme linitiation et la formation de nouveaux organes, les divisions, la
croissance et la différenciation cellulaire, en réponse aux signaux environnementaux, voir

(Casanova-Séez and VoB, 2019) pour revue. La dynamique de la concentration d'auxine dans les
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Figure Intro-16 : Modéle du réle de I'auxine, sa concentration et son transport dans la mise en place de la polarité
apicale-basale au cours de I'embryogenese. La production d'auxine a lieu aux deux opposés : le méristeme apical et
le suspenseur. Le transport de l'auxine est médié par des transporteurs d'influx (AUX, LAX) et d'efflux (PIN). Une
régulation transcriptionnelle des transporteurs d'auxine est médiée par MONOPTEROS (MP) et BODENLOS (BDL).

D'aprés Robert et al., 2015.



cellules, en particulier I'influx, I'efflux ainsi que la fagon dont les gradients d'auxine sont établis et
maintenus par un réseau de signalisation et un métabolisme trés précis, sont au coeur du
développement des plantes. Ainsi, le développement de la graine ne fait pas exception et est trés

finement régulé par l'auxine.

Dans un premier temps, l'auxine est nécessaire au développement de I'albumen en induisant la
réplication de la cellule centrale apres fécondation (Figueiredo et al., 2015). De plus, la production
d’auxine dans I'albumen forme un signal dépendant du facteur de transcription AGL62 et nécessaire
au développement de I'enveloppe (Figure Intro-14) (Figueiredo et al., 2016). Il a également été
montré que la concentration d'auxine dans |'albumen est déterminante pour sa cellularisation, une
trop forte concentration d'auxine la bloquant (Batista et al., 2019). Ainsi, I'auxine constitue un signal
essentiel a l'initiation du développement de la graine avec, dans un premier temps, un effet sur
I'albumen et I'enveloppe. Elle régule également la croissance de I'embryon, en particulier
I'établissement de I'axe de polarité apico-basal lors des premiéres divisions cellulaires asymétriques
du zygote. En effet, la biosynthese, I'accumulation (minimums et maximums) et le transport polarisé
de l'auxine par influx et efflux déterminent I'architecture de I'embryon, nécessitant I'expression des
génes de biosynthese comme les YUCCA (YUC) mais aussi des transporteurs comme les PIN-
FORMED (PIN) ou les AUXINT/LIKE-AUXIN (AUX/LAX) (Robert et al.,, 2013). Au cours des premiéres
divisions du zygote, on observe un transport polarisé de I'auxine de la cellule basale vers la cellule
apicale, médié par le transporteur PIN7 (Zhang and Laux, 2011). Par la suite, le transport d'auxine
se fait a la fois du suspenseur vers les cotylédons via PIN1 et LAX1, ainsi que du méristeme apical
caulinaire vers le méristeme apical racinaire via PIN1, 4 et AUX1 et 2 (Figure Intro-16) (Robert et al.,

2015; Figueiredo and Kohler, 2018).

3.2.2. L'acide abscissique et les gibbérellines, balance entre maturation et

germination

Les gibbérellines jouent un role important au cours de I'embryogenése tardive. Une altération de
leur biosynthese ou de la signalisation des gibbérellines conduit a un défaut de développement
des cotylédons et de I'axe embryonnaire tandis qu'un exces conduit a des graines plus grosses (Hu

et al., 2018).

Plus tard, le ratio entre I'acide abscissique (ABA) et les gibbérellines (GA) régule la maturation, la
dormance et la germination des graines, pour revue, voir (Finkelstein et al, 2008). L'ABA est
nécessaire pour la maturation, I'induction de la dormance et l'inhibition de la germination précoce

(Figure Intro-15). Les graines déficientes en ABA ou dans la signalisation, comme les mutants abi3
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Figure Intro-17 : Facteurs de transcription impliqués dans la formation de I'embryon. A) Dans le zygote, WRKY2
active I'expression de WOX8 pour promouvoir la polarisation du noyau (marron) et des vacuoles (jaune) et la
division asymétrique du zygote. B) WRKY2 et WOX8/9 régulent le développement du proembryon en activant
I'expression de WOX2 dans la région apicale (vert). C) Au stade globulaire précoce, le module WOX2 (WOX1/2/3/5)
est requis pour l'initiation du méristeme apical caulinaire. Le module active I'expression des FT HD-ZIP Ill pour
réprimer la différenciation des cellules souches méristématiques. L'expression des FT HD-ZIP Ill est contrdlée par les
miRNA 165/166. Ces FT agissent de concert avec les FT HD-ZIP Il pour réguler la formation de la région apicale
pendant I'embryogenése. L'hypophyse se spécifie via I'activation de TMO5/7 par MP/ARF5 en réponse a 'auxine. D)
D'autres cibles d’ARF5 comme NTT, WIP4/5 et PLT sont requises pour la division asymétrique de I'hypophyse et la
spécification du centre quiescent au stade globulaire tardif. E) Les CUC régulent la formation du domaine frontiere
entre les cotylédons et agissent de maniere synergique avec STP pour contréler la formation du méristeme apical
caulinaire.

Abréviations : QC, centre quiescent ; SAM, méristéme apical caulinaire.

D'aprés Verma et al., 2022.



par exemple, présentent un défaut de dormance et continuent de se développer apres
I'embryogenése sensus stricto, jusqu’a germer directement sur pied. L'ABA est synthétisé a la fois
par 'embryon et I'albumen au cours du développement, avec un pic au moment de l'induction de
la dormance et il confére a la graine sa capacité de tolérance a la dessiccation, permettant la survie
a 'état sec pendant une longue période. Les GA, quant a elles, stimulent la germination en induisant
I'accumulation d'enzymes hydrolytiques, en particulier dans les cellules de la couche a aleurones,
capables de casser les barrieres formées par I'albumen et I'enveloppe, de méme que la mobilisation
des réserves de la graine et en stimulant I'expansion de I'embryon. Les GA permettent également
le passage d'un état embryonnaire a un état végétatif en modifiant I'accessibilité de certains /oc/
par le remodeleur de la chromatine PICKLE (PKL) (Finkelstein et al, 2008). D'autres hormones

comme les brassinostéroides et I'éthyléne promeuvent la germination et lévent la dormance.

3.3. Controdle transcriptionnel du développement de la graine

Les différents aspects du développement de la graine, allant de I'embryogenése a la germination
en passant par la maturation sont largement régulés par de nombreux facteurs de transcription,

pour revue (Verma et al., 2022). Les mécanismes les plus connus sont décrits dans ce chapitre.

3.3.1. Contrdle transcriptionnel au cours de I'embryogenése

Chez Arabidopsis thaliana, lors des premiéres phases du développement de I'embryon, les facteurs
de transcription de type WOX (WUSCHEL-RELATED HOMEOBOX) sont impliqués dans la mise en
place, puis le maintien de la polarité apicale-basale lors des premiéres divisions cellulaires du zygote
(Figure Intro-17) (Breuninger et al,, 2008). Au stade globulaire, la formation de la structure apicale
de I'embryon est également régulée par PHABULOSA (PHB), PHAVOLUTA (PHV) et REVOLUTA
(REV), des facteurs de transcription de la famille des HOMEODOMAIN-LEUCINE ZIPPER de classe llI
et d'autres facteurs de classe Il (HD-ZIP Il et lll), ainsi que des APETALA 2/ETHYLENE RESPONSE
FACTOR (AP2-ERF), comme DORNROSCHEN (DRN) (Emery et al., 2003; Cole et al., 2009; Turchi et
al, 2013). Plus tard, au stade cceur, la formation des domaines frontiere (ie. une file de petites
cellules permettant d'individualiser les organes) au niveau des cotylédons, permet la mise en place
de la symétrie bilatérale de I'embryon et est essentielle a la formation du méristeme apical
caulinaire. Elle est régulée par les facteurs de transcription CUP-SHAPED COTYLEDON (CUCQ),
appartenant a la famille des NAC. Le FT SHOOT MERISTEMLESS (STM), de la famille des KNOX
assure la formation du méristeme apical caulinaire (MAC) (Aida et al., 1999). Les WOX sont
également impliqués dans la balance hormonale entre I'auxine et les cytokinines pour la formation

du MAC (Zhang et al,, 2017). Les WOX sont nécessaires a I'expression de CLAVATA 3 (CLV3), un
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LAFL

Figure Intro-18 : Les facteurs de transcription forment un réseau complexe pour réguler la maturation de la graine.
Vue d'ensemble des événements orchestrant la maturation de la graine au travers des réseaux transcriptionnels et
cascades de régulation. Les régulateurs maitres LAFL agissent au sein d'un réseau central. Les régulations indirectes
ont été définies sur la base d'études génétiques ou sur I'abondance de transcrits, en absence de données de liaison
des facteurs de transcription sur les génes régulés.

D'apres Alizadeh et al., 2021.



peptide conduisant a la mise en place des cellules souches. Ces différentes protéines agissent de
concert pour réguler finement I'architecture de I'embryon (Figure Intro-17). Il en va de méme pour
la formation de la partie racinaire et la mise en place de la symétrie radiale, qui est aussi régulée

par de nombreux facteurs de transcription (Verma et al,, 2022).

Le facteur de transcription BABY BOOM (BBM), membre de la famille des AP2-ERF, est lui-aussi un
régulateur clé du développement de la graine. Il joue un role sur la formation de I'embryon et le
développement de I'albumen (Chen et al., 2022). Il agit de maniere redondante avec PLETHORA 2
(PLT2), également un FT AP2-ERF, pour réguler la formation de I'embryon, mais aussi la prolifération
et la cellularisation de l'alboumen. D’ailleurs, le double mutant bbm p/t2 est létal a I'état
embryonnaire (Galinha et al., 2007). L'expression ectopique de BBM dans la cellule ceuf du
gamétophyte femelle conduit a la formation d'un embryon haploide (parthénogenese) (Chen et al.,
2022) et sa surexpression induit la formation d’embryons somatiques, voir Introduction — partie 4.

Revue : « Contrdle génétique et moléculaire de I'embryogenése somatique ». Enfin, BBM active la

transcription des régulateurs maitres de la maturation de la graine (Horstman et al., 2017).

3.3.2. Les LAFL, réqulateurs maitres du développement de la graine

Le processus de maturation de la graine est également soumis a un fort contrdle transcriptionnel
(Figure Intro-18) (Baud et al., 2008; Alizadeh et al., 2021). LEAFY COTYLEDON 1 (LEC1), ABSCISIC
ACID INSENSITIVE 3 (ABI3), FUSCA 3 (FUS3) et LEAFY COTYLEDON 2 (LEC2) sont tous les quatre des
facteurs de transcription formant le groupe des LAFL et sont connus pour étre des régulateurs
maitres du développement de la graine (Fatihi et al,, 2016). LEC2, ABI3 et FUS3 font partie de la
famille des FT a domaine B3, qui est spécifique des végétaux (Yamasaki et al., 2013; Carbonero et
al, 2016; Sasnauskas et al., 2018). Le domaine B3 est composé d'environ 110 acides aminés
fortement conservés (Figure Intro-11). Chez Arabidopsis thaliana, on dénombre 118 membres dans
la famille des B3 (Swaminathan et al., 2008). Les AFL-B3 (ie. ABI3, FUS3 et LEC2) reconnaissent et
se lient spécifiquement aux boites RY. Ces derniéres sont caractérisées par une ségquence consensus
« CATGCA » et sont particulierement présentes dans les promoteurs de génes spécifiques de la
graine et impliqués dans les processus de maturation (Reidt et al., 2000; Baud et al., 2016). Comme
décrit précédemment, LEC1, ou NF-YB9, est membre de la famille de facteurs de transcription NF-

Y (Lee et al., 2003).

Les LAFL forment une boucle d'autorégulation et sont capables d'induire directement leur propre
expression (Santos Mendoza et al., 2005; To et al., 2006; Fatihi et al., 2016). lls régulent I'expression

de génes impliqués dans les processus de maturation, comme les oléosines, les génes de synthese
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Niveau relatif d’expression des LAFL, des VAL et PKL par rapport a EF1a
au cours du développement de la graine, données ePlant BAR Toronto
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Figure Intro-19 : Niveau d'expression relatif des LAFL et de leurs régulateurs VAL1 et 2 et PKL au cours du
développement de la graine. Les données d'expression sont issues de ePlant BAR Toronto (Waese et al., 2017) et
sont exprimées en pourcentage d'expression relatif au gene constitutif EFlo. Les schémas de graine en
développement proviennent de Jo et al,, 2019.

Figure Intro-20 : Patron d’'expression des LAFL au cours du développement de la graine. Les domaines d'expression
pour chaque facteur de transcription sont représentés en rouge. Les données d'expression sont issues de fusions avec
un rapporteur GUS ou d’hybridation /n situ (ISH).

D'apres Santos-Mendoza et al., 2008



des triacylglycérols, mais aussi des FT comme WRINKLED 7 (WRI7), qui code un régulateur de la
biosynthese d'huiles (Reidt et al., 2000; Braybrook et al.,, 2006; Baud et al., 2007; Wang et al., 2007;
Santos-Mendoza et al., 2008; Stone et al., 2008; Boulard et al.,, 2017; Jo et al., 2019; Alizadeh et al.,
2021). Les LAFL agissent ensemble et parfois avec d'autres facteurs comme les bZIP, pour former
des complexes sur les promoteurs afin d'activer la transcription de genes de biosynthese des

réserves, comme cela a été montré pour I'OLEOSIN 7 (OLET) (Baud et al., 2016).

Les LAFL sont exprimés spécifiquement au cours du développement de la graine : LECT et LEC2
pendant les stades précoces de I'embryogenése avec un pic au stade globulaire et AB/3 et FUS3
plus tardivement. LECZ est exprimé trés faiblement (Figures Intro-19 et 20) (Santos-Mendoza et al.,
2008; Fatihi et al.,, 2016; Waese et al.,, 2017). De maniére générale, les mutants /af/ présentent des
phénotypes séveres avec des défauts de maturation et d'accumulation de réserves dans les graines
et une intolérance a la dessiccation (Meinke et al., 1994; Baumlein et al., 1994; Santos-Mendoza et
al, 2008; Roscoe et al, 2015). Lorsque les génes « fec», ie. lecl, lec2 et fus3 sont mutés, les
cotylédons sont transformés en feuilles, avec I'apparition de trichomes et d'un systéeme vasculaire
complexe, démontrant que ces génes sont requis pour le maintien de la spécificité d'identité
embryonnaire des cotylédons et le devenir cellulaire au cours de I'embryogenese précoce (Figure
Intro-21) (Meinke et al., 1994). Les embryons peuvent également avoir des défauts au niveau du
suspenseur alors anormalement développé ou au niveau des méristémes apicaux caulinaire et
racinaire. Les graines des mutants /ec7, /ec2 et fus3 présentent des taches pourpres a noires
correspondant a une accumulation d'anthocyanes et de chlorophylle dans les cotylédons, marquant
un stress lié a 'accumulation de sucres en réponse a la photosynthése anormale dans les feuilles-
cotylédons (Meinke et al., 1994). De facon plus spécifique, les mutants /af/ ne présentent pas
exactement les mémes phénotypes (Barthole, 2013). Le mutant abi3 n'a pas de défaut d'identité
des cotylédons mais est insensible a I'acide abscissique, ce qui le rend particulierement sensible a
la dessiccation et engendre un défaut total de dormance avec un phénotype vivipare. Les embryons
et graines du mutant abi3 présentent une couleur verte persistante apres la maturation, liée a
I'accumulation de chlorophylle (Giraudat et al., 1992). Si le phénotype du mutant /ecZ est plus faible
que celui observé pour /ec7, les graines sont tout de méme sensibles a la dessiccation et ne
survivent pas tres longtemps a I'état sec. Par exemple, pour maintenir les mutants /ec7 et abi3 a
I'état homozygote, il faut prélever les graines sur la plante mére avant la fin de la maturation et les

semer aussitot.

La surexpression des LAFL induit également des phénotypes forts, comme I'accumulation ectopique

de triacylglycérols dans les feuilles dans le cas de LEC2 (Figure Intro-22) (Mendoza et al., 2005) ou
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Figure Intro-21 : Phénotypes des mutants /ec7, abi3 fus3 et lec2 A) Phénotypes des graines et des embryons
matures. Les mutants « /ec » e lec], fus3 et lec2 sont caractérisés par une accumulation d'anthocyanes sur les
cotylédons formant une tache marron visible sur la graine. Le mutant abi3 quant a lui, est caractérisé par une
couleur verte persistante apres la maturation de I'embryon et de la graine. B-D) Zoom sur le mutant /ec2, qui comme
les autres mutants /ec a B) des cotylédons modifiés en feuilles avec la présence de trichomes et une accumulation
d'anthocyanes visible au niveau C) des cotylédons et D) de la graine.

Barres d'échelle : A) 500 um ; B) 300 um; C) 100 um.

Modifié d'apres Barthole, 2013 (A), Stone et al., 2001 (B-C), Santos Mendoza et al., 2005 (D).



de LECT(Mu et al., 2008). De plus, la surexpression de LECZ, LECTou encore FUS3induit I'expression
de genes spécifiques de la maturation de la graine, comme les géenes de biosynthese d'acides gras
et de protéines de réserve, de tolérance a la dessiccation ou encore de dormance, ainsi que celle
des autres LAFL (Mendoza et al.,, 2005; Wang et al., 2007; Mu et al., 2008). De maniere intéressante,
en fonction du stade de développement observé, LECT n'induit pas |'expression des mémes sets de
génes (Pelletier et al., 2017), montrant qu'il joue probablement plusieurs roles dans la maturation

de la graine.

Outre les effets sur I'accumulation de réserves et I'induction de la maturation, la surexpression des
LAFL, en particulier LECT et LEC2 est suffisante pour induire la formation d’embryons somatiques
de maniére spontanée (Figure Intro-23) (Lotan et al, 1998; Stone et al, 2001). Cet aspect est

développé dans la 4°™ partie de cette introduction — Revue : « Contréle génétique et moléculaire

de I'embryogenése somatique ». Ainsi, en plus de leur réle dans la régulation de genes associés

aux processus de maturation, les LAFL agissent également sur des cibles liées a I'identité cellulaire,
au maintien de la capacité embryogéne ou encore a la signalisation hormonale, que ce soit pendant
I'embryogenese zygotique ou somatique (Braybrook and Harada, 2008; Stone et al., 2008; Jia et al,,
2014; Pelletier et al.,, 2017). En conséquence, lorsque les LAFL sont mutés, les plantes perdent leur

capacité embryogéne, comme cela a été montré pour /ec2 (Gaj et al., 2005).

Les LAFL sont donc des régulateurs maitres du développement de la graine jouant un réle majeur
au cours de la maturation, mais également lors de linitiation et du maintien du caractere

embryogene des cellules.

3.3.3. Régulations exercées sur les LAFL

Par le role clé des LAFL dans le développement de la graine et I'effet de leur surexpression capable
d'induire I'embryogenese, leur expression doit étre finement régulée de maniére spatio-temporelle.
Les génes de la famille des LAFL sont logiquement soumis a un fort contréle transcriptionnel et

post-transcriptionnel (Lepiniec et al., 2018). Ce chapitre décrit les principales régulations connues.

3.3.3.1.  Regulations transcriptionnelles
Des analyses de relations structure-fonction réalisées avec le géne LEC2 ont montré que les trois
principaux éléments régulateurs présents sur son promoteur et requis pour sa régulation (positive
comme négative) sont situés dans les 450 pb en amont du codon de démarrage de la traduction
(Berger et al,, 2011). Les éléments cis-régulateurs CArG reconnus par des facteurs de transcription
de type MADS-box ainsi que les boites GAGA liées par des protéines BASIC PENTACYSTEINE (BCP),

sont essentiels pour l'activation transcriptionnelle de LEC2. Or, si une partie de la séquence
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Leaf Leaf + LEC2 Mature seed

Figure Intro-22 : L'expression ectopique de LECZ dans les feuilles induit I'accumulation de lipides de réserves
spécifiques des graines. Les feuilles sont normalement composées majoritairement de phospholipides et les graines
de triacylglycérols. Les feuilles exprimant LEC2 montrent une accumulation anormale de triacylglycérols.

Abréviations : TAGs, triacylglycérols.

Modifié d'aprés Mendoza et al., 2005.

Figure Intro-23 : La surexpression de LEC7 ou LEC2 conduit a la formation spontanée d’embryons somatiques sur les
plantules. Phénotypes surexpresseurs de A-C) LECT, D-E) LEC2 Observation en microscopie électronique a balayage
de plantules surexprimant F) LECT et G) LEC2.

Barres d'échelle: Aet C, 0,5 mm; B, 0,1 mm; D, Eet G, 1T mm;F, 0,05 mm.

Abréviations : a/al, axe ; c/cl, cotylédon ; r, racine.

Modifié d'apres Lotan et al., 1998 (A-C, F) et Stone et al., 2001 (D-E, G)



promotrice est nécessaire a son expression, il a été montré qu'un élément cis-répresseur RLE (cis-
repressive LEC2 element) est situé sur le promoteur entre 150 et 200 pb en amont du codon START
de transcription et est nécessaire et suffisant pour la reconnaissance et le dép6t de marques
répressives par les complexes PRC, conduisant a la répression transcriptionnelle du gene (Berger et
al, 2011). RLE a été le premier Polycomb Responsive Element (PRE) putatif a étre identifié chez les
plantes. Il serait responsable de la répression de LECZ apres le stade embryonnaire. Sans le RLE,
I'expression de LEC2 devient quasiment constitutive dans les parties végétatives. En plus des
régulations exercées sur le RLE présent dans la séquence promotrice, d'autres acteurs
épigénétiques induisent la répression ou l'activation de LEC2 et des autres LAFL. En effet, les FT a
domaine B3 VAL1/HSI2 et VAL2/HSL1, ainsi que le remodeleur de chromatine PKL, sont capables
d’induire une répression chromatinienne de I'expression des LAFL en induisant le dépot de marques
répressives H3K27me3 pendant la germination (Suzuki et al., 2007; Jia et al., 2014). Lorsque ces
genes sont mutés, I'expression des LAFL est induite et I'efficacité de I'embryogenese somatique des
plantes est plus importante (Horstman et al., 2017). Comme vu précédemment, des modifications
de la chromatine et de la méthylation de I'’ADN interviennent lors du développement et de la
germination de la graine (Bouyer et al., 2017). Méme si les changements de méthylation observés
dans des contextes non-CG ne semblent pas impacter le développement de la graine (Lin et al,
2017), il apparait que les LAFL sont soumis a d'importants changements de leur état chromatinien,
notamment lors de la germination (Miiller et al., 2012). En effet, il a été montré que des marques
épigénétiques déposées sur les foci ABI3 ou LEC2 par les complexes PRC1/PRC2 conduisent a
I'inhibition de leur expression pendant cette phase. Dans les embryons en maturation, AB/3et LEC2
sont actifs et associés a H3K4me3, alors qu’au cours de la germination, cette marque est remplacée
par H3K27me3, qui est une marque de répression (Miller et al., 2012; Molitor et al,, 2014). Le
recrutement de PCR2 sur des (PRE) induirait le dépot de marques répressives H3K27me3. Il a aussi
été montré que ces facteurs de transcription sont régulés par des petits ARN non codants (miRNA)

qui font partie intégrante de la boucle d'auto-régulation de ce groupe de FT (Lepiniec et al., 2018).

3.3.3.2.  Régulations post-traductionnelles
Les modifications post-traductionnelles sont un moyen supplémentaire de réguler I'activité globale
d'une protéine chez les organismes vivants et une facon de s'adapter aux changements
environnementaux. Les modifications post-traductionnelles peuvent affecter I'activité spécifique
d'une protéine, sa stabilité, sa localisation ou encore ses interactions avec d'autres protéines (Vu et
al., 2018). Une protéine codée par un seul géne peut prendre différentes formes en fonction de

I'épissage alternatif lors de la transcription/traduction ou de modifications post-traductionnelles

Introduction 22



auxquelles elle est soumise, on parle alors d'isoformes protéiques, pouvant avoir des fonctions ou
des activités distinctes (Smith et al., 2013). Si de nombreuses régulations transcriptionnelles ont été
identifiées pour I'expression des LAFL, les régulations post-traductionnelles qui s’exercent sur ces
régulateurs maitres sont mal connues. Il a été montré que les protéines ABI3 et FUS3 ont un temps
de demi-vie assez court : ABI3 est ubiquitinée et dégradée par le protéasome (Zhang et al., 2005)
alors que FUS3 contient dans sa partie C-terminale un domaine PEST (séquence peptidique riche
en prolines, acides glutamiques, serines et thréonines) servant de signal protéolytique nécessaire a
sa dégradation par le protéasome (Lu et al., 2010; Rechsteiner and Rogers, 1996; Maruri-Lopez et
al., 2014). Des analyses de prédiction permettent de supposer que LEC2 est également ciblé par de
l'ubiquitination et deux domaines PEST sont présents dans sa séquence

(http://emboss.bioinformatics.nl/cgi-bin/emboss/epestfind). Il a été montré que chez le colza,

I'UBIQUITIN-PROTEIN LIGASE 3 (BnUPL3) agit sur I'ubiquitination de LEC2 ainsi que sa dégradation
par le protéasome (Miller et al., 2019). BnUPL3 est un orthologue d'AtUPL3, qui est décrit comme
permettant une dégradation par le protéasome apres ubiquitination de ses cibles via leur domaine
de localisation nucléaire (Downes et al., 2003). Le mutant up/3 chez Arabidopsis a un niveau
d'accumulation de LEC2 plus important conduisant a une expression prolongée des genes de la
voie de biosynthese des lipides au cours de la maturation, une plus forte quantité de lipides dans
les graines, qui sont également plus grosses. Cela montre que l'activité de LEC2 comme régulateur
de l'accumulation de réserves n'est pas uniguement liée a son expression ou son absence

d’'expression, mais aussi a son niveau d'accumulation.

Finalement, en plus des nombreuses régulations hormonales et transcriptionnelles exercées sur les
LAFL pour contréler leur expression, il apparait que leur accumulation dans les cellules soit
également contrdlée et des moyens sont mis en ceuvre pour dégrader ces protéines et/ou réguler
leur accumulation dans les cellules. Il semble en effet que le niveau d'expression et d’accumulation
de ces régulateurs maitres soit trés important pour leur fonction, puisque lorsqu'ils
sont trop exprimés, ils induisent des phénotypes forts, déléteres pour la plante dont le
développement végétatif est alors altéré. Il parait donc important de comprendre exactement la
structure, la fonction et les régulations des LAFL, si 'on veut améliorer la qualité des graines, par

exemple, au niveau de la maturation et du remplissage chez les especes d'intérét agronomique.
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4. Revue : « Controle génétique et moléculaire de I'embryogenése somatique »

Comme évoqué précédemment, les plantes sont capables de se reproduire de maniere sexuée et
asexuée. Les mécanismes génétiques et moléculaires régulant ces différents types d'embryogenése
peuvent étre communs. Les LAFL, en plus de leur réle maitre dans la régulation du remplissage de
la graine jouent un réle majeur dans la mise en place, l'initiation et le maintien du caractere
embryogene des cellules végétales, bien qu’on ne sache pas par quel(s) mécanisme(s) ces facteurs
agissent sur des processus différents. Nous avons rédigé un article de revue ayant pour but de
donner un apercu des mécanismes génétiques et moléculaires connus qui gouvernent les processus

d'embryogenése somatique et zygotique, avec un focus particulier sur le role des LAFL.

Salaiin, C, Lepiniec, L, and Dubreucq, B. (2021). Genetic and Molecular Control of Somatic

Embryogenesis. Plants 10: 1467.

Résumé : L'embryogenése somatique est une méthode de reproduction asexuée qui peut avoir lieu
naturellement chez différentes especes végétales et qui est utilisée pour la propagation clonale, la
transformation et la régénération de différentes especes d'intérét agronomique. L'embryogenése
somatique partage des similarités avec I'embryogeneése zygotique en termes de développement et
de physiologie, car elle fait intervenir des acteurs communs du contréle hormonal, transcriptionnel,
développemental et épigénétique. Ici, nous donnons une vue d'ensemble des principaux réseaux
de signalisation impliqués dans l'induction et la régulation de lI'embryogenese somatique en
mettant I'accent sur les régulateurs maitres du développement de la graine, les facteurs de
transcription LEAFY COTYLEDON 1 et 2, ABSCISIC ACID INSENSITIVE 3 et FUSCA 3 dont le réle

précis durant I'embryogenése zygotique et somatique reste a élucider.
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Abstract: Somatic embryogenesis is a method of asexual reproduction that can occur naturally in
various plant species and is widely used for clonal propagation, transformation and regeneration of
different crops. Somatic embryogenesis shares some developmental and physiological similarities
with zygotic embryogenesis as it involves common actors of hormonal, transcriptional, developmen-
tal and epigenetic controls. Here, we provide an overview of the main signaling pathways involved
in the induction and regulation of somatic embryogenesis with a focus on the master regulators of
seed development, LEAFY COTYLEDON 1 and 2, ABSCISIC ACID INSENSITIVE 3 and FUSCA
3 transcription factors whose precise role during both zygotic and somatic embryogenesis remains to
be fully elucidated.

Keywords: embryogenesis; LAFL; transcriptional regulation; epigenetic control

1. Introduction

Plants can propagate through sexual or asexual reproduction. In Angiosperms, zygotic
or sexual reproduction is the most common and consists of the double fertilization of a
female gametophyte (that contains the egg and the central cell) by the two sperm cells
of a male gametophyte (pollen). Sexual reproduction leads to the formation of a seed
that contains all the components required for seedling development: the differentiated
zygotic embryo which will give rise to the future plant, storage compounds located in
the cotyledons, endosperm and/or nucellus depending on the species, all surrounded by
a protective tissue, the testa (formed by ovary integuments) [1]. Through meiosis and
crosses, zygotic reproduction allows genetic diversity in the progeny and its propagation
through seeds, that can be transported through wind, water (hydrochory) or animals
(zoochory) [2]. However, plants are also able to reproduce in an asexual way, i.e., without
meiosis and fertilization. For example, apomixis consists in the formation of a seed derived
from a diploid cell of the ovule and can occur naturally in some species [3]. Vegetative
reproduction is also widespread and used in horticulture, with different techniques such
as layering, cuttings, and grafting.

This study focuses on somatic embryogenesis (SE), a complex process of clonal propa-
gation by which plants can form embryos without meiosis and fertilization. This process
involves the totipotency of plant cells, i.e., their ability for dedifferentiation and differ-
entiation in new cellular types. The new plant derived from a somatic embryo is thus
genetically identical to the mother plant. SE can occur spontaneously or in response to
specific environmental conditions in some species such as Kalanchoe [4,5].

Understanding the mechanisms controlling somatic embryogenesis and its regulation
is a key issue in plant biology, since clonal propagation through SE is widely used for
various plants of agronomic interest, such as Coffea spp. [6], Pinus spp. [7], Theobroma cacao
L. [8] and other species, as it facilitates the clonal multiplication of elite genotypes in a
quite fast and efficient way [9]. Moreover, SE is also largely used for genetic transformation
protocols of these agronomical species, and for other crops such as rice, soybean, maize, or
wheat [10-12]. Because the efficiency of transformation is correlated with the embryogenic
and regeneration capacity, comprehension of SE processes is of great importance.
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However, somatic embryogenesis involves complex, or even not characterized, genetic
inheritance [13]. Some species or specific genotypes can display a recalcitrance to SE and
are unable to undergo it even under favorable conditions. Lastly, although somatic and
zygotic embryogenesis (ZE) share some similar hormonal, transcriptional or epigenetic
controls [14], they also display some specificities. In this review, the known regulatory
mechanisms involved in SE and ZE are compared with a specific focus on the LAFL (LECI,
ABI3, FUS3 and LEC2) gene regulatory network.

2. Onset of Somatic Embryogenesis

Somatic embryogenesis relies on the totipotency of plant cells, i.e., their capacity to
dedifferentiate and differentiate in a new cell type [15,16]. Although some plant species
such as Kalanchoe daigremontiana undergo spontaneous SE [4], this process is usually in-
duced in vitro by a stress over the plant tissues. This stress, that is essential for SE induction,
can take different forms (reviewed in [17]): a high level of plant hormones in the culture
media is the most commonly used [18,19], but it also can be wounding, extreme pH, os-
motic or heat shock, or treatments with different chemicals. The first stages of SE are
characterized by the induction of the expression of numerous stress-related genes and
especially those encoding transcription factors belonging to AP2/ERE, MYB, AUX/IAA,
B3 or WUS/WOX families [19-21].

Somatic embryos can be induced directly from in vitro cultivated plant tissues (for
example immature zygotic embryos) on a low-auxin medium. Alternatively, indirect SE can
be induced by cultivating embryogenic tissues, such as callus, on an auxin-rich medium
leading to the transition to somatic embryos by switching to a low-auxin medium [22,23].
The protocols used for industrial clonal reproduction or for the research on somatic embryos
are usually based on indirect SE, since it allows the production of a large number of somatic
embryos [22-24] and because direct SE can be ineffective for some species or genotypes,
such as Gossypium hirsutum [25], Capsicum chinense Jacq., or Cocos nucifera L. [26].

3. Hormonal Control of Somatic Embryogenesis

Multiple events in the plant life cycle, such as development or responses to biotic
and abiotic stresses, are controlled or regulated by hormones. Auxins are known to
play essential roles in all the aspects related to plant development, from cellular division
to elongation, through cell identity and organogenesis [27,28]. Auxin polar transport
by the proteins PIN (efflux) and AUX (influx) leads to differential distributions, with
gradients and maxima that are essential for plant development [29]. During zygotic
embryo development, local auxin production, polar transport and gradient are mainly
mediated by PIN proteins [30]. More specifically, in Arabidopsis, the expression of PIN1
and PIN7 genes in the apical part of the young embryo is at the basis of the acquisition
of the apical-basal orientation [30,31], in concert with AUX1, LAX1 and LAX2, playing a
cooperative role [32].

Not surprisingly, auxin was thus shown to be a central player in the induction of
SE as reviewed in [33]. Briefly, auxins and more specifically 2, 4-dichlorophenoxyacetic
acid (2, 4-D), a synthetic auxin-like plant growth regulator, are largely used for inducing
SE [19]. The treatment of plant tissues with 2, 4-D involves both a stress and the auxin
response, biosynthesis and signaling pathway, as well as a transcriptional reprogramming
and chromatin remodeling (as described below) [33]. Similar to zygotic embryogenesis,
a polar transport and auxin gradient are necessary for the formation of a somatic em-
bryo [34]. SE induction, as well as organogenesis and plant regeneration, depends on the
addition of plant growth regulators (PGR) such as auxins and cytokinins [18]. Although
many protocols adapted to different species and genotypes are available, a key element
for embryo formation is the large variation in PGR concentration added to the culture
media [24]. A majority of protocols are based on the use of auxins, alone or combined with
cytokinins [24]. During SE induction, auxin response factor (ARF) genes display specific
expressions being up- or down-regulated, suggesting that auxin signaling is central in the
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process [35]. Moreover, YUCCA and AUX/IAA genes that are respectively involved in
auxin biosynthesis and response, are transcriptionally regulated during SE, including by
LAFL transcription factors [36,37].

Growing plant tissues in vitro with high concentrations of auxin (2, 4-D), triggers a
general reprogramming of somatic cell transcriptomes and modulates the expression of
many SE-associated transcription factors [33]. Moreover, when protoplasts are cultured
with a medium containing high concentrations of 2, 4-D, the size of their nuclei is signifi-
cantly increased, suggesting a reorganization of the chromatin [38]. Finally, hormonal stress
induces a modification of chromatin state, leading to the activation of transcription factors
such as WUS, LEC genes or BBM that are specific to embryogenic programs [39]. These
results suggest that hormones, especially auxin, trigger a general reprogramming of gene
expression through chromatin modifications and activation of specific transcription factors.

4. Transcriptional Control of Somatic Embryogenesis

The main way to regulate gene expression is the transcriptional initiation through
transcription factors (TF). Transcriptional regulation performs an essential role in somatic
embryogenesis [40]. In Arabidopsis, the ectopic expression of some transcription factors,
such as LEC genes, BBM, WUS/WOX genes or AGL15 can increase the efficiency of SE
induction and lead to the formation of somatic embryos without adding hormones [23].
Mutations in these genes have a negative impact on the efficiency of SE induction [1,41,42].
Several of the TF are involved in hormonal signaling, while others control cellular differen-
tiation and organogenesis. These transcription factors are described below.

4.1. LAFL (LEC1, LEC2, ABI3, FUS3)

ABSCISIC ACID INSENSITIVE 3 (ABI3), FUSCA 3 (FUS3) and LEAFY COTYLEDON
2 (LEC2) are transcription factors forming the AFL group. They belong to the plant-specific
B3 family of transcription factors, characterized by a highly conserved B3 DNA binding
domain of ~110 amino-acid residues first characterized in ABI3/VP1 [43,44]. B3-containing
factors can recognize specific target DNA with a 5-GATC-3" core sequence, known as RY
boxes and conserved within the promoters of storage genes [45,46]. Together with LEAFY
COTYLEDON 1 (LEC1), a NF-YB transcription factor [1] involved in CAAT box com-
plexes [47], AFL form the LAFL group of master regulators of seed development [48-50].
They can genetically and/or physically interact altogether and form protein complexes
to activate their target genes [46,51] and control various aspects of seed development,
such as the accumulation of storage compounds or the acquisition of desiccation tolerance
(Figure 1). The expression of LAFL genes is regulated by transcription factors, such as
BBM [52], hormonal signaling (ABA, GA, IAA) [53] and chromatin modifications [52].

These genes are involved in somatic embryogenesis programs as well as in the initi-
ation and maintaining of the embryogenic fate of plant cells [54] (Figure 1). Indeed, the
ectopic expression of LEC genes (LEC1, LEC2, and FUS3) in Arabidopsis and in other
species can induce the spontaneous formation of somatic embryos without addition of
hormones in the culture medium [42,55-59]. The expression of GhLEC1, GhLEC2 and
GhFUS3 is significantly higher in cotton (Gossypium hirsutum) genotypes permissive to
callus differentiation, than in recalcitrant genotypes [60]. Consistent with this role, lec1,
lec2 and fus3 simple and multiple mutations severely impair the ability to form somatic
embryos in Arabidopsis [60].
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Figure 1. The roles of LAFL genes in somatic embryogenesis (SE) and zygotic embryogenesis (ZE).
TAA: auxins, CKs: cytokinins, GA: gibberellins.

Several target genes of the LEC proteins can be directly involved in the regulation
of somatic embryogenesis [33,61], such as AGL15, that is involved in hormonal signaling
and controls the embryogenic induction [62]; IAA30, a main actor of auxin signaling and
perception [63] or LOB40, a TF putatively involved in the formation of organ boundaries
and gibberellins signaling [64]. LEC2 and AGL15 control each other in a feedback regulatory
loop [33]. LEC2 is also known to rapidly induce the expression of auxin-related genes,
such as IAA1, IAA17 and ACS4, and key enzymes involved in auxin biosynthesis such
as the YUC genes (YUC1, YUC2, YUC4, YUC10) [37,65]. However, among these auxin
genes, only YUC4 is a direct target of LEC2. Then, it can be hypothesized that LEC2 (and
LEC1) can induce SE processes through different mechanisms (Figure 2). The LEC proteins
activate the maturation program, leading to the increase in various storage compounds
and the decrease in water content. These physiological changes would trigger a stress
inducing SE competency and/or promotion of auxin activity in competent cells [65]. In
addition, some genes usually expressed during zygotic embryo development and known
to bring an embryogenic competence, such as AGL15 for example, are directly induced by
LEC2 [65]. Another hypothesis can be a dual function of LEC2, able to act as a regulator of
seed maturation by regulating specific targets in complex with specific partners, and as a
regulator of embryogenesis (both ZE and SE), by regulating other targets, in cooperation
with other partners (Figure 2).

ABI3 is involved in ABA-mediated developmental and metabolic processes, such as
seed maturation, accumulation of seed proteins or the transition between embryo matura-
tion and early seedling development [66]. ABI3 is essential for the emergence of roots from
callus after induction of organogenesis. The abi3-6 mutant does not show any regeneration
after passing from a hormone-rich to a hormone-free medium [67]. Nevertheless, the over-
expression of ABI3 does not induce somatic embryogenesis [68,69]. Because the expression
of auxin-related genes is significantly weaker in the abi3-6 mutant, ABI3 can be involved
in auxin distribution and/or homeostasis, with its role in ABA signal transduction and
reserve accumulation, rather than in the initiation of SE as other LAFL.

Although very similar in their B3 sequences and binding capabilities [46], LAFL are thus
involved to a different extent in somatic embryogenesis (Figures 1 and 2). This is consistent
with their different DNA binding activities [46] and their specific expression patterns.
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embryogenesis, the other inducing maturation genes. The embryogenesis function may lead to SE or ZE depending on the
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4.2. BABY BOOM (BBM)

BABY BOOM (BBM), also known as PLETHORA 4 (PLT4) is a transcription factor
belonging to the AP2/ERF TF family characterized by a DNA binding domain of 70 amino-
acid residues, that were first characterized in APETALA2 (AP2) and ethylene-responsive
element binding proteins (EREBP) [70,71]. The AP2/ERF family is divided into two sub-
families: TFs that count one AP2/ERF DNA binding domain and are generally involved in
response to abiotic and environmental stresses [72], and those counting two DNA binding
domains, known to regulate developmental processes. BBM contains two AP2/ERF do-
mains and is a member of the AINTEGUMENTA-LIKE (AIL) subfamily, composed of eight
members, all carrying specific functions in the division of meristematic and embryonic
cells and involved in the regulation of SE and its induction when they are ectopically
expressed [33]. BBM is expressed in the zygotic embryo and regulates cell identity and the
growth of the root meristem [73]. The ectopic expression of BBM in Arabidopsis thaliana and
Brassica napus leads to the spontaneous formation of somatic embryos and cotyledon-like
structures over plantlets [70]. However, other phenotypes are also induced by ectopic
expression of BBM in these species, such as callus proliferation, ectopic shoot formation,
alterations in leaf morphology and better regeneration of explants during in vitro culture,
without adding hormones in the medium. BBM can thus have a stimulating role in cell pro-
liferation and morphogenesis during both SE and ZE. BBM directly binds promoter regions
of LAFL genes through its ANT/AIL binding motif and AGL15 via another motif or an
intermediate protein [52]. LAFL genes are upregulated after BBM induction, and together
with AGL15, are BBM-positive regulators during SE processes and are key components of
the BBM signaling pathway, although these interactions may be indirect.

4.3. WUSCHEL (WUS) and WUSCHEL-RELATED HOMEOBOX (WOX) Genes

WUSCHEL (WUS) is a homeobox transcription factor that is described as a key reg-
ulator of meristematic stem cell fate [74]. It also performs an essential role in somatic
embryogenesis, by promoting the vegetative-to-embryonic transition and the maintenance
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of embryogenic cell identity [75]. WUS is involved in the regulation of the embryogenic cell
(totipotency) and meristematic cell (pluripotency) fates [76]. In Arabidopsis, wus mutants
can form somatic embryos, although seedlings display the same phenotype as seed-derived
wus plantlets, i.e., an absence of functional embryonic shoot apical meristem (SAM), and
the typical wuschel stop-and-go development described in [74] consisting, among others, in
the formation of new shoot meristems instead of organs at the primordia [77]. The overex-
pression of WUS and gain of function mutations can increase somatic embryo production
or induce the formation of somatic embryos from vegetative tissues without addition of
external hormones in Arabidopsis thaliana [75]. In many other species, such as Gossypium
hirsutum [78] or Coffea canephora [79], the overexpression of WUS is also able to significantly
increase the ability of a plant to form somatic embryos. In Gossypium hirsutum, the ectopic
expression of AtWUS, increases the efficiency of callus differentiation of recalcitrant geno-
types [60]. WUS can also be used as a marker gene of dedifferentiation after SE induction
in Medicago truncatula [80]. During SE, WUS is upregulated and transcriptionally induces
LEC1, LEC2, and AGL15 genes [76]. Thus, we can hypothesize that SE originates from
a cellular reprogramming followed by a process similar to ZE, at least in the signaling
cascade of some key genes. When some master genes of ZE are knockdown (including
LAFL), SE is impaired, favoring such a hypothesis. Two fully independent pathways exist,
yielding to similar developmental structures. This hypothesis can be tested by comparing
SE efficiency of the double mutants (e.g., wus/lec2) or double ectopic expressions to the
single mutations/ectopic expression.

The WUSCHEL-RELATED HOMEOBOX (WOX) genes share similar sequences with the
WUS homeodomain and a specific WUS box located downstream of the homeodomain [81].
WOX genes are involved in the early embryonic patterning but also in different signaling
pathways regulating several aspects of plant growth and induction of somatic embryoge-
nesis [76]. Functions of the different known WOX genes in several species are reviewed
in [76]. As an example, it was shown in Medicago truncatula, that MtWOX9-1 overexpression
improves SE efficiency, linked to an increase in AGL15 and AGLS level of accumulation [82]
and WOX5 is significantly upregulated two days after SE induction and can serve, such as
WUS, as a marker of dedifferentiation [80].

4.4. AGAMOUS-LIKE 15 (AGL15)

AGAMOUS-LIKE 15 (AGL15) is a transcription factor, belonging to the MADS domain
protein family. These TFs are known to share a specific MADS DNA binding domain,
containing a 55 to 60 amino-acid sequence conserved among eukaryotes [83]. AGL genes
display diverse functions in plant development, more particularly in flower development,
although AGL15 is mainly detected in developing embryos [84,85]. AGL15 can target and
regulate the expression of numerous hormone-related genes, including gibberellic acid and
ethylene metabolism but also auxin signaling via GA20x6 [86] and IAA30 activation [62,86].
AGL15 activates its own expression [87] and regulates LEC2, ABI3 and FUS3 in a positive
feedback regulatory loop [36]. The ectopic expression of AGL15 in Arabidopsis thaliana and
in soybean increases SE capacity [88,89]. While the efficiency of SE plant tissue can decrease
with time, overexpression of AGL15 maintains SE capacity for years, showing the role of
AGL15 in the preservation of embryogenic capability [88]. The loss-of-function of AGL15
reduces the frequency of somatic embryo development [89].

4.5. WOUND INDUCED DEDIFFERENTIATION 1 (WIND1)

WOUND INDUCED DIFFERENTIATION 1 (WIND1) is an AP2/ERF transcription
factor with two AP2 domains involved in callus formation in response to wounding
and performs a critical role in the acquisition of regeneration competency and regulating
cytokinin signaling [90,91]. The over- and ectopic expression of WIND1 leads to the callus
formation on explants without induction through the addition of hormones in the culture
medium or wounding [91]. WINDI1 is not directly involved in the induction of SE, but in
the induction of callus formation and regeneration competency. However, the induction of
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WIND1 expression followed by that of LEC2 leads to the formation of callus within all the
plant tissues that can be regenerated in a whole plant, showing that WIND1 acts upstream
from LEC2 during SE and regeneration processes [92].

Through the example of several transcription factors, we have seen that transcriptional
control performs a key role in the initiation and efficiency of somatic embryogenesis. Aside
from their role in the transcriptional activation of their targets through the promoting
regions, some eukaryotic TFs can activate their targets even if they are located in nucleo-
somal DNA that is less accessible. These specific TFs, called pioneer transcription factors,
are usually submitted to strong (spatiotemporal) transcriptional or post-transcriptional
controls and can act directly or indirectly by recruiting chromatin remodelers, thereby
increasing local chromatin accessibility [93]. Pioneer factors are of primary importance in
development since they allow the chromatin to be open and accessible for other factors to
bind, and thus, are thought to enable cellular reprogramming [94]. This is the case for LEC1,
that is a pioneer transcription factor capable of inducing chromatin modifications to differ-
ent target genes: its overexpression leads to the spontaneous formation of somatic embryos
on plantlets and its loss-of-function mutants are not able to do SE anymore [54,57,95-97].

5. Epigenetic Regulation of Somatic Embryogenesis

Although chromatin regulations are essential in developmental processes, relatively
little data concerning the epigenetic regulation of somatic embryogenesis have been pub-
lished (see [98] for review). DNA methylation profile and chromatin accessibility are
constantly changing in response to cellular needs and environmental constraints [99]. The
different abiotic stresses to which plants are subjected can either increase or reduce DNA
methylation, depending on the type of stress (i.e., heavy metals, salt, temperature, culture
density), the plant species or even the organ considered [100,101]. It should be noted that
epigenetic changes induced can be transient or stable over a period of time, and can also
be transmitted to the offspring [102]. Then, it can easily be hypothesized that epigenetic
modifications correlate with SE processes [98]. In particular, the efficiency of cellular differ-
entiation is linked to the methylation profile of DNA. The cellular reprogramming is often
concomitant with significant changes in the chromatin status: not only DNA methylation
but also histone modifications including methylation or acetylation [103,104]. Overall,
DNA hypomethylation or histone acetylation are associated with transcriptional activation
of regulatory genes that control development or hormone responses responsible for the
totipotent state of the cells [39]. For example, in cotton, the level of CHH demethylation
(one of the preferential DNA methylation contexts, with CG and CHG, where H can be an
A, T or G) is a marker of somatic embryo differentiation [25]. By comparing SE recalcitrant
vs. permissive genotypes, a hypermethylation of CHH is found, suggesting a repressive
effect of methylation over SE-related genes expression, explaining why SE is less efficient
for tissues with hypermethylated genomes [25]. Moreover, the DNA methylation level
in callus decreases during embryogenesis and the important changes observed in the
transcript levels during callus induction and somatic embryogenesis reflect the epigenetic
reprogramming [39]. The use of deacetylation or demethylation inhibitors to promote
the induction of somatic embryogenesis show that the chromatin profile of the tissue is a
determining factor for SE induction, providing the evidence that chromatin regulations are
directly involved in cell reprogramming and callus formation during SE [39,105-107].

POLYCOMB REPRESSIVE COMPLEXES (PRC) 1 and 2 are required for establishing
and maintaining a stable epigenetic repression in response to developmental or environ-
mental signals [108]. Briefly, PRC2 has a histone 3 lysine 27 trimethylation (H3K27me3)
activity and PRC1 can recognize H3K27me3 and lead to chromatin compaction through
histone H2A lysine ubiquitination (H2Aub) [49]. PCR2 is a main factor involved in cell
identity to maintain a stable repression of embryogenesis program genes. PRC1 and PRC2
can repress the expression of several genes involved in cellular differentiation and callus
development as well as somatic embryo formation including WOX5, WOX8, AGL15, LEC1,
LEC2, ABI3, FUS3, BBM, PIN1 or PIN2 [109]. Consistent with these regulations, mutations
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in PRC2 subunits can lead to the formation of callus or abnormal development of vegetative
tissues that resemble SE [110-112].

PICKLE genes (PKL and PIKLE RELATED 1 and 2 — PKR1 and 2) are members of the
CHD3 family of chromatin ATPases remodelers [113] and VAL1 and 2 (VIVIPAROUS/ABI3-
LIKE) are transcriptional regulators containing DNA and chromatin binding domains [114].
Both PKL and VAL have a repressive effect on LAFL genes expression during zygotic
embryo development [49,113-115]. In pkl and vall mutants, the chromatin-based repression
of LAFL is less important and consequently, the SE capacity is increased [52].

Mutations in genes involved in chromatin modifications, such as the DNA METHYL-
TRANSFERASE 1 (METT1) [116], KRYPTONITE (KYP) —an H2K9 METHYLTRANSFERASE [117],
JUMONIJI 14 (JM]J14) — an H3K4 DEMETHYLASE [118] and the HISTONE ACETYLTRANS-
FERASE 1 (HAC1) [119] lead to an alteration of WUS expression and a poorer formation of
seedlings de novo after regeneration. Moreover, the functional analysis of met1 showed
that DNA methylation and histone modification control de novo regeneration through
WUS expression and auxin signaling [120].

Among chromatin-modification proteins involved in SE processes AHL15, an Ara-
bidopsis AT-hook binding domain transcription factor that is important for chromatin
opening, induces SE in absence of auxin treatment when it is overexpressed [121]. AHL15
and its homologs are positively regulated during hormone-mediated induction of SE and
are required for the induction through BBM overexpression. AHL15 has a role in the level
of heterochromatin in somatic cells: in loss-of-function mutants, the amount of heterochro-
matin is higher in in vitro culture and the capacity of cells to form somatic embryos after 2,
4-D induction is altered.

miRNAs are also important during plant development because they target regulatory
genes including transcription factors and F-box proteins [122,123]. DICER-LIKE 1 (DCL1),
is a RNase Ill-like enzyme responsible for the biosynthesis of most plant miRNAs [124].
The dcl1 mutant, which is affected in the production of miRNAs, is not capable of induc-
ing somatic embryogenesis [125]. This suggests that some miRNAs are crucial for SE
induction processes, including auxin-related miRNAs that target genes of auxin percep-
tion, biosynthesis and signaling, for example: miR165/166, miR167, miR164, miR390 and
miR393 [126].

In a recent study based on genome-wide analyses (ATAC-seq, ChIP-seq and RNA-seq),
the authors observed a hierarchical organization of the transcriptional and chromatin mech-
anisms that regulate cellular reprogramming during plant somatic embryogenesis [127].
Their results suggest that the developmental stage of the explant used for tissue culture is at
the top of the controlling hierarchy, as it determines the chromatin landscape. In fact, after
germination, some specific chromatin permissive marks become inaccessible. This is the
case for AP2, B3 and NF-Y genes that encode the key TFs inducing somatic embryogenesis.
After the developmental stage of the explant, the second level of this hierarchical organiza-
tion is auxins that induce important changes in chromatin accessibility and, consequently
in genetic expression of specific genes, especially AP2 and B3 transcription factors. Finally,
the third level of the hierarchy is composed of the transcription factors themselves (AP2, B3
and NF-Y), which are expressed thanks to their opened chromatin status, and that initiate
or regulate embryo formation.

6. Further Prospects

The mechanisms underlying the control of somatic embryogenesis are multiple, in-
volve complex gene regulatory networks, hormonal and epigenetic controls, and remain
poorly understood. For instance, SOMATIC EMBRYOGENESIS RECEPTOR KINASE
(SERK) genes are leucine-rich repeat receptor-like kinase (LRR-RKK) [128] first identified
in carrot as markers of embryogenic cells and involved in the transition from the vegetative
to embryogenic state of the cells, but also in response to environmental signals and in plant
development [129]. In vitro, SERK expression can be induced by various stresses such as
drought, wounding, or by altering hormone balance in the culture media [17].
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From a gene regulatory network point of view, somatic embryogenesis shares similari-
ties with zygotic embryogenesis, and some differences. The transcriptome of embryonic
cells is similar to those of zygotic embryos at the octant stage, but not earlier [21,130], and
many stress-related genes are also detected in somatic embryos [131]. This emphasizes the
similarity of molecular controls involved but also some specificities. Moreover, the similar-
ity may result from a convergence of different morphogenic pathways [21]. The production
of embryogenic cells in Arabidopsis callus needs the repression of biochemical pathways
and root meristem genes, while activating gene networks involved in shoot patterning and
polarized cell growth rather than inducing specific zygotic embryo networks [21].

It can be hypothesized that SE is controlled by embryogenic genes that acquired dif-
ferent or more specialized functions (neo- or sub-functionalization) or specific regulations
during evolution that remain under specific environmental or physiological conditions
capable of inducing embryogenesis. Different master regulatory genes of zygotic em-
bryogenesis, such as LAFL, can be involved in the cellular stress necessary for transcrip-
tional reprogramming. Moreover, the AP2 family of transcription factors, which contains
AINTEGUMENTA-LIKE (ANT), BABY BOOM (BBM) and PLETHORA (APB), is involved
in the maintenance of sporophytic meristems in Angiosperms [132]. Nevertheless, in ferns
these genes are involved in the establishment of a gametophytic meristem without fertiliza-
tion, and the overexpression of ANT or the Brassica napus BBM gene significantly increases
the formation of sporophytes without gamete (apogamy), whereas the knockdown of ANT
reduces this ability [133]. This type of conservation of an ancestral function, also suggested
for several transcription factors genes [132], can explain the ability of Angiosperms to
produce somatic embryos.

The production of somatic embryos appears to be strongly linked to specific cellular
events. For further comprehension of these mechanisms, a better understanding of the
gene networks involved is necessary at the cellular level: characterization of single cell
transcriptome, epigenome, and proteome are required to develop better knowledge about
molecular events in place at the cellular level. Recent technologies of single cell analyses or
cellular transcriptome atlas are thus highly important to better appreciate the early gene
regulatory networks associated with somatic embryogenesis. These techniques applied
to samples enriched in embryonic cells with the help of specific marker genes or specific
morphological markers build the basis of a better knowledge on early controls of somatic
embryogenesis. For example, the use of proLECI or proLEC2 fused to a fluorescent protein
marker is considered as a valuable marker to detect early events of SE production as used
in [21]. Similarly, to monitor early molecular changes during SE, using proBBM should
certainly be considered [52,70].

LEC1 is acting as a pioneer TF during embryogenesis to control FLC expression [134].
LEC2 forming some complexes with LEC1 can be involved in similar regulations. This
pioneer activity may induce the key genes involved in the reprogramming of a cell to form
a somatic embryo (Figure 3). Nevertheless, TFs such as LEC2, ABI3 or FUS3, which have
several protein domains, can perform different roles (i.e., controlling early embryogenesis,
reserve accumulation or desiccation tolerance), depending on their partners in different
cellular environments (Figures 2 and 3). Alternatively, the different functions can be linked
if the ectopic triggering of the maturation processes induces stress in vegetative tissues
leading to the initiation of somatic embryogenesis.
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ABA Abscisic Acid

ABI3 ABSCISIC ACID INSENSITIVE 3
AGL AGAMOUS-LIKE

BBM BABY BOOM

FUS3  FUSCA 3

GA Gibberellic Acid

HAC1 HISTONE ACETYLTRANSFERASE 1
IAA30 INDOL-3-ACETIC ACID INDUCIBLE 30
KYP1  KRYPTONITE 1

LEC1 LEAFY COTYLEDON 1

LEC2  LEAFY COTYLEDON 2
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MET1 METHYLTRANSFERASE 1

PGR Plant Growth Regulators

PKL PICKLE

PRC2  POLYCOMB RESPONSE COMPLEX 2
SE Somatic Embryogenesis

Wwus  WUSCHEL

ZE Zygotic Embryogenesis
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5. Objectifs de la thése

Le développement de la graine est soumis a un controle trés fin par I'action d’hormones et la
régulation de I'expression des génes par des facteurs de transcription. La maturation, en particulier,
est controlée par un groupe de facteurs de transcription, les LAFL, /e. LEC1, ABI3, FUS3 et LEC2,
décrits comme des régulateurs maitres, dont le role est essentiel pour le développement de la
graine. Lorsque I'un de ces facteurs est muté, la maturation ne s'effectue pas correctement et les
graines n'acquiérent pas la capacité de tolérance a la dessiccation. A l'inverse, leur surexpression
induit des phénotypes forts, comme l'accumulation ectopique de réserves, ou la formation
spontanée d'embryons somatiques, induisant ainsi un « état graine », c'est-a-dire d'embryogenése
et de maturation, dans d'autres organes. Méme si les LAFL ne sont pas impliqués directement dans
I'embryogenese précoce durant le développement normal de la graine, ils sont néanmoins
nécessaires a l'initiation et au maintien du caractére embryogene des cellules végétales. Lorsqu'ils

sont mutés, les plantes ne répondent plus aux protocoles d'embryogenése somatique.

Ce projet de these a eu pour but de mieux comprendre la fonction d'un des membres des LAFL :
LEC2 (LEAFY COTYLEDON 2). Ce facteur de transcription, membre de la famille des B3, comme ses
partenaires ABI3 et FUS3, est un acteur essentiel du développement de la graine et des processus
d'embryogenése somatique. Cependant, certaines de ses fonctions et les mécanismes impliqués
restent incompris. Des données préliminaires sur la séquence de LEC2, en lien avec le fait que sa
surexpression induit des phénotypes trés variables, notamment au niveau de la formation
spontanée d’embryons somatiques, nous laissaient penser que ce facteur de transcription est

soumis a de fortes régulations post-traductionnelles controlant son activité.

Une partie du projet a donc eu pour but de mettre en place un outil de mutagenése /in planta,
ciblant spécifiquement le locus LECZ, de maniére a induire des mutations ponctuelles aléatoires
dans la séquence et, ainsi, affecter les modifications post-traductionnelles le ciblant. Cette approche
de mutagenése sans a priori menée sur LECZ a été réalisée en parallele d'une approche
complémentaire avec a priori. Cette seconde approche d'analyse des relations structure/fonction a
eu pour objectif d'identifier et caractériser les différents domaines de LEC2 afin de mieux
comprendre son mode d’action. Le travail réalisé a permis de mettre en évidence une possible
nouvelle fonction de LEC2 comme facteur pionnier. Cette hypothése a alors été testée dans le cadre

d'une derniére partie.
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Chapitre 1 : Approche sans a priori

1. Introduction

La surexpression de LEC2, comme celle de LEC1 et FUS3, peut induire la formation spontanée
d'embryons somatiques sans induction hormonale chez Arabidopsis et d'autres espéces (Lotan et
al., 1998; Stone et al., 2001; Liu et al., 2018). Cependant, ce phénotype est extrémement rare, assez
aléatoire et n'a été observé que quelques fois au laboratoire (B. Dubreucq et S. Baud,
communication personnelle). La rareté de ce phénotype suggeére que des mécanismes de
régulation bloquent I'état embryogéne induit par la surexpression de LECZ ou que LEC2 est
suffisamment régulé pour ne pas induire cet état de maniere constitutive. En effet, il a été montré
que LEC2 est soumis a de trés fortes régulations a différents niveaux : transcriptionnel (sur son
promoteur), épigénétique et post-traductionnel (Berger et al., 2011; Lepiniec et al., 2018; Duarte-
Aké et al, 2019; Miller et al, 2019). En permettant l'expression de LEC2 sous contréle d'un
promoteur constitutif comme le promoteur CaMV/355 (Amack and Antunes, 2020), on s'affranchit
des régulations transcriptionnelles et chromatiniennes exercées sur le promoteur endogene pLEC2.
Cependant, le phénotype d'apparition spontanée des embryons somatiques restant rare et
aléatoire, nous faisons I'hypothese que LEC2 est également soumis a de fortes régulations post-
traductionnelles empéchant I'apparition d'un tel phénotype. En effet, la formation d'embryons sur
toute la plante, comme observé dans de rares cas chez des surexpresseurs de LECZ est délétere
pour la plante, qui ne peut pas assurer normalement son développement végétatif et pourrait donc

se « protéger » en bloquant, une trop forte accumulation de LEC2 dans les tissus.

Dans ce chapitre, j'ai testé cette hypothése en mettant en place un outil de mutagenese /n planta,
ciblée spécifiquement au locus LECZ, en contexte surexpresseur, afin de générer de nouveaux
variants du facteur de transcription qui échapperaient a ces régulations post-traductionnelles. La
recherche des variants a été réalisée en menant un crible sur la capacité des plantes a former des

embryons somatiques de maniére spontanée et de facon plus fréquente qu’observée jusqu'ici.
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2. Résultats

2.1. Génération et validation des surexpresseurs de LEC2

2.1.1. Surexpression de LEC2*SH

Le but de cette approche « sans a priori» a été de réaliser une mutagenese aléatoire, ciblée
spécifiqguement a un locus LEC2 transgénique. En effet, afin de s'affranchir d'effets délétéres que
pourrait causer la mutagenése sur la fonction de LEC2, nous avons décidé de ne pas cibler la version
endogeéne du facteur de transcription, mais une autre séquence, éditée, de LEC2 notée LEC2* dont
la séquence protéique est identique a la séquence endogene, mais dont la séquence nucléotidique
a été modifiée de maniére optimisée pour I'expression chez Arabidopsis. Un tag histidine (SH) est
présent en partie C-terminale de la protéine, permettant une éventuelle quantification de
I'accumulation de la protéine dans les plantes par western-blot. La séquence de LEC2*SH a été
générée par C. Boulard, équipe SEEDEV avant mon arrivée au laboratoire. LEC2*SH a été placé sous
contrdle d'un promoteur constitutif pCaM /355 permettant la surexpression ectopique du facteur
de transcription et la réalisation d'un crible sur la capacité des plantes a former des embryons
somatiques de maniére spontanée. Une construction a également été réalisée avec une protéine
GFP fusionnée en partie N-terminale de LEC2, cette fusion pouvant permettre de tester la

localisation et/ou la stabilité du facteur de transcription avant et apres mutagenése.

La surexpression de cette version éditée en fond sauvage permet, ainsi, de réaliser un crible apres
mutagenese sur la capacité des plantes a former des embryons somatiques, sans que la fonction
de la copie endogene de LEC2 soit modifiée pour autant, ce qui pourrait affecter I'embryogenese

zygotique.

Des plantes Arabidopsis thaliana sauvages, écotype Col-0, ont donc été transformées avec deux
constructions : pCaMV355LEC2*SH et pCaMV355:GFP.LEC2*SH dans le but de surexprimer une
version éditée de LEC2, localisable grace a la GFP. Avant de soumettre ces plantes a la mutagenese,
la fonctionnalité de LEC2*SH a été testée en expression transitoire dans des protoplastes de
mousses avec le promoteur de I'OLEOSIN 7 (pOLET) et I'effet de la surexpression de LEC2*SH et
GFP:LEC2*SH dans les plantes a été observé.

2.1.2. Validation fonctionnelle de LEC2*SH dans la mousse

L'activité transcriptionnelle de la fusion protéique GFP:LEC2*SH a été testée dans un systeme
d’expression transitoire dans des protoplastes de mousse Physcomitrium patens. Cette méthode,

développée au sein de I'équipe SEEDEV, permet de tester I'activité d’'un facteur de transcription, ici
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Figure 1-1 : La version éditée de LEC2, notée LEC2*SH est fonctionnelle dans les protoplastes de mousse. Mesure
de la fluorescence moyenne de la GFP dans les protoplastes de mousses transfectés avec les différentes versions
du facteur de transcription LEC2 (avec ou sans AtLEC1) et sa cible pOLET:GFP. Les analyses statistiques ont été
réalisées grace a un test ANOVA avec correction de Welsh et un risque a=0,05.



GFP:LEC2*SH, avec un promoteur cible, ici celui de I'OLEOSIN 7 (pOLET) fusionné a la GFP(Thévenin
et al., 2012; Baud et al,, 2016). La liaison du facteur de transcription sur le promoteur cible induit
ainsi I'expression de la GFP dans les protoplastes, dont la fluorescence est détectée par cytométrie

en flux.

L'activité du facteur de transcription GFP:LEC2*SH a été comparée a celle du facteur de transcription
natif (AtLEC2), ainsi qu'a une fusion de la GFP au facteur de transcription sauvage (GFP:AtLEC2)
validée précédemment par I'équipe et qui permet une restauration du mutant /ecZ (Boulard et al.,
2018). De fagon attendue, AtLEC2 est capable d'activer la transcription de la GFP placée sous
contrOle de pOLET, et en présence de AtLEC2 et AtLECT, la fluorescence de la GFP est plus intense,
en raison de l'effet coopératif de AtLECT sur I'activité transcriptionnelle de AtLEC2 (Baud et al,
2016). Les résultats (Figure 1-1) montrent que la fluorescence moyenne des protoplastes transfectés
avec la combinaison pOLET:GFP + GFP:LEC2*SH est moins forte que celle des protoplastes
exprimant pOLET:GFP + AtLEC2. Cependant, la fluorescence moyenne observée pour la
combinaison pOLET:GFP + GFP:LEC2*SH est équivalente a celle observée pour la combinaison
POLET=GFP + GFPAtLEC2. De plus, lorsque l'on co-transfecte A¢LECT avec pOLETGFP et AtLECD,
la fluorescence moyenne des protoplastes augmente significativement. On observe la méme
tendance pour les protoplastes transformés avec pOLET:GFP + AtLECT + GFPAtLEC2 ou
GFP:LEC2*SH, bien que le niveau d'expression quantifié soit plus faible. Il apparait donc que la
version éditée LEC2*SH fusionnée a la GFP a une activité moins forte que celle de la protéine native
AtLEC2 sur le promoteur de I’ OLEOSIN 7en complexe ou non avec AtLECT. Cependant, cette activité
est du méme ordre de grandeur que celle de la fusion GFP:AtLEC2. Or, il a déja été montré que chez
Arabidopsis, la fusion traductionnelle GFP:AtLEC2 sous controle du promoteur pLEC2 est
fonctionnelle et est capable de restaurer le phénotype sauvage en fond mutant /ec2 (Boulard et al.,
2018). Il semble donc que la version éditée de LEC2, notée LEC2*SH, soit fonctionnelle, bien que sa

séquence en acides nucléiques ait été modifiée.

2.1.3. Caractérisation des surexpresseurs de LEC2*SH in planta

2.1.3.1.  Observations phénotypiques
Le développement des transformants primaires a été observé régulierement et une centaine de
plantules portant une des deux constructions ont été transférées en serre. Que ce soit en culture /n
vitro ou en serre, certaines plantes ont présenté des phénotypes anormaux, comme un défaut
d’'organisation du méristéme apical caulinaire (MAC), I'apparition d'amas de cellules indifférenciées

(cals) et a plus faible fréquence, I'apparition spontanée d'embryons somatiques (de I'ordre de 1 a
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Figure 1-2 : Environ 1% des plantules surexprimant LEC2*SH cultivées /n vitro présentent un phénotype. Les
plantules pCaMV355::LEC2*SH ont des phénotypes particuliers déja décrits comme des racines épaisses et foncées
pouvant former A-C) du cal translucide au niveau du méristéeme apical caulinaire, D) des méristémes désorganisés
ou encore E) des embryons somatiques formés spontanément a tres faible fréquence. Les images ont été obtenues
a la loupe binoculaire. Barres d'échelle : T mm.

Figure 1-3 : GFP:LEC2 est localisé dans les noyaux des racines. Accumulation de la protéine GFP:.LEC2*SH dans des
plantules cultivées /n vitro observée au microscope stéréoscopique a fluorescence. Les plantules semblent exprimer
la GFP au niveau des noyaux des cellules racinaires. A) Plantule pCaMV355:LEC2*SH (témoin négatif de
fluorescence) ; B-C) plantules pCaM\V355::GFP:LEC2*SH. Barres d'échelle : 50 pm.



2% des plantes observées — Figure 1-2). Les plantes cultivées en serre a un stade plus avancé ont
également montré des phénotypes comme de la fasciation des tiges, des fleurs stériles, des feuilles
a l'aspect vert plus foncé, plus épaisses et brillantes que ce qui est observé d'ordinaire chez
Arabidopsis thaliana, ressemblant a des feuilles de plantes grasses (Figure 1-4). Ces phénotypes
sont conformes a ceux déja observés (Stone et al,, 2001; Santos Mendoza et al., 2005) et attendus,
compte tenu du grand nombre de plantes manipulées, confirmant la probable fonctionnalité de

LEC2*SH avec ou sans la fusion avec la GFP.

2.1.3.2.  Localisation de la GFP dans les plantules
Afin de confirmer I'expression de LEC2*SH, les plantules cultivées /n vitro exprimant
pCaMV/355:GFPLEC2*SH ont été observées en microscopie stéréoscopique a fluorescence
(Axiozoom). De la fluorescence liée a la GFP a été détectée en particulier au niveau des racines,
possiblement dans les noyaux des cellules ainsi que dans ceux des poils absorbants (Figure 1-3). La
localisation nucléaire n'a pas pu étre confirmée grace a une co-localisation avec le DAPI colorant le

noyau, car les plantules étaient observées en culture /n vitro et nous ne voulions pas en sacrifier.

2.1.3.3.  Expression de GFP:LEC2*SH dans les plantes

Des extractions d’ARNm et des analyses de RT-PCR ont également été réalisées sur des plantes
pCaM\V/355::L EC2*SH présentant une variation de phénotype (Figure 1-4A). Les analyses de RT-PCR
ont montré que LEC2*SH est bien exprimé chez les plantes transgéniques et pas dans la plante
sauvage Col-0 (Figure 1-4B, C). Une RT-PCR a également été réalisée avec des amorces amplifiant
la copie native A¢{LECZ a une jonction intron-exon confirmant que les échantillons n'étaient pas
contaminés par de I'ADN génomique (Figure 1-4D). Une légere amplification est détectée dans les
plantes transformées, mais le témoin positif d’/ADN génomique présente une bande de taille plus
grande correspondant a la copie endogéne avec un intron. La bande détectée dans les plantes
pCaMV/355::LEC2*SH correspond probablement a I'hybridation résiduelle des amorces spécifiques
de AtfLEC2 sur I'ADN rétro-transcrit de LEC2*SH.

2.1.3.4.  Conclusion
Les observations effectuées apportent une preuve de la fonctionnalité de pCaMVV355::LEC2*SH et
pCaMV/355::GFP:LEC2*SH. En effet, des phénotypes de croissance déja décrits ont été observés et
la protéine GFP:LEC2*SH est détectée dans les racines, dans ce qui semble étre les noyaux. De plus,
I'analyse de I'activité transcriptionnelle en protoplastes de mousses a montré que GFP:LEC2*SH est
capable de se lier a sa cible pOLET et d'activer I'expression de la GFP. Malgré le grand nombre de

plantes observées (plusieurs centaines), seulement une plantule a montré |'apparition d’embryons
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Figure 1-4 : Vérification de l'expression de LEC2*SH dans des plantes montrant une gradation de phénotype.
A) Phénotypes des plantes pCaM\V/355::LEC2*SH utilisées pour la mutagenése CRISPR-X. B-D) Analyse en RT-PCR de
I'accumulation du transcrit LEC2*SH. B) £F7aA4 (témoin positif) ; C) LEC2*SH ; D) AtLEC2.



somatiques (Figure 1-2E), nous confirmant que ce phénotype surexpresseur est rare et aléatoire et
nous encourage a générer de nouveaux variants de LEC2, qui pourraient avoir une meilleure
capacité a induire I'embryogenese somatique spontanée. Ces plantes constituent le matériel
génétique nécessaire a la réalisation de notre crible pour mettre en évidence des phénotypes

dominants, de gain de fonction, dans des plantules aprés mutagenése du locus transgénique.

2.2. Choix d'un outil de mutageneése in p/anta

Le but de l'approche de mutagenese est d'induire des mutations aléatoires, mais ciblées
spécifiquement au locus LEC2 (ou précisément LEC2*SH dans notre cas) et ainsi générer de
nouveaux variants du facteur de transcription présentant un gain de fonction, ie. la formation
d'embryons somatiques de maniere spontanée et plus fréquente. Notre objectif était d'utiliser un
systéme de mutagenése qui, comme une mutagenése chimique de type EMS, pourrait induire des
mutations ponctuelles sur la séquence d’ADN mais ici uniquement ciblées au locus LECZ et non sur

le génome entier.

La technologie CRISPR-Cas9 a été adaptée d'un systéme de défense immunitaire, présent chez les
procaryotes et les archées, permettant de cliver des séquences d’ADN de phages (Wiedenheft et
al., 2012). Elle implique une enzyme, la CRISPR-Cas9, capable de reconnaitre une séquence d’ADN,
ciblée grace a un ARN guide, comportant une séquence spécifique PAM (Protospacer Adjacent
Moty (Jinek et al., 2012). Généralement la séquence PAM reconnue par la CRISPR-Cas9 est une
séquence de type NGG, ou N peut étre n'importe quel nucléotide. La CRISPR-Cas9 se positionne
sur I'’ADN ciblé par I'ARN guide et induit une coupure double brin. Cette coupure est alors réparée
par la machinerie de réparation de I'ADN qui peut induire des erreurs, généralement des insertions
ou des délétions. Le systeme CRISPR-Cas9 a été adapté pour l'utilisation chez les eucaryotes et est
maintenant un outil de mutagenése incontournable y compris en biologie végétale, car il permet
de produire des lignées mutantes bien plus rapidement que les systemes de mutagenése classique

et contribue a générer efficacement de la variabilité génétique (Nogué et al.,, 2016).

Comme le systeme CRISPR-Cas9 permet d'introduire des insertions ou des délétions, les mutations
générées conduisent généralement a un changement de phase, I'apparition d'un codon STOP
prématuré et ainsi une perte de fonction par knock-out (KO) du géne ciblé. Depuis que CRISPR-
Cas9 a été mis au point, de nombreuses évolutions ont été faites, afin de I'améliorer ou de générer
différents types de modifications des cibles, en utilisant des mutants de I'enzyme ayant une activité
différente, ou en fusionnant la Cas9 avec d'autres enzymes (Zhang et al, 2019). On peut, par

exemple, induire des mutations ponctuelles ciblées en fusionnant une enzyme nCas9 (nickaseCas9),
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Figure 1-5 : Schématisation du systtme de mutagenése CRISPR-X, capable d'induire des mutations ponctuelles
aléatoires sur une fenétre de 100 pb autour du locus. A) Le systeme CRISPR-X est composé d'une enzyme CRISPR-
dCas9, d'un ARN guide contenant deux structures en épingle a cheveux MS2 pour recruter une cytidine déaminase
(AID) fusionnée a une protéine liant MS2 (MCP). B) Enrichissement en mutations ponctuelles par rapport a la
position de la séquence PAM des ARN guides chez I'animal. La fleche indique le sens de transcription.

Modifié d'aprés Konermann et al., 2015 (A) et Hess et al., 2016 (B).



capable de générer des coupures simple brin sur 'ADN, ou dCas9 (deadCas9), catalytiquement
inactive, avec une cytidine ou une adénine déaminase. L'utilisation d'une cytidine ou d'une adénine
déaminase combinée avec une enzyme Cas9, nCas9 ou dCas9 permet la modification ponctuelle et
irréversible d'une cytosine (C) ou d'une adénine (A) en uracile (U) reconnue comme une thymine
(T) par la machinerie de réplication. Cette approche d'édition de base (base editing) a été validée
avec différents types d’enzymes et chez différentes especes, que ce soit chez les animaux ou les
plantes, par exemple le riz, la tomate, le mais, Arabidopsis, la mousse, etc. (Shimatani et al.,, 2017;

Zong et al,, 2017; Gaillochet et al.,, 2020).

Nous avons voulu tirer parti des récentes avancées technologiques basées sur le systeme de
mutagenese CRISPR-Cas9 pour réaliser une mutagenese sans a priori ciblée spécifiquement au

locus LEC2*SH, notamment le systéme « CRISPR-X » développé par Hess et al. en 2016.

2.3. Mise en place de |'approche « CRISPR-X »

2.3.1. Présentation de la méthode

CRISPR-X (Hess et al., 2016) est un outil de mutageneése aléatoire, ciblée a un locus donné, mettant
en jeu une enzyme dCas9 (catalytically deadCas9) catalytiquement inactive, /e. incapable de couper
I'’ADN (Qi et al., 2013; Komor et al., 2016), une cytidine déaminase (AID) (Ren et al., 2018) fusionnée
a une protéine MCP (MS2 COAT PROTEIN), qui reconnait spécifiquement des structures en double
tige-boucle MS2 présentes sur les ARN guides (Li et al, 2017) (Figure 1-5A). A travers ce systéme,
la cytidine déaminase est capable d'induire des mutations ponctuelles, localisées au locus d'intérét,
sur une fenétre d'une centaine de paires de bases autour de I'ARN guide (Figure 1-5B). Les
mutations ponctuelles pouvant étre générées sont d'une grande variété de substitutions : C>T,
mais aussi G>A, G>C, C>A... CRISPR-X est un outil de mutagenése trés efficace dans les cellules
animales mais il n'a jamais été testé dans un organisme végétal. Malgré le risque associé a
I'utilisation de cette méthode trés innovante chez les plantes, nous avons choisi de tester CRISPR-
X car la diversité des mutations générées et la fenétre de mutations autour de I’ARN guide

conviennent parfaitement a notre approche de mutagenese aléatoire in planta sans a priori.

2.3.2. Choix des ARN quides

Plusieurs domaines fonctionnels de LEC2 ont été caractérisés : le domaine B3 de fixation a I'ADN,
le domaine B2 de co-activation ou de co-régulation et deux domaines PEST prédits, qui sont des
séquences peptidiques riches en prolines, acides glutamiques, serines et thréonines, servant de

signal protéolytique nécessaire a la dégradation par le protéasome (Rechsteiner and Rogers, 1996;
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Figure 1-6 : Représentation schématique de la structure de LEC2 avec ses différents domaines et position des ARN
guides. Le domaine B3 de liaison a 'ADN est représenté en vert et le domaine B2 d'interaction protéine-protéine en
bleu. Les domaines PEST prédits sont indiqués en jaune. Les ARN guides sont représentés par les fleches oranges.



Maruri-Lépez et al., 2014). Des données récentes générées dans le cadre de mon projet ont
également mis en évidence des domaines nécessaires a l'activité du facteur de transcription sur le
promoteur de I'OLEOSIN 7 dans des protoplastes de mousse, notamment dans les parties N et C-
terminales (voir Chapitre 2). Partant du principe que le systeme CRISPR-X est capable d'induire des
mutations, chez I'animal, sur une fenétre allant jusqu’a 100 pb autour de I'’ARN guide, 6 ARN guides
ont été définis sur la base de leur position le long de la séquence de LEC2*SH et d'un faible nombre
de sites potentiels « hors-cible » (off-targets) possibles dans le génome d'Arabidopsis thaliana. Le
choix des ARN guides a été réalisé de maniere a couvrir la plus grande partie possible du géne et,
notamment, des zones potentiellement soumises a une régulation (prédictions de modifications
post-traductionnelles, d'interaction protéine-protéine...). La structure globale de LEC2 et la position
des ARN guides sont schématisées dans la Figure 1-6. Les ARN guides ont été dessinés en utilisant

le site internet CRISPOR (http://crispor.tefor.net/crispor.py), voir Matériel et méthodes. Les

séquences sont données en Annexe 1.

Deux ARN guides ont été définis en partie 5’ du géne : I'’ARN guide A débute en position 89 apres
I'ATG et couvre la partie N-terminale de LEC2. L'ARN guide B débute en position 307 et couvre le
domaine B2 de co-activation ou de co-régulation de LEC2, qui permet notamment son interaction
avec le facteur de transcription LEC1. Les ARN guides C et D sont respectivement positionnés a
partir des bases 471 et 759 et couvrent en partie le domaine B3 de fixation a 'ADN. Dans la partie
3" du gene, I'ARN guide E, débutant 895 pb apres I'ATG est situé entre le domaine B3 et le deuxieme
domaine PEST. Enfin, 'ARN guide F couvre le domaine PEST et I'extrémité 3’ de LEC2.

2.3.3. Transformation des plantes par le systéme CRISPR-X et crible

La technique de clonage GoldenBraid (Sarrion-Perdigones et al., 2011, 2013), dont le principe est
détaillé dans le Matériel et méthodes, permet de combiner facilement plusieurs unités
transcriptionnelles dans un méme vecteur et, ainsi, de transformer des plantes avec un unique
plasmide porteur de toutes les unités transcriptionnelles nécessaires, facilitant la sélection, la
stcechiométrie des surexpressions et limitant les problemes de mutations induites par l'insertion de
plusieurs ADN-T. Nous avons donc mis en place une stratégie basée sur le systeme GoldenBraid
pour cloner les différentes unités composant le systeme CRISPR-X dans un seul et méme vecteur.

Des plantes surexprimant LEC2*SH (voir partie 2.1. Génération et validation des surexpresseurs de

LEC2) ont été transformées avec un plasmide comportant :

- les ARN guides A et B sous contrble du promoteur pU6-26 (Vazquez-Vilar et al., 2016) et

fusionnés avec un Scaffold2MS2 pour former une structure en double tige-boucle ;
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- la dCas9 sous controle du promoteur constitutif pRPS5A (Tsutsui and Higashiyama, 2016) ;
- la fusion MCP:AID sous controle du promoteur constitutif pAtUbg70;
- la DsRed sous contrdle du promoteur pCsVMV permettant la sélection des transformants

primaires.

Pour le premier essai de CRISPR-X, j'ai transformé les plantes avec une combinaison de deux ARN
guides (A et B) sur les 6 générés, afin de ne pas saturer le géene de mutations dans le cas ou la

mutagenese serait tres efficace.

Le crible envisagé pour détecter les plantes comportant des mutations étant la formation
d'embryons somatiques a forte fréquence a 10-15 jours de culture sans induction hormonale,
environ 230 transformants primaires ainsi sélectionnés ont été semés sur milieu Arabidopsis et
cultivés /n vitro. Apres environ un mois, aucune apparition d’embryons somatiques n'a été observée
sur les plantules a part une. Le crible n'a donc pas permis de mettre en évidence de nouveaux
variants de LEC2 dont la surexpression induit I'apparition d’embryons somatiques a une plus forte

fréquence.

Afin de vérifier si des mutations ont été induites par CRISPR-X mais sans faire apparaitre de
phénotype, un grand nombre de plantes a été séquencé au locus LEC2*SH. La méthode de
séquencage a permis d'obtenir plus de 3 623 000 séquences de 100 pb sur 1 kb de gene. Nous
pensions que l'ensemble des séquences mutées et non mutées donnerait un corpus de données
permettant des comparaisons, nous n'avons donc pas réalisé de contrdle négatif en séquencant au
méme moment 'ADN de plantules non soumises a mutagenése. Malgré I'absence de ce contrble
solide, les résultats de séquencage ont été analysés avec le logiciel CLC Genomic Workbench
(Qiagen) en comparaison avec la séquence de référence de LEC2*SH. L'analyse rapide n'a pas
permis d’'identifier de mutation. En paralléle de nos analyses, I'équipe de Fabien Nogué (Réparation
de I'ADN et ingénierie des génomes, IJPB) a testé mes constructions du systeme CRISPR-X dans la
mousse Physcomitrium patens (Collonnier et al., 2017) et a montré qu'aucune mutation n'était

induite par la mutagenése dans ce systeme.

En absence de phénotype observé lors du crible, de mutation détectée en premiere approche par
analyse des résultats de séquencage profond, et devant I'inefficacité du systeme dans la mousse,

nous avons décidé d'interrompre |'approche CRISPR-X.
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Figure 1-7 : Schématisation du systeme de mutagenése EvolvR. A) Le systeme EvolvR est composé d'une CRISPR-
nCas9 fusionnée a une ADN polymérase infidéle. L'association du complexe EvolvR sur sa cible permet I'induction
d'une coupure simple brin par la CRISPR-nCas9. L'ADN polymérase infidéle répare la coupure en induisant des
mutations et clive I'ancien brin. B) La fusion entre la nCas9 et la polymérase permet d'induire des substitutions de
nucléotides sur une fenétre de 20 pb autour de I'ARN guide a forte fréquence (points bleus et oranges),
contrairement a lorsque les enzymes ne sont pas fusionnées (violet).

Modifié d'apres Halperin et al., 2018.



2.3.4. Discussion mutagénése CRISPR-X

La méthode de mutagenese CRISPR-X semblait idéale pour notre approche de mutagenese sans a
priori; in planta, ciblée aléatoirement au locus LEC2*SH, cependant, il semble que cette technique
ne soit pas efficace dans un systeme végétal, du moins pas chez Arabidopsis thaliana ou
Physcomitrium patens. Bien que les différents éléments composant CRISPR-X aient tous été
montrés comme étant fonctionnels chez les plantes, la dCas9 d'une part (Piatek et al, 2015), la
cytidine déaminase (AID) d'autre part (Ren et al., 2018) ou encore le complexe MCP-MS2 (Li et al,,
2017), leur association ne conduit pas, du moins dans notre cas, a I'induction de mutations /n vivo.
De plus, il semble que la dCas9 utilisée ici ne soit pas la plus efficace chez les plantes. En effet, une
version de la dCas9 avec des introns (dCas9i) est plus stable et plus efficace pour la liaison a ses
cibles et le recrutement de partenaires (A. Dubois, RDP Lyon, communication personnelle). Il est
possible que la structure de la fusion traductionnelle ne permette plus l'activité enzymatique ou
encore que les mécanismes de réparation des génomes végétaux apres action de la déaminase
soient plus efficaces et ne permettent pas que les mutations soient transmises. Ce point sera discuté
ci-aprés. Comme la méthode de mutagenese CRISPR-X ne semble pas efficace chez les plantes,

nous avons décidé de mettre en place une nouvelle stratégie de mutageneése, tout aussi innovante.

2.4. Approche « EvolvR »

24.1. Présentation de la méthode

La méthode de mutagenése EvolvR (Halperin et al., 2018) consiste en |'utilisation d'une nCas9, ayant
une activité de coupure simple brin sur I'ADN cible, fusionnée a une ADN polymérase mutée,
PolI3M, dite « infidele », car elle induit des mutations au moment de la polymérisation (Figure 1-7).
Ainsi, la nCas9 se lie a I'ADN ciblé grace aux ARN guides, elle induit une coupure simple brin, se
dissocie et la polymérase se lie a I'’ADN clivé et synthétise un nouveau brin tout en incorporant des
erreurs de nucléotides. L'ancien brin est clivé, puis le complexe nCas9:PolI3M, ou EvolvR, se détache.
Tant que la nCas9 est capable de reconnaitre sa cible grace aux ARN guides, EvolvR peut agir et
provoquer des mutations au locus d'intérét. Comme CRISPR-X, EvolVvR n'a pas été développé chez
les plantes mais chez les bactéries. La nCas9 est fonctionnelle chez les plantes et est utilisée
notamment dans les systemes de base editing avec une cytidine ou une adénine déaminase comme
évoqué ci-dessus. Ne sachant pas si la PolI3M, qui est une ADN polymérase bactérienne, est efficace
chez les plantes, nous avons décidé la tester en comparaison avec une ADN polymérase
d'Arabidopsis, REV1 (AT5G44750) (Takahashi et al., 2005). Avant de transformer EvolvR chez

Arabidopsis dans des plantes surexprimant LEC2*SH, nous avons décidé de tester le systéme que
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j'ai cloné dans la mousse Physcomitrium patens avec |'équipe de Fabien Nogué. Malheureusement,
aucune des deux polymérases mutées, PolI3M et REV1, n'a permis d'induire un nombre de

mutations significatif dans la mousse pour répondre a nos criteres.

2.4.2. Discussion mutagenese EvolvR

Comme CRISPR-X, le systeme EvolvR est composé de différents éléments, dont chacun
indépendamment est fonctionnel dans les systemes végétaux. Cependant, il semble, encore une
fois, que EvolvR ne soit pas capable d'induire un grand nombre de mutations, ou, du moins, que
nous ne puissions pas détecter un grand nombre de mutations apres mutagenese. Nous ne savons
pas comment expliquer que ces outils soient incapables d'induire des mutations chez les végétaux.
Une hypothése pour expliquer cette inefficacité, serait que les systémes de réparation des végétaux
sont «trop efficaces » pour que des mutations soient conservées et transmises aux cellules
filles. Nous pouvons penser que CRISPR-X, comme EvolvR permet d'accumuler des mutations au
locus ciblé, mais que celles-ci sont détectées trés rapidement par la machinerie de réparation de
I'’ADN et rectifiées avant que nous puissions les identifier. Un autre élément nous poussant a croire
que ces systemes de mutagenese ne sont pas efficaces chez les plantes, contrairement aux cellules
animales ou chez les procaryotes, est que ces méthodes trés innovantes n'ont jamais encore été
publiées chez les végétaux. Bien que les articles présentant CRISPR-X et EvolvR datent
respectivement de 2016 et 2018, aucune publication ne propose une adaptation ou une preuve de
concept chez les organismes végétaux, alors que des groupes tres actifs travaillent spécifiquement

sur ces outils de mutagenese tres prometteurs, partout dans le monde.

3. Discussion et derniere approche envisagée

Etant donné que les systémes de mutagenése CRISPR constituent un outil pour mon projet de thése
et non un projet de recherche a part entiere, nous avons décidé de ne pas poursuivre ce travail de
compréhension et de mise au point d'une mutagenéese basée sur des systemes CRISPR dans le

cadre de mon doctorat.

La fusion entre une nCas9 ou une dCas9 avec une cytidine ou une adénine déaminase, forme un
systeme de mutagenése ciblée tres efficace de base ediiting chez les plantes, on parle alors de CBE
ou de ABE pour gtidine ou adenine base edjtors (Shimatani et al., 2017; Zong et al., 2017; Li et al.,
2019; Guyon-Debast et al., 2021). Afin de poursuivre notre approche sans a priorivisant a générer
de nouveaux variants de LEC2 par mutagenese aléatoire, nous avons envisagé d'utiliser un systéeme

de ce type. Les CBE/ABE permettent d'induire des mutations ponctuelles de maniere tres précise et

Chapitre 1 51



ciblée. Les mutations induites sont définies par les ARN guides et sont générées dans une fenétre
tres réduite en amont ou en aval du PAM (Protospacer Adjacent Motifi. Dans le cadre d'une
mutagenese ciblée au locus LEC2*SH, I'utilisation de base editors aurait permis d'induire des
mutations, mais avec a priori; en fonction d'un nombre fini de localisations des PAM dans la
séquence de LEC2. D'autres enzymes nCas9 ont été générées et permettent d'augmenter le nombre
de cibles grace a des PAM moins restrictifs de type NG et non NGG (Nishimasu et al.,, 2018; Veillet
et al, 2020). Il faudrait dans ce cas utiliser un grand nombre d’ARN guides pour induire des
mutations, qui finalement seraient assez peu nombreuses sur la séquence de LEC2*SH. En effet, le
nombre de motifs NG ou NGG dans la séquence de LEC2 est assez réduit et ne permettrait pas
d'une part de couvrir I'ensemble de la séquence de mutations et d'autre part, fait perdre l'intérét

d'une induction de mutations aléatoires et sans a priori sur LEC2.

Dans |'état actuel de nos connaissances des systemes de mutagenése CRISPR, aucun outil ne nous
permettrait de générer des variants aléatoires de LEC2 de maniére assez efficace et sans a priori
chez les plantes. Nous avons donc décidé de ne pas poursuivre dans cette voie et avons envisagé
une autre maniere de mettre en place notre recherche de variants de LEC2 induisant la formation
d'embryons somatiques. Une possibilité serait de créer une banque de variants de LEC2 cette fois
non pas par mutagenése /n planta, mais in silico. En effet, plusieurs entreprises de synthese a facon
proposent maintenant des services de génération de banques de plusieurs millions de variants. Les
types de mutations sont a définir selon la question biologique posée. Il pourrait s'agir de banques
de variants comportant chacun un acide aminé muté par séquence, une combinaison des 22 acides
aminés possibles sur chaque position le long de la séquence a partir de 2 400 $ pour 48 variants.
On peut également avoir une combinatoire de mutations synthétisées sur 1 kb de séquence avec
une banque de 108 variants a partir de 3 500 $ ou encore une banque combinatoire de variants
pouvant avoir chacun des 22 acides aminés a chacune des positions. Cette derniere option permet
de générer plus de 10'° variants pour un colt minimum de 10 000 $. Ces différentes stratégies

permettraient alors de :

- recevoir une banque de mutants mLECZ,

- la cloner dans un vecteur d'expression sous contréle d'un promoteur fort avec ou sans
fusion avec la GFP,

- transformer des plantes sauvages

- réaliser un crible reposant sur I'apparition d’'embryons somatiques en culture /n vitro des

plantules transformants primaires.
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Les plantules présentant des embryons somatiques seraient alors séquencées au locus mLEC2 afin
d'identifier les mutations présentes sur la séquence. Si une ou plusieurs mutation est détectée au
locus, alors, une nouvelle séquence de LEC2 sera générée par synthese a fagon, afin d'étudier plus
en détails les effets de la mutation, notamment sur la capacité des plantes a induire 'embryogenése
somatique en contexte surexpresseur, sous controle du promoteur endogéne, mais aussi les
éventuels effets sur le développement de la graine. Aprés discussion de la faisabilité de cette
approche lors de mon comité de suivi de deuxiéme année de these, bien que la technologie soit
disponible et les tarifs abordables, nous nous sommes rendus a I'évidence qu'il était trop tard dans
mon projet pour mettre en place une banque de mutants et aller jusqu'a I'identification et I'analyse
des mutations dans la durée restante de mon contrat doctoral. C'est pourquoi, nous avons décidé
d'arréter définitivement I'approche de recherche de variants de LEC2 par mutagenése sans a priori
dans le cadre de ma these. Cependant, il est possible que ce travail soit poursuivi par quelqu’'un
d'autre de I'équipe, car nous restons persuadés qu'une telle approche, sans a priori, en générant
un grand nombre de variants, permettrait de mieux comprendre les mécanismes qui permettent a
LEC2 de réguler a la fois le développement de la graine et I'embryogenése somatique. Ce type
d'approche a déja été développé, notamment sur I'histone H4 (Corcoran et al.,, 2022) : des plantes
ont été transformées par un systéme CRISPR qui mute le géne d'intérét et, en méme temps, le
remplace par un variant généré aléatoirement. Ce systeme a permis d'identifier de nouveaux
variants et d'étudier leur fonction sur la régulation de la floraison. L'approche reste donc

intéressante.

4. Quel promoteur pour surexprimer LEC2?

Cette partie sans a priori du projet de these reposait sur le fait que malgré la publication de
I'apparition d’embryons somatiques chez des surexpresseurs de LECZ (Stone et al, 2001), ce
phénotype n'est apparu que treés rarement au cours des différents travaux menés au sein de
I'équipe. Cependant, le promoteur utilisé pour surexprimer LECZ, était celui du CaM V35S utilisé en
routine au laboratoire et dans d'autres équipes mais que nous savions sensible a des régulation
épigénétiques (Amack and Antunes, 2020). J'ai donc généré, des plantes surexprimant LEC2 mais
cette fois sous contrdle d'un autre promoteur dit « constitutif », celui du gene AtUbg70

(AT4G05320) (Sarrion-Perdigones et al.,, 2013).
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Figure 1-8 : La surexpression de LEC2 sous controle du promoteur pAtUBQ70 en fond mutant /ec2-7 induit des
phénotypes anormaux des la germination, ainsi que le développement d’embryons somatiques et de cal sur les
plantules. Plantules cultivées /n vitro A-C) J+5, D-E) J+7, F-G) J+10, H-J) J+12, K) J+17, L-M) J+21, N-O) J+24, P) J+33
apres germination. Barres d'échelle : 200 pm.



4.1. Phénotypes surexpresseurs de A{LEC2 sous contrble de pAtUbqg10

De maniere tres intéressante et étonnante, la totalité des transformants primaires obtenus (plus de
60) avec une construction pAtUbq 10:GFPAtLEC2tRbcSEY en fond mutant /ec2-7 ont donné des
phénotypes anormaux pendant la croissance de plantules cultivées /n vitro sur un milieu de culture
classique, sans ajout d’hormone et ce, dés la germination (Figure 1-8). Les plantules ont montré un
développement végétatif extrémement perturbé, avec une agglomération d’embryons somatiques
et/ou de cal, comme décrit dans la littérature dans le cas de surexpresseurs de LEC1 ou LEC2 (Lotan
et al., 1998; Stone et al.,, 2001). Un seul transformant primaire portant la méme construction en fond
sauvage (Ws) a pu étre observé et a également donné un phénotype anormal. De nouvelles plantes
de génotypes /ec2-7 et Ws ont alors été transformées et les graines séches, identifiées grace a un
marqueur de sélection DsRed (coloration rouge des graines), ont été disséquées afin d'observer les
embryons sans que le processus de germination ne soit initié. Des transformants primaires en fond
Ws et /lec2-7 exprimant pAtUbq10:.GFPALEC2tRbcSES ont été comparés avec d'autres
transformants portant la construction pAtUbq 10:GFP:LEC2 MT704-Q275:tRbcSEY, une version non
fonctionnelle de LEC2 (voir Chapitre 2), utilisée ici comme controle négatif. Les embryons
surexprimant LEC2 M104-Q275 en fond Ws et /ec2-7 ont montré un phénotype normal, avec, dans
le cas du mutant /ec2-7 une absence de complémentation, caractérisée par une accumulation de
chlorophylle et d’anthocyanes visibles sur les cotylédons, dont la forme est plus épaisse et pointue
que celle de I'embryon Ws (Figure 1-9A et B). De méme, I'axe de I'embryon /ec2-7 est plus large
que celui du Ws. L'embryon de génotype sauvage surexprimant AfLEC2 sous contrOle de pAtUbq10
montre un phénotype assez différent de I'embryon de type Ws surexprimant LECZ M704-Q275,
avec des cotylédons plus larges et une pointe racinaire tres arrondie (Figure 1-9A et C). Enfin, si
I'architecture globale de I'embryon Ws surexprimant A#LEC2 semble tout de méme correspondre a
ce qui est attendu, celle d’'embryons de type /ec2-7 surexprimant A¢{LECZ est totalement modifiée
avec une gradation de phénotypes, allant d'un aspect quasi normal, a des structures pouvant faire
penser a celle d'un «volant de badminton », exactement comme celle de certaines plantules
observées en culture /n vitro (Figures 1-9D et 1-8AB). Ces observations montrent que la
surexpression de AfLEC2 sous contrOle de pAtUbg70 induit des défauts de développement des
I'embryogenese et non seulement aprés germination. L'axe de polarité apico-basal semble
conservé et on peut imaginer que la pointe observée en partie basse de I'embryon correspond a la

pointe racinaire et que les cotylédons sont fusionnés et forment la majeure partie de I'embryon.
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Génotype

Sauvage lec2-1

pUBQ10:GFP:
LEC2 M104-Q275:
tRbcSE9

Transgéne

pUBQ10:GFP:
AtLEC2:
tRbcSE9

Figure 1-9 : La surexpression de LECZ sous controle de pAtUBQ10 induit des défauts séveres dés I'embryogeneése.
Embryons matures A) sauvage et B) /ec2-7 surexprimant LEC2 M104-Q275, une version non fonctionnelle de LEC2.
Embryons matures C) sauvage et D) /ec2-7 surexprimant AtLEC2. Barre d'échelle : 50 um.

Abréviations : cot, cotylédons ; pr, pointe racinaire.



4.2. Le phénotype surexpresseur est plus fort chez le mutant /ec2-7

Par deux fois, des plantes sauvages Ws et mutantes /ec2-7 ont été transformées avec la construction
PAtUbq 10::GFPAtLEC2:tRbcSEY. Dans les deux cas, le nombre de transformants primaires obtenus
pour les deux génotypes est tres différent et les mutants /ec2-7 ont donné beaucoup plus de
transformants que les plantes sauvages. Au-dela du nombre de transformants récoltés, une
importante différence de phénotype a pu étre observée chez les plantes Ws, qui semblent
nettement moins impactées que les mutants /ecZ2 (Figure 1-9C et D). Le faible nombre de
transformants primaires chez le sauvage pourrait étre lié a un effet embryonnaire létal de la
surexpression de LEC2 (non visible ou moins important quand aucune copie endogéne de AtLEC2
n'est présente). Dans ce cas, les transformants primaires obtenus sont ceux pour lesquels
I'expression du transgéne est la plus faible, ce qui pourrait expliquer pourquoi le phénotype est

moins sévere pour ces plantes.

4.1. L'utilisation de pAtUbg 10 vaut-elle mieux que celle de pCaMV35S5?

L'utilisation du promoteur pAtUbqT70 plutdt que pCaMV35S permet d'induire un phénotype
extrémement fort, avec l'apparition d’embryons somatiques sur les plantules, comme décrit dans
la bibliographie. La surexpression d'un transgene, en particulier avec le pCaMV/35S5 peut induire du
silencing (Rajeevkumar et al., 2015). Il est donc possible que I'expression de LEC2 sous contrdle de
ce promoteur fort soit bloquée par des mécanismes épigénétiques comme le silencing
transcriptionnel ou post-transcriptionnel des génes (TGS ou PTGS), empéchant l'apparition de
phénotype développemental fort. Néanmoins I'accumulation de réserves spécifiques des graines
dans les feuilles d'Arabidopsis a été démontrée avec ce méme promoteur (Mendoza et al., 2005).
Dans le cas de I'apparition d'embryons somatiques sur les plantules, les rares fois ou ce phénotype
a été observé avec un pCaM\V/35S (Figure 1-2), il semble que les plantules se développaient
normalement dans un premier temps, avec la formation de racines et de cotylédons, mais que le
développement végétatif devenait ensuite anormal. Au contraire, I'utilisation du pAtUbqg70 induit
des changements majeurs des I'embryogenese, montrant que ce promoteur permet la
surexpression de LECZ des la formation de I'embryon. Nous ne savons pas a quel stade de
développement de la graine ou de la plantule le pCaM /355 induit I'expression du transgéne, mais
il est probable que ce soit de maniere plus tardive qu'avec le pAtUbq70 (Tsutsui and Higashiyama,
2016). Cependant, le défaut du pAtUbqg 70est que le phénotype surexpresseur de LEC2 est tellement
fort qu'il est trés difficile d’amener une plante a fleurs et d'obtenir des graines. Dans notre cas,

seules deux plantes ont pu étre transférées en serre et ont donné des graines, probablement parce
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gue le transgene était moins exprimé, a cause peut-étre du locus d'insertion de 'ADN-T dans le
génome. Une alternative pour éviter I'apparition de phénotypes trop forts, serait de tester une
collection d'autres promoteurs constitutifs ou un systéme d'expression inductible a la
dexaméthasone (dex), par exemple. De cette maniére, la protéine ne serait localisée dans les noyaux
qu'apres traitement des plantes a la dexaméthasone. Ainsi, on pourrait s'affranchir de I'effet
délétere de la surexpression de LECZ au cours de I'embryogenése et du développement précoce

par un traitement adapté par le corticoide de synthese.
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Figure 2-1 : La structure de la protéine AtLEC2, en dehors du domaine B3, a été trés peu caractérisée. A) Structure
schématique des domaines de AtLEC2. Le domaine B3 de liaison a I'ADN est représenté en vert et le domaine B2
d'interaction protéine-protéine en bleu. Les domaines PEST prédits sont indiqués en jaune. B) Prédiction de la
structure de la protéine AtLEC2 donnée par l'algorithme AlphafFold (Jumper et al, 2021, Varadi et al, 2022). Le
domaine B3, encadré en vert a une structure prédite avec une grande probabilité, avec notamment 7 feuillets B et 2
hélices a trés conservés chez les facteurs de transcription a domaine B3. Le domaine B2, encadré en bleu est prédit
avec un seuil de confiance assez élevé comme étant une hélice a. Le reste de la protéine, notamment les parties N
et C-terminales sont trés peu structurées.
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Figure 2-2 : Une partie de I'extrémité N-terminale de LEC2, située entre les acides aminés D36 a L87 est nécessaire a
son activité transcriptionnelle dans des protoplastes de mousse.



Chapitre 2 : Approche avec a priori

1. Introduction

Il existe tres peu de données de structure de la protéine LEC2 (Figure 2-1). On sait que LEC2, comme
ABI3 et FUS3, posséde un domaine B3 de liaison a I'’ADN dont la séquence de 110 acides aminés et
la structure sont trés conservés dans cette famille de facteurs de transcription (Stone et al., 2001;
Carbonero et al., 2016; Sasnauskas et al., 2018). Le domaine B3, qui permet les interactions ADN-
protéines comporte 7 feuillets B et 2 hélices o dont la structure a été résolue pour la premiere fois
avec la protéine RAV1 (Yamasaki et al., 2004). LEC2 compte également un domaine B2, basique,
nécessaire pour des interactions protéine-protéine et dont la séquence est trés conservée,
notamment avec un motif consensus TKxxARxxRxxAxR retrouvé chez ABI3 et LEC2 dans plusieurs
especes (Boulard et al., 2018). Le consensus du domaine B2 n’est pas retrouvé chez FUS3. Méme si
la structure de ce domaine n'a pas été élucidée, I'algorithme AjphaFold (Jumper et al., 2021; Varadi
et al, 2022) prédit toujours une hélice a avec un indice de confiance assez élevé sur plusieurs
especes (Figure 2-1B). Deux domaines PEST ont également été prédits en N et C-terminal du
domaine B3, ainsi que des acides aminés prédits comme étant hautement phosphorylables. Ainsi,

hormis pour le domaine B3, la structure de la protéine LEC2 n'a jamais été résolue.

1.1. Données préliminaires : une partie de I'extrémité N-terminale est nécessaire a

I'activité transcriptionnelle de LEC2 dans la mousse

L'approche avec a priori que j'ai menée sur LEC2 au cours de ma these a été initiée lors de mon
stage de M1, qui avait alors pour but d'obtenir la version la plus courte possible de LEC2, qui soit
toujours fonctionnelle et ce, dans le but de résoudre la structure de la protéine. Les résultats que
j'ai obtenus ont montré qu'une partie de I'extrémité N-terminale de LEC2, située entre les acides
aminés D36 et L86, est nécessaire a son activité transcriptionnelle sur le promoteur pOLET en
expression transitoire dans des protoplastes de mousse, sans pour autant que cette séquence soit

conservée a travers les especes (Figure 2-2). Voir Chapitre 1, paragraphe 2.1.2 Validation

fonctionnelle de LEC2*SH dans la mousse et Matériel et méthodes, paragraphe 2.1.5.2.

Transformation transitoire de Physcomitrium patens pour le mode opératoire de cette technique.

La fonctionnalité d'un facteur de transcription peut étre affectée par quatre éléments :

- salocalisation nucléaire (signaux d’entrée ou de sortie du noyau, 7e. NLS et NES),
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Figure 2-3 : Des délétions des extrémités N et C-terminales de AtLEC2 réduisent drastiquement son activité
transcriptionnelle sur pOLET::GFP dans les protoplastes de mousse. A) Représentation schématique de la protéine
AtLEC2 et des différentes délétions dont I'activité transcriptionnelle a été testée. B) Mesure de la fluorescence de la
GFP dans les protoplates de mousse transformés, reflétant I'activité transcriptionnelle en unité arbitraire (UA) de
AtLEC2 ou ses variants, seuls ou en complexe avec LEC1 sur pOLET:GFP. Les groupes statistiques ont été obtenus
grace a un test ANOVA avec un risque a=0,05.



- saliaison a I'ADN,
- son activité transcriptionnelle (recrutement de la machinerie transcriptionnelle)

- son interaction protéine-protéine avec d'autres facteurs ou coactivateurs transcriptionnels.

Bien que les domaines B2 et B3 ne soient pas touchés par cette délétion, nous en avons déduit que
i) I'un de ces quatre éléments pouvait étre impacté et que ii) la partie N-terminale de LEC2 possede
une zone de régulation essentielle a son activité, qui n‘avait jusqu'alors pas été mise en évidence,
pouvant affecter la structure de la protéine, sa localisation ou encore son activité transcriptionnelle

seule ou en complexe avec d'autres protéines.

1.2. Affinement de la zone de régulation en N-ter de LEC2

Afin de déterminer plus précisément les limites de la zone nécessaire a I'activité transcriptionnelle
de LEC2, plusieurs délétions supplémentaires ont été réalisées entre les acides aminés D36 et L86
et leur fonctionnalité a été testée sur pOLET.:GFP en expression transitoire dans des protoplastes
de mousse (Figure 2-3). L'intensité de fluorescence mesurée dans les protoplastes reflete I'activité
transcriptionnelle des facteurs de transcription sur leur promoteur cible (Thévenin et al., 2012).
L'activité de différents variants de LEC2 est mesurée sur pOLET:GFP lorsque le facteur est seul ou
en complexe avec AtLECT et comparée au témoin négatif, correspondant aux protoplastes
transformés avec pOLET:GFP seul et aux témoins positifs pOLET..GFP + AtLEC2 et pOLET:GFP +
AtLEC2 + AtLECT. Il a été montré que AtLEC1 n’active pas seul la transcription via pOLET mais a un
effet coopératif sur AtLEC2 et I'activité transcriptionnelle de AtLEC2, reflétée par la fluorescence de

la GFP est toujours plus forte lorsque AtLECT est présent (Baud et al.,, 2016).

Les résultats obtenus (Figure 2-3) montrent que la délétion des 35 premiers acides aminés de
AtLEC2 (ALEC2435) n'impacte pas significativement son activité transcriptionnelle. Cependant, les
délétions entre les acides aminés S50 et Y66 (ALEC21-49 et ALEC21.65) réduisent séverement |'activité
transcriptionnelle du facteur, méme si AtLEC1 a toujours un léger effet coopératif. Lorsque la
protéine débute au niveau de L86 (ALEC21.gs), elle perd toute son activité transcriptionnelle sur
POLET::GFP, seule ou en complexe avec AtLECT et le signal détecté dans les protoplastes est du
méme niveau que celui du bruit de fond de pOLET.:GFP. Des délétions en partie C-terminale de
AtLEC2 (ALEC2347363 et ALEC2333.363) réduisent également significativement I'activité

transcriptionnelle de LEC2 seul ou en complexe avec AtLECT, mais plus légérement.

Il semble donc que les parties N et C-terminales de AtLEC2 soient importantes pour son activité
transcriptionnelle sur pOLET::GFP dans les protoplastes de mousse. Les domaines B2 et B3 ne sont

pas impactés par ces délétions, a moins que l'absence des extrémités N et C-terminales ne
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Figure 2-4 : Un domaine de localisation nucléaire est prédit entre le domaines B2 et B3 de AtLEC2 (de R109 a M216).
A) Représentation schématique de la structure de AtLEC2, avec le NLS prédit représenté en orange. B) Résultats

donnés par l'outil de prédiction cNLS Mapper (Kosugi et al., 2009). Le NLS prédit est représenté par les acides
aminés en rouge.



provoque une déstructuration totale de la protéine. Dans le cas des délétions ALEC21.49 et ALEC2;.
65, LEC1 a toujours un effet coopératif sur LEC2, suggérant que l'interaction protéine-protéine via
le domaine B2 n'est pas altérée et que la structure de la protéine n'est pas modifiée au point qu'elle
ne soit plus fonctionnelle. Si nous reprenons les différents éléments pouvant affecter la
fonctionnalité d'un facteur de transcription, nous pouvons alors poser I'hypothése que les parties
N et C-terminales de LEC2 peuvent étre importantes pour la localisation de LEC2 ou pour son
activité transcriptionnelle. Dans ce chapitre, je vais donc m'attacher a caractériser les domaines de
localisation nucléaire et d'activation de la transcription de LEC2, qui jusqu’ici n'ont jamais été mis
en évidence. Pour cela, j'associerai les données préliminaires présentées ci-dessus, a des outils de
prédictions basés sur la séquence de la protéine ainsi que des validations fonctionnelles dans

différents systemes d’'expression : le tabac, Arabidopsis, ou encore la levure et la mousse.

2. Mise en évidence du signal de localisation nucléaire (NLS) de LEC2

Pour exercer sa fonction de régulateur de I'expression des genes, un facteur de transcription doit
étre localisé dans le noyau. Afin d'assurer une régulation précise des processus cellulaires, comme
I'expression des geénes, la transduction des signaux ou encore la progression du cycle cellulaire, les
eucaryotes ont développé une régulation sélective du transport bidirectionnel des macromolécules
entre le noyau et le cytoplasme (Lange et al., 2007). Le moyen d'import nucléaire le plus décrit est
celui mettant en jeu I'hétérodimere d'importines a et B et les signaux de localisation nucléaire (NLS)
contenus dans les peptides. Afin d’entrer dans le noyau, les protéines formées dans le réticulum
endoplasmique, peuvent se lier a I'importine o via leur NLS, qui est généralement composé d'acides
aminés basiques. Le complexe alors formé par I'hétérodimére d'importines o/f et la protéine
d'intérét par I'intermédiaire de son NLS va alors étre transloqué dans le noyau via les pores
nucléaires. Un facteur de transcription peut donc entrer dans le noyau grace a un NLS ou bien via

son interaction avec d'autres protéines de transport nucléaire.

2.1. Un NLS est prédit en partie centrale de AtLEC2

Grace au programme de prédiction des signaux de localisation nucléaire ¢NLS mapper (Kosugi et

al, 2009) (http://nls-mapper.iab.keio.ac.jp/cgi-bin/NLS Mapper form.cgi), un domaine de

localisation nucléaire de LEC2 a été prédit et serait formé de deux parties, dont une entre les acides
aminés R109 et V179, et 'autre entre R184 et M216 (Figure 2-4). Ce NLS serait alors situé au niveau
des domaines B2 et B3 de la protéine LEC2, mais pas dans les parties N et C-terminales du facteur

de transcription (Figure 2-4A). Si cette prédiction est confirmée, il semblerait donc que la baisse
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Figure 2-5 : L'expression transitoire de différents variants de LEC2 dans les feuilles de Nicotiana benthamiana ne
permet pas de confirmer la position du domaine de localisation nucléaire (NLS) du facteur de transcription.
Localisation de A-C) pCaMV35S::GFP:LEC2*SH ; D-F) pUBQ10::GFP:LEC2 M216-STOP ; G-I) LEC2 M104-M216 ; J-L)
LEC2 ATG-M104. La premiere colonne (A ; D ; G ; J) correspond aux noyaux marqués en rouge dans la lignée de
tabac RFP:H2B (Martin et a/, 2009) (580-620 nm). La seconde colonne (B ; E ; H ; I) montre la localisation de la GFP
(495-525 nm). La derniéere colonne (C; F; I ; L) montre la superposition des deux premieres images. Barres d'échelle :

50 pm.



d’activité transcriptionnelle de LEC2 sans ses parties N ou C-ter ne soit pas liée a un défaut de

localisation.

2.2. Validation expérimentale de la prédiction du NLS de AtLEC2

Afin de valider la prédiction du programme cNLS mapper, un systéme d'expression transitoire dans
des feuilles de tabac (Nicotiana benthamiana) a été utilisé. Pour localiser le noyau des cellules de
tabac, une lignée portant un marqueur nucléaire rouge RFP:H2B a été choisie (Martin et al., 2009).
La partie centrale de LEC2 (LEC2 M104-M216), prédite comme étant un NLS, ainsi que les extrémités
N et C-terminales (LEC2 ATG-M104 et LEC2 M216-STOP) ont été amplifiées par PCR et clonées en
fusion avec la GFP sous contréle d'un promoteur constitutif pAtUbq70, afin de tester leur
localisation cellulaire. Les résultats obtenus (Figure 2-5) montrent que le témoin positif AtLEC2 a
bien une localisation nucléaire, confirmée par la colocalisation avec les noyaux rouges. De méme,
LEC2 M104-M216, qui contient le domaines B2, une partie du domaine B3 ainsi que le NLS prédit,
a également une localisation nucléaire. Cependant, les témoins négatifs LEC2 ATG-M104 et LEC2
M216-STOP ne comportant pas de NLS prédit ont aussi une localisation nucléaire. Les résultats
obtenus en expression transitoire dans les feuilles de tabac ne permettent donc pas de valider la

présence de domaine de localisation nucléaire en partie centrale de AtLEC2.

2.3. Localisation de variants de LEC2 /in p/anta

Des plantes d' Arabidopsis thaliana mutées au locus LEC2, notées /ec2-7 ont été transformées avec
différents variants de LEC2 présentant une activité transcriptionnelle réduite dans les protoplastes
de mousse (cf. données préliminaires) mais de plus grande taille que les fragments utilisés dans le
systeme d'expression de tabac du paragraphe précédent. Ces variants ont été clonés sous contréle
du promoteur de AtLEC2 (pLEC2) et en fusion avec la GFP en partie N-terminale de la protéine. Ces
constructions transformées en fond mutant /ec2-7 permettent de tester la capacité des variants de
LEC2 a restaurer le phénotype sauvage. La fusion avec la GFP permet également d'observer la

localisation du variant de LEC2 en comparaison avec AtLEC2.

AtLEC?2 s’exprime dans I'embryon entre les stades globulaire et torpille (Figures Intro-19 et 20). Les
embryons en développement au stade coeur, observés au microscope confocal, montrent une
localisation de AtLEC2 au noyau, confirmée par la colocalisation avec le DAPI (Figure 2-6A-C). Les
délétions de la partie N-terminale de LEC2 (ALEC21.g5) et de la partie C-terminale (ALEC2,75-363)
(Figure 2-6D-1) ne semblent pas affecter la localisation nucléaire du facteur de transcription. La
localisation de ALEC2+.g5 et de ALEC2;75-363 n'étant pas différente de celle de AtLEC2, cela confirme

que la délétion d'une des extrémités N ou C-terminale n‘impacte pas la localisation et donc que le
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Figure 2-6 : La délétion d'une extrémités N ou C-terminale de LEC2 n’'affecte pas sa localisation au cours du
développement de la graine d'Arabidposis thaliana. A-C) Embryon /ec2-7 au stade coeur complémenté avec A-C)
PLECZ2:GFPALLEC? ; D-E) ALEC2; g5 ; G-H) ALECZ:75 363 ; J-L) LEC2 MT704-Q275. La premiere colonne (A; D ; G; )J)
correspond aux noyaux marqués au DAPI (450-590 nm). La seconde colonne (B ; E; H ; I) montre la localisation de la
GFP (495-525 nm). La derniere colonne (C ; F; | ; L) montre la superposition des deux premieres images. Barres

d'échelle : 15 pm.



NLS n’est situé ni en N-ter, ni en C-ter de LEC2. Cependant, lorsque des extrémités N et C-
terminales sont toutes les deux délétées (LEC2 M104-Q275), la GFP n'est pas détectée dans le

noyau.

2.4. Conclusion et discussion

Les données de prédiction obtenues situent le NLS de LEC2 en partie centrale de la protéine, entre
les domaines B2 et B3. Cependant, I'expression transitoire dans des feuilles de tabac Nicotiana
benthamiana n'a pas permis de confirmer cette hypothése. En effet, il semble que quel que soit le
peptide fusionné a la GFP, sa localisation soit nucléaire. Le noyau laisse entrer librement des
molécules jusqu’'a 60 kDa, or, bien que la GFP ait une localisation cytosolique, il s'agit d'une petite
protéine de 27 kDa et, bien qu’elle n‘ait pas de NLS dans sa séquence, il a été montré que cette
petite protéine florescente est capable d'entrer librement dans le noyau (Bohm et al., 2006; Seibel
et al., 2007). Il est donc probable que les fusions réalisées entre la GFP et les différents variants de
LEC2, qui sont tous des petits peptides d'environ 100 acides aminés, aient un poids moléculaire
inférieur a 60 kDa et entrent librement dans le noyau par diffusion. Pour montrer la localisation
cellulaire d'un peptide fusionné a la GFP, il faudrait alors réaliser une protéine fusion de poids
moléculaire bien plus élevé, par exemple en utilisant un hétéro/homo-dimére de GFP. Cependant,
il a été montré qu'un hétérodimere comportant jusqu'a 6 GFP fusionnées possede toujours une
localisation nucléaire (Seibel et al., 2007), il est donc probable qu’'un hétérodimere de GFP ne suffise
pas a régler ce probléme. Lors des agro-infiltrations de feuilles de tabac, la construction d'intérét
est co-transformée avec un plasmide p79 qui comporte un inhibiteur du sifencing, et qui permet
d'augmenter le niveau d'expression de la protéine (Vanhercke et al., 2013). Etant donné que la
diffusion libre dans le noyau dépend de la concentration de molécules dans le cytosol, nous avons
essayé d'agro-infiltrer les feuilles de tabac sans p79. Cependant, I'absence de p79n’a pas perturbé
I'expression transitoire des protéines et la localisation observée était toujours nucléaire, y compris
pour les témoins négatifs sans NLS putatif. Une autre option, afin de confirmer la prédiction de NLS
de LEC2 en expression transitoire dans des feuilles de tabac, serait de fusionner le NLS putatif ainsi
que les controles négatifs sans NLS prédits avec une protéine connue n’ayant pas de localisation
nucléaire. Ainsi, le NLS seul pourrait suffire a la translocation de la protéine dans le noyau a l'inverse
des contrbles négatifs. Malheureusement, par manque de temps, je n‘ai pas pu mettre en place
cette alternative. Néanmoins, I'expression de différents variants de LEC2 /n planta chez Arabidopsis
thaliana a permis de montrer que la localisation nucléaire de LEC2 n’est pas impactée lorsque la
partie N ou C-terminale de LEC2 est délétée. Ainsi, il semble donc que le NLS de LEC2 ne soit pas

situé dans ces extrémités et cela constitue donc une preuve indirecte de sa présence en partie
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Figure 2-7 : Des domaines d'activation de la transcription (DA) sont prédits grace a I'algorithme Adjpred (Erijman et
al, 2020) en N et C-terminal de AtLEC2 et ils semblent fortement conservés. A) La courbe bleue représente la
probabilité de présence de domaine d'activation de la transcription sur la séquence de AtLEC2 représentée en
abscisse. B) La courbe rouge représente la prédiction de domaines d'activation de 60 orthologues de LEC2
moyennée et normalisée sur la séquence de AtLEC2. Les reperes rond et triangulaire sont les points de référence
situés dans le B2 et a la fin du B3 utilisés pour la normalisation des prédictions.



centrale du facteur de transcription. Néanmoins, lorsque les parties N et C-terminales sont toutes
les deux délétées, la GFP n'est plus détectée au noyau. Cela peut étre lié a la conformation de la
protéine, qui ne serait pas correcte et qui ne permettrait alors pas au NLS de se lier a I'importine o,
ou bien la protéine pourrait étre dégradée avant de rentrer au noyau. En effet, il semble que la GFP

soit détectée au niveau de vésicules a I'extérieur des noyaux.

En conclusion, je n‘ai pas pu confirmer de facon directe la localisation du NLS de LEC2, mais ces
résultats ont tout de méme permis de montrer que la perte de fonctionnalité du facteur de
transcription sur pOLE7:GFP dans les protoplastes de mousse n'est pas liée a un défaut de

localisation nucléaire.

3. Mise en évidence des domaines d'activation de la transcription de LEC2

Comme indiqué précédemment, un activateur transcriptionnel contient généralement un domaine
de liaison a I'ADN, un domaine de localisation nucléaire, un domaine d'interaction avec d'autres
protéines et un domaine d’activation de la transcription (DA). Les domaines d'activation sont assez
peu connus : on sait qu'ils sont impliqués dans l'initiation et le niveau de transcription des génes et
peuvent agir de différentes maniéres pour cela : interaction et recrutement des coactivateurs
transcriptionnels, de la machinerie basale de la transcription (ARN pol I, complexe Mediator,
facteurs de transcription généraux, TATA-binding protein), mais ils peuvent également jouer un role
dans le remodelage de la chromatine et dans les complexes de modification des histones, ainsi que
dans l'interaction avec les nucléosomes (Erkina and Erkine, 2016). Les domaines d’activation sont
interchangeables a travers les espéces eucaryotes et peuvent étre fonctionnels chez les animaux,
comme les levures ou les plantes (Yanagisawa, 2001; Erkina and Erkine, 2016). Cependant, aucune
séquence consensus ni aucun motif structural commun n‘ont été mis en évidence, mis a part la
présence de résidus hautement hydrophobes et acides et il semble que la liaison du facteur de

transcription a sa cible rende la structure des DA plus stable.

3.1. Des domaines d'activation de la transcription sont prédits en N et C-ter de LEC2

Bien que les domaines d'activation aient une séquence tres peu conservée, un algorithme basé sur

un réseau de neurones, ADpred (https://adpred.fredhutch.org/) a été développé afin de prédire la

présence de domaines d'activation acides dans des facteurs de transcription (Erijman et al., 2020).
Dans le cas de AtLEC2, ADpred, prédit un premier domaine en partie N-terminale, en amont du
domaine B2, et un autre domaine en partie C-terminale débutant a la fin du domaine B3 (Figure 2-

7A). Les séquences en N et C-terminal de LEC2 n’étant pas conservées a travers les especes, nous
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Figure 2-8 : La fonctionnalité des domaines d'activation de la transcription prédits par I'algorithme Adpred (Erijman
et al.,, 2020) est confirmée par un test d'activité transcriptionnelle dans la levure. A) Représentation schématique des
délétions de AtLEC2 clonées dans pDEST32, qui permet |'expression dans la levure de la fusion du domaine
d'activation transcriptionelle putatif au domaine de liaison a 'ADN de GAL4. B) Test d'activité transcriptionnelle sur
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leu-his permet la sélection des clones portant une autotrophie a I'histidine apportée par I'activité transcriptionnelle
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avons voulu tester si ADpred prédit également des domaines d'activation dans une soixantaine
d'orthologues de LEC2 issus de différentes especes de plantes dicotylédones (liste des séquences
en Annexe 5). Grace a |'aide d'Ariel Erijman (développeur d'ADpred) et de Jasmine Burguet (équipe
Modélisation et Imagerie Numérique, 1JPB), nous avons obtenu des données de prédiction de
domaines d'activation pour 60 orthologues de LEC2. Comme les séquences n'ont pas toutes la
méme longueur, nous les avons normalisées, sur la base de repeéres conservés situés dans le
domaine B2 et dans le domaine B3, de facon a obtenir une prédiction consensus regroupant les 60
orthologues de AtLEC2 (Figure 2-7B). Les résultats obtenus montrent que les domaines d’activation
prédits en N et C-terminal sont conservés chez 60 orthologues, bien que la séquence soit différente.
Ces résultats coincident avec l'idée que les domaines d’activation de la transcription peuvent étre
conservés a travers les espéces sans que leur séquence soit pour autant la méme (Erkina and Erkine,
2016). D'autre part, cela suggére que les domaines sont hautement conservés en N et C-terminal

chez LEC2.

3.2. Validation expérimentale de la prédiction des DA de AtLEC2

Afin de confirmer les données fournies par ADpred, jai réalisé des tests d'activation
transcriptionnelle en levure (Saccharomyces cerevisiae) sur différents fragments de AtLEC2 prédits
comme étant des domaines d'activation de la transcription. Les domaines d’activation prédits de
LEC2 ont été amplifiés par PCR et clonés en fusion avec le domaine de liaison a I'ADN de GAL4. Les
vecteurs obtenus ont été transformées dans une souche de levure AH109, dont le génotype exact
est décrit dans le chapitre Matériel et méthodes, comportant un gene de synthese de I'histidine
(HIS3) sous controle de 'UAS et de la TATA-box de GAL7. Ainsi, le domaine de liaison de GAL4 se
lie a 'UAS de GALT et, si le domaine d'activation est fonctionnel, alors il est capable d'activer la
transcription de H/S3 et de conférer une autotrophie a I'histidine. Comme témoins négatifs de ce
test d'activation de la transcription dans la levure, le plasmide pDEST32 vide a été testé, ainsi que
la A9 stearoyl-ACP desaturase FAB2 (Kazaz et al., 2020), qui n'est pas un facteur de transcription.
Le témoin positif utilisé est MYB107, un facteur de transcription déja montré comme ayant une
activité transcriptionnelle dans la levure (To et al,, 2020). Les résultats obtenus montrent que la
partie N-terminale de AtLEC2 (LEC2 ATG-M104) est capable d'activer la transcription, de méme que
la partie C-terminale (LEC2 G240-STOP) (Figure 2-8). De plus, le fragment compris entre G240 et
Q275, c'est-a-dire situé a la fin du domaine B3 est capable d'activer seul la transcription, ainsi que
la partie C-terminale non structurée Q275-STOP. En revanche, le domaine d'activation prédit entre

M104 et Q275 n'est pas capable d'activer seul la transcription dans la levure lorsque le fragment
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Figure 2-9 : Lorsque les domaines d'activation de la transcription de LEC2 sont délétés, son activité
transcriptionnelle est fortement réduite. A) Représentation schématique des délétions de LEC2 par rapport aux
domaines d'activation prédits par Aadpred (Erijman et al., 2020). B) Activité transcriptionnelle des différentes versions
de LEC2 seul ou en complexe avec LEC1 sur pOLET::GFP mesurée dans les protoplastes de mousse. Les groupes
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testé comporte le domaine B2 et le domaine B3. En conclusion, les données prédites par ADpred

ont pu étre validées fonctionnellement dans la levure.

3.3. L'absence de DA réduit I'activité transcriptionnelle de AtLEC2 dans la mousse

3.3.1. Activité transcriptionnelle de LEC2 sur pOLET

Au regard des nouvelles données fonctionnelles obtenues, I'activité transcriptionnelle de différents
variants de LEC2 sur pOLE1:GFP a de nouveau été testée dans des protoplastes de mousse. Ce
travail a été réalisé dans le cadre du stage de Master 1 de Jean Michaux, que j'ai encadré. Les
résultats montrent que le domaine d'activation de la transcription situé en partie N-terminale de
AtLEC2 est nécessaire a I'activité transcriptionnelle sur pOLET dans la mousse (Figure 2-9). En effet,
comme montré précédemment dans les résultats préliminaires (Figure 2-3), lorsque les 86 premiers
acides aminés de LEC2 sont délétés, le facteur perd toute son activité transcriptionnelle bien que
les domaines d'activation de la transcription situés en C-ter de LEC2 soient toujours présents.
Cependant, lorsque la partie non structurée située en partie C-terminale de LEC2, /e. a partir de
Q275, est délétée, |'activité transcriptionnelle de ALEC2;75.363 est significativement réduite bien que
toujours présente. Cela sous-entend que le domaine d'activation situé en N-ter serait nécessaire et
suffisant pour activer la transcription via pOLET. Cependant, la délétion ALEC2,75-363 ne nous permet
pas d'affirmer cette hypothése, car le domaine situé a la fin du B3, entre M216 et Q275 est toujours
présent et possiblement actif. Enfin, la présence de ce dernier domaine n’est pas suffisante pour
I'activité transcriptionnelle de LEC2 lorsque ses domaines N et C-ter sont délétés. En effet, LEC2

M104-Q275 n'a aucune activité transcriptionnelle sur pOLET dans les protoplastes de mousse.

3.3.2. Activité transcriptionnelle de LEC2 sur d'autres promoteurs cibles

La mesure de I'activité transcriptionnelle de LEC2 quantifiée dans les protoplastes de mousse est
une expérience réalisée de maniere courante dans |'équipe et a permis de montrer que les LAFL
forment un complexe pour activer la transcription de leur cible (Thévenin et al., 2012; Baud et al,,
2016). Cependant, nous avons pour habitude d’utiliser uniquement pOLET qui permet d'obtenir de
bons résultats quantitatifs dans la mousse. Au cours de ma thése, jai voulu tester I'activité
transcriptionnelle de LEC2 sur d'autres promoteurs cibles fusionnés a la GFP pour généraliser les

résultats obtenus sur pOLET.

A partir de données bibliographiques, de résultats obtenus précédemment au laboratoire et
I'analyse de la séquence des promoteurs, notamment la présence d’'une boite RY en 5" du gene, j'ai

testé I'activité de LEC2 seul ou en complexe sur trois promoteurs différents : pAGL75 (AT5G13790),
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pYUCS5 (AT5G43890) et pLBD40 (AT1G67100). AGL 75 est un facteur de transcription impliqué dans
le développement de la graine et I'embryogenese somatique et constitue une cible importante de
LEC2 (Heck et al., 1995; Wojcik et al.,, 2020), YUC5 est impliqué dans le métabolisme de I'auxine et
les genes YUC sont dérégulés chez des surexpresseurs de LEC2 (Wojcikowska et al., 2013). Enfin,
LOB40 est un des genes graine spécifique les plus exprimés chez les surexpresseurs de LEC2
(Braybrook et al., 2006). Si les résultats obtenus avec pYUC5 ne sont pas concluants (non présentés),
j'ai pu montrer que AtLEC2 a une activité transcriptionnelle sur pAGL75 et pLBD40 (Figure 2-10).
Toutefois, les niveaux de fluorescence de la GFP obtenus, reflétant I'activité transcriptionnelle des
facteurs de transcription sur leur cible sont bien inférieurs a ceux observés en routine avec pOLE].
Par ailleurs, LEC2 a une activité transcriptionnelle sur ces deux promoteurs, mais le complexe des
LAFL n'a aucune activité coopérative comme dans le cas de pOLET. La co-transfection des
protoplastes avec LEC1, ABI3 ou FUS3 semble méme empécher l'activité de LEC2 sur ces
promoteurs, la seule augmentation significative de la fluorescence correspondant a celle des
protoplastes transfectés avec LEC2 seul et le promoteur cible. Enfin, ALEC21.g5 n'a aucune activité
transcriptionnelle significative sur pAGL75et pLBD40(Figure 2-10), confirmant les résultats obtenus

précédemment sur pOLET.

3.4. Conclusion et discussion

L'algorithme ADpred (Erijman et al., 2020) a permis de mettre en évidence la présence de domaines
d’activation de la transcription situés en N et C-terminal de LEC2. L'algorithme a été développé a
partir d'analyses fonctionnelles de domaines d’activation synthétiques fonctionnels ou non dans la
levure et a été testé sur de nombreux facteurs de transcription de levure, de drosophile, d’humain
et de virus et il est remarquable que la prédiction fonctionne aussi bien sur des protéines de plantes
(A. Erijman, communication personnelle). La fonctionnalité de ces domaines a été confirmée dans
la levure grace a un test d'activation de la transcription, ainsi qu’en expression transitoire dans des

protoplastes de mousse sur pOLET, pAGLT5 et pLBD40.

Le domaine d'activation situé en N-ter de LEC2 semble nécessaire et suffisant pour activer la
transcription de la GFP sous contréle du pOLET7. Selon I'hypothése de départ de ce chapitre, la perte
de fonctionnalité de LEC2 lorsque ses extrémités N ou C-terminales sont délétées, n'est donc pas
liée a sa localisation nucléaire, ni a priori a son domaine de liaison ou son domaine d'interaction

protéine-protéine, mais plutot a ses domaines d’'activation de la transcription.

Cette partie a également permis de montrer que LEC2 a une activité transcriptionnelle quantifiable

en expression transitoire dans des protoplastes de mousse sur d'autres promoteurs que le pOLET
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généralement utilisé au laboratoire. ALEC21.g5 perd son activité transcriptionnelle sur les trois types
de promoteurs testés. Le choix de pAGL75 et pLBD40 n'est pas anodin, car si OLE7 est un géne
impliqué dans la formation des corps lipidiques (Siloto et al., 2006; Miquel et al., 2014) et est donc
une cible de LEC2 dans un contexte de maturation de la graine, AGL75 est exprimé pendant
I'embryogenese et est impliqué dans la signalisation hormonale (Heck et al.,, 1995; Zheng et al.,
2009) et LBD40est un facteur de transcription putatif impliqué dans la formation des frontieres des
organes (Xu et al.,, 2016a). Ces résultats suggerent donc que LEC2 peut activer la transcription de
génes liés a des processus de maturation comme OLET et que son activité est plus forte lorsqu'il
est en complexe avec ABI3, FUS3 et LEC1 (Baud et al.,, 2016; Boulard et al., 2018). A l'inverse, LEC2
est capable d'activer la transcription de génes liés a des processus d’embryogenese comme AGL75
et LBDA40, mais n'a pas besoin des autres membres des LAFL, qui ont plutdt, au contraire, tendance
a diminuer son activité transcriptionnelle. En effet, LEC2 seul active la transcription de la GFP sous
controle de pAGL75 et pLBD40, mais n'a plus aucune activité en complexe. L'activité de LEC2
mesurée étant tout de méme tres faible sur pAGL75 et pLBD40, en comparaison avec les résultats
obtenus généralement avec pOLET, cela suggére que LEC2 a peut-étre besoin de partenaires
différents des LAFL pour son activité transcriptionnelle sur les génes liés a 'embryogenése, ou que
I'activité transcriptionnelle sur des génes régulateurs ou de transduction comme LBD40 ou AGL15
ne nécessite pas des niveaux aussi importants que les protéines de réserves. Cela va dans le sens
de notre hypothese, développée dans la revue présentée en introduction — partie 4 : Revue : «

Contréle génétique et moléculaire de I'embryogenése somatique », que LEC2 pourrait avoir

plusieurs roles, un dans la régulation des génes de maturation, et l'autre a des genes
d'embryogenese. Ces différences de roles peuvent étre fonction d'une variété de génes ciblés par

LEC2 ainsi que de ses partenaires.

4. Fonctionnalité de LEC2 sans domaine d'activation /n planta

Les expériences précédentes ont permis de mieux caractériser les domaines fonctionnels de LEC2
dans un contexte hétérologue. La validation de ces domaines in planta est une vérification
importante de l'activité de ces domaines pour affiner nos connaissances sur le mode d'action de
LEC2. Afin de savoir si LEC2 sans domaine d’activation de la transcription est capable de restaurer
le phénotype sauvage dans des plantes /ec2-7, de nombreux variants de LEC2 sans domaine
d‘activation, délétés en différents points des parties N et C-terminales ont été clonés sous controle

du promoteur pLEC2 et en fusion avec la GFP, comme expliqué dans la partie 2.3. Localisation de

variants de LEC2 /n planta. La restauration du phénotype sauvage dans des plantes /ec2-7 a été
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Figure 2-11 : LEC2 sans domaine d'activation restaure le phénotype sauvage. A) Tableau de complémentation du
mutant /ec2 par différents variants avec ou sans domaine d'activation de la transcription, génotypes et phénotypes
observés. B) Masse moyenne d'une graine, calculée a partir d'échantillons de 50 graines. Les différentes nuances de
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4 plantes, issues de 3 cultures différentes. La déviation standard représente |'écart-type standard divisé par la racine
carrée du nombre d'échantillons. Les lettres représentent les groupes significatifs obtenus grace a un test ANOVA
avec un risque a=0,05, réalisé sur I'ensemble des valeurs issues de chaque génotype et des différentes cultures.
Barres d'échelle : 200 um.




observée. La teneur des graines en protéines a été quantifiée en spectroscopie infrarouge (NIRS) et
par SDS-PAGE. L'accumulation d'OLE1 et la mobilisation des corps lipidiques ont également été
testées par western-blot et microscopie confocale, et la teneur et la composition en lipides a été
testée par NIRS et par chromatographie en phase gazeuse (GC). Ces analyses ont été réalisées tout
au long de la these, et en fonction de I'avancée du projet et des résultats obtenus dans d'autres
parties, ce ne sont pas toujours les mémes variants qui ont été étudiés et les résultats décrits ci-
dessous ne sont pas forcément présentés dans |'ordre chronologique. La majorité des analyses ont
été réalisées sur des délétions de la partie N-ter, notamment ALEC2.gs car il s'agit du variant
perdant toute son activité transcriptionnelle dans la mousse tout en gardant sa localisation

nucléaire /in planta.

4.1. LEC2 sans domaine d’activation restaure le phénotype sauvage in planta

Comme nous I'avons vu dans la partie introductive, le phénotype des mutants /ec2 est caractérisé
par la présence de trichomes sur les cotylédons qui sont ainsi modifiés en feuilles, I'accumulation
d’'anthocyanes, visibles sur les cotylédons matures et sur les graines, ainsi qu'une teneur en lipides
plus faible liée a un défaut de maturation des graines (Meinke et al., 1994). Pour tester la
complémentation du mutant /ec2-7 par les variants de LEC2 sans domaine d’activation, le premier
phénotype observable est celui des graines. Alors que les graines du mutant /ec2-7 ont une tache
brune spécifique de l'accumulation d’anthocyanes dans les cotylédons, le contrdle positif de
transformation du mutant /ec2-7 par la version native de LEC2, notée AtLEC2, montre bien une
restauration du phénotype sauvage des graines (Figure 2-11). Il en va de méme pour les variants
de LEC2 dont les domaines d'activation présents en N ou en C-terminal de la protéine ont été
délétés. Les graines des mutants /ec2-7 exprimant ALEC21.g5 et ALEC2,75-363 sous contréle de pLEC2
ont un phénotype sauvage. Ces variants de LEC2 sans domaine d’activation en N ou en C-ter et
présentant un défaut d'activité transcriptionnelle dans les protoplastes de mousse semblent donc
capables de restaurer le phénotype visuel des graines /ec2-7. En revanche, le variant de LEC2 sans
N-ter ni C-ter, noté LEC2 M104-Q275 semble incapable de restaurer le phénotype visuel des
graines, qui ont un phénotype /lec2]. Si au moins une partie des délétions testées restaurent le

phénotype sauvage, sont-elles capables de restaurer le contenu en réserves des graines ?
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Figure 2-12 : Les différents variants de LEC2 délétés en N-ter semblent réverter le mutant /ec2-7 en terme de teneur
en lipides dans les graines. A) La teneur en protéines et B) en lipides des différents génotypes a été mesurée en
NIRS. Pour plus de clarté, les génotypes contrdles sont repérés : en rose pour le mutant /ec2-7 et /lec2-7 non
complémenté, en jaune pour le sauvage Ws, vert pour le mutant /ec2-7 complémenté avec AfLEC2 et en bleu pour
pCaMV/355:GFP.LEC2*SH. Les groupes significatifs ont été obtenus grace a un test ANOVA avec un risque a=0,05.



4.2. Effet des délétions sur le contenu en réserves des graines

4.2.1. Masse des graines seches

Des échantillons de 50 graines (n>3) ont été prélevés sur plusieurs plantes issues de trois cultures
indépendantes de quatre génotypes : Ws, /ec2-17 et /ec2-7 complémenté par AtLEC2 ou LEC2 sans
domaine d’activation en N-ter, ALEC21.g5, sous contrble de pLEC2. La masse moyenne d'une graine
a été déterminée a partir de la moyenne de 50 graines (Figure 2-11B). Nous pouvons constater que
les graines issues de plantes /ec2-7 sont les plus légéres et que celles des mutants /ec2-7

complémentés par AtLEC2 ou ALEC21.gs sont significativement plus lourdes que celles du mutant.

4.2.2. Analyse des teneurs en protéines et lipides par spectroscopie infrarouge

Des graines du mutant /ec2-7 exprimant plusieurs variants de LEC2 présentant des délétions dans
la partie N-terminale sous controle du promoteur pLEC2 ont été analysées par spectroscopie
infrarouge (NIRS) afin de déterminer leur teneur en protéines et en lipides. Pour que cette
expérience soit optimale, il faut que les différents génotypes testés soient tous issus de la méme
culture, traités de la méme maniére et que les graines analysées soient récoltées sur au moins 6
individus par génotype. Les résultats présentés dans la Figure 2-12 n‘ont pas été obtenus en
respectant tous ces critéres : tous les génotypes testés n'ont pas été cultivés au méme moment et
le nombre d'individus indépendants pour chaque génotype n’est pas toujours supérieur ou égal a
6. Cependant, en premiére approche, I'expression d'un variant de LEC2 sans partie N-terminale
semble bien permettre de restaurer la teneur en protéines et lipides du mutant /ec2. Concernant la
teneur en protéines (Figure 2-12A), il semble qu'il n'y ait pas de différence significative entre les
différents lots de graines testés, et méme les valeurs obtenues pour les différents controles
pCaMV/355::GFP.LEC2*SH, lec2-7 et Ws ne sont pas significativement différentes. Cependant, la
teneur en lipides des graines montre des différences entre les génotypes controles (Figure 2-12B).
En effet, la teneur en lipides des graines /ec2-7 est significativement inférieure a celle des graines
Ws et pCaMV/355::GFP.LEC2*SH, bien que les résultats ne soient pas significativement différents
entre le sauvage et le surexpresseur de LEC2*SH. Les résultats obtenus montrent également que la
teneur en lipides des différents génotypes mutants /ec2-7 complémentés avec les variants en N-ter
de LEC2 est significativement différente de celle du mutant /ec2-7 et des génotypes contrbles /ec2-
7 exprimant la GFP seule sous contrdle de pL£C2. Ainsi, bien que I'analyse NIRS n'ait pas été réalisée
dans des conditions optimales et que les résultats doivent étre confirmés en la répétant dans de
bonnes conditions, il semble que les délétions en N-ter de LEC2 restaurent le phénotype visuel des

graines /ec2 ainsi que le contenu des graines en lipides.
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Figure 2-13 : La composition des graines en protéines de réserve ne semble pas modifiée dans les mutants /ec2-7
exprimant différents variants de LEC2 délétés en N-ter, de méme que l'accumulation d'OLE1. A) Gel
d'électrophorese de protéines de réserves (SDS-PAGE), coloré au bleu de Coomassie et B) western-blot anti-OLE1,
réalisés sur des extraits de protéines de réserve de graines d'environ 4 graines. Pour plus de clarté, les génotypes
controles sont repérés : en rose pour le mutant /ec2-7 et /ec2-7 non complémenté, en jaune pour le sauvage Ws,
vert pour le mutant /ec2-7 complémenté avec A¢LEC2 et en bleu pour pCaMV355:GFPLEC2*SH. La position des

protéines 12S, 2S et des oléosines est représentée.
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4.2.3. Analyse de la composition en protéines de réserve et expression de OLE1

Afin de poursuivre I'étude de la restauration de fonction, une analyse de la composition en
protéines de réserve a été menée par séparation des protéines sur gel (SDS-PAGE) suivie d'un
western-blot avec un anticorps anti-OLE1 afin de détecter I'accumulation d’OLE1 dans les graines
(Figure 2-13). Les profils de protéines de réserves observés sur chaque génotype semblent ne pas
montrer de différence de quantité ou de composition des protéines dans les graines testées. En
effet, les mémes bandes sont présentes sur chaque piste du gel SDS-PAGE (Figure 2-13A) et aucun
génotype ne montre de bandes manquantes ou supplémentaires. Sur certaines pistes, |'intensité
des bandes semble Iégérement différente, mais peut étre liée aux variations de la quantité de
matériel déposé sur le gel. Le western-blot, montre que OLE1 est accumulée dans les graines de

chacun des génotypes testés (Figure 2-13B).

Enfin, la mobilisation et |a taille des oléosomes a également été observée par microscopie confocale
sur des embryons imbibés 1h, 24h et 48h et colorés au rouge NIL. Aucune différence n'a été
observée au sein des différents génotypes testés (données non montrées). Comme il ne semble pas
y avoir de différence au niveau des protéines de réserve, de I'accumulation des oléosines et de la
formation des corps lipidiques entre le mutant /ec2 et le sauvage Ws, on ne peut pas conclure sur

I'effet des variants de LEC2 délétés en N-ter sur la restauration du phénotype /ec2-7 a ce niveau.

4.2.4. Analyse de la teneur en lipides par chromatographie en phase gazeuse

Afin de valider les observations faites en spectroscopie infrarouge (NIRS) sur les teneurs en lipides
des graines, une analyse des lipides contenus dans les graines a été réalisée par chromatographie
en phase gazeuse (GC). Les acides gras ont été extraits des graines et leur quantité a été mesurée,
indiquant de maniére tres claire, que le mutant /ec2-7 a une teneur plus faible que le sauvage Ws,
confirmant les résultats de NIRS et les données issues de la bibliographie (Figure 2-14). Les résultats
montrent également que la teneur en acides gras contenus dans les graines des mutants /ec2-7
complémentés par le controle AtLEC2 et le variant sans domaines d'activation ALEC2i.gs est
semblable a celle du sauvage et significativement différente du mutant /ec2-7. Ces résultats
confirment donc les données de NIRS et nous permettent d'affirmer que les variants de LEC2 sans
domaine d’activation permettent de restaurer la fonction de /ec2-7 au moment de la maturation

de la graine.

Chapitre 2 69



2 400 -+
.9 -
u - = = = == = B = = =
o _ b e T
pa 300 + <
e - I I
3 I
o 1
2 200
S~
o
=2
3 100 +
8
ie]
[%)]
gOIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIII
9 (\,/’5 Q,/’b Q,/”) (\,/”) (\,/’b //r{b (\,/”9 ,;b(\,;’) (\,/”) o,/’b //\'\ DD D> //\’L Q,/’b (\,/”) (\/’%0/’%0/’%0/’% //\’b
§ Q,\\ Q:L\ e?’\ Q:\\ Q:L\ ‘0‘0 e\\ Q?)\ e\‘ Q/q/\ Q?)\Q,c’\o emi%f;\i%z%\;p e\\ e% Q:))\ e\\ Qf)\ e(o\ QS"\Q
@ @ @ <@ Q@ @ @ k@ x@ (@ @ @ 2 @ @ @ @« @ @ X2 @ @ x@ &
Q\'Z§\ Q\’bo Q\,§ Q\'Z§\ Q\’b(\ Q\foo Q\’b(\ Q\'bo Q\’&\ Q\’b(\ Q\’bo Q\'ao Q\’bQ Q\’b(\ \’bQ \’bo Q\'DQQ\%Q Q\’bo Q\’b(\ Q\’bo Q\’bo Q\’bo Q\’DQQ\'b
Q\\ @'\\ QJ\\ e’]/\ zq/\ Q/q/ e’\\ Q:\\ Q/q/\ eq/\ Q:]/\ Q,b‘ (,)\ (,}\ b\\ (o\\ ®\ eb\ &(,}\ (,)\ (,)\&b\\ (o\\ (o\\ @b‘
R I R R RSN IN NSNS SN S NP
PR L @@ @@ @@ @@ e @®
Q:b\ Q:b\ (_/\\) (}\) (J\) (J\) (JQ /v\ (_,0 (J\) (/\) (_,0 (J\) (/\) A\
x\’k &\§ &) &)
S> S> ) e
C C \\\‘} \\,\§
& o Ws
W Jec2-7

B /ec2-7 + AtLEC2
. lec2-7 + ALEC21_85

Figure 2-14 : L'expression de ALEC2,_g; en fond mutant /ec2- 7 restaure le phénotype sauvage au niveau de la teneur
en acides gras totaux des graines. B) Teneur en acides gras totaux en pyg/mg de graine seche, déterminée par
chromatographie en phase gazeuse (GC). Les différentes nuances de couleurs représentent des cultures
indépendantes. Au minimum 3 échantillons de 50 graines ont été prélevés sur 2 a 4 plantes, issues de 3 cultures
différentes. La déviation standard représente I'écart-type standard divisé par la racine carrée du nombre
d'échantillons. Les lettres représentent les groupes significatifs obtenus grace a un test ANOVA avec un risque
a=0,05, réalisé sur I'ensemble des valeurs issues de chaque génotype et des différentes cultures.



4.3. Conclusion et discussion

Dans cette partie, nous avons démontré que différents variants de LEC2, dont le domaine
d‘activation de la transcription a été délété, sont capables de restaurer le phénotype sauvage chez
le mutant /ec2-7, alors que ces mémes variants ont une activité transcriptionnelle fortement altérée,
voire nulle, dans des protoplastes de mousse. En effet, comme montré dans la Figure 2-11,
I'expression de LEC2 sans domaine d'activation en N-ter (ALEC21.g5) ou en C-ter (ALEC2,75-363) SOUS
contrOle de pLECZ chez le mutant /ec2-7 montrent clairement un phénotype sauvage. Le variant
LEC2 M104-Q275, quant a lui, ne permet pas de restaurer le phénotype sauvage des graines et ne
semble donc pas étre fonctionnel /n planta. Cependant, une grande partie de la protéine a été
délétée chez ce variant, qui ne contient plus que son domaine B2 d’interaction protéine-protéine,
son domaine B3 de liaison a '’ADN et probablement son NLS, méme si ce dernier point n'a pas pu
étre prouvé dans la partie 2. Avec de telles délétions, la structure de la protéine peut
potentiellement étre affectée. Comme discuté dans la partie 2.4, le variant LEC2 M104-Q275 n’est
pas détecté au noyau dans les embryons testés (Figure 2-6J-L). Il est donc possible que, comme les
variants délétés en N ou en C-terminal, LEC2 M104-Q275 soit toujours capable de se lier a 'ADN
(domaine B3) et d’'avoir des interactions protéine-protéine (domaine B2) in planta, mais ne soit plus
capable d‘aller au noyau pour assurer sa fonction. Néanmoins, LEC2 M104-Q275 n'a pas montré
d'activité transcriptionnelle dans la levure non plus, bien que le domaine d'activation présent en fin
de domaine B3 soit toujours présent dans cette protéine tronquée (Figure 2-8). Une expérience de
simple hybride va étre réalisée afin de se savoir si LEC2 M104-Q275 est capable de se lier a pOLET

dans la levure grace a son domaine B3.

Une quantification de la teneur des graines en lipides et protéines par spectroscopie infrarouge
(NIRS) a été réalisée en premiere approche sur des variants de LEC2 délétés en partie N-terminale
et, bien que les conditions de cultures et de réplicats ne soient pas réunies pour que les résultats
soient incontestables, il semble que la teneur en lipides des mutants complémentés soit plus proche
de celle de graines sauvages que mutantes. Les observations faites au NIRS ont été confirmées pour
les lipides de maniere bien plus robuste par chromatographie en phase gazeuse, prouvant que la
maturation de la graine est restaurée dans les mutants /ec2-7 complémentés. L'analyse du contenu
par électrophorese SDS-PAGE et par western-blot ne permet pas de voir des différences entre les
différents génotypes testés. Si la réversion phénotypique visuelle est trés nette, il semble donc que

le contenu des graines en composés de réserve soit également restauré.
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LEC2 étant un facteur de transcription, afin d'avoir une meilleure idée de la fonctionnalité de LEC2
sans domaine d'activation, nous allons, dans le chapitre suivant, réaliser une analyse
transcriptomique de mutants /ec2-7 complémentés par AtLEC2 en comparaison avec ALEC21.gs. Si
les transcriptomes obtenus sont identiques, alors cela confirmera que LEC2 n'a pas besoin de
domaine d'activation pour exercer sa fonction /n planta, bien qu'elle soit nécessaire dans les

protoplastes de mousse.

5. Cas particulier : le variant LEC2 Y;s7A Y265A

Les données de séquence de LEC2 ont montré une forte conservation de deux tyrosines situées en
position 257 et 265. Ces deux tyrosines sont également présentes et conservées chez ABI3, mais
pas chez FUS3. De maniere intéressante, chez AtLEC2, les deux tyrosines sont positionnées
précisément au niveau du domaine d'activation de la transcription prédit a la fin du domaine de
liaison a I’ADN (B3), en position extérieure relativement au sillon de I'ADN. La tyrosine fait partie du
groupe des acides aminés a chaines latérales hydrophobes. Elle possede un hétérocycle portant un
groupement hydroxyle, ce qui fait d'elle un acide aminé phosphorylable. Afin de tester I'importance
des deux tyrosines sur l'activité transcriptionnelle des facteurs a domaine B3, et notamment de
LEC2, elles ont été modifiées par mutagenése dirigée en alanines, I'acide aminé a chaine latérale
hydrophobe le plus neutre possible, donnant le variant LEC2 Y257A Yo65A. De la méme maniére que
pour les variants de LEC2 portant des délétions dans les extrémités N et/ou C-terminales, la
fonctionnalité de LEC2 Y257A Yaes5A a été testée dans les protoplastes de mousses et in planta, en
fond mutant /ec2-7. La localisation de la protéine /n p/anta a été observée grace a une fusion avec
la GFP et l'activité transcriptionnelle de différents variants de LEC2 présentant la mutation Y257A

Ya6sA a été testée dans la levure.

Dans les protoplastes de mousses, la protéine LEC2 Y257A Y26sA montre une perte totale d'activité
transcriptionnelle sur pOLET:GFP en complexe ou non avec LEC1 (Figure 2-15A). /n planta,
I'expression de LEC2 Y2s7A YaesA en fusion avec la GFP et sous controle du promoteur pLEC2, en
fond mutant /ec2-7, a montré que la mutation LEC2 Y2s7A Y26sA ne permet pas de restaurer
completement le phénotype sauvage des graines (Figure 2-15B). En effet, les différents lots de
graines observés, issus de transformants indépendants et dont les plantes meres étaient
homozygotes pour la mutation /ec2-7, présentent des ségrégations avec 75% ou 50% de phénotype
[lecZ). Cette ségrégation suggere un effet « dose » de LEC2 Yas7A YaesA, qui ne serait alors pas
capable de réverter le phénotype soit a I'état homozygote ou soit a un niveau d’expression élevé.

LEC2 Y257A Ya65A n'a donc aucune activité transcriptionnelle sur pOLET.:GFP dans les protoplastes
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Figure 2-16 : Structure de I'alanine (A), de la tyrosine (Y) et de la phénylalanine (F), membres du groupe des acides
aminés a chaine hydrophobe. (Source : wikipedia.org).
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Figure 2-17 : Structure 3D du domaine B3 de AtLEC2 lié a 'ADN. Le domaine B3 est représenté en vert, les tyrosines
en position 257 et 265 sont colorées en orange et indiquées par la fleche rouge, I'ADN est représenté sous forme de
double hélice.
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de mousse et est incapable de complémenter totalement le mutant /ec2-7. Cependant,
contrairement a LEC2 M104-Q275, qui n'est fonctionnel ni dans la mousse, ni dans la plante,
I'observation en microscopie confocale d’embryons exprimant GFP:LEC2 Y257A Yas5A sous contrdle
de pLECZ a montré que ce variant possede toujours un signal nucléaire. Cela indique ainsi que le
NLS n’est pas touché et que le facteur de transcription est toujours capable d'entrer au noyau.
Néanmoins, cela n'explique pas sa perte de fonction /n planta et dans la mousse. D'autre part, un
test d'activation de la transcription dans la levure a montré que les mutations Y257A Y265A n'affectent
en rien la capacité de LEC2 a activer la transcription lorsque la protéine est entiere, ni méme lorsque
I'activité du fragment LEC2 G240-Q275 seul est testée (Figure 2-15F,G). Néanmoins, LEC2 M104-
Q275 Ya57A Ya67A n'a pas d'activité transcriptionnelle, tout comme LEC2 M104-Q275 sans la
mutation. Cette version mutée du facteur de transcription est moins active /n planta et dans la
mousse, bien que ni son domaine d‘activation, ni son domaine de localisation nucléaire, ni, a priori,
son domaine d'interaction protéine-protéine ne soient perturbés. Nous pouvons faire I'hnypothése
que le domaine B3 et/ou la capacité de liaison a I'ADN de LEC2 sont affectés par la mutation LEC2
Yas57A YoesA. Afin de tester cette hypothése, la capacité de fixation a I’'ADN du variant LEC2 Y57A
Y265A devra étre étudiée au cours d’'une expérience de simple hybride dans la levure sur pOLET. La
ségrégation du phénotype [lec2-1] in planta pourrait suggérer que la liaison a I'ADN est moins
efficace, mais pas tout a fait nulle, ce qui pourrait expliquer une restauration partielle du phénotype
sauvage. Dans le systeme hétérologue des protoplastes de mousses, LEC2 Y57A YA n'a
probablement pas tous ses partenaires présents /n p/anta et qui pourraient améliorer I'affinité de
LEC2 pour ses cibles, par exemple. Cela pourrait donc expliquer pourquoi LEC2 Y257A Y26sA n'est

pas totalement inactif /n planta, comme c'est le cas dans la mousse.

Enfin, I'effet de la substitution des tyrosines (Y) en alanines (A) peut étre discutée. En effet, comme
décrit précédemment, I'alanine est un acide aminé neutre, mais sa structure ne comporte pas de
cycle aromatique comme c'est le cas pour la tyrosine (Figure 2-16). L'encombrement de I'alanine
est donc bien différent de celui de la tyrosine et peut ainsi modifier la structure et/ou le repliement
de la protéine. Nous devrions donc réaliser une autre mutagenése des deux tyrosines en position
257 et 265 de AtLEC2 en les substituant en phénylalanine (F) qui a la méme structure que la tyrosine
hormis le groupement hydroxyle. La substitution d'une tyrosine en phénylalanine est également
trés intéressante car la phénylalanine n'est pas phosphorylable. Ainsi, si les tyrosines Y257 et Y265
de LEC2 sont soumises a des phosphorylations pouvant moduler (positivement ou négativement)
I'activité de la protéine LEC2, en modifiant, par exemple, sa capacité de liaison a I'ADN, une

phénylalanine pourrait donc améliorer ou au contraire altérer la fonction de LEC2. D'un point de
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vue structural, Y257 et Y265 avec 1256, L264 et F266 forment un patch hydrophobe faisant partie
d'un noyau, lui aussi hydrophobe, de la protéine. Une modification de cette partie de la protéine
pourrait déstabiliser le domaine B3 entrainant une perte de liaison a 'ADN et, /n fine, sa perte de

fonction /n planta (Figure 2-17) (G. Sasnauskas, communication personnelle).

6. Discussion générale sur I'approche avec a prioriréalisée sur LEC2

L'approche avec a priori menée dans cette partie de mon projet avait pour objectif d'obtenir de
meilleures connaissances sur la structure et la fonction du facteur de transcription LEC2. Elle a été
initiée par I'observation que, lorsque des domaines non structurés et non conservés a travers les
espéeces sont délétés en parties N et C-terminales de la protéine, son activité transcriptionnelle est
fortement réduite voire nulle dans des protoplastes de mousse. En alliant des données de
prédiction et leur validation dans différents systemes d’expression, j'ai pu montrer que LEC2 a un
NLS probablement situé entre le domaine B2 et le domaine B3. J'ai également montré que des
domaines d'activation de la transcription sont prédits et fonctionnels dans les parties non
structurées situées en N et C-terminal de LEC2. J'ai alors confirmé que I'absence de ces domaines
d’activation est responsable de la baisse d'activité transcriptionnelle de LEC2, quantifiée en
expression transitoire dans des protoplastes de mousse sur le promoteur cible pOLE7, mais
également sur d'autres cibles : pAGL 75 et pLOB40, ce qui montre que ce mode de fonctionnement
n'est pas spécifique a pOLET. Cependant, de maniere trés surprenante, les variants de LEC2 sans
domaine d'activation de la transcription semblent fonctionnels /n planta. Le résultat le plus notable
étant pour ALEC21.g5, dont la partie N-terminale a été délétée, qui n'est plus du tout fonctionnel
dans la mousse, mais qui restaure parfaitement (et a tous les niveaux : développement, couleur de
la graine, qualité et quantité des réserves) le phénotype sauvage /n planta. Cela pose la question

de I'importance et du réle des domaines d'activation de LEC2 pour sa fonction.

On sait que LEC1 (NF-YB9) est un facteur de transcription membre du groupe des NF-Y et que les
NF-Y ont un role de facteurs pionniers (Nardini et al., 2013; Oldfield et al., 2014). En effet, NF-YB et
NF-YC forment un dimeére capable d'écarter les nucléosomes en mimant un dimere H2A-H2B. NF-
YA quant a lui assure la liaison a la CCAAT box via son hélice a. LECT est actuellement un des seuls
facteurs pionniers a avoir été identifiés chez les plantes (Tao et al., 2017; Lai et al., 2018). Comme
évoqué dans le chapitre introductif, lors du processus de vernalisation, LEC1 est capable de se lier
a I'ADN nucléosomal du locus FLG qui est silencé et rend alors la chromatine accessible pour LEC2
et FUS3. Ces derniers peuvent alors se lier, via leur domaine B3, aux motifs RY présents dans des

cibles CME (Cold Motif Element) de FLC et recruter FRI ainsi que des protéines comme EFS, une
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Figure 2-18 : LEC2 aurait une double fonction de facteur pionnier et de facteur de transcription. LEC2 en tant que
facteur de transcription induirait I'expression de génes liés a la maturation de la graine en lien avec ABI3 et FUS3. En
tant que facteur pionnier, la fonction de LEC2 ne nécessiterait pas de domaines d'activation. En complexe avec LEC1,
il se lierait a ses cibles et induirait un remodelage de la chromatine, rendant accessibles des genes liés au
développement précoce. Cette activité de pionnier induirait un changement du devenir cellulaire induisant
I'expression de ABI3 et FUS3 dont I'expression contrdle la maturation de la graine.



méthyltransférase. Cette derniére est capable d'induire des marques actives H2K36me3 et ainsi
ouvrir la chromatine au locus FLC qui pourra étre transcriptionnellement actif (Tao et al., 2017,
2019). Nous savons également que LEC1 forme un complexe avec NF-YC et se lie au domaine B2
de LEC2 (Baud et al., 2016; Boulard et al., 2018). Nous faisons donc I'hypothéese que LEC2 pourrait
remplacer NF-YA et former un complexe avec LEC1 (NF-YB9) et NF-YC. Dans ce cas, LEC2 assurerait
la liaison du complexe NF-Y a 'ADN grace a son domaine B3 en ciblant, non pas la CCAAT box,
comme c'est le cas pour NF-YA, mais des motifs RY ou G-box. Du fait de la spécificité de ses
domaines de liaison, LEC2 pourrait alors guider le complexe LEC1/NF-YC sur différentes cibles et
ainsi faire partie d'un complexe pionnier avec LEC1. Dans ce cas, LEC2 n'aurait pas besoin de son
activité transcriptionnelle, mais uniquement de sa fonction de liaison a I'ADN, ce qui pourrait
expliquer pourquoi LEC2 sans domaine d'activation n'a aucune activité transcriptionnelle dans la
mousse mais garde toute sa fonctionnalité /n p/anta. Nous avons vu que les domaines d'activation
de la transcription de LEC2 sont fortement conservés a travers les especes, ce qui suggere qu'ils
doivent cependant étre importants pour la fonction de LEC2. C'est pour ces raisons que nous
faisons d’hypothése d'une double fonction de LEC2, avec et sans domaines d'activation de la
transcription (Figure 2-18). En effet, LEC2 pourrait avoir une premiere fonction d'activateur
transcriptionnel, qui est celle que I'on connait déja, comme régulateur maitre du développement
de la graine en activant la transcription de génes de maturation, en coopération avec ABI3 et FUS3
notamment. Mais LEC2 pourrait également avoir une activité de facteur/complexe pionnier, avec
LEC1 et NF-YC, en apportant une spécificité de cibles grace a son domaine B3 de liaison a I'ADN et
permettant alors la possible induction de modifications au locus (de la chromatine, de 'ADN, ...).
Dans ce cas, la fonction de LEC2 en tant que pionnier serait liée au développement précoce de
I'embryon et a un changement de devenir cellulaire ou d'état, en permettant, par exemple,
I'ouverture de la chromatine au niveau de certaines cibles sans pour autant activer directement leur
transcription. Notre hypothése est que cette activité de LEC2 comme pionnier serait sa fonction la
plus précoce ou peut-étre principale, permettant d'induire un état « graine » en fixant le complexe
NF-Y au niveau de cibles développementales, induisant ainsi I'ouverture de la chromatine et en
permettant également la transcription des génes AB/3 et FUS3. Leur expression conduirait alors a
I'accumulation de réserves dans la graine. Si cette hypothese est vraie, alors LEC2 devrait étre

capable de se lier a des cibles sans pour autant activer leur transcription de maniere directe.

Pour tester cette hypothese, nous avons donc réalisé une analyse de transcriptome de graines en
développement, au stade globulaire-cceur (stade d’expression de LEC2), sur un génotype sauvage

(Ws) et sur le mutant /ec2-7, complémenté avec AtLEC2 ou ALEC21.gs. Le but de cette analyse de

Chapitre 2 74



transcriptome est de comparer les genes dont |'expression est activée par AtLEC2 ou ALEC21.gs, et
ainsi vérifier si LEC2 sans domaine d'activation est capable d'induire la transcription des mémes
cibles que AtLEC2. De plus, si les transcriptomes de AtLEC2 et ALEC21.g5 sont identiques, cela
constitue une derniéere preuve de la fonctionnalité, /n planta, de LEC2 sans domaine d'activation de
la transcription. Enfin, nous avons réalisé une expérience de ChlIP-seq sur les mémes échantillons
afin d'identifier des cibles liées par LEC2 avec ou sans domaine d'activation. La comparaison des
résultats obtenus en transcriptome d’'une part et en ChlP-seq d'autre part, devrait alors permettre
d'identifier des /oc/ liés mais non activés par LEC2 et d'éventuelles différences entre AtLEC2 et
ALEC21.gs. Enfin, il est possible que le contréle de I'expression de certaines cibles de LEC2 soit
indirect et passe par le facteur ABI3. Afin de tester cette hypothése et savoir si la délétion de la
partie N-terminale de LEC2 affecte sa fonction, il faudrait tester son effet en fond double mutant

lec2 abi3.
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A Génotypes comparés Nombre de genes
yP P différentiellement exprimés

vs. lec2-7 + ATLEC2 371
vs. lec2-7 + ALEC2, g5 48
lec2-7 + AtLEC2 vs. lec2-7 + ALEC2, g 1039

Ws
B /eco-7 + AtLEC2
. lec2-1 + ALEC21_85

1310 génes différentiellement exprimés

Figure 3-1 : Le transcriptome de graines /ec2-7 complémentées par LEC2 sans domaine d'activation (ALEC2, g;) est
trés proche du sauvage Ws. A) Nombre de genes différentiellement exprimés entre les différents génotypes testés.
B) Carte de chaleur (heatmap) des génes différentiellement exprimés entre les différentes conditions : graines
sauvages Ws (jaune), et graines de mutants /ec2-7 exprimant A{LEC2 (vert) ou ALEC2, 45 (violet). Les genes
considérés comme différentiellement exprimés sont ceux ayant une g-value < 0,05 aprés normalisation et analyse
avec DESeq?2 (Love et al., 2014).



Chapitre 3 : Double fonction de LEC2

1. Introduction

L'approche avec a priori décrite dans le Chapitre 2 a permis de mettre en évidence la présence de
domaines d'activation de la transcription (DA) qui ne semblent pas indispensables a I'activité de
LEC2 /n planta. Nous faisons I'hypothese que LEC2 puisse avoir une fonction a la fois de facteur de
transcription nécessitant ses domaines d’activation, et a la fois de facteur pionnier, ne nécessitant
pas ses DA. L'objectif de ce chapitre est de tester cette hypothese, en alliant I'analyse de différents
jeux de données de RNA-seq, ChIP-seq et ATAC-seq, obtenus dans le cadre du projet de thése,
mais également issus de la littérature (Mendoza et al., 2005; Pelletier et al., 2017; Wang et al., 2020;
Gao et al,, 2022).

2. La perte d'un domaine d’activation ne semble pas impacter le transcriptome

des graines en développement

La restauration du phénotype sauvage lors de I'expression d'un variant de LEC2 sans domaine
d’activation de la transcription en fond mutant /ec2-7 a été démontrée de différentes maniéres :
phénotype des graines, localisation nucléaire du facteur de transcription, composition en lipides de
réserves, etc. Néanmoins, nous avons voulu savoir si, sans domaine d'activation en partie N-ter,
ALEC21.g5 active la transcription des mémes cibles que la version endogene du facteur de
transcription. Pour cela, une expérience de RNA-seq a été mise en place. Des graines au stade cceur
de I'embryon ont été prélevées, puis les ARN totaux ont été extraits, sur trois génotypes différents

Ws, et /ec2-7, complémenté avec une construction pLEC2:GFPAtLEC2:trbcSE9 ou
PLECZ:GFP:ALEC2;1.85:trbcSE9. Les résultats obtenus, c'est-a-dire le nombre de fragments (reads)
alignés sur chaque gene, ont été normalisés puis la différence d'expression des génes dans les
différentes conditions a été analysée grace au package R d'analyse d'expression différentielle
DESeqg? (Love et al., 2014). La comparaison des transcriptomes de graines Ws d'une part, avec des
graines de mutant /ec2-7 complémenté avec A{LEC2 ou ALEC2;.¢5 d'autre part, montre que les
mutants complémentés sont chacun assez proches du sauvage avec environ 370 et 50 genes
différentiellement exprimés par rapport a Ws, respectivement (g-value < 0,05 ; Figure 3-1). Bien
que les transcriptomes des deux mutants complémentés montrent plus de différence (environ 1000

genes différentiellement exprimés), il semble que LEC2 sans domaine d’activation (ALEC21.g5) ait la
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méme activité sur I'accumulation des transcrits dans les échantillons étudiés que la copie endogéne
présente dans le sauvage Ws. Ces résultats confirment donc ceux obtenus au cours du Chapitre 2 :
I'absence de domaine d’activation en partie N-ter n‘impacte pas I'accumulation des ARN dans la

graine, restaure parfaitement le phénotype sauvage dans un mutant /ec2.

3. Action transcriptionnelle de LEC2 sur ses cibles

Nous avons vu que les variants de LEC2 avec et sans domaine d’activation de la transcription sont
tous deux capables de restaurer le phénotype sauvage. Ainsi, I'absence de domaine d'activation de
LEC2 ne modifie pas le transcriptome des graines. Or, nous faisons I'hypothése que LEC2 puisse
avoir une activité de facteur pionnier avec LEC1. Nous avons donc cherché a savoir si LEC2 est
capable de se lier a des cibles, sans pour autant activer leur transcription. Pour cela, nous avons
réalisé une expérience de ChlIP-seq sur des graines en développement, au stade coeur, sur les
génotypes Ws et mutants /ec2-7 complémentés avec AtLEC2 ou ALEC2;.g5 de maniére a identifier
les /oci sur lesquels le facteur de transcription se lie. La réalisation d'une expérience de ChIP-seq
ciblant un facteur de transcription dans des graines en développement est difficile a mettre en
ceuvre, en raison de la quantité de matériel nécessaire pour extraire la chromatine et de la faible
expression du facteur de transcription. Le ChIP-seq a été réalisé sur une copie de LEC2 étiquetée
avec la GFP (voir matériel et méthodes), a partir de plusieurs centaines de graines en
développement extraites des siliques. Les résultats de séquencage obtenus ne sont
malheureusement pas de trés bonne qualité, probablement en raison d’une trop faible quantité de
chromatine utilisée pour |'étape d'immunoprécipitation. De ce fait, une grande quantité
d'informations est probablement perdue, avec des faux positifs ou faux négatifs, i.e. des /oci ciblés
par LEC2 mais pour lesquels on ne discernerait pas de signal. Néanmoins, en attendant d'avoir les
résultats d'un réplicat de I'expérience (en cours), nous avons décidé d'utiliser nos résultats de ChlP-
seq avec beaucoup de précaution et en filtrant les valeurs les plus significatives, pour une premiére
approche (fold change > 10, c'est-a-dire au moins 10 fois plus de signal par rapport au contréle

négatif).

L'objectif de I'analyse est d'identifier des genes qui seraient liés par LEC2 mais non activés
transcriptionnellement. A cette fin, nous avons donc comparé ces résultats de ChIP-seq, réalisé sur
GFP:LEC2 avec des données transcriptomiques publiées, obtenues sur des plantules surexprimant
LEC2:GR sous controle d'un pCaMV/35S et traitées a la dexaméthasone identifiant les cibles
primaires ne nécessitant pas de synthese protéique (Mendoza et al., 2005), ainsi que des données

de ChlP-seq réalisé sur LEC1 dans des graines en développement, au stade cotylédons retournés
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Critéres de la liste (46 genes) :
- lié par LEC2 (fold change > 10)
- expression induite par LEC2:GR

Critéres de la liste (27 génes) :
- lié par LEC2 et LEC1 (fold change > 10)
- expression non induite par LEC2:GR

Figure 3-2 : LEC2 se lie sur certains /oc/ et active leur transcription, mais également sur d'autres sans activer leur
transcription. A) Les 46 génes identifiés comme étant ciblés par LEC2 et dont I'expression est induite par LEC2:GR
semblent former un réseau impliqué dans la maturation de la graine entouré en rouge. Les genes ciblés également par
LEC1 sont encadrés en vert. B) Les 27 genes identifiés comme étant ciblés par LEC2 et LEC1 mais dont |'expression n'est
pas induite par LEC2 semble former un autre réseau. Les réseaux ont été prédits par I'algorithme GeneMANIA (Warde-
Farley et al., 2010). Les cercles hachurés correspondent aux genes présents dans les listes. Les genes non hachurés sont
ceux ayant une interaction connue. LEC2 et LECT (NF-YB9) ont été ajoutés aux listes afin d'apparaitre sur les réseaux et
sont encadrés en bleu. Les lignes violettes représentent des co-expressions, les lignes oranges des prédictions
d'interaction et les lignes bleues la co-localisation des protéines.



(Pelletier et al., 2017). L'ensemble de ces jeux de données nous permet ainsi d'observer si des génes
sont ciblés par les deux variants de LEC2, avec ou sans LECT et si I'expression de ces génes est
induite ou non par LEC2:GR et savoir si LEC2 seul ou avec LEC1 se lie a certaines cibles sans activer

leur expression.

3.1. LEC2 se lie a des cibles et active leur transcription

Dans un premier temps, I'analyse croisée des données de ChlP-seq réalisé sur LEC2 avec les
données transcriptomiques de pCaM\V355::LEC2:GR permet d'obtenir une liste de 46 genes liés par
LEC2 et dont I'expression est induite par LEC2:GR. Cette liste, considérée comme une liste de génes
témoins de I'activité transcriptionnelle directe de LEC2, a été soumise a l'algorithme GeneMANIA

(https://genemania.org/) (Warde-Farley et al., 2010), qui permet de prédire des réseaux biologiques

et des interactions génétiques. GeneMANIA a mis en évidence un réseau structuré de genes
spécifiques de la maturation de la graine, avec plusieurs genes impliqués dans la voie de
biosynthese des lipides et des protéines comme les OLEOSIN (OLE ou OLEO) et SEED STORAGE
ALBUMIN (SESA ou ATZ2S), qui sont donc ciblés et dont |'expression est induite par LEC2 (Figure 3-
2A). Parmi ces 46 génes, seulement 4, de fonction inconnue, sont également liés par LEC1 (Pelletier

et al., 2017).

3.2. LEC2 se lie a des cibles sans activer leur transcription

De la méme maniere, nous avons identifié 312 genes semblant étre liés par LEC2, mais dont

I'expression n'est pas induite en réponse a LEC2:GR. Parmi ces genes, 27 sont également ciblés par

LECT (Figure 3-2B). Un réseau différent du premier semble émerger de cette liste de 27 genes, avec
des fonctions qui ne semblent pas étre liées a I'accumulation des réserves. GeneMANIA ne semble
pas prédire de co-expression des genes, de colocalisation des protéines, ni d'interactions entre

LECT, LEC2 et les génes issus de cette liste.

En conclusion, il semble y avoir un certain nombre de géenes sur lesquels LEC2 se fixe, mais dont
I'expression n'est pas induite et qui ne font pas partie d'un « réseau maturation » typique. LEC2
pourrait donc bien avoir i) un role de fixation et d'activation transcriptionnelle de certains genes,
notamment liés a la maturation de la graine, mais aussi ii) un réle de fixation, sans activation
transcriptionnelle sur d'autres génes. Cela conforte notre hypothese de double fonction de LEC2
en tant que facteur de transcription et de facteur pionnier, capable d'ouvrir ou fermer la chromatine
au niveau de ses cibles. Si cette hypothése est vraie, alors il faut s'attendre a ce qu'une différence

d'accessibilité de I'ADN soit observée lorsque le facteur est muté.
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Figure 3-3 : Il existe des différences d'accessibilité de certains /oc/ entre le mutant /ec2-70 et le sauvage Col-0,
notamment au niveau de genes impliqués dans la voie de biosynthése des lipides. Cartes de chaleur (heatmaps)
représentant A) les 6100 genes et B) les 6950 promoteurs (1kb en amont du gene) présentant une différence
d'accessibilité liée a I'ouverture ou la fermeture de la chromatine entre les deux génotypes (g-value < 0,05). Dans les
deux cas, deux clusters sont visibles, regroupant d'une part les génes dont la chromatine est fermée dans les graines
du mutant /ec2-70 et ouverte chez le sauvage et inversement. Les cartes métaboliques zoomées sur le métabolisme
des lipides représentent les genes issus des deux clusters (respectivement représentés en rose et en bleu) dans
chaque condition et ont été obtenues grace a 'algorithme KEGG Mapper (Kanehisa and Sato, 2020).



4. Action transcriptionnelle de LEC2 et d'ouverture de la chromatine sur ses

cibles

Si LEC2 se fixe sur certains /oci et permet I'ouverture ou la fermeture de la chromatine sans activer
la transcription des genes, alors, ces genes doivent montrer une différence d'ouverture ou de
fermeture de la chromatine entre des graines sauvages et des graines de mutant /ec2. Nous avons
donc utilisé des données d’ATAC-seq disponibles dans la littérature et qui permettent précisément
de répondre a la question de I'ouverture de la chromatine (Wang et al.,, 2020; Gao et al., 2022). Ces
expériences d’ATAC-seq ont été réalisées sur des feuilles et des embryons matures de génotypes
sauvage (Col-0) et /ec2-70 (SALK_015228, un mutant d’ADN-T différent de que celui utilisé au cours

du projet de these).

4.1. Certains /oci sont différentiellement accessibles chez le mutant /ec2

Les données d’ATAC-seq obtenues a partir d’'embryons matures de mutant /ec2-70 et de sauvage
ont été normalisées puis soumises au package DESeqZ2 (Love et al., 2014), afin d'identifier les régions
différentiellement accessibles au niveau des génes d'une part et au niveau des promoteurs (ie Tkb
en amont des genes) d'autre part. L'analyse d'expression différentielle DESegZ2a permis de montrer
gu'environ 6100 genes et 6950 promoteurs montrent une différence significative d'accessibilité
entre les deux génotypes (g-value < 0,05 ; Figure 3-3). Il semble donc que LEC2 ait bien un effet sur
l'ouverture et/ou la fermeture de la chromatine. L'utilisation de l'algorithme KEGG Mapper
(Kanehisa and Sato, 2020) a permis de montrer, par exemple, que certains /oc/ accessibles chez le
sauvage et non chez le mutant /ec2-70 (clusters roses) sont impliqués spécifiquement dans le

métabolisme des lipides.

4.2. Analyse croisée des données de RNA-seq, ChIP-seq et ATAC-seq

42.1. LEC2 se lie a I'ADN et active la transcription

Pour certains génes, LEC2 agit comme un facteur de transcription classique : il se lie a I'ADN et
active la transcription. Dans cette situation, LEC2 n'induit pas de modifications de la chromatine :
aucune différence d'accessibilité n’est visible dans les feuilles et les embryons du mutant /ec2-70 et
du sauvage Col-0. C'est le cas, par exemple de I'OLEOSINT (OLET, AT4G25140 ; Figure 3-4A):
I'expression d'OLET est induite par LEC2:GR, les données de ChIP-seq indiquent que LEC2 se fixe au
promoteur, de méme que LEC1, mais I'accessibilité de la chromatine ne semble pas altérée dans les

embryons du mutant.
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Figure 3-4 : LEC2 a différents effets sur les /oci auxquels il se lie. Représentation /GV Integrative Genomics Viewer
(Robinson et al,, 2011) des données d’ATAC-seq sur des feuilles et des embryons matures sauvages et mutants /ec2-
70 (Wang et al., 2020; Gao et al., 2022), de ChIP-seq sur des graines au stade coeur /ec2-7 complémentés avec A{LEC2
ou ALEC2; 45 et de ChIP-seq sur LECT dans des embryons au stade cotylédons retournés (Pelletier et al.,, 2017). Loci A)
dont I'expression est activée, B) dont I'expression est activée et la chromatine modifiée par LEC2, C) dont I'expression
n'est pas activée mais la chromatine modifiée, D) dont ni I'expression ni la chromatine ne sont impactées par LEC2.



42.2. LEC2 se lie a I'ADN, ouvre la chromatine et active la transcription

Pour d'autres genes, LEC2 agit comme un facteur de transcription mais a également un effet sur
I'ouverture de la chromatine. Par exemple, dans le cas de I'OLEOSIN3 (AT5G51210 ; Figure 3-4B),
LEC2:GR induit I'expression d' OLE3, les données de ChlIP-seq montrent que LEC2 se fixe au niveau
du promoteur du gene avec LEC1 et, lorsque /ec2 est muté, on observe une différence significative

(g-value < 0,05) de I'accessibilité de la chromatine par rapport au sauvage.

4.2.3. LEC2 se lie a 'ADN, ouvre la chromatine mais n'active pas la transcription

Comme évoqué précédemment, LEC2 avec ou sans LECT cible un certain nombre de /oci mais
n'active pas leur transcription (Figure 3-2C). C'est le cas de PIN-LIKES 2 (PILSZ, AT1G71090 ; Figure
3-4C) dont I'expression n'est pas induite par LEC2:GR, bien que le locus soit ciblé par LEC2 au niveau
du géne et par LECT au niveau du promoteur. Dans le mutant /ec2-70, la chromatine est fermée au

niveau de ce gene.

424. LEC2 se lie a I'ADN, n‘ouvre pas la chromatine et n'active pas la

transcription

Enfin, en dernier cas de figure, certains /ocisont liés par LEC2, mais étonnamment, leur transcription
n'est pas induite par LEC2:GR et I'accessibilité de la chromatine n'est pas différente entre le mutant
lec2-70 ou le sauvage. C'est le cas de AT2G01610, un gene codant pour une protéine impliquée
dans l'ubiquitination et exprimée tout au long du cycle de vie de la plante (Figure 3-4D). Il est a
noter que sur la liste de 27 génes liés par LEC2 et LEC1 et dont I'expression n'est pas induite par
LEC2:GR, 10 ne montrent aucune différence d’accessibilité en ATAC-seq que ce soit dans le gene

ou dans le promoteur.

Les quatre exemples présentés ici sont représentatifs des différents profils que I'on peut obtenir en

comparant les données d'ATAC-seq et de ChlIP-seq. D'autres exemples sont visibles en Annexe 6.

5. Conclusion et discussion

Toutes ces données suggerent que LEC2 puisse agir de différentes manieres sur ses cibles : il peut
avoir une activité transcriptionnelle ou non et modifier I'ouverture de la chromatine ou non. Notre
hypothese de départ était que LEC2 puisse avoir une fonction avec activation transcriptionnelle de
ses cibles et une fonction sans activité transcriptionnelle. L'analyse croisée des données de RNA-
seq, ChlIP-seq et ATAC-seq semble montrer que cette hypothése est vraisemblable. En effet, il existe

bien des génes se comportant comme attendu sous notre hypothese : leur expression est induite
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par LEC2:GR et leur chromatine est fermée chez le mutant /ec2-70. Cependant ces résultats ne sont
que préliminaires étant donné la qualité du ChIP-seq réalisé. En effet, au-dela des exemples cités
dans ce travail, on ne sait pas sur combien de génes LEC2 pourrait avoir cette fonction de pionnier,
ni quelles fonctions biologiques sont concernées. Si un réseau spécifique de la maturation dont
I'expression est induite par LEC2, apparait, les données actuelles ne permettent pas de discerner un
réseau spécifique de génes ciblés par LEC2 mais dont I'expression n’est pas induite. L'exemple de
PIN-LIKESZ présenté en partie 4.2.3, pour qui LEC2 se lie, ouvre la chromatine mais n’active pas la
transcription est représentatif du type de trace que I'on peut obtenir. Bien que P/LS2 soit impliqué
dans la voie de signalisation de I'auxine, aucun réseau lié a I'embryogenése ou la signalisation
hormonale n'a pu étre identifié jusqu'ici. De meilleurs résultats de ChIP-seq sur LEC2 nous
permettraient d'avoir une idée plus exhaustive de I'ensemble des genes et de la ou les fonction(s)

biologique(s) concernées.

Dans le cas des génes ciblés, mais dont ni I'expression, ni I'accessibilité ne semblent impactées par
LEC2, plusieurs hypotheses s'offrent a nous : i) il est possible que ces /oc/ ciblés soient des faux-
positifs dus a la qualité de I'expérience de ChlP-seq ; ii) il est également possible que LEC2 se fixe
de maniere aspécifique sur des cibles qui pourraient étre constitutivement accessibles ou bien
rendues accessibles par d'autres facteurs/protéines ; enfin, iii) LEC2 pourrait interagir avec d'autres
partenaires pour stabiliser leur(s) interaction(s) avec ces cibles. Par exemple, LEC2 pourrait former
un complexe avec d'autres partenaires, non identifiés, et assurer la fixation de ce complexe a I'ADN,
mais sans avoir lui-méme d‘activité transcriptionnelle ou de modification de I'accessibilité des
cibles. Néanmoins, dans le cas de AT2G01610, présenté précédemment (Figure 3-4D), aucune boite

RY, le site spécifique de fixation de LEC2, n'a été identifiée sur le promoteur.

Les données issues de la littérature, le transcriptome de LEC2:GR (Mendoza et al., 2005), le ChlIP-
seq réalisé sur LEC1 (Pelletier et al., 2017) et 'ATAC-seq réalisé sur des feuilles et embryons
sauvages et mutant /ec2-70 (Wang et al.,, 2020; Gao et al., 2022) ont été une grande ressource pour
tester notre hypothese de double fonction de LEC2. L'accessibilité de ces données est un outil
précieux pour le type d'analyses que nous avons mené. Néanmoins, il ne faut pas oublier que tous
les résultats traités ici n‘ont été obtenus ni dans les mémes conditions et ni au méme stade de
développement de I'embryon. Il a été montré que l'ouverture de la chromatine par un facteur
pionnier sur ses cibles peut étre maintenue au cours du temps (Karagianni et al., 2020). Il est
néanmoins possible que l'effet de LEC2 sur l'ouverture de la chromatine au moment de son
expression (ie. pendant le développement précoce de la graine), ne soit plus visible sur I'embryon

mature, stade auquel I'ATAC-seq a été réalisé. En conséquence, lorsqu’un locus est ciblé par LEC2
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mais qu’'aucun effet n'est visible sur la chromatine dans le mutant /ec2-70, cela peut étre da a la
différence de stade entre les expériences. De plus, d'apres les données de ChIP-seq, LEC2 et LEC1
ne semblent pas se lier toujours ensemble aux mémes cibles. Cependant, le fait que les expériences
n'aient pas été réalisées au méme stade exactement et que le ChIP-seq de LEC2 ne soit pas optimal
ne permettent pas de conclure sur le fait que LEC2 agisse parfois avec LEC1 et parfois seul ou avec

d'autres partenaires.
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Discussion genérale

1. La position du NLS de LEC2 n’a pas pu étre confirmée

Les résultats obtenus dans le Chapitre 2, partie 2. « Mise en évidence du signal de localisation

nucléaire (NLS) de LEC2 », n'ont pas permis de confirmer la présence du NLS en partie centrale de

la protéine. L'identification du NLS putatif de LEC2 a été déterminée grace a un algorithme de
prédiction : cNLS mapper (Kosugi et al, 2009). Cependant, d'autres algorithmes, comme
NLStradamus (Nguyen Ba et al., 2009) ne prédisent pas de NLS dans la séquence de LEC2. On peut
donc mettre en doute I'utilisation de ce type d'algorithme ou penser que LEC2 n'a pas de NLS, mais
entre au noyau grace a son interaction avec d'autres protéines, via son domaine B2 par exemple.
Chez ABI3, le NLS et le domaine B2 sont superposés. Des mutations ponctuelles dans cette zone
chez ABI3 affectent la localisation nucléaire et donc la fonction d’activateur transcriptionnel (Marella
and Quatrano, 2007). De méme, des mutations dans les acides aminés conservés du domaine B2
de LEC2 empéchent l'interaction avec LEC1 (NF-YB9) (Boulard et al., 2018). On sait que les sous-
unités B et C du complexe NF-Y s'assemblent dans le cytoplasme pour rentrer dans le noyau via
I'interaction du dimere avec une importine 13 (Kahle et al., 2005). De plus NF-YA dispose d'un NLS
non canonique (ncNLS), plus long qu’un NLS classique et entre dans le noyau grace a une importine
B (Kahle et al., 2005). On pourrait alors envisager que LEC2, a la maniere de NF-YA, entre dans le

noyau par l'intermédiaire d'un ncNLS non identifié.

La fusion traductionnelle entre différents variants de LEC2 et la GFP a montré que lorsque les parties
N-terminale ou C-terminale de LEC2 sont éliminées, la localisation du facteur de transcription n'est
pas affectée dans I'embryon, ce qui nous laisse penser que le NLS, ou tout autre partie de la protéine
lui permettant d'aller au noyau, n'est pas présente dans ces extrémités non structurées. Toutefois,
lorsque les parties N- et C-terminales de LEC2 sont délétées simultanément, la protéine (LEC2
M104-Q275) n'est plus localisée au noyau. On ne peut donc pas exclure que ces domaines de LEC2
soient nécessaires a sa localisation, méme si notre hypothése est que dans ce cas d'élimination des
deux extrémités, la structure de la protéine est trop affectée, ce qui pourrait également impacter

son transport dans le noyau.

Enfin, pour tenter de confirmer la position d'un NLS potentiel du facteur de transcription, il est
nécessaire d'améliorer notre expérience d’expression transitoire dans les feuilles de tabac

(Nicotiana benthamiana). Le produit de la fusion traductionnelle entre une GFP et un petit peptide
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est trop petit et entre trés probablement dans le noyau par simple diffusion. Il faudrait donc
améliorer cette expérience en réalisant une triple fusion : entre la GFP, le peptide a tester (NLS
putatif) et une protéine plus grosse dont on sait qu'elle n'est pas localisée au noyau. Il faut
cependant s'assurer que cette derniére protéine n'ait pas d'autre signal d'adressage, par exemple

un signal d'adressage au réticulum endoplasmique qui pourrait entrer en compétition avec le NLS.

2. La réalisation d'un crible sur |'apparition d’embryons somatiqgues est-elle

pertinente ?

L'approche de mutagenése que nous voulions développer avait pour but d’augmenter la fréquence
d'apparition d’embryons somatiques, laquelle est extrémement faible lorsque I'on surexprime LEC2
sous contréle de pCaMV35S. Or, nous avons vu que lorsque 'on utilise un autre promoteur
constitutif comme le pAtUbq 70, le phénotype est extrémement fort et apparait des I'embryogenése
zygotique. Une version inductible du promoteur pAtUbq70, permettrait de « déclencher » la
surexpression de LEC2 une fois le développement végétatif entamé et de s'affranchir des défauts
de développement de I'embryon. Une autre alternative serait d'utiliser un promoteur fort dont
I'expression n'a pas lieu dans la graine, mais par exemple dans les feuilles, et qui ne soit pas soumis
au silencing comme le pCaMV/35S. Il semble que l'effet de LEC2 sur l'apparition d’embryons
somatiques soit une question de temporalité et de niveau d'expression. Par exemple, si I'on utilise
le promoteur pCaM V35S, la surexpression est trop tardive et probablement soumise au sifencing,
ce qui n'induit pas ou tres peu de phénotypes. Dans le cas de pAtUbq10, I'expression de LEC2 est
trop forte et se fait certainement trop tét, affectant de fagon importante I'embryon et, par la suite,
aboutissant a des plantes couvertes d’embryons somatiques et/ou de cal dés les premiers jours de
leur développement végétatif. Des résultats obtenus précédemment dans I'équipe, ont montré que
I'expression de LECZ sous contrble de pOLET induit une accumulation d'huile pendant la croissance
de la plante (Boulard et Dubreucq, non publié). LEC2 sous contrOle de pOLET induit sa propre
expression, des cellules restent dans un état « embryonnaire » et la plante accumule des réserves,
mais n'induit cependant pas d'ES pour autant. La temporalité d'expression implique de questionner
« I'allumage » et « I'extinction » de |'expression de LECZ car, dans le cas de I'utilisation de pAtUbg 10
comme de pOLET, le phénotype est continu et la plante n'arréte jamais de produire des embryons
somatiques, du cal ou de I'huile. Quelques rares plantes surexprimant LEC2 sous controle de
PAtUbg 10 ont montré la formation d'organes différenciés (racines ou feuilles). Dans ce cas, il est
probable que I'expression du transgene dans une cellule soit devenue moins forte, en raison d'une

régulation inconnue et que cette cellule, ainsi que ses descendantes puissent alors suivre un
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programme de développement végétatif et non plus d'embryogenése en continu, menant alors a

la formation d'organes.

Maintenant que nous savons que le caractére d'induction spontanée de I'embryogenese somatique
semble finalement plus lié au profil d’expression plutot qu'a la séquence de LEC2, est-il nécessaire
de générer de nouveaux variants du facteur de transcription, qui, en contexte surexpresseur,
seraient capables de former des embryons somatiques a une fréquence plus élevée ? Est-ce qu'un
promoteur spécifique, de feuille par exemple, pourrait permettre la formation d'embryons
somatiques sur les plantes, de maniére efficace ? Dans ce cas, I'approche de départ qui visait a
induire des mutations ponctuelles ciblées au locus peut probablement étre envisagée et un crible
pourrait étre réalisé sur I'apparition spontanée d’embryons somatiques sur les plantules en culture
in vitro. Néanmoins, il est peut-étre nécessaire de modifier la question de départ et ne pas réaliser
un crible en contexte surexpresseur, mais sauvage. Dans ce cas, est-ce que des variants de LEC2, en
contexte d'induction hormonale de I'ES, permettraient une meilleure réponse au traitement ? Le
type de crible, qui serait ici réalisé sur un grand nombre de variants en culture in vitro, est assez
lourd et compliqué a mettre en place et ne nous parait pas envisageable avec les moyens dont

nous disposons. En effet, ce type d'approche a déja été réalisé au sein de I'équipe au cours d'un

crible chimique dont le but était de tester I'effet de différentes molécules sur I'efficacité d’induction

de I'ES et nous savons qu'il est difficile a réaliser a grande échelle (Thévenin et al., non publié).

On sait que lorsque /ec2 est muté, les plantes perdent leur capacité d'induction de I'ES (Gaj et al.,

2005). A l'inverse, un variant qui complémenterait le phénotype [lec2] dans la graine pourrait-il étre
récalcitrant pour I'embryogenese somatique, en découplant les fonctions liées a I'embryogenese
somatique et zygotique ? Une telle approche serait extrémement difficile a mettre en place dans le
cadre d'une mutagenese de type CRISPR, car les mutations sont induites a I'état hétérozygote. Or,
si 'on cherche un phénotype de perte de fonction de I'embryogenése somatique, il est nécessaire
d'avoir la mutation a I'état homozygote. Si I'on considére le grand nombre de variants a tester et a
obtenir a I'état homozygote, cela représente une charge de travail et un nombre de plantes T2

considérable a manipuler, sans compter la difficulté de réaliser un crible en contexte d'induction de

I'ES, comme évoqué ci-dessus.

La réponse a la question : « la réalisation d'un crible sur I'apparition d’embryons somatiques a-t-

elle vraiment un sens ? » doit donc étre modulée.
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- En contexte surexpresseur fort, le crible n'a plus lieu d'étre, car la surexpression de LEC2
induit vraiment la formation d’'embryons somatiques de maniere spontanée et on ne peut
donc pas cribler sur I'amélioration de ce phénotype.

- L'identification de variants répondant mieux aux protocoles d'induction de I'ES serait une
alternative, mais néanmoins tres difficile a mettre en place.

- La réalisation du crible prévu initialement (apparition spontanée d'embryons somatiques)
semble étre I'alternative la plus facile a mettre en place, mais seulement en utilisant un
promoteur plus spécifique, de feuille, par exemple, permettant I'expression ectopique de

LECZ ou une construction inductible avec un promoteur fort comme le pAtUBQT0.

Si l'activité de LEC2 sous contréle d'un promoteur fort est liée a sa temporalité et a son niveau
d’'expression, nous pouvons émettre une autre hypothése : I'apparition d’embryons somatiques en
réponse a |'expression ectopique de LEC2 dépend peut-étre de I'accessibilité chromatinienne des
genes liés aux processus d'embryogenese. En d'autres termes, si pAtUBQ70 permet une expression
tres précoce de LEC2, ie. au cours de I'embryogenése, alors les cibles d’embryogenése sont
certainement accessibles a ces stades de développement. Mais si pCaMV/35S permet une
expression plus tardive au cours du développement des plantules, alors LECZ2 est bien exprimé, mais
la chromatine peut étre fermée au niveau des cibles. De la méme facon, I'expression de LECZ sous
controle de pOLET, ne débute qu'au moment de la maturation, donc apres I'embryogenese, et dans
un contexte chromatinien différent. Dans ce cas, LEC2 est exprimé en continu sous contrOle de
pOLET, sur lequel il forme une boucle d'activation positive, mais les cibles liées a 'embryogenése
ne sont pas disponibles et les plantes ne font pas d’embryogenése somatique. Ainsi, si I'on envisage
un crible d'apparition d'embryons somatiques en contexte surexpresseur inductible, ou
spécifiquement dans les feuilles, il est probable que I'on n'obtienne aucun résultat, car les cibles
d'embryogenése ne sont pas accessibles dans les feuilles. Les cibles ne pourraient étre rendues

accessibles qu’en réponse a une induction hormonale.

3. Embryogenése somatigue ou zygotique ? LEC2, responsable d'un « état

embryonnaire »

Peut-on découpler la fonction embryogenése somatique de la fonction embryogenese zygotique ?
Comme évoqué plus tot, les processus d’ES sont altérés dans un mutant /ec2 (Gaj et al.,, 2005), mais
pourrait-on avoir un variant pour lequel I'embryogenése zygotique serait normale, mais qui serait
affecté dans sa capacité a induire de I'ES ? Chez le cotonnier, I'analyse de génotypes récalcitrants

aux processus d'embryogenése somatique a montré une hyperméthylation du génome (Guo et al,,
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2020). A l'inverse, chez les génotypes les plus permissifs, I'expression de GALECT, GhLEC2 et GhFUS3
est plus forte (Zheng et al., 2014). Est-ce que le variant de LEC2 sans domaine d'activation (/e.
ALEC21.gs) est toujours capable de former des embryons somatiques en contexte surexpresseur ou
en contexte d'induction de I'ES ? On sait également que I'expression ectopique de LEC2 dans les
feuilles induit I'accumulation de composés de réserves spécifiques des graines (Mendoza et al.,
2005). LEC2 est donc capable de modifier un métabolisme de feuille en métabolisme embryonnaire.
Lorsque LEC?2 est sous contréle d'un promoteur ubiquitaire et que son expression est plus forte et
continue pendant I'embryogenese, I'architecture de I'embryon est totalement modifiée et les

plantules sont couvertes d’embryons somatiques et/ou de cal.

Toutes ces observations suggerent que ce facteur de transcription est responsable d'un « état
embryonnaire » plutét qu'un classique régulateur de la biosynthése de réserves au moment de la
maturation. L'expression de LECZ2 est activée au cours du développement de la graine et réprimée
au moment de la germination et tout au long du développement végétatif (Lepiniec et al., 2018).
Au cours des processus d’embryogenése somatique, |'expression de LECZ et des autres LAFL est
activée en réponse aux signaux hormonaux et a I'action de facteurs de transcription comme BBM
(Horstman et al.,, 2017), conduisant a la formation d’embryons. De plus, lorsque |'expression de LEC2
n'est pas réprimée a la fin du développement de la graine, la plante ne suit pas un programme de
développement végétatif, mais, en quelque sorte, conserve un caractére embryonnaire. Si I'on
définit une graine comme un organe dans lequel un embryon se forme et des réserves sont
accumulées, alors on peut dire que LEC2 est responsable d'un «état embryonnaire ».
L'embryogenése serait considérée comme un état précoce et la maturation un état tardif, ce dernier

ne pouvant étre induit que par ou apres |'état précoce. Dans la revue « Controle génétigue et

moléculaire de I'embryogenése somatique », nous faisions |I'hypothese d'une double fonction de

LEC2 : une au cours de 'embryogenese zygotique et I'autre au cours de I'embryogenése somatique.
Finalement, nous pouvons penser que LEC2 n'a pas de double fonction concernant I'EZ ou I'ES,

mais bien une seule : celle d'induire un « état embryogene ».

4. Les domaines d’activation du facteur de transcription LEC2

4.1. Pourquoi avoir un FT avec des DA dispensables ?

Dans le Chapitre 2, partie 3 « Mise en évidence des domaines d'activation de la transcription de

LEC2 », nous avons identifié les domaines d'activation de la transcription (DA) de LEC2 et testé leur

fonctionnalité. Au cours de la partie 4, « Fonctionnalité de LEC2 sans domaines d'activation in
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planta », nous avons montré que LEC2 sans DA complémente le phénotype du mutant /ec2-7. Ainsi,
LEC2 sans domaine d'activation perd son activité transcriptionnelle dans les protoplastes de
mousse mais semble fonctionnel chez Arabidopsis. Ces résultats posent la question de la
conservation des domaines d'activation sur le facteur de transcription : pourquoi sont-ils toujours

présents s'ils ne sont pas nécessaires a la fonction de LEC2 ?

Le Chapitre 2 nous a conduits a I'hypothése que LEC2 pourrait jouer un rdle de facteur pionnier en
complexe avec LEC1 (NF-YB9) et NF-YC. Dans ce cas, LEC2 prendrait la place de NF-YA dont la
fonction est de lier le complexe a I'ADN. Ainsi, LEC2 apporterait la spécificité de cibles grace a son
domaine B3 tout en étant lié a LEC1 grace a son domaine B2. Le complexe NF-Y/LEC2, en tant que
pionnier ne jouerait pas un role d'activateur transcriptionnel, mais d'ouverture ou de fermeture de
la chromatine au niveau de cibles particuliéres en ciblant des boites RY ou éventuellement d’autres
motifs cis-régulateurs jusqu'alors inaccessibles a la machinerie transcriptionnelle. Pour cela, la
fonctionnalité de LEC2 ne dépend pas de la présence d'un domaine d'activation. Néanmoins, si
LEC2 n'a pas perdu ses domaines d'activation de la transcription au cours de I'évolution, cela
suggere qu'il joue a la fois un réle pionnier et un role d'activateur transcriptionnel a domaine B3.
En d'autres termes, si les DA sont toujours présents, on peut faire I'hypothese que la fonction de
pionnier ne doit pas étre I'unique fonction de LEC2. Mais dans ce cas, pourquoi LEC2 sans domaine
d‘activation en N-ter ou en C-ter complémente-t-il parfaitement le phénotype [lec2] ? Il faut noter
gu'un domaine d'activation fonctionnel subsiste dans le domaine B3. En effet, le variant de LEC2
M104-Q275, dont les domaines N- et C-ter ont été délétés, ne complémente pas le phénotype
[lec2], mais cela peut étre lié a un défaut de localisation et/ou de conformation de la protéine, qui
n'est pas localisée au noyau pour ce variant. Il n'est pas exclu également que LEC2 M104-Q275 ait
une activité transcriptionnelle in planta, s'il avait accés au noyau. Il serait donc intéressant de
générer un variant de LEC2, dont les extrémités N- et C-ter sont toujours présentes, mais dont les
domaines d’'activation N- et C-ter seraient mutés pour les rendre non fonctionnels. La protéine
aurait ainsi une structure semblable a la version endogene de LEC2, mais avec seulement un
domaine d'activation situé dans le domaine B3, qui serait fonctionnel. Cette expérience nous
permettrait de savoir si ce domaine seul autorise la fonction d'activateur transcriptionnel de LEC2
in planta. Un autre moyen de vérifier si le DA situé dans le domaine B3 confere a lui seul une partie
de l'activité transcriptionnelle de LEC2, serait de muter uniquement ce domaine tout en gardant les
extrémités N- et C-ter. La mutation Y2s7A Y26sA localisée au niveau de ce domaine pourrait répondre
a cette question. Cette mutation rend LEC2 non fonctionnel tant dans la mousse que chez

Arabidopsis, mais ne semble pas affecter la fonction d'activation transcriptionnelle elle-méme. En
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effet, dans la levure, la protéine entiere LEC2 Y257A Yas5A, comme le fragment LEC2 G240-Q275
Y257A Ya6s5A seul, ont tous deux une activité transcriptionnelle (Figure 2-15F,G). Nous pensons donc
gue cette mutation affecte plut6t la liaison a I'’ADN que I'activité transcriptionnelle. Cette hypothese
reste a prouver au cours d'une expérience de simple hybride, par exemple, réalisée avec le
promoteur pOLET dans la levure. Il est cependant possible qu'on ne puisse pas dissocier l'activité

du DA portée dans le domaine B3 et I'activité de liaison de ce dernier.

4.2. Conservation de LEC2 a travers les espéces

La présence de DA non nécessaires a l'activité transcriptionnelle du facteur de transcription
pourrait-elle étre liée a une évolution récente chez les dicotylédones ? Pour rappel, aucun
orthologue de LEC2 n'a jamais été identifié chez les monocotylédones (Boulard et al,, 2017)) et il
semble que LEC2 dans sa structure « DA-B2-B3-DA » soit spécifique aux plantes dicotylédones. Un
projet mené récemment dans |'équipe (Thévenin et Dubreucq, non publié) a eu pour but d'identifier
des orthologues de facteurs B3 chez les céréales, afin de comprendre pourquoi LEC2 semble étre
absent chez les monocotylédones. Plusieurs protéines ont été identifiées sur la base de la présence
d'un domaine B2 et d'un domaine B3 similaires a ceux de LEC2 et ABI3, et leur activité
transcriptionnelle a été testée avec pOLET dans des protoplastes de mousse. Les résultats ont
montré qu'aucun de ces orthologues putatifs n'active ce promoteur, qu'ils soient seuls ou en
complexe avec les autres membres des LAFL dans la mousse. Ceci suggére que ces protéines ne
sont pas fonctionnelles. Cependant, au vu des résultats que j'ai obtenus au cours de cette these, il
semble que le test d'activité transcriptionnelle avec pOLET7 dans les protoplastes de mousse ne soit
pas le meilleur outil pour identifier un orthologue de LEC2, pour sa fonction pionniére en particulier.
Il serait judicieux de tester si ces orthologues putatifs, placés sous controle de pLECZ, sont capables
de complémenter le phénotype du mutant /ec? in planta par exemple. |l serait également
intéressant d'observer si les orthologues putatifs de LEC2, ou une autre protéine a domaines B2 et
B3, sont surexprimés dans les transcriptomes d'especes monocotylédones au cours de
I'embryogenése somatique. Ces expériences permettraient a la fois de statuer sur I'existence d'un
orthologue de LEC2 chez les monocotylédones, d'apporter ou non une preuve que les domaines
d'activation présents en N- et C-ter sont une évolution récente apparue chez les dicotylédones et
que la fonction ancestrale de LEC2 est une activité de facteur pionnier et non d'activateur
transcriptionnel. On peut alors imaginer que la présence de domaines d'activation de la
transcription chez les orthologues de LEC2 soit une spécificité des dicotylédones. En effet, les
graines de céréales accumulent de I'amidon dans I'albumen, contrairement aux dicotylédones, qui

stockent de I'huile et/ou des protéines dans les cotylédons. Ainsi, les domaines d’activation jouent

Discussion générale 89



B
l

i) liaison aux cibles <> liaison aux cibles > liaison aux cibles
i) %) + % + %) +
transcription transcription transcription transcription transcription transcription
N x J
iv) [lec?]
N X J
[lecT]

T
° e

Figure Discussion : LEC1 interagirait avec plusieurs partenaires, dont LEC2, pour activer la transcription ou modifier
la structure de la chromatine de certaines cibles. i) Les différents partenaires de LECT lui donneraient sa spécificité
en se liant a I'ADN. ii) Certains /oc/ pourraient étre ciblés par plusieurs partenaires de LECT. iii) Comme LEC2, les
partenaires de LECT pourraient avoir une fonction d'activateur transcriptionnel ou non sur les cibles. iv) Lorsque /ec2
est muté, LECT perdrait son activité sur les cibles de LEC2, mais garderait son activité spécifique d'autres partenaires.
Le mutant /ec7 perd toute son activité, c'est pourquoi le phénotype [lec1] serait plus fort que le phénotype [lec2].



peut-étre un role spécifique a un « effet AFL-B3 », lié a I'accumulation d’'huile et de certaines

protéines. Les céréales n'auraient ainsi pas besoin d'un LEC2 pourvu de domaines d'activation ?

Enfin, la fonction de LEC2 est étroitement liée a celle de LEC1. Il semble que LEC2 soit nécessaire a
la fonction de LEC1, que ce soit dans le cadre de son activité transcriptionnelle pour I'accumulation
d'huile ou dans le cadre de son activité de facteur pionnier. LEC1 a un effet coopératif sur 'activité
transcriptionnelle de LEC2 (Baud et al., 2016), mais finalement, peut-étre est-ce LEC2 qui permet
I'activité de LEC1 ? LEC2 pourrait alors assurer la liaison spécifique de LECT a ses cibles grace a son
domaine B3. On sait que les mutants /ec7 et /ec2 ont des phénotypes tres similaires, mais que les
mutants /ec7 sont plus affectés que les mutants /ec2. Il est possible que lorsque, LEC2 est muté,
LEC1 perde une grande part de son activité transcriptionnelle et de facteur pionnier, mais garde
une activité partielle grace a son interaction avec d'autres facteurs de transcription comme ABI3, le
complexe NF-Y, ou encore bZIP67 (Yamamoto et al, 2009; Baud et al.,, 2016) ce qui expliquerait
pourquoi le mutant /ec2 est moins affecté que le mutant /ec7 (Figure Discussion). Ainsi, en lien avec
ce qui a été discuté précédemment, LEC2 aurait un réle plus ancien chez les plantes a graines, dans
la reconnaissance des cibles de LECT pour son activité de facteur pionnier, ne nécessitant aucune
activité transcriptionnelle mais simplement un domaine B2 d'interaction protéine-protéine
nécessaire a son interaction avec LEC1, et un domaine B3 de liaison a I’ADN pour la reconnaissance
des sites spécifiques. Au cours de I'évolution, des domaines d'activation de la transcription auraient
pu apparaitre chez les plantes dicotylédones, afin d’améliorer la fonction de LEC2 et de LECT
comme activateurs transcriptionnels des genes de biosynthese de réserves et de genes spécifiques
des graines en développement. C'est ainsi que LEC2, en lien avec LEC1, jouerait a la fois un rdle
d‘activateur transcriptionnel sur certaines cibles et un réle de pionnier uniquement, induisant

|'ouverture de la chromatine sur d'autres cibles.
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Perspectives

Ce projet de thése a permis de mettre en évidence une probable fonction de LEC2 comme facteur
pionnier. En effet, il semble que LEC2 soit capable d'assurer au moins une partie de ses fonctions
sans domaine d'activation de la transcription. Néanmoins, afin de confirmer pleinement cette
hypothése, une expérience de complémentation du mutant /ec2 est nécessaire, en s'assurant que
tous les domaines d'activation sont bien inactifs. En effet, il est envisageable que le domaine
d’activation localisé en fin de domaine B3 soit suffisant pour assurer seul une partie de I'activité
transcriptionnelle de LEC2, ce qui peut sembler contradictoire avec la conservation des domaines

N et C-terminaux.

Par ailleurs, I'analyse de données de ChiP-seq, ATAC-seq et RNA-seq semble montrer que LEC2 est
capable de se lier a certaines cibles, d'induire I'ouverture de la chromatine et ce sans forcément
activer la transcription des genes concernés suggérant ainsi que LEC2 puisse agir comme facteur
pionnier. Des résultats de ChIP-seq de meilleure qualité sur LEC2 devraient pouvoir apporter des

preuves supplémentaires de cette activité que nous pensons avoir identifiée.

Le variant ALEC21.g5, semble complémenter toutes les fonctions liées a I'embryogenese zygotique
chez le mutant /ec2-7. La surexpression de ce variant sous contréle de pAtUBQ70 permettrait de
savoir si les fonctions liées a I'embryogenése somatique sont également assurées par ce variant et

ainsi confirmer que LEC2 sans domaine d’activation est fonctionnel /n p/anta pour ce role.

Deux variants de LEC2 sont non fonctionnels /n planta. Une expérience de simple hybride dans la
levure permettrait de vérifier si LEC2 Y2s7A Ya6s5A, qui nest pas fonctionnel dans la mousse et qui ne
complémente pas le mutant /ec2, mais dont |'activité transcriptionnelle n’est pas affectée dans la
levure, est capable de se lier a 'ADN. On pourrait alors statuer sur I'importance de ces résidus dans
la fonction de LEC2. De méme, la capacité de liaison a 'ADN du variant LEC2 M104-Q275, dont les
domaines N- et C-ter ont été éliminés, qui n'a ni activité transcriptionnelle dans la levure, ni dans
la plante et qui n'est pas localisé au noyau, devrait étre testée en simple hybride pour vérifier si le

domaine B3 permettant une liaison a I’ADN est toujours fonctionnel ou pas.

Enfin, si LEC2 joue un role trés important au cours du développement de la graine, notamment avec
LECT et si I'absence de domaines d'activation de la transcription ne semble pas impacter sa
fonctionnalité pour le contrdle de la maturation, il se peut qu'une partie de I'activité de LEC2 soit

réalisée par d'autres partenaires, comme ABI3. Ainsi, I'expression d'un variant de LEC2 sans domaine
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d’activation de la transcription en fond double mutant /ec2 abi3 devrait permettre de préciser le
role d'ABI3 dans ce systéme complexe d’'expression, en particulier concernant le controle de

I'accumulation des réserves dans la graine par les AFL-B3.
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Figure M_M-1 : Structure de I'alléle mutant /ec2-7. Une délétion de 3,9 kb (représentée en jaune) est située entre
-3 048 et 895 pb en amont et en aval de I'ATG (en rouge). Le promoteur de 1 kb est représenté en blanc, les
domaines B2 et B3 en rose et en vert respectivement. Les introns et exons sont représentés en traits noirs et barres
bleues. Les amorces utilisées pour le génotypage sont indiquées en violet (séquences en Annexe 2).

ABI3.F2
—

<
ABI3.R2

Figure M_M-2 : Structure de I'alléle mutant abi3-7 (adapté de Barthole, 2013). Les introns et exons sont représentés
en bleus, respectivement par les traits et les barres. Les amorces utilisées pour le génotypage sont indiquées en

violet (séquences en Annexe 2).



Matériel et méthodes

1. Matériel

1.1. Matériel végétal

Lors de ce projet, des plantes Arabidopsis thaliana sauvages, d'écotype Col-0 (Columbia) et Ws
(Wassilewskija) ont été cultivées. L'alléle mutant /ec2-7 (Figure M_M-1) est issu d'une collection de
mutants ADN-t d'Arabidopsis thaliana, écotype Ws, et comporte une délétion de 3,9 kb,
commencant 3 048 pb en amont de I'ATG et s'arrétant 895 pb aprés I'ATG (Meinke et al.,, 1994;
Stone et al., 2001). L'allele mutant abi3-77 provient de la lignée SALK_ 138922 en fond Col-0 et
possede une insertion d'ADN-T, située dans le premier exon (Figure M_M-2). Pour I'expression
transitoire dans des protoplastes de mousse, la souche sauvage Physcomitrium patens Gransden
type sauvage a été utilisée. Pour les expériences d'expression transitoire dans les feuilles de tabac,
une lignée de Nicotiana benthamiana, dont les noyaux sont marqués en rouge grace a une

transformation stable de 2xpCaM V355 RFP.H2B:t35S, a été utilisée (Martin et al., 2009).

1.2. Souches bactériennes

L'amplification et l'extraction d’ADN plasmidique a été réalisée grace a la culture et la
transformation de bactéries £scherichia coli électro-compétentes de souche DH10b (F- endA7
deoR+ recA71 galE15 galkK16 nupG rpsl A(lag)X74 ©80/acZAM15 araD139 A(araleu)7697 mcrA
A(mrr-hsdRMS-mcrBC) StrR A). La souche £ co/iDB3.1 (F-, gyrA462, endA1, A(sr1-recA), mcrB, mrr,
hsdS20(rB-, mB-), supE44, ara14, galk2, lacY1, proA2, rpsL20(Smr), xyl5, Aleu, mtl1 — Invitrogen),
également électro-compétente, a été utilisée pour I'amplification de vecteurs Gateway non
recombinés comportant un marqueur de sélection ccaB (Bernard and Couturier, 1992), car elle
comporte une mutation affectant un géne codant pour une gyrase (gyrA462) (Miki et al., 1992).
Pour la transformation stable et transitoire des plantes (Arabidopsis et tabac), la souche C58C1

pPMP90 d' Agrobacterium tumefaciens a été utilisée (Koncz and Schell, 1986).

1.3. Souche de levure

Les tests d'activité transcriptionnelle ont été réalisés sur la souche de levure Saccharomyces
cerevisiae AH109 (MATa, trp1-9017, leu2-3, 112, ura3-52, his3-200, gal44, gal804, LYS2:GALTuas-
GAL Trara-HIS3, GAL2yas-GAL21ata-ADEZ, URA3.MEL 1uas-MEL T1ara-lacZ) (James et al., 1996).
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1.4. Vecteurs plasmidigues

1.4.1. Vecteurs Gateway™

Type de . Sites - Sélection des
Vecteur Expression Résistance .
vecteur Gateway™ vecteurs vides
pDONR207 | Entrée Bactéries attP1, attP2 | Gentamycine | ccdB
pDONR221 | Entrée Bactéries attP1, attP5 | Kanamycine ccdB
pDONR221 | Entrée Bactéries attP5, attP2 | Kanamycine ccdB
pDONR221 | Entrée Bactéries attP1, attP2 | Kanamycine ccdB
pBS TPp-A | Destination | Bactéries, mousse | attR1, attR2 | Carbénicilline | ccdB
pBS TPp-B | Destination | Bactéries, mousse | attR1, attR2 | Carbénicilline | ccdB
pGWB?2 Destination | Bactéries, plantes | attR1, attR2 | Kanamycine, ccdB
Hygromycine
pAGR Destination | Bactéries, plantes | attR1, attR2 | Kanamycine ccdB
pDEST32 Destination | Bactéries, levures | attR1, attR2 | Kanamycine ccdB
1.4.2. Vecteurs GoldenBraid 2.0
Vecteur Type de Expression Site (.je. Résistance Sélection cjes
vecteur restriction vecteurs vides
pUPD Entrée Bactéries BsmBl Ampicilline LacZ
pUPD2 Entrée Bactéries BsmBl Chloramphénicol | LacZ
pDGB3_a1 | Destination | Bactéries, plantes Bsal Kanamycine LacZ
pDGB3_a2 | Destination | Bactéries, plantes Bsal Kanamycine LacZ
pDGB3_Q1 | Destination | Bactéries, plantes BsmBl Spectinomycine | LacZ
pDGB3_Q2 | Destination | Bactéries, plantes | BsmBlI Spectinomycine | LacZ

2. Méthodes

2.1. Culture et transformation des plantes

2.1.1. Stérilisation des graines seches

Les graines sont stérilisées en surface de fagon courante par du chlore en solution hydro-alcoolique.
La solution de stérilisation est préparée en dissolvant une pastille de chlore (Orlav, Hydrachim) dans
45 mL d'eau distillée, puis diluée au 1/10°™ dans de I'éthanol 96% (v/v). Environ 20 mg de graines
sont mis a incuber pendant 8 min sous agitation dans 1 mL de la solution de stérilisation. Les graines
sont ensuite rincées dans 1 mL d'éthanol absolu pendant 8 min sous agitation et séchées pendant

une nuit sous flux d'air stérile.
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2.1.2. Stérilisation des siliques immatures

De la méme maniére que pour la stérilisation des graines, une solution de stérilisation est préparée,
mais diluée dans au 1/10°™ dans de I'eau (v/v) et non pas de I'éthanol 96%. Les siliques sont mises
a incuber pendant 3 min dans la solution de stérilisation, puis rincées 3 fois a I'eau stérile. Les

siliques peuvent étre utilisées directement sans séchage.

2.1.3. Culture /n vitro

Toutes les étapes de culture /in vitro de plantes (Arabidopsis ou mousses) sont réalisées en
conditions stériles sous une hotte a flux laminaire horizontal. Le matériel utilisé est stérilisé au
stérilisateur a billes Steri 250 (Keller, Suisse) ou au bec bunsen (pinces et spatules), a I'éthanol absolu

pour le matériel le plus fragile ou au four Pasteur (filtres et broyeurs).

2.13.1.  Arabidopsis thaliana

Les graines stérilisées sont semées sur du milieu Arabidopsis Gamborg B5 (Duchefa,

http://www.duchefa.com) 3,16 g/L additionné d'agar 7 g/L, de saccharose 10 g/L, de pourpre de
bromocrésol (BCP) 8 g/L. Le milieu peut étre également supplémenté d'un ou plusieurs
antibiotiques aux concentrations nécessaires a la sélection des graines transformées. Les graines
semées sont stratifiées a 4°C a I'obscurité pendant 48h, puis placées en chambre de culture (16h
de lumiére a une intensité de 50 umol m2 s, 18°C, 60% d’humidité relative). Les boites de Petri

sont scellées avec du ruban adhésif Micropore™ (3M, Saint-Paul, Minnesota, Etats-Unis)

2.1.3.2.  Physcomitrium patens
La liste des milieux et solutions utilisés pour la culture et la transformation des protoplastes de
mousse est donnée en Annexe 7. Les mousses (Physcomitrium patens) Gransden type sauvage sont
cultivées /n vitro sur du milieu PPNH4 solide complété avec du NHy-tartrate 2,7 mM, favorisant la
croissance des chloronemas et améliorant le rendement lors de l'isolation de protoplastes (Ashton
et al., 1979; Thévenin et al., 2012). Le milieu de culture est recouvert de disques de cellophane
(Cellulose type 325P, AA. Packaging Limited, Preston, Lancashire, Royaume-Uni) stériles afin de
faciliter le préléevement des protonemas. Les boites de Petri sont scellées avec du ruban
adhésif Micropore™ Ref 1530-0 (3M, Saint-Paul, Minnesota, Etats-Unis). Les mousses sont cultivées
en conditions controlées : 24°C, 70% d'humidité avec un régime lumineux de 16h de lumiere, 8h
d'obscurité. Des spores sont mises a germer afin d’'obtenir une culture de mousses a repiquer
chaque semaine. Les mousses sont prélevées et broyées dans de I'eau stérile en utilisant un

homogénéiseur Polytron PT1200E (Fisher Scientific, Hampton, New Hampshire, Etats-Unis) & axes
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thermorésistants (7 mm x 82 mm), puis filtrées a travers un filtre de 140 um, et rincées avec de |'eau
stérile. Les mousses ainsi fragmentées sont alors mises en suspension dans de I'eau stérile et 2,5
mL de solution de mousses sont inoculées sur une nouvelle boite de Petri dans les conditions

décrites ci-dessus.

2.1.4. Culture en serre et chambre de culture

2.14.1.  Arabidopsis thaliana
Les plantes sont cultivées soit a partir de germinations de graines séches, ou apreés stratification a
4°C pendant 48h sur du papier filtre Whatman® (Maidstone, Royaume-Uni), soit a partir de
plantules cultivées in vitro pendant une dizaine de jours et repiquées sur du terreau enrichi en NPK
(mélange de tourbe de sphaigne et de sable a pH=5,5, TREF). Les plantes sont cultivées en serre,
dans des conditions d’humidité relative variable, photopériode minimum de 13h assurée par un
éclairage additionnel a I'aide d'ampoules Philips-E40 spectre rouge — HPS 400W SONT PIA PLUS,
120 pE.m-2.sec-1, 16h a 20°C / 8h a 15°C) et irrigués par une solution minérale nutritive enrichie en

azote (pH=6,5 ; Lesaint et Coic, 1983).

2.14.2.  Nicotiana benthamiana
Les graines de Nicotiana benthamiana sont semées sur terreau enrichi en NPK (mélange de tourbe
de sphaigne et de sable a pH=5,5, TREF) en barquettes. Les jeunes plantules agées d'une semaine
sont repiquées en pots carrés. Les plants sont cultivés en serre durant quatre a cing semaines
(humidité relative variable ; photopériode minimum de 13h assurée par un éclairage additionnel a
I'aide d'ampoules Philips-E40 spectre rouge — HPS 400W SONT PIA PLUS, 120 uE.m-2.sec-1, 16h a
20°C / 8h a 15°C) et irrigués par une solution minérale nutritive enrichie en azote (pH=6,5 ; Lesaint

et Coic, 1983).

2.1.5. Transformation stable et transitoire

2.1.5.1.  Transformation stable d'Arabidopsis thaliana
Les plantes sont transformées par trempage des fleurs dans une solutions d'agrobactéries (flora/
dip). Deux jours avant la transformation, un clone d'agrobactérie portant le vecteur d'intérét est
prélevé et ensemencé dans 5 mL de LB liquide supplémenté des antibiotiques nécessaires a la
sélection du clone portant le vecteur et les plasmides hejpers. La préculture est incubée 28°C avec
agitation pendant une nuit. La veille de la transformation, 500 pL de la préculture sont ensemencés
dans 50 mL de LB liquide supplémenté des antibiotiques nécessaires a la sélection du clone. La

culture est incubée a 28°C avec agitation pendant une nuit. Le jour de la transformation, la culture
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d’'agrobactéries est centrifugée a 4 000 g pendant 10 minutes, puis resuspendue dans 75 mL de
tampon d'infiltration (saccharose 5% (p/v), MgCl> 0,2% (p/v), Silwet L77 15% (v/v)). Les plantes en
fleurs, agées d'environ 1 mois, sont alors transformées en immergeant les hampes florales dans la
solution d'agrobactéries pendant 5 minutes. Les graines ayant intégré I'ADN-t d'intérét, /e. les
transformants primaires, sont sélectionnés selon l'outil de sélection présent dans le vecteur:

résistance a un antibiotique ou fluorescence rouge des graines.

2.1.5.2.  Transformation transitoire de Physcomitrium patens
Les protoplastes de mousses sont transformés selon le protocole développé dans |'équipe
(Thévenin et al,, 2012). Dans un premier temps, les protoplastes sont isolés : aprés 6-7 jours de
croissance, le protonéma de 2 boites est récolté et incubé avec une agitation douce par
basculement a 25 tr/min, a I'obscurité, pendant 3 heures, dans un erlenmeyer contenant 10 mL de
mannitol 8,5% (p/v, Sigma-Aldrich, Saint-Louis, Missouri, Etats-Unis) et 10 mL de driselase a 2%
(p/v, Sigma-Aldrich). La préparation est filtrée a travers 3 tamis superposés (140 um, 80 um et 40
pm), puis rincée avec 10 mL de mannitol 8,5%. La solution de protoplastes est centrifugée trois fois
a 60 g, a température ambiante, pendant 5 minutes. Apres chaque centrifugation, le surnageant est
jeté et le culot est doucement remis en suspension dans 10 mL de mannitol 8,5%. Aprés la derniére
centrifugation, le culot est remis en suspension dans la solution MMM a température ambiante a
la concentration finale de 0,5.10° protoplastes/mL (voir liste des solutions en Annexe 7). Une fois,
isolés, 300 uL de protoplastes en suspension sont transfectés simultanément avec 5 pug de chaque
plasmide (un ou plusieurs facteurs de transcription et un promoteur cible fusionné a la GFP,
respectivement clonés dans des vecteurs pBS TPp-A et B). La transformation est médiée par 300 pL
de PEG 4000 40% (p/v), et un choc thermique a 45°C pendant 7 min dans un bain-marie. Dans
chaque tube, 6,5 mL de milieu liquide (PPNH4 et mannitol 8,5%) sont rapidement ajoutés. Les
protoplastes ainsi transfectés sont placés a 24°C (température ambiante), a I'obscurité, pendant

48h, jusqu'a I'analyse de la fluorescence au cytometre de flux.

2.1.5.3.  Transformation transitoire de Nicotiana benthamiana
Des feuilles de tabacs sont infiltrées avec une solution d'agrobactéries afin de permettre
I'expression transitoire des geénes d'intérét. Deux jours avant l'agro-infiltration, un clone
d’'agrobactérie portant le vecteur est prélevé et ensemencé dans 4 mL de LB liquide supplémenté
des antibiotiques nécessaires a la sélection du vecteur et des plasmides helpers. La préculture est
incubée a 28°C, avec agitation, pendant une nuit. La veille de la transformation, 500 L de la
préculture d'agrobactéries sont ensemencés dans 10 mL de LB liquide supplémenté des

antibiotiques nécessaires. La culture est incubée a 28°C avec agitation pendant une nuit. Le jour de
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I'agro-infiltration, la culture d’agrobactéries est centrifugée a 5 000 g, a 10°C, pendant 10 min, puis
re-suspendue dans 10 mL de milieu d'infiltration (milieu de bouturage 1,3% (p/v), saccharose 4%
(p/v), pH=5,7). La solution est de nouveau centrifugée a 5 000 g, a 10°C, pendant 10 min, puis re-
suspendue dans 10 mL de milieu d'infiltration. La DOs0nm de la solution d'agrobactéries est ajustée
a une DOsponm=0,5. Afin d’améliorer I'expression du transgéne, les feuilles peuvent étre co-infiltrées
avec des agrobactéries portant le vecteur hejper p79 (Vanhercke et al, 2013) permettant
I'expression d'un inhibiteur de sifencing. La solution d'agrobactéries est placée dans une seringue
de 1 mL (sans aiguille) et infiltrée sur la face abaxiale d'une feuille de tabac agé de 4-5 semaines,
en appliquant une pression, de part et d'autre de la nervure centrale. Les feuilles sont observées

apres 3 jours en microscopie confocale.

2.2. Biologie moléculaire

2.2.1. PCR

2.2.1.1.  PCR haute-fidélité
Si I'on souhaite amplifier un fragment d’ADN avec le moins d'erreur possible, par exemple pour
amplifier un fragment d’ADN pour le cloner dans un vecteur, il est nécessaire d'utiliser une Taq
polymérase trés efficace qui n‘induit pas d'erreurs et possédant une activité de relecture. La matrice
utilisée peut étre de ’'ADN génomique ou bien un plasmide contenant le fragment d'intérét, dilué
alors au 1/100°™ ou au 1/1000°™. Pour les PCR haute-fidélité, la Phusion™ High-Fidelity DNA
Polymerase (2 U/uL) (ThermoScientific, Waltham, Massachusetts, Etats-Unis) est utilisée, selon les

conditions décrites ci-dessous :

Mélange PCR Volume Programme PCR Température | Temps
ADN 1 L Dénaturation 98°C 30 sec
Phusion™ HF Buffer 5X 10 pL 3t Dénaturation 98°C 10 sec
dNTP 5 mM 2 uL cycles Hybridation 55°C 30 sec
Amorce 1 (10 pmol/pL) 2,5pL Elongation 72°C | 30 sec/kb
Amorce 2 (10 pmol/pL) 2,5puL Elongation finale 72°C 10 min
Phusion™ High-Fidelity 0,5 uL

DNA Polymerase (2 U/uL) '

H>O gsp 50 pL 31,5 uL

2.2.1.2. PCR sur colonies

Au cours des clonages, la vérification des clones ayant intégré le bon vecteur est réalisée par PCR

sur colonies. Pour cela, un clone est piqué avec une pointe de cone et dilué dans 10-20 pL d'eau et
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1 pL de cette dilution est utilisée comme matrice. Les PCR sur colonies sont réalisées avec une Taq

polymérase produite au laboratoire, selon les conditions suivantes :

Mélange PCR Volume Programme PCR Température | Temps
ADN 1 uL Dénaturation 94°C 5 min
I(?I'r::rr:]nch;IcierJ\g?iZ)m X 2 uL 35 Dénaturation 94°C 30 sec
dNTP 2 mM 0,5 pL cycles | Hybridation 55°C 30 sec
Amorce 1 (10 pmol/pL) 1L Elongation 72°C | 1 min/kb
Amorce 2 (10 pmol/pL) 1 uL Elongation finale 72°C 10 min
Taq polymérase « maison » 0,5 puL

H>O gsp 20 pL 14 uL

2.2.1.3.  PCR de génotypage
La liste des amorces utilisées pour le génotypage des plantes est donnée en Annexes 2 et 3. Lorsque
les amorces utilisées sont efficaces, il est possible de le réaliser avec la Tag polymérase « maison »
dans les conditions décrites ci-dessus pour les PCR sur colonies. Cependant, lorsque I'amplification
de I'ADN d'intérét est plus difficile, comme c'est le cas pour le mutant /ec2-7, par exemple, le
génotypage peut étre réalisé avec une Taq polymérase commerciale plus efficace. Ici, la DreamTaq

DNA Polymerase (5 U/uL) (ThermoScientific) est utilisée dans les conditions suivantes :

Mélange PCR Volume Programme PCR Température | Temps
ADN 1L Dénaturation 94°C 5 min
DreamTaq Buffer 10 X 2 uL 35 Dénaturation 94°C 30 sec
dNTP 5 mM 0,8 pL oycles Il-lybridation 55°C 30 sec
Amorce 1 (10 pmol/uLl) | 0,4 pL Elongation* 72°C | 1 min/kb*
Amorce 2 (10 pmol/ul) 0,4 pL Elongation finale 72°C 10 min
DreamTaq DNA 0.2 1l * Dans le cas du génotypage du mutant /ec2-7,
Polymerase (5 U/ul) ' 1 min 40 sec d'élongation.

H>O gsp 20 pL 15,2 uL

2.2.2. Gel d'électrophorese

Afin de déterminer la taille d'un fragment d’ADN ou d'ARN, une électrophorese sur gel d'agarose
est réalisée. Les acides nucléiques sont déposés avec du tampon de charge 0,5 X (bleu de
bromophénol 0,25% p/v (Sigma), EDTA 0,1 M (v/v), glycérol 40% (v/v)) sur un gel d'agarose 1% (p/v,
Sigma), TAE 0,5 X (v/v, ThermoScientific), 10 pg/pL de bromure d'éthydium — BET (Euromedex,
Souffelweyersheim, France). Le gel est placé dans une cuve d'électrophorése Mupid® One dans du
tampon d'électrophorése TAE 0,5 X (ThermoScientific). La migration s'effectue a 135 V pendant 25

min. Le marqueur de taille 1 kb DNA Ladder (ThermoScientific) est utilisé pour déterminer la taille
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des fragments. La lecture du gel se fait par éclairage UV avec un Gel Doc XR+ System (Bio-Rad,

Hercules, Californie, Etats-Unis).

2.2.3. Clonage Gateway™

La stratégie de clonage Gateway™ permet d'introduire un fragment d’ADN d'intérét dans un
vecteur d'expression plasmidique de facon orientée et sans utiliser d'enzymes de restriction mais
par recombinaison. La réaction de recombinaison a lieu entre des sites Gateway™ (attB/attP,
attL/attR...) présents en bordure du fragment d’ADN et dans le vecteur de destination. Les clonages
Gateway™ ont été réalisés en suivant les instructions du développeur, Invitrogen (Thermo

Scientific). La liste des vecteurs utilisés est donnée dans la partie 1.4.1 Vecteurs Gateway™ de ce

chapitre.

2.2.3.1.  Reéactions de recombinaison
L'insert d'intérét est amplifié par PCR et des bordures Gateway™ AttB sont ajoutées en amont et en
aval. La premiere réaction de recombinaison, notée BP, permet d'insérer I'amplicon dans un vecteur
d’entrée, grace a la recombinaison entre les sites AttB de I'insert et AttP contenues dans le vecteur.
La recombinaison BP est réalisée en incubant 3 pL de produit de PCR avec 150 ng de plasmide et 1
uL de Gateway™ BP Clonase™ Il (Invitrogen) a 25-28°C pendant 1 a 2h, ou sur la nuit. La réaction
est stoppée en ajoutant 0,5 uL de protéinase K (2 pg/pL) et en incubant a 37°C 10 minutes. Une
partie du produit de réaction BP (~2 uL) est transformé dans des bactéries électro-compétentes

(voir partie 2.2.3. Culture et transformation des bactéries). La réaction de recombinaison LR a lieu

entre un vecteur d’entrée et un vecteur de destination et permet de transférer I'insert du premier
vecteur vers le second via leurs sites de recombinaison AttL et AttR respectivement. La réaction LR
se fait dans les mémes conditions que la BP décrite ci-dessus : 100-300 ng de vecteur d'entrée, 150
ng de vecteur de destination et 1 uL de Gateway™ LR Clonase™ Il (Invitrogen) sont incubés a 25°C
pendant 1 a 2h, puis la réaction est stoppée avec de la protéinase K de la méme maniére et les

bactéries électro-compétentes sont transformées.

2.2.32. Clonages Gateway ™ Chapitre 1
pCaMV35S::GFP:LEC2*SH dans pGWB?2
A partir des constructions disponibles dans I'équipe SEEDEV, la GFP clonée dans pDONR221 et
LEC2*SH dans pDONR207, une nouvelle construction pCaM\V35S5::GFP:LEC2*SH a été clonée dans
pGWB2. LEC2*SH est une version modifiée de LEC2 obtenue par Céline Boulard par synthese a
facon, dont la séquence en acides nucléiques est différente de A#£C2 natif, mais dont la séquence

protéique reste inchangée. Cela a permis l'introduction du promoteur 35S permettant I'expression
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ectopique nécessaire pour le crible ainsi que de la GFP pour le suivi de la localisation de la protéine.
Les sites Gateway™ attB5 et attB2 ont été ajoutés au fragment LEC2*SH par PCR haute-fidélité.
LEC2#*SH a ainsi pu étre recombiné dans le vecteur pPDONR221 par réaction BP. Une réaction de LR-
multiple, a permis d'assembler les fragments GFP et LEC2*SH dans un vecteur pBS TPp-A
permettant |'expression dans des protoplastes de mousse (Physcomitrium patens) sous le contrble
du promoteur de I'actine de riz pour tester sa fonctionnalité. Le fragment GFP:LEC2*SH cloné dans
pBS TPp-A a ensuite été recombiné dans un vecteur pPDONR207 grace a une réaction de BP-reverse,
avant d'étre recombiné par LR dans le vecteur binaire pGWB2 permettant I'expression dans

Arabidopsis thaliana sous le controle d'un promoteur constitutif 35S.

2.2.33. Clonages Gateway ™ Chapitre 2
Variants de LEC2 pour I'expression transitoire dans les protoplastes de mousse
Différents variants de LEC2 ont été amplifiés par PCR haute-fidélité, permettant I'ajout des
extrémités AttB, puis clonés par recombinaison BP dans un vecteur pDONR207 avant une
recombinaison LR dans le vecteur pBS TPp-A permettant I'expression dans des protoplastes de

mousse (Physcomitrium patens) sous le controle du promoteur de I'actine de riz.

Variants et fragments de LEC2 pour I'expression dans la levure

De la méme maniére que décrit précédemment, les variants ou fragments de LEC2 ont été amplifiés
par PCR et clonés dans pDONR207, puis une recombinaison LR a permis de les cloner dans le
vecteur pDEST22 permettant la fusion entre un domaine d'activation de la transcription putatif (ici

les variants de LEC2) et le domaine de liaison a I'ADN de Ga/4 de levure.

2.2.4. Clonage GoldenBraid 2.0

Le GoldenBraid 2.0 un systéme de clonage itératif permettant d'assembler plusieurs unités
transcriptionnelles les unes a la suite des autres, dans un vecteur d'expression binaire, par une
succession de réactions de digestion, grace a des enzymes de restriction de type IIS, puis de ligation
(Sarrion-Perdigones et al., 2011, 2013). Contrairement aux enzymes de restriction de type I, qui
reconnaissent et coupent directement un site spécifique, les enzymes de restriction de type IIS sont
capables de reconnaitre un site de restriction et de couper quelques nucléotides en amont, ou en
aval. Les enzymes utilisées pour les réactions GoldenBraid sont Bsal et BsmBl selon le vecteur

d'intérét (voir voir tableau partie 1.1.1. Vecteurs GoldenBraid 2.0).

2.24.1.  Réactions de digestion-ligation

Dans un premier temps, les fragments d’ADN a cloner doivent étre domestiqués : les éventuels sites

de restriction Bsal et BsmBl présents sont retirés par PCR (avec des amorces portant des mutations)
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ou par synthese a facon en créant une mutation ponctuelle silencieuse. Des séquences spécifiques
appelées préfixe et suffixe sont ensuite ajoutées en bordure du fragment. Ces séquences sont

définies selon les consignes données par les développeurs (https://gbcloning.upv.es/). Elles

contiennent les sites de restriction des enzymes Bsal et BsmBl, ainsi qu'une suite de nucléotides
précise qui, une fois coupée par I'enzyme, laissera une extrémité flanquante cohésive, qui pourra

étre liguée a I'extrémité d'un autre fragment.

La premiere réaction du clonage, la réaction de domestication, permet d'insérer le fragment
domestiqué dans un vecteur d'entrée pUPD2 grace a une réaction de digestion par I'enzyme BsmBlI,
puis une ligation par I'enzyme T4 ligase. Ainsi, chaque partie de la future unité transcriptionnelle
que l'on veut former est insérée dans un vecteur d'entrée pUPD ou pUPD2. Ensuite, lors de
I'assemblage multipartite, les différentes composantes de la future unité transcriptionnelle
(promoteur, séquence codante, étiquette, terminateur...) domestiqués dans pUPD ou pUPD2 sont
assemblées dans un vecteur d'expression grace aux extrémités cohésives des bordures générées
apres digestion. Les vecteurs de destination utilisés sont pDGB3_a1, pDGB3_a2, pDGB3_Q1,

pDGB3_Q2, voir tableau partie 1.1.1. Vecteurs GoldenBraid 2.0 de ce chapitre. Les clonages sont

réalisés la fagon suivante : deux unités transcriptionnelles contenues dans des vecteurs pDGB3_a1
et pDGB3_a2 sont assemblées dans un vecteur pDGB3_Q1 ou pDGB3_Q2 puis, de la méme maniére,
les deux unités transcriptionnelles dans pDGB3_Q1 et pDGB3_Q2 sont assemblées dans des

vecteurs pDGB3_a1 ou pDGB3_o2 et ainsi de suite.

Les mélanges réactionnels sont composés d’environ 40 ng de chaque ADN de départ (amplicon
PCR haute-fidélité ou plasmide), 75 ng de vecteur d’'entrée ou de destination selon I'étape du
clonage, 10 U d'enzyme de restriction BsmBI/£Esp31 10 U/uL (ThermoFisherScientific ER0452) ou Bsal
5000 U (NewEngland BioLabs R0535L), 1 U d’ADN T4 ligase 1 U/uL (ThermoFisherScientific EL0016),
du tampon T4 ligase correspondant (1X final) et d'eau stérile pour un volume final de 10 pL. La

réaction de digestion-ligation est faite dans un thermocycleur programmé de la fagon suivante :

Programme Température | Temps
Digestion 37°C| 10 min
Digestion 37°C 2 min

2 I
> cycles Ligation 16°C 5 min
Digestion 37°C| 10 min
Inactivation des enzymes 80°C | 20 min
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2.242. Clonages GoldenBraid 2.0 Chapitre 1
Certaines sous-unités ont été synthétisées a facon afin de les domestiquer : MCP:AID, Scaffold2MS2
(Twist Bioscience, San Francisco, Californie, Etats-Unis), ARN guides (Eurofins Genomics, Les Ulis,

France). La dCas9 provient du kit GoldenBraid 2.0 (https://gbcloning.upv.es/), les sous-unités

promotrices et terminatrices ainsi que les plasmides ont été fournis par I'équipe de Jean-Denis

FAURE (DIPOL, IJPB).

Clonages CRISPR-X

= (Cas particulier : les ARN guides

Les ARN guides ont été congus grace au site internet CRISPOR (http://crispor.tefor.net/crispor.py)
qui permet de déterminer les meilleurs candidats, a partir d'une séquence d'intérét, ici la séquence
de LEC2*SH. Les ARN guides ont été sélectionnés en fonction de leur emplacement sur la séquence
de LEC2*SH, ainsi que sur la base d'un faible nombre de mutations hors-cibles (« off-targets »)
potentielles dans le génome d'Arabidopsis thaliana (Annexe 1). Le site internet du GoldenBraid

(https://gbcloning.upv.es/do/crispr/) a été utilisé afin de domestiquer les ARNs guides proposés

par le site CRISPOR, c'est-a-dire leur apporter les bons préfixes et suffixes nécessaires au clonage.
Les ARNs guides sont commandés sous la forme d'oligonucléotides sens et antisens (Eurofins
Genomics, Les Ulis, France). lls sont dilués a une concentration de 1 uM et hybridés pendant 30 min
a température ambiante pour former un insert d’ADN double brin avant la réaction de digestion-

ligation. Les séquences des ARN guides utilisés sont données en Annexe 1.

=  Clonage des parts et unités transcriptionnelles

Domestication dans pUPD ou pUPD2
Parts Vecteur Référence ou provenance
pU6-26 pUPD (Vazquez-Vilar et al., 2016)
ARN guides /
Scaffold2MS2 pUPD2
(Sarrion-Perdigones et al,,
pAtUbq10 pUPD 2013)
MCP:AID pUPD2
{RbCSE9 pUPD2 Lionel Gissot, équipe DIPOL,
IJPB
ORPS5A oUPD2 :_Jlsgel Gissot, equipe DIPOL,
dCas9 (D10A H840A) pUPD2 (Vazquez-Vilar et al., 2016)
Unité transcriptionnelle Vecteur Référence ou provenance
pU6-26::ARN guide::Scaffold2MS?2 pDGB3_a1/2
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pAtUbq10:MCP:AID:tNOS pDGB3_a?2

pRPS5A::dCas9:tRbcSE9 pDGB3_a1 :_Jlsgel Gissot, equipe DIPOL,
pCsVMV::DsRed:tNOS pDGB3_a2 :_J|§gel Gissot, equipe DIPOL,
pU6-26::ARN guide1::Scaffold2MS2:pU6-

26::ARN guide2::Scaffold2MS2 pDGB3 Q1
pRPS5A::dCas9:tRbcSE9:pCsVMV::DsRed:tNOS pDGB3_Q32

Troisiéme niveau d'un

ités transcriptionnelles

pU6-26::ARN guide::Scaffold2MS2:pU6-
26:ARN guide2:Scaffold2MS2:
pRPS5A::dCas9:tRbcSE9:pCsVMV::DsRed:tNOS

pDGB3_a

Quatriéme niveau d’unités transcriptionnelles

pU6-26::ARN guide::Scaffold2MS2:pU6-
26:ARN guide2:Scaffold2MS2:
pRPS5A::dCas9:tRbcSE9:pCsVMV::DsRed:tNOS:

pAtUbqg10:MCP:AID:tNOS

pDGB3_Q1

Clonages EvolvR

Les polymérases infidéles REV1 et PolI3M ont été synthétisées a fagon (Twist Bioscience, San

Francisco, Californie, Etats-Unis).

Domestication dans pUPD ou pUPD2

Parts Vecteur Référence ou provenance

ORPS5A oUPD2 Lionel Gissot, équipe DIPOL,
IJPB
(Sarrion-Perdigones et al.,

pAtUbqg10 pUPD 2013)

nCas9 pUPD2

REV1 pUPD2

PolI3M pUPD2

{RbCSE9 pUPD2 Lionel Gissot, équipe DIPOL,
1JPB

Unité transcriptionnelle Vecteur Référence ou provenance

pRPS5A::nCas9:REV1:tRbcSE9 pDGB3_a

pAtUbqg10::nCas9:REV1:tRbcSE9 pDGB3_a

pRPS5A::nCas9:PolI3M:tRbcSE9 pDGB3_al
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2.243.

Clonages GoldenBraid 2.0 Chapitre 2

Expression de variants de LEC2 /n planta sous controle de pLEC2

Domestication dans pUPD ou pUPD2

Parts Vecteur Référence ou provenance

pLEC2 (-500 pb) pUPD2

GEP oUPD2 Lionel Gissot, équipe DIPOL,
1JPB

LEC2 et variants pUPD2

{RbcSE9 oUPD2 Lionel Gissot, équipe DIPOL,
1JPB

Unité transcriptionnelle Vecteur Référence ou provenance

pLEC2::LEC2:tRbcSE9 pDGB3_al

pLEC2::GFP:LEC2:tRbcSE9 pDGB3_a

pNOS::Hygro:tNOS pDGB3_o2 | Bertrand Dubreucq

pCsVMV:DsRed:tNOS pDGB3_a2 b'sge' Gissot, equipe DIPOL,

pLEC2::LEC2:tRbcSE9::pNOS::Hygro:tNOS pDGB3_01

pLEC2::GFP:LEC2/A:tRbcSE9::pNOS::Hygro:tNOS pDGB3_Q1

pLEC2::GFP:LEC2/A:tRbcSE9::pCsVMV::DsRed:tNOS | pDGB3_Q1

Expression transitoire dans le tabac de variants de LEC2

Domestication dans pUPD ou pUPD2

Parts Vecteur Référence ou provenance
(Sarrion-Perdigones et al,,

pAtUbq10 pUPD 2013)

GEP pUPD2 Lionel Gissot, équipe DIPOL,
IJPB

LEC2 et variants pUPD2

{RbCSE9 pUPD2 Lionel Gissot, équipe DIPOL,
1JPB

Unité transcriptionnelle Vecteur

pAtUbqg10:GFP:LEC2/A:tRbcSE9 pDGB3_a1

2.2.5. Culture et transformation des bactéries

Les bactéries électro-compétentes (£scherichia coli et Agrobacterium tumefaciens)

sont

transformées par électroporation avec le plasmide d'intérét: 1-2 ng de plasmide et 40 pL d'eau

stérile sont ajoutés dans un tube contenant 10 uL de bactéries électro-compétentes (1,5.10° cfu/ug
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d'ADN) concentrées dans du glycérol 10% (v/v). Le mélange est transféré dans une cuvette
d'électroporation et soumis a un choc électrique de 1,25 kV pendant 3 a 5 ms. La membrane
bactérienne est ainsi déstabilisée et I'ADN peut entrer dans la cellule. Le mélange est remis en
suspension dans 1 mL de milieu LB liquide et incubé a 37°C avec agitation (300 tr/min) pendant 1h
pour £scherichia coli ou a 28°C pour Agrobacterium tumefaciens avant étalement sur milieu solide.
Les bactéries sont ensemencées sur une boite de Petri contenant du milieu LB gélosé (15 g/L agar)
supplémenté d'un ou plusieurs antibiotiques aux concentrations requises afin de sélectionner les
clones qui ont intégré le vecteur souhaité. Les boites sont mises a incuber a 37°C pendant une nuit

pour £ coliet a 28°C, 48h pour A. tumefaciens.

2.2.5.1.  Concentrations des molécules de sélection des clones

Molécule Concentration stock Dilution finale
Ampicilline 100 mg/mL 100 pg/mL
Carbénicilline 100 mg/mL 100 pyg/mL
Céfotaxime 200 mg/mL 200 pg/mL
Chloramphénicol 30 mg/mL 30 pg/mL
Gentamycine 50 mg/mL 50 pg/mL
Hygromycine 100 mg/mL 100 ug/mL
Rifampicine 25 mg/mL 25 ug/mL
Spectinomycine 50 mg/mL 50 pg/mL
X-Gal 40 mg/mL 40 pg/mL
IPTG (Y 0,5 mM

2.2.6. Culture et transformation des levures

Les levures non transformées sont cultivées sur du milieu YPD solide (YPD 50 g/L Clontech, agar 20
g/L, pH=6,5) a 28°C pendant 48h. La veille de la transformation, une colonie est prélevée et cultivée
a 28°C avec agitation (300 tr/min), une nuit, dans 10 mL de milieu YPD liquide (50 g/L, pH=6,5). La
DOsgoo nm de la préculture liquide est mesurée, de maniére a ensemencer 5.10° cellules dans 50 mL
de milieu YPD liquide, dans un Erlenmeyer (DOgoo = 0,1 = 1.10° cellules/mL) a 28°C avec agitation.
La DOsoo nm €st de nouveau mesurée apres 2 générations (4-5h), la transformation peut étre réalisée
lorsque la culture atteint une densité de 1 a 2.107 cellules/mL. Les levures sont alors centrifugées a
3 000 g pendant 5 min, lavées dans 25 mL d'eau stérile, puis de nouveau centrifugées a 3 000 g
pendant 5 minutes. Le culot est repris dans 1 mL de LiAc 100 mM, puis centrifugé pendant quelques
secondes a 16 000 g. Le surnageant est retiré et le culot est resuspendu dans 400-500 pL de LiAc
100 mM, homogénéisé au vortex et 50 pL de levures sont transférés dans un nouveau tube pour

chaque transformation.
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Un mélange est réalisé, comprenant 500-1 000 ng de plasmide a transformer, 10 uL d’ADN carrier
et de I'eau, gsp 84 L. Dans le tube comprenant les 50 uL de levures a transformer, 240 pL de PEG
50% (p/v) sont ajoutés, puis 36 uL de LiAc 1M et enfin les 84 uL du mélange de plasmide et d’ADN
carrier. Le mélange est homogénéisé au vortex pendant 1 min, puis les levures sont incubées a 28°C
pendant 30 min, puis homogénéisées de nouveau et placées a 42°C pendant 25 min afin d'étre
transformées par choc thermique. Les tubes sont placés dans la glace, puis centrifugés a 16 000 g
pendant quelques secondes afin de culotter les levures, qui sont alors reprises dans 200 pL d’eau
stérile et étalées sur du milieu minimum supplémenté des acides aminés nécessaires a la sélection
des levures ayant intégré le vecteur conférant une auxotrophie a un acide aminé. Ici, le milieu de
sélection utilisé est SD-leu (26,7 g/L Minimal SD base Clontech, 0,69 g - Leu DO Supplement

Clontech, agar 20 g/L). Les levures transformées sont alors cultivées a 28°C pendant 48h.

2.2.7. Extraction d’'acides nucléigues

2.2.7.1.  Extraction d’ADN plasmidique
Les clones d'£ coliportant le plasmide d'intérét sont prélevés et mis en culture dans 8 mL de milieu
LB liquide contenant le ou les antibiotique(s) nécessaire(s) a la sélection, a 37°C, pendant une nuit.
Les bactéries sont centrifugées pendant 10 minutes a 5 000 g, puis les plasmides sont extraits selon
le protocole NucleoSpin® Plasmid Macherey-Nagel (mini-prep). L'extraction est basée sur une lyse
alcaline suivie d'une purification sur une colonne contenant une membrane de silice sur laquelle
les acides nucléiques se lient spécifiquement. Les plasmides sont élués dans 50 uL d'eau stérile. Une
mini-prep permet d'obtenir une concentration d’ADN d’environ 100-250 ng/pL. Pour obtenir une
plus forte quantité d’ADN, nécessaire a la transformation transitoire des protoplastes de mousses

(voir chapitre Transformation transitoire de Physcomitrium patens), 'extraction de plasmide est

faite a partir d'une culture de 50 mL avec un kit NucleoBond® Plasmid, qui permet d’'obtenir des

rendements d'environ 1 000 ng/pL.

2.2.7.2.  Extraction d'’ADN de plantes
Extraction rapide
Pour I'extraction d’ADN servant a du génotypage uniquement, un protocole d'extraction rapide est
utilisé. Des morceaux de feuille d’environ 0,2 cm? sont prélevés et placés dans des tubes de transfert
de 1,2 mL contenant une bille métallique, puis plongés dans l'azote liquide et broyés a 25
vibrations/secondes pendant 45 secondes en utilisant un broyeur vibrant. La poudre obtenue est
centrifugée pendant a 4 000 g, a 4°C, pendant 5 minutes, puis re-suspendue dans 200 pL de tampon

d’extraction (Tris HCl 200 mM pH=7,5, NaCl 250 mM, EDTA 25 mM, 0,5% SDS) et centrifugée a 4
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000 g, a 15°C, pendant 10 min. 100 pL de surnageant sont prélevés et transférés dans une plaque
96 puits contenant 100 pL d'isopropanol. Les échantillons sont incubés a température ambiante
durant 10 min, puis centrifugés a 4 000 g, a 15°C, pendant 30 min. Le surnageant est éliminé et les
culots d’ADN sont lavés avec 100 pL d'éthanol 75%, puis centrifugés a 4 000 g pendant 5 minutes.
Le surnageant est éliminé et les culots sont séchés pendant 15 min a 65°C et re-suspendus dans
100 pL de TE (Tris 10 mM pH=8,0, EDTA 1 mM pH=8,0) a 4°C, avec agitation, pendant une nuit.
Extraction au CTAB

Le matériel végétal est broyé dans de I'azote liquide avec du sable de Fontainebleau, ainsi que du
PVPP (Polyvinylpyrrolidone — Sigma Aldrich, Saint-Louis, Missouri, Etats-Unis) s'il s'agit de graines :
le PVPP piege les tanins qui réduisent l'efficacité d'extraction des acides nucléiques. La poudre est
mise en suspension dans un volume de tampon d'extraction au CTAB, bromure de
cétyltriméthylammonium (2% CTAB (p/v), NaCl 1,4 M, EDTA 20 mM, Tris-HCI 100 mM, 0,2% B-
mercaptoéthanol (v/v)), préalablement chauffé a 65°C. Le volume de tampon est défini en fonction
de la quantité d'échantillon et un tube avec fermeture a vis est utilisé afin d’empécher |'ouverture
liée aux échappements de gaz. Apres avoir homogénéisé au vortex et dégazé les tubes, les
échantillons sont incubés a 65°C pendant 30 min avec agitation. Apres incubation, un volume de
chloroforme (CHCI5) est ajouté. Les échantillons sont homogénéisés au vortex puis centrifugés a 16
000 g pendant 20 min. Trois phases sont alors visibles : la phase aqueuse contenant les acides
nucléique, un gateau protéique et la phase organique contenant les solvants. La phase aqueuse est
prélevée et transférée dans un nouveau tube. Un volume de phénol chloroforme 24:1 (v/v) est
ajouté puis les échantillons sont centrifugés a 16 000 g pendant 5 min. La phase aqueuse est
prélevée et transférée dans un nouveau tube, puis les acides nucléiques sont précipités en ajoutant
0,5 volume d'isopropanol et 10% (v/v) de NaCl 5M, avant de centrifuger a 16 000 g pendant 20
min. Le surnageant est retiré et le culot contenant les acides nucléiques est lavé en ajoutant 500 pL
d’'éthanol 70%, puis en centrifugeant a 16 000 g pendant 5 min. Enfin, I'éthanol est retiré, puis le

culot séché et remis en suspension dans 50 ulL d'eau.

2.2.7.3.  Extraction d'ARN de plantes
Extraction d’ARN avec le kit RNeasy® Plant Mini Kit (Qiagen)
Le matériel végétal est broyé dans de I'azote liquide avec du sable de Fontainebleau, puis les ARN

totaux sont extraits selon le protocole RNeasy® Plant Mini Kit (Qiagen, Hilden, Allemagne).
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Extraction d'’ARN sur de petites quantités de matériel avec le kit PicoPure™
(ThermoFischerScientific)

Entre 2 et 5 mg de matériel est congelé dans l'azote liquide, puis broyé en présence de PVPP s'il
s'agit de graines. Les ARN sont extraits en ajoutant 100 pyL de tampon XB contenu dans le kit
PicoPure™, suivi d'une incubation a 42°C, avec une agitation de 500 rpm, pendant 30 min, apres
avoir brievement homogénéisé au vortex. Apres incubation, les échantillons sont centrifugés a 3
000 g pendant 2 minutes. Le surnageant est prélevé, puis transféré dans un nouveau tube contenant
100 pL d'éthanol 70% (v/v), en s'assurant de bien mélanger en pipettant et refoulant. La colonne
est préconditionnée en ajoutant 250 pL de tampon CB, incubée a température ambiante pendant
5 min et centrifugée a 16 000 g pendant 1 min. Le mélange d’extraits cellulaires et d'éthanol est
transféré dans une colonne préconditionnée, puis centrifugé a 100 g pendant 2 min pour lier les
acides nucléiques a la membrane, avant d'étre centrifugé a 16 000 g pendant 1 min pour retirer le
surnageant. 100 pL de tampon de lavage W1 sont ajoutés avant une centrifugation a 8 000 g
pendant 1 min. Le traitement a la DNase est réalisé en ajoutant 10 yL de DNasel et 30 uL de tampon
RDD a la colonne et en incubant a température ambiante pendant 15 min. 40 yL de tampon de
lavage W1 sont ajoutés, puis les colonnes sont centrifugées a 8 000 g pendant 15 sec. La membrane
est lavée deux fois en ajoutant 100 pL de tampon de lavage W2, éliminé par centrifugation a 8 000
g pendant 1 min, puis a 16 000 g pendant 2 min. Le liquide passé a travers la colonne est retiré,
puis la membrane est séchée en centrifugeant a 16 000 g pendant 1 min. La colonne de purification
est transférée dans un nouveau tube et I'ARN extrait est élué en ajoutant 12 uL de tampon d'élution
EB directement sur la membrane, puis en incubant a température ambiante pendant 1 min. La
colonne est centrifugée a 1 000 g pendant 1 min afin que le tampon d'élution se propage bien sur
la membrane, puis a 16 000 g pendant 1 min pour éluer I'ARN. L'éluat peut alors étre dosé au
NanoDrop ou avec une puce Agilent et est conservé a -20°C ou -80°C pour une conservation plus

longue.

2.2.74.  Rétrotranscription des ARN en ADNc
Les ARN totaux extraits peuvent étre rétrotranscrits en ADN complémentaire d'apres le protocole
de la RevertAid H Minus Reverse Transcriptase (ThermoScientific), en utilisant un oligo-dT pour
I'initiation. Ici, aucun traitement a la DNAse n'a été réalisé mais une vérification par PCR de |'absence

d'ADN génomique a été effectuée.
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2.3. Biochimie

2.3.1. Analyse des protéines totales et western-blot

2.3.1.1.  Extraction des protéines de réserve de graines d'Arabidopsis thaliana
Les protéines sont extraites a partir de 50 graines placées dans un tube Eppendorf de 2 mL a vis,
avec une bille en céramique et 250 pL de tampon d’échantillon LDS NuPAGE™ 2X (Novex®), puis
broyées deux fois de suite en utilisant un FastPrep® réglé sur 6,5 M/sec pendant 30 sec. La mousse
est réduite en centrifugeant brievement les tubes puis les graines sont de nouveau broyées une
fois dans les mémes conditions. Les échantillons sont centrifugés a 13 000 g a température
ambiante pendant 5 min pour éliminer la mousse formée, puis le liquide est prélevé et transféré
dans un nouveau tube de 1,5 mL a vis avant d'étre de nouveau centrifugés a 13 000 g a température
ambiante pendant 10 min. Un culot doit se former et éventuellement une phase lipidique
superficielle. Le surnageant est transféré dans un nouveau tube 1,5 mL et évitant de prélever la
phase lipidique. Si I'extrait ne semble pas clair, la derniere étape est répétée. Les extraits protéiques

ainsi obtenus sont conservés a -20°C.

2.3.1.2.  Dépot sur gel SDS-PAGE - électrophorese de protéines
Avant le dépot sur gel, les protéines extraites sont centrifugées a 13 000 g pendant 5 min. Des gels
commerciaux NuUPAGE™ 12% Bis-Tris Gel 10 ou 12 puits (Invitrogen) sont utilisés. Le gel est placé
dans une cuve de migration en présence de tampon de migration MOPS SDS NuPAGE® 1 X
(Novex®). Les puits du gel sont lavés avec du tampon MOPS a la pipette. Avant le dépot, les
protéines sont chauffées a 50°C pendant 10 min. L'équivalent de 4 graines (~ 20 pL) est déposé
dans chaque puits, ainsi que 5 pL de marqueur de taille SeaBlue® Pre-Stained Standard 1X
(Novex®). Avant le début de la migration, 500 uL de d'antioxydant NUPAGE™ (fourni avec le gel)
sont déposés dans la partie haute de la cuve. La migration est réalisée a 230 V, 45 mA pour 1 gel
ou 90 mA pour 2 gels, jusqu’a ce que le bleu de charge atteigne le boudin formé par le gel, mais
sans le dépasser (~1h30). Le gel est coloré sur la nuit a température ambiante dans 100 mL solution
de bleu de Coomassie : 80% (v/v) acide orthophosphorique (acide orthophosphorique (2,5%, v/v),
sulfate d'ammonium (10%, p/v)) et bleu de Coomassie (0,4% bleu de Coomassie dilué dans de
I'éthanol (p/v)). Le gel est rincé avec de I'eau ultrapure jusqu'a ce qu'il soit bien décoloré et stocké
a 4°C en attendant la lecture. Le gel est scanné et les bandes quantifiées en utilisant le

logiciel /mageQuantTL (GE Healthcare Life Sciences, Uppsala, Suéde).
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2.3.13.  Western-blot anti-OLE1
Une électrophorese de protéines SDS-PAGE est réalisée de la méme maniére que décrit ci-dessus,
mais en déposant 100 fois moins de matériel : dilution au 1/100°™ des protéines extraites, dans du
NuPAGE™ tampon d'échantillon LDS NuPAGE™ 2X (Novex®). Aprés migration, le gel n'est pas
coloré avec une solution de bleu de Coomassie, mais préparé pour le transfert sur membrane de
nitrocellulose a I'aide du kit de transfert Trans-Blot Turbo RTA Mini 0,2 um Nitrocellulose (Bio-Rad,
Hercules, Californie, Etats-Unis). Le gel est placé dans du tampon de transfert (1X Trans-Blot Turbo
Transfert Buffer, éthanol absolu 20% (v/v)), tandis qu'une membrane de nitrocellulose (fournie dans
le kit) est trempée dans de I'éthanol absolu, puis dans du tampon de transfert. Le montage est
réalisé de la maniere suivante : dans une des cassettes du Trans-Blot Turbo Transfer System (Bio-
Rad), quelques feuilles de papier de transfert (fournies dans le kit) et préalablement imbibées dans
le tampon de transfert sont placées en évitant les bulles d’air, la membrane est positionnée au-
dessus du papier, puis le gel et enfin une derniere couche de papier de transfert. Le rouleau fourni
avec la machine de transfert est utilisé entre chaque couche pour retirer les bulles d'air. Le transfert
est réalisé a 15 V, 30 mA, pendant 30 min. Apres le transfert, la membrane est incubée dans une
solution de saturation (lait demi-écrémé en poudre Régilait 5%, TBS 1X, Tween20 0,05%) a 4°C avec
agitation pendant une nuit. Le lendemain, aprés un rincage rapide puis 10 min de lavage avec
agitation dans du TBS-T 0,05% (TBS 1X, Tween20 0,05%), la membrane est incubée avec I'anticorps
primaire* dilué dans 10 mL de solution de saturation, a température ambiante avec agitation
pendant 1Th30. La membrane est rincée rapidement puis lavée 3 fois pendant 10 min avec agitation
dans du TBS-T 0,05%. La membrane est alors incubée avec I'anticorps secondaire** dilué dans 10
mL de solution de saturation de la méme maniere que pour I'anticorps primaire. La membrane est
de nouveau rincée rapidement, puis lavée 2 fois pendant 10 min avec agitation dans du TBS-T
0,05%, suivi d'un dernier lavage pendant 10 min avec agitation dans du TBS 1X (sans Tween20). La
révélation est réalisée avec le kit Clarity™ Western ECL Substrate (Bio-Rad): 750 uL de chaque
solution sont mélangés et déposés sur pochette plastifiée, puis la membrane est placée face contre
le liquide et incubée pendant 5 min, puis révélée avec un ImageQuant™ LAS 4000 (GE Healthcare,

Uppsala, Suede).

* anticorps primaire : anti-OLET « 644253, lapin 6442 a S3ci, sérum 3, 23/07/2003 » (Sabine

D'Andréa, équipe DYSCOL, IJPB). Dilution 1/50 000°™, (D'Andréa et al., 2007)

** anticorps secondaire : anti-IgG lapin (équipe DYSCOL, IJPB). Dilution 1/50 000°™¢. (D'Andréa et

al., 2007)
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2.3.2. Extraction des lipides et analyse par chromatographie en phase gazeuse

2.3.2.1.  Extraction et transestérification des acides gras totaux
Les acides gras totaux sont extraits a partir de lots de 50 graines, entieres. Chaque échantillon est
incubé au bain-marie (94°C, 1h30) dans 1,32 mL d'un mélange de méthanol/acide
sulfurique/toluene (100:2,5:30, v/v/v) en présence de C17:0 (un acide gras absent chez les plantes
et faisant ici office d'étalon interne). Aprés refroidissement des échantillons dans la glace, 500 pL
d’'hexane et 1,5 mL d'eau salée (0,9% NaCl, m/v) sont successivement ajoutés dans chaque tube.
Une phase organique contenant les esters méthyliques se forme alors apres agitation et
centrifugation des tubes a 2 000 g, a 4°C pendant 10 min. Celle-ci est prélevée puis concentrée si
nécessaire sous flux de diazote dans des fioles a fond plat jusqu’a obtention d'un volume équivalent
a environ 90 L. La concentration des échantillons est réalisée proportionnellement a la quantité

de lipides qu'ils contiennent.

2.32.2. Chromatographie en phase gazeuse
Les acides gras transestérifiés sont analysés en routine par chromatographie en phase gazeuse sur
un appareil Agilent 7890B. Pour cela, 1 yL de chaque échantillon est injecté dans une colonne (EC-
WAX, 30 m x 0,53 mm). D'abord soumise a une température de 160°C, celle-ci est ensuite
progressivement amenée a 190°C (+ 40°C/min), puis a 230°C (+ 4°C/min). La température finale est
maintenue durant 2 min. La détection des différents esters méthyliques est assurée par un détecteur
a ionisation de flamme (Browse et al., 1986). L'identification de la nature des acides gras est rendue
possible par comparaison de leurs temps de rétention avec ceux de standards commerciaux.
L'interface numérique du logiciel OpenLab CDS ChemStation Edition (Agilent) permet d'ajuster les

paramétres et d'intégrer les pics obtenus.

2.3.3. ChIP-seq
2.3.3.1. Extraction de la chromatine

Des graines en développement (300 mg par échantillon) au stade globulaire-cceur (4 a 5 jours apres
fécondation) issues de 3 génotypes (Ws, pLEC2::GFP:AtLEC2 et pLEC2::GFP:An-te/LEC2 en fond /ec2-
7) sont prélevées sans les siliques, congelées dans l'azote liquide, puis conservées a -80°C. Le
matériel végétal est broyé deux fois avec un Tissue Lyser // (Qiagen, Hilden, Allemagne) réglé sur
30 vibrations/sec pendant 1 minute afin d'extraire les noyaux, puis mis en suspendu dans 10 mL de
tampon de fixation (HEPES 10 mM pH=7,6, saccharose 0,5 M, KCI 5 mM, MgCl, 5 mM, EDTA 5 mM,
inhibiteur de protéase Roche cOmplete™ — 2 tablettes pour 100 mL, B-mercaptoéthanol 14 mM,

Triton X-100 0,6%). La suspension cellulaire est doublement fixée au DSG 2,5 mM pendant 1 heure
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avec agitation continue sur une roue, puis au formaldéhyde 1% pendant 5 minutes. La réaction de
fixation est rapidement arrétée en ajoutant de la glycine 0,2 M. A partir de cette étape et sauf
mention contraire, les échantillons sont constamment placés a 4°C. Afin d'augmenter ['efficacité
d’extraction des noyauy, les échantillons sont homogénéisés dans la glace en utilisant un douncer
et filtrés avec un tamis cellulaire de 70 um ClearLine® ou du Miracloth. Les noyaux sont ensuite
culottés par centrifugation a 3 000 g a 4°C pendant 10 minutes en utilisant un rotor oscillant puis
re-suspendus délicatement dans 300 yL de tampon d'isolation nucléaire (HEPES 10 mM pH=7,6,
saccharose 0,5 M, KCI 5 mM, MgCl, 5 mM, EDTA 5 mM, inhibiteur de protéase Roche cOmplete™ —
2 tablettes pour 100 mL). A partir de cette étape et jusqu'a la fin du protocole, des tubes Eppendorf
DNA LoBind 1,5 mL (Safe-Lock) sont utilisés afin de limiter la liaison de I'ADN et des protéines aux
parois du tube. Afin de séparer les noyaux des chloroplastes restants, les organites sont séparés sur
gradient de Percoll (600 pL de gradient de Percoll 15% pH=8-9, HEPES 10 mM pH=8,8, saccharose
0,5 M, MgCl> 5 mM, KCI 5 mM, EDTA 5 mM), par centrifugation a 2 000 g a 4°C pendant 5 minutes

en utilisant un rotor oscillant.

2.3.3.2.  Fragmentation de la chromatine par sonication
Le culot de noyaux est resuspendu dans 950 pL de tampon de lyse nucléaire (Tris-HCl 50 mM
pH=7,5, SDS 0,1%, EDTA 10 mM), puis transférés dans des tubes Covaris® milliTUBES TmL AFA
Fiber et soumis a 15 minutes de sonication en utilisant un Covaris® S220 Focused-ultrasonicator
(Covaris®, Woburn, Massachusetts, Etats-Unis). Afin de tester |'efficacité de la fragmentation, 50 uL
de chromatine sont prélevés avant et aprés sonication, puis soumis a une réaction réverse de
fixation afin des séparer I'’ADN et les protéines, en ajoutant du Tris-HCI 5 mM pH=6,5, EDTA 1,25

mM, NaCl 20 mM. Les échantillons sont incubés a 65°C avec agitation a 500 rpm sur la nuit.

Le lendemain, 48 ug de RNAseA sont ajoutés, puis les échantillons sont mis a incuber a 65°C
pendant 1 heure. Enfin, 20 ug de protéinase K sont ajoutés et les échantillons sont de nouveau
placés a 65°C durant 1 heure. La réaction est purifiée avec un kit MinElute® Reaction Cleanup Kit
(Qiagen, Hilden, Allemagne), puis I'éluat est déposé sur un gel d'électrophorese (agarose 1,5%, TAE
0,5 X, BET 10 pg/pL) et mis a migrer a 100 V pendant 1 a 2 heures. Pour les échantillons soniqués,
une taille comprise entre 200 et 500 pb est attendue. S'il reste des fragments de plus grande taille,
les échantillons peuvent étre soniqués une seconde fois pendant 5 minutes. Une fois la sonication
complete, les débris sont culottés par centrifugation a 16 000 g, a 15°C, pendant 5 minutes et le

surnageant est transféré dans de nouveaux tubes.
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2.3.3.3.  Immunoprécipitation de la chromatine
Pour une meilleure efficacité, des billes magnétiques Dynabeads™ Protein A et Protein G (30
mg/mL, Invitrogen) sont utilisées. Toutes les étapes se font a 4°C, sauf mention contraire. Pour
chaque immunoprécipitation, 100 ug de chaque type de bille est mélangé pour une quantité totale
de 200 pg de billes couplées A et G par échantillon. Les billes sont lavées avec 1 mL de tampon de
dilution de ChlIP (Tris-HCIl 15 mM pH=7,5, NaCl 150 mM, Triton X-100 1%, EDTA 1 mM pH=8,0) puis
placées sur un portoir aimanté. Le tampon est retiré puis les billes sont re-suspendues un volume
adéquat (prévoir 20 L de suspension de billes par échantillon) et 2 pug d’anticorps dirigé contre la
GFP (réf. ab290, Abcam, Cambridge) sont ajoutés. Les billes sont pré-incubées avec I'anticorps a
4°C sur une roue, pendant 1 a 2 heures. Le SDS contenu dans le tampon de lyse nucléaire doit étre
dilué au moins 10 fois car il peut limiter I'interaction entre I'anticorps et sa cible. Par conséquent,
300 pL de chromatine fragmentée sont immunoprécipités dans 2,7 mL de tampon de dilution de
ChIP et 100 pL de billes couplées aux anticorps. L'immunoprécipitation est réalisée a 4°C sur une
roue, sur la nuit. Afin de garder un contréle négatif d'immunoprécipitation (/npuf, 1/10°™ du
volume de chromatine utilisé pour I'immunoprécipitation (/.e. 30 L) est prélevé et gardé a 4°C. Le

reste de chromatine fragmentée peut étre conservé a -80°C.

2.3.34.  Lavages de I'immunoprécipitation
Des lavages successifs sont réalisés afin d'éliminer la chromatine non immunoprécipitée et les
interactions non spécifiques. Chaque étape de lavage est réalisée deux fois en utilisant un portoir
aimanté : une fois rapide, en re-suspendant les billes a la pipette, une autre fois en incubant les
billes 15 minutes a 4°C sur une roue. Il est trés important d'éviter de faire des bulles, car elles
limitent I'attraction des billes par I'aimant. Le premier lavage est réalisé avec du tampon de dilution
de ChlIP, puis avec du tampon a faible teneur en sel (SDS 0,1%, Triton X-100 1%, EDTA 2 mM, Tris-
HCl 20 mM pH=8,9, NaCl 150 mM), un troisieme (facultatif) est fait avec du tampon a haute teneur
en sel (SDS 0,1%, Triton X-100 1%, EDTA 2 mM, Tris-HCI 20 mM pH=8,9, NaCl 150 mM). Ce lavage
est réalisé dans le cas d'une immunoprécipitation des histones, mais pas pour lorsqu'il s'agit de
facteurs de transcription, car la forte teneur en sel peut déstabiliser I'interaction des facteurs de
transcription avec I'ADN, qui est assez faible. Les échantillons sont ensuite lavés avec un tampon
de lavage LiCl (LiCl 0,25 M, NP40/Ipepal 1%, deoxycholate 1%, EDTA 1 mM pH=38,0, TrisHCI 20 mM
pH=8,0). Enfin, un dernier lavage est réalisé de la méme maniere, mais a température ambiante

avec du TE. Les billes sont transférées dans un nouveau tube.
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2.3.3.5.  Elution de la chromatine immunoprécipitée
Apres le dernier lavage, le TE est retiré et les billes sont re-suspendues (sans faire de bulles) dans
100 pL de tampon d'élution (NaHCO3 0,1 M, SDS 1%) puis mises a incuber a 65°C avec agitation a
500-700 rpm pendant 10 minutes. Le surnageant est retiré et transféré dans de nouveaux tubes,
puis les billes sont éluées une deuxieme fois de la méme maniere. Les 30 puL de chromatine
fragmentée prélevée avant I'immunoprécipitation (/npuf) sont également repris dans 170 L de
tampon d'élution. Afin d'arréter la fixation des protéines sur I'’ADN, du NaCl 25 mM est ajouté aux
200 pL de chromatine éluée ainsi qu'aux tubes /nput Les échantillons sont mis a incuber a 65°C sur
la nuit. Le lendemain du TrisHCI 5 mM pH=6,5, EDTA 1,25 mM pH=8,0 et 10 ug de protéinase K
sont ajoutés aux échantillons qui sont mis a incuber a 40-50°C pendant 1 a 2 heures. La réaction
est purifiée en utilisant le kit MinElute® Reaction Cleanup Kit (Qiagen), mais en ajoutant 550 L de
tampon ERC et en éluant avec 13 uL de tampon EB, car une partie du volume élué est utilisé pour

le dosage de la chromatine.

2.3.3.6.  Dosage de la chromatine immunoprécipitée
Apreés élution, la chromatine est dosée en utilisant un ManoDrop™ 3300 (ThermoFisherScientific,
Wilmington, Delaware, Etats-Unis) permettant le dosage de picogrammes d’ADN par L. Le dosage
est réalisé en suivant le protocole PicoGreen® Assay Protocol/ (ThermoFisherScientific, Wilmington,

Delaware, Etats-Unis). La chromatine non immunoprécipitée (/npuf est dosée au NanoDrop ™ 2000,

2.3.3.7. Librairie et séquencage
Pour chaque répliques biologiques, 100 pg d'ADN immunoprécipité (IP) ou génomique (/npuf) ont
été utilisés pour préparer des bibliotheques avec MicroPlex Library Preparation Kit v2 (Diagenode,
Seraing, Belgique). La qualité des bibliotheques a été validée a I'aide de I'analyseur de fragments
Agilent/Advanced Analytical. Les librairies multiplexées ont été séquencées a l'aide d'un systeme
NextSeq 500 (lllumina) avec des fragments de 41 paires de paires. Les reads ont été mis en
correspondance avec l'assemblage du génome tair1l0 a l'aide de Bowtie2 v2.3.4.7 avec des
paramétres trés sensibles p10 et en autorisant une erreur d'appariement. Le marquage des
doublons a été effectué a l'aide de PicardTools MarkDuplicates v2.8.1 et le filtrage des régions
génomiques présentant une couverture aberrante ou une faible complexité de séquence (Quadrana
et al., 2016) a été effectué a I'aide de samtools v1.7 pour éliminer les biais de séquencage. Les pics
ont été déterminés a l'aide de MACSZ v2.7.7 en mode étroit, au format BAMPE, avec une taille de

génome fixée a 107, un paramétre keep-dup fixé a 5, et en utilisant I'option B.
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Les pics ChIP-seq ont été associés a un gene lorsqu'ils se chevauchaient complétement,
partiellement ou lorsqu'ils se trouvaient a l'intérieur du géne. Si aucun chevauchement n'a été
trouvé, le pic a été attribué au gene annoté le plus proche dans une fenétre de 5 kb. Dans les rares
cas ou un pic était a égale distance de deux genes, les deux annotations ont été conservées. Le
logiciel /ntegrative Genomics Viewer — IGV (Robinson et al., 2011) a été utilisé pour visualiser la

distribution du signal ChlP-seq sur des genes représentatifs.

2.4. Cytologie et imagerie

24.1. Axiozoom

L'expression et la localisation de la GFP dans des plantules cultivées /in vitro a été observée grace a
un Axio Zoom.V16 (Zeiss, Oberkochen, Allemagne). La GFP est observée a une longueur d’onde

d’excitation de 488 nm et une longueur d'onde d'émission entre 495 et 535 nm.

2.4.2. Cytométrie en flux

Une fois les protoplastes de mousse transformés et incubés a I'obscurité pendant 48h (voir

Transformation transitoire de Physcomitrium patens), le surnageant de milieu PPNH4 liquide est

retiré et la solution de protoplastes est concentrée avec 800 pL de mannitol 8,5% ou de milieu
PPNH4 liquide. La solution de protoplastes est filtrée au travers d'un filtre 50 um (CellTrics®, Partec,
Gorlitz, Allemagne). La fluorescence de la GFP est détectée pour chaque protoplaste a 'aide d'un
cytometre de flux (Partec CyFlow® Space, laser 488 nm 20 mW) et les données sont traitées avec
le logiciel FlowMax®. La fluorescence GFP est détectée avec un filtre FITC 527 nm/30 nm (canal

FL1, 275 V) comme décrit dans (Thévenin et al., 2012).

2.4.3. Microscopie confocale

Les acquisitions ont été réalisées avec un microscope confocal inversé SP5 ou droit SP8 (Leica
Microsystems, Wetzlar, Germany). Selon les réglages suivants pour les longueurs d'onde

d’excitation et d'émission :

Molécule fluorescente Longueur d'onde d’excitation | Longueur d’onde d'émission
GFP 488 nm (Argon) 495-535 nm
RFP 561 nm (Diode 561) 580-620 nm
DAPI 405 nm (UV) 450-490 nm
Plastes 488 nm (Argon) 650-700 nm
Rouge Nil (oléosomes) 488 nm (Argon) 550-650 nm
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2.43.1.  Observation des embryons d'Arabidopsis thaliana
Des embryons au stade coeur sont prélevés en ouvrant des siliques agées de 4-5 jours, les graines
sont déposées sur une lame avec une goutte de 50% glycérol, contenant du DAPI (4',6-diamidino-
2-phénylindole) dilué au 1/1000°™. Les embryons sont extraits des graines en appuyant avec des
pinces fines sur la lamelle, puis laissés a I'obscurité pendant 30 minutes afin que le DAPI entre dans

les cellules. La GFP est détectée, ainsi que les noyaux grace a la fluorescence du DAPI.

2.4.3.2. Observation des cellules de Nicotiana benthamiana

Trois jours aprés la transformation, un morceau de feuille de tabac agro-infiltrée d’environ 1 cm?

est prélevé au niveau de la zone d'infiltration, mais en dehors du point d'infiltration, puis placé sur
une lame, face abaxiale sur le dessus. Le montage est réalisé dans une goutte d’eau et une lamelle
est placée au contact de la face abaxiale de la feuille. L'observation de la fluorescence de la GFP, de

la RFP et des plastes est faite directement en microscopie confocale.

2.43.3.  Observation des oléosomes dans les embryons d'Arabidospis thaliana
Des graines séches sont mises a imbiber sur papier filtre Whatman® (Maidstone, Royaume-Uni)
humide, pendant 1h, 24h ou 48h, puis les embryons sont extraits des graines a I'aide de pinces fines
et d'un scalpel. Les embryons sont placés sur une lame et le montage est réalisé dans du glycérol
50%, rouge Nil 0,1% (v/v) (Sigma-Aldrich). La lamelle est placée délicatement, puis les lames sont
mises a incuber a l'obscurité pendant au moins 30 min (Miquel et al, 2014). La taille et la

mobilisation des corps lipidiques sont observées au niveau de I'axe et des cotylédons.

2.5. Analyses bio-informatigues

2.5.1. Séquencage et analyse des données

2.5.1.1.  Séquencage avec Genoscreen (Lille)
Pour la vérification des séquences lors des clonages, le service de séquencage Sanger proposé par
I'entreprise Genoscreen (Lille, France) est utilisée. Les produits de PCR ou les plasmides sont
envoyés avec des amorces permettant d'amplifier le fragment d'intérét. La qualité des
électrophorégrammes recus est analysée avec le logiciel « 4Peaks » (Nucleobytes BV) et la séquence
obtenue est alignée avec la séquence de référence en utilisant le logiciel « DNA Strider » (Marck,
1988). Pour les alignements multiples, le programme « CLUSTALW »

(https://www.genome.jp/tools-bin/clustalw) est utilisé.
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2.5.1.2.  Séquencage avec BGI (Hong-Kong)

DNBSEQ™ PCR free library and sequencing

Pour le séquencage profond des plantules surexprimant LEC2*SH et soumises a la mutagenése
CRISPR-X, I'ADN génomique des feuilles de 30 plantules différentes a été extrait au CTAB, puis le
locus LEC2*SH a été amplifié par PCR haute-fidélité et rassemblé en un seul échantillon. Environ 10
Mg de produit PCR de 1 kb de long a été envoyé a I'entreprise BGI, située a Hong-Kong. Le service
« PCR free library and sequencing » par la technologie DNBSEQ™ a été choisi pour séquencer en
profondeur le produit de PCR obtenu et ainsi détecter d’éventuelles mutations ponctuelles induites
par la mutagenése CRISPR-X. Le séquencage a permis d’'obtenir 37 millions de séquences de 100
pb. Les résultats obtenus ont été analysés grace au logiciel CLC Genomic Workbench (Qiagen,
Hilden, Allemagne), en comparaison a la séquence de référence LEC2*SH. De I'ADN non soumis a
mutagenese et séquencé dans les mémes conditions doit servir de contrble pour comparer la

séquence « mutée » et la séquence « sauvage ».

DNBSEQ™ Eukaryotic Strand-specific Transcriptome Resequencing

Pour l'analyse du transcriptome des graines de mutant /ec2-7 complémenté avec différentes
versions de LECZ, I'ARN de graines en développement au stade torpille-coeur extrait avec le kit
PicoPure™ a été envoyé pour séquencage au BGl a Hong-Kong. Pour chaque génotype, 3
échantillons contenant 1 ug d’ARN avec une concentration > 40 ng/uL ont été envoyés. Une
bibliothéque de 20 millions de fragments de 100 pb a été réalisée et les fragments ont été alignés
sur le génome d’ Arabidopsis thaliana. Les résultats ont été analysés en utilisant la méthode DESeq”2
(Love et al., 2014) afin de déterminer les genes différentiellement exprimés entre chaque groupe
testé, sur la base d'une g-value < 0,05. La valeur du /og2FoldChange > 1 ou < -1, c'est-a-dire deux
fois plus ou deux fois moins exprimé dans une condition par rapport a une autre a également été
utilisée.

2.5.1.3.  Séquencage du ChlIP-seq

Voir partie 2.3.3.7. Librairie et séquencage.

2.5.14. Données d'ATAC-seq
Les données d'ATAC-seq ont analysées de la méme maniere que les données de RNA-seq grace au
package R DESeqg? (Love et al., 2014). Le seuil utilisé pour déterminer un géne différentiellement

représenté d'une condition a l'autre est une g-value < 0,05.
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2.5.1.5. Heatmaps (cartes de chaleur)
Les heatmaps ont été réalisés grace au package R pheatmap sur les genes dont I'expression

différentielle a été déterminée grace a DESeq?2 (g-value < 0,05).

2.5.2. Normalisation des données ADpred

Dans un premier temps, deux points de reperes ont été définis sur chaque séquence d'orthologues
de LEC2 (voir Annexe 5), au niveau d'acides aminés trés fortement conservés dans le domaine B2
et dans le domaine B3. Les points repéres de toutes les séquences ont été mis en correspondance
en réalisant une mise a I'échelle linéaire et une translation sur un nouvel axe. Sur cet axe résultant
de la translation, la distance entre les deux points de référence peut étre définie arbitrairement. Ici,
on a choisi le nombre moyen d'acides aminés entre les deux points dans les 60 séquences testées.
Aprés normalisation des données individuelles, la moyenne des profils a été calculée afin d'obtenir
un profil moyen, correspondant a la probabilité de présence d'un domaine d'activation sur chaque
séquence. Un script a été développé sur R par Jasmine Burguet (équipe Modélisation et Imagerie

Numeérique, 1JPB).
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Annexe 1 : Séquences des ARN guides utilisés pour la mutagenése CRISPR-X
Nom Position | Séquence des oligonucléotides | Off-targets possibles
guide: ATGATCGTAAGTAGGCACGG TGG
Sens : off-target: AAGTTCGTGAGTATGCACGG CGG
ARN LEC2*SH ATTGTGATCGTAAGTAGGCACGG * x * *
guide A | 89 rev Anti-sens : CFD Off-target score: 0.095726
AAACCCGTGCCTACTTACGATCA | MIT Off-target score: 0.14
Position: Chr5:25927443-25927465:-
guide: GGGGAGGATTCCTCGATCCA AGG
) off-target: ATGGAGGATTTCTCGAGCCA AGG
Sens : s N N
ARN LEC2*SH ATTGGGGAGGATTCCTCGATCCA
. . CFD Off-target score: 0.020732
guide B | 307 for Anti-sens : MIT Off-target 034
AAACTGGATCGAGGAATCCTCCC _Ufi-target score. ©.
Position: Chr1:25589684-25589706:+
Distance from target: 15.693 Mbp
guide: TGTTATCGAAGGTAGACTGC TGG
off-target: TGTTATCAAAGGTAAAACGC AGG
* * k%
CFD Off-target score: 0.188235
MIT Off-target score: 0.03
Sens : Position: Chr1:8700311-8700333:-
ARN LEC2*SH | ATTGGTTATCGAAGGTAGACTGC | Distance from target: 1.197 Mbp
guide C | 471 rev Anti-sens : .
AAACGCAGTCTACCTTCGATAAC | guide: TGTTATCGAAGGTAGACTGC TGG
off-target: TGTTATCAAATGTGGACTGT TGG
* * * *
CFD Off-target score: 0.053846
MIT Off-target score: 0.05
Position: Chr1:9899346-9899368:+
Distance from target: 0.002 Mbp
guide: ACTCATCCTCGTAGATGGTG AGG
Sens : off-target: TCTCATCCGCGAAGATGGTT AGG
ARN LEC2*SH ATTGCTCATCCTCGTAGATGGTG * * % *
guide D | 759 rev Anti-sens : CFD Off-target score: 0.346667
AAACCACCATCTACGAGGATGAG | MIT Off-target score: 0.21
Position: Chr4:5299397-5299419:-
guide: CTATGCTCGATTACATCCCA AGG
Sens - off-target: CAATGCTTGATTACATACCA AGA
N * * *
ARN LEC2*SH | ATTGTATGCTCGATTACATCCCA
. . CFD Off-target score: 0.023994
guide E | 895 for Anti-sens : MIT Off-target 024
AAACTGGGATGTAATCGAGCATA _Ufi-target score. ©.
Position: Chr1:9897249-9897271:-
Distance from target: 0.000 Mbp
guide: ACGTAAGCATGATCCTCTGG AGG
] off-target: ACGTACGCGTGATCCTCAGG TGG
Sens : r  x N
ARN LEC2*SH | ATTGCGTAAGCATGATCCTCTGG
. . CFD Off-target score: 0.202020
guide F | 1021 rev | Anti-sens: MIT Off-tarqet - 0.22
AAACCCAGAGGATCATGCTTACG _fi-target score. 4.
Position: Chr1:9897103-9897125:+
Distance from target: 0.000 Mbp
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Annexe 2 : Amorces pour le génotypage des plantes

Mutant Sauvage/mutant | Amorce sens Amorce antisens

Sauvage (16) LEC2 up : LEC2_1475-Rev :
leco-1 CCGGGAAAAATGGATAACTT | CGAGGTAAAGTGGTAAACC
ec2-

Mutant lec2-1_3246For : LEC2_1475-Rev :

FCCTCATCTAAAGATTTGAGC | CGAGGTAAAGTGGTAAACC

bi3-17 Sauvage et ABI3.F2 : ABI3.R2 :
abis- mutant GATATGATGGAGACTTTCGG | CGGTGGAGATTCAAGTAAAG
Témoin de Sauvage et EF-Q1: EF-Q2:
PCR mutant CTGGAGGTTTTGAGGCTGGTA | GCAAGGGTGAAAGCAAGAAGA

Annexe 3 : Autres amorces utilisées pour les clonages ou la vérification des clonages et

des plantes transformées

Nom de I'amorce Séquence (5'-3") But

Bordures des vecteurs
seq_LA TCGCGTTAACGCTAGCATGGATCTC Bordure vecteur Gateway (BP)
seq_LB GTAACATCAGAGATTTTGAGACAC Bordure vecteur Gateway (BP)
pUPDF GAATTGGGCCCGACGTCGCATGCTC BomﬂnevedeuerPD
pUPD.R AGGTGACACTATAGAATACTCAAGC BomhﬂevedeuerPD
pUPD2 Fwd GCCGCTTCTAGAGCGATG Bordure vecteur pUPD2
pUPD2 Rev CAGGGTGGTGACACCTTGCC Bordure vecteur pUPD2
pGBD3F TTGTGCCGAGCTGCCGGTCG Bordure vecteur pDGB3_o/Q
pGBD3R CCTTTTCACGCCCTTTTAAATATCCG | Bordure vecteur pDGB3_a/Q
PhyscoVectorA F2 TTGTGTGGAATTGTGAGCGG Bordure vecteur pBS TPp-A
pGWB2_FWD CATGATTACGCCAAGCTTGC Bordure vecteur pGWB2
pDest22_F GATGAAGATACCCCACCAAA Bordure vecteur pDEST22
pDest32_F AACCGAAGTGCGCCAAGTGTCTG Bordure vecteur pDEST32
M13-UP GTAAAACGACGGCCAGT Bordure site de clonage multiple
M13-RP GGAAACAGCTATGACCATG Bordure site de clonage multiple
T3 ATTAACCCTCACTAAAGGGA Bordure site de clonage multiple
T7 GTAATACGACTCACTATAGGG Bordure site de clonage multiple

Promoteurs

LG1435_prUBQ10_1 TATTGCTTCACCGCCTTAGC Vérification pAtUbg10 - sens

prNOS 75 FW

ACGTTTGGAACTGACAGAACCG

Vérification pNOS — sens

prNOS 75 RV

CGGTTCTGTCAGTTCCAAACGT

Vérification pNOS — antisens

LG984pCMV_For199

GAAGAACCAGGCGAAGAAAA

Vérification pCsVMV - sens

LG985pCMV_Rev435 | TGCCGAACTTGGTTCCTTAT Vérification pCsVMV — antisens
LG1255promRPS5A_ | TTGGAGTCAAAATCGGTTCC Vérification pRPS5A —sens
LG1256promRPS5A_ | GGCAGTGTCAAATGCAGAAA Vérification pRPS5A — antisens

pLEC2-500-F-GBS'1

GCGCCGTCTCGCTCGGGAGCTAAAGG
TACAAAGATTCGTTTTTTC

Domestication GoldenBraid
pLEC2 -500 pb, préfixe S1

pLEC2R-GBS2

GCGCCGTCTCGCTCACATTTTTTCCC
GGAGAGAGAGAGAGAGAGAGGGAGAG
AGATC

Domestication GoldenBraid
pLEC2, suffixe S2
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pAGL15_AttB1_1,3

GGGGACAAGTTTGTACAAAAAAGCAG
GCTCAGATCCAGTTTTATAAGGGTGT
TTGGAGGG

Amplification pAGL15 -1,3 kb,
ajout AttB1

pAGL15_AttB2_Rev

GGGGACCACTTTGTACAAGAAAGCTG
GGTTTTTCCCCCAAAATTGAACAGAG
AGAAGAAGG

Amplification pAGL15, ajout
AttB2

pAGL15_370_For

CCGGTGTTACAAAGCTGCTACTAAAG
TGTCG

Vérification pAGL15 — sens

pAGL15_370_Rev

CGACACTTTAGTAGCAGCTTTGTAAC
ACCGG

Vérification pAGL15 — antisens

pYUCS5_AttB1_For

GGGGACAAGTTTGTACAAAAAAGCAG
GCTTATAGGTTTACTCTAAATAGCTC
AAAAAATAATAATTAAGCC

Amplification pYUC5 -1 kb, ajout
AttB1

pYUCS5_AttB2_Rev

GGGGACCACTTTGTACAAGAAAGCTG
GGTCTTTAGGGGTGAGTTTGATCGAA
TCAAGATTACAAGTAGTGAAAATGG

Amplification pYUC5, ajout
AttB2

pYUC5_550_For

CGGACTCTAATCAAAGTCCCATCAGA
GACTTTGG

Vérification pYUC5 - sens

pYUC5_550_Rev

CCAAAGTCTCTGATGGGACTTTGATT
AGAGTCCG

Vérification pYUC15 — antisens

pLBD40_AttB1_For

GGGGACAAGTTTGTACAAAAAAGCAG
GCTATACTAGAGCCTATAGAAGTCAA
AGTGATTCC

Amplification pLBD40 -1 kb,
ajout AttB1

pLBD40_AttB2_Rev

GGGGACCACTTTGTACAAGAAAGCTG
GGTTTTAGATGGGAAACAAAAAACAA
AATGTGTTTTGGGTTTGAGGG

Amplification pLBD40, ajout
AttB2

plAA30mBsmblAttB1

GGGGACAAGTTTGTACAAAAAAGCAG
GCTGAGAGTTAATGACGTACATGCGC
CGTGTTTAGCAG

Amplification plAA30 -1 kb,
ajout AttB1, mutation site BsmBl

pIAA30_AttB2_Rev

GGGGACCACTTTGTACAAGAAAGCTG
GGTTTTTTTTTATTTCTTTTACTATT
TCTCTCTCTCTATGATTTTATCTAAA
ACAGGTG

Amplification plAA30, ajout
AttB2

plAA30_640_For

CGAAAGGTAGTACTAGGAGTCG

Vérification plAA30 - sens

plAA30_640_Rev

CGACTCCTAGTACTACCTTTCG

Vérification plAA30 — antisens

Protéines fluorescentes et sélection antibiotique

GFP_F1 CGCCATGCCCGAAGGCTACG Vérification GFP —sens

GFP_R1 CTTGTGCCCCAGGATGTTGC Vérification GFP — antisens

LG2263_DsRed_607 TCCCACAACGAGGACTACAC Vérification DsRed — antisens

Hygro-60-RV CGCTGTCGAACTTTTCGATC Vérification Hygro — antisens

Hygro-500-FW TGATCCCCATGTGTATCACTGGC Vérification Hygro — sens
CRISPR

MCP-AID270For

GGTGTAGAACTCCCCGTCGCAGCATG
G

Vérification MCP:AID — sens

MCP-AID750Rev

CCACGTGACCCTGTAACATCTGCCC

Vérification MCP:AID — antisens

LG1877deadCAS9 3

GGGAGCAGGCAGAAAACATT

Vérification dCas9 - sens

nCas9_GBS2-For

GCGCCGTCTCGCTCGAATGGATAAGA
AGTACTCTATCGG

Domestication GoldenBraid
nCas9, préfixe S2

nCas9_GBS3-Rev

GCGCCGTCTCGCTCAGGCTGCCTTAT
CATCATCATCCTTGTAGTCG

Domestication GoldenBraid
nCas9, suffixe S3

LG1017_nCAS9_PmC

GTGAGTCCGAGAGAGAGAGC

Vérification nCas9 — antisens

nCas9_4080For

ATCGATCTCTCACAGCTCGG

Vérification nCas9 — sens
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REV1-GBS3-For

GCGCCGTCTCGCTCGAGCCTCAGG

Domestication GoldenBraid,
REV1, préfixe S3

REV1-GBS7-Rev

GCGCCGTCTCGCTCAAAGCTATCAGG
GCCC

Domestication GoldenBraid,
REV1, suffixe S7

Rev1_330Rev

CAGTGAAACCGTCCACCC

Vérification REV1 — antisens

Rev1_3040For

GGACTGGTACACCACCTAAGTG

Vérification REV1 — sens

Pol1_330Rev

CAATGACATCATCAGCCTCAACAC

Vérification Pol13M — antisens

Pol1_2365For

GGATCTGTATTTTGAGCGTTACCAC

Vérification Pol13M — sens

LEC2
(6) LEC2 UF CTCTCTCTCTCTCCGGGAAA Vérification LEC2 — sens
(16) LEC2 up CCGGGAAAAATGGATAACTT Vérification LEC2 — sens
(20) LEC2 372 lo CTCATCATGGCGTTTTTCCT Vérification LEC2 — antisens
(21) LEC2 up2 GCTTAGGGTTTTGTGTGAGA Vérification LEC2 — sens
(23) LEC2 lo2 CCTCCCGAGTGACCCAAC Vérification LEC2 — antisens
(24) LEC2 836 lo TAACAGAAAAAGAAGAAAAATCA Vérification LEC2 — antisens
(27) LEC2 MF GCAGAAGCAAATCTTCCGAAGCTAT Vérification LEC2 — sens
(28) LEC2 lo 645 TGAAAGACCAAGACTGCATA Vérification LEC2 — antisens
(29) LEC2 MR ggigTAAAAAGTCTCCTATCTCAGCT Vérification LEC2 — antisens
(30) LEC2 814F TCGGGAAAACAARATGAAGG Vérification LEC2 — sens
(35) LEC2 low CATATCACCACCACTCAAAG Vérification LEC2 — antisens

LEC2edite270for GGATCTGAGTTCGGATCTCTCGTGGG | Vérification LEC2*SH - sens
LEC2edite750rev GGTGTTCTCGAGCACGTACATCC Vérification LEC2*SH - antisens
LEC2edite370For TCTCCTAACTCTTCACCTTCTGAG RT-PCR LEC2*SH - sens
LEC2edite518Rev CCACATCAGAGTTCTTGAGTTCTT RT-PCR LEC2*SH - antisens
LEC2 MF GCAGAAGCAAATCTTCCGAAGCTAT RT-PCR AtLEC2 - sens
TTGTTAAAAAGTCTCCTATCTCAGCT
LEC2 MR CCAT RT-PCR AtLEC2 - antisens
Terminateurs
TerNOS_RV1 CATAGATGACACCGCGCGC Vérification tNOS - antisens
GCGCCGTCTCGCTCGGCTTGCTTTCG | Vérification et domestication
LG1260termRBCSES | rrogTaTcaTcss GoldenBraid tRbcSES, préfixe S1
LG1262termRBCSE9 TTCGATAGCGAAAACCGAAT Vérification tRbcSE9 — antisens
35S ter Rev2 GCTCAACACATGAGCGAAAC Vérification t35S — antisens

Linkers GoldenBraid 2.0

LinkS3S4ligBSA1U

AGCCGCTGGTGCTGCTGCGGCCGCTG
GGGCCGG

Linker GoldenBraid S3-S4 — sens

LinkS3S4ligBSA1L

CGAACCGGCCCCAGCGGCCGCAGCAG
CACCAG

Linker GoldenBraid S3-S4 -
antisens

LinkS5S6ligBSA1U

GCAGGCTGGTGCTGCTGCGGCCGCTG
GGGCCGT

Linker GoldenBraid S5-S6 — sens

LinkS5S6ligBSATL

TACCACGGCCCCAGCGGCCGCAGCAG
CACCAGC

Linker GoldenBraid S5-S6—
antisens

LinkerS6DUMMYFor GGTATAGCCTCTACCAAAG Linker GoldenBraid S6-S7 — sens
DUMMY-S5S7-UP GCAGTAGCCTCTACCAAAG Linker GoldenBraid S5-S7 — sens
DUMMY-S557-Down | AAGCCTTTGGTAGAGGCTA Llnlfer GoldenBraid S5-S7-
antisens
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Annexe 4 : Liste des variants et fragments de LEC2 clonés

Variant

Amorces utilisées (5'-3")

Vecteur(s)

But

Référence texte

LEC2*SH
(C. Boulard)

Lec2editforwB1 :
GGGGACAAGTTTGTACAAAAAAGCAGGCTCGATG
GATAACTTCCTCCCTTTCCCATCTTCTAACGC
LEC2editeB5for :
GGGGACAACTTTGTATACAAAAGTTGTAATGGAT
AACTTCCTCCTCCCTTTCCCATCTTC
LEC2editeB2rev :
GGGGACCACTTTGTACAAGAAAGCTGGGTTTTAG
TGGTGATGGTGATGATGTCC

HISrevB2 :
GGGGACCACTTTGTACAAGAAAGCTGGGTCTTAG
TGGTGATGGTGATGATGTCCACC

pDONR207,
pDONR221,
pBS TPp-A,
pGWB2,
pAGR

Surexpression d'une version
éditée de LEC2 in planta et test
de fonctionnalité dans les
protoplastes de mousse.

Chapitre 1 - Génération et
validation des
surexpresseurs de LEC2

ALEC21.35

LEC2F106 (short) :
GGGGACAAGTTTGTACAAAAAAGCAGGCTATGGA
TCATCATCAGGCTCAGCCT

AttB2-stopNLEC2 :
GGGGACCACTTTGTACAAGAAAGCTGGGTTCACC
ACCACTCAAAG

LEC2-106F-GBS4 :
GCGCCGTCTCGCTCGTTCGATGGATCATCATCAG
GCTCAGCCTCATCACTTCTTGCCTCCG
LEC2-Rev-GBS5 :
GCGCCGTCTCGCTCACTGCacCCACCACTCAAAG
TCGTTAAAGCTCACCTGATCATCGGATGAACCC

ALEC21.38

LEC2_115F_AttB1 :
GGGGACAAGTTTGTACAAAAAAGCAGGCTATGCA
GGCTCAGCCTCATCACTTCTTGCCTCCGTTTTCA
TACCCGG

AttB2-stopNLEC2 :
GGGGACCACTTTGTACAAGAAAGCTGGGTTCACC
ACCACTCAAAG

pDONR207,
pBS TPp-A,
pUPD?2,
pDGB3_a,
pDGB3_Q1

Délétion en N-ter de LEC2.
Expression transitoire dans les
protoplastes de mousse et /n
planta.

Chapitre 2 - Introduction,
Localisation de variants de
LEC2 in planta, L'absence
de DA réduit I'activité
transcriptionnelle de
AtLEC2 dans la mousse,
Fonctionnalité de LEC2 sans
domaines d'activation in

planta
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LEC2-115F-GBS4 :
GCGCCGTCTCGCTCGTTCGATGCAGGCTCAGCCT
CATCACTTCTTGCCTCCGTTTTCATACCCGG
LEC2-Rev-GBS5 :
GCGCCGTCTCGCTCACTGCacCCACCACTCAAAG
TCGTTAAAGCTCACCTGATCATCGGATGAACCC

ALEC21.41

LEC2_127F_AttB1 :
GGGGACAAGTTTGTACAAAAAAGCAGGCTATGCA
TCACTTCTTGCCTCCGTTTTCATACCCGGTGG
AttB2-stopNLEC2 :
GGGGACCACTTTGTACAAGAAAGCTGGGTTCACC
ACCACTCAAAG

LEC2-127F-GBS4 :
GCGCCGTCTCGCTCGTTCGATGCATCACTTCTTG
CCTCCGTTTTCATACCCGGTGG
LEC2-Rev-GBS5 :
GCGCCGTCTCGCTCACTGCacCCACCACTCAAAG
TCGTTAAAGCTCACCTGATCATCGGATGAACCC

ALEC21.45*

*Erreur de phase
dans pDGB3_al1,
utilisé comme
témoin négatif
PLEC2:GFP

LEC2_136F_AttB1:
GGGGACAAGTTTGTACAAAAAAGCAGGCTATGTT
GCCTCCGTTTTCATACCCGGTGGAGCAGATGGCG
GCGG

AttB2-stopNLEC2 :
GGGGACCACTTTGTACAAGAAAGCTGGGTTCACC
ACCACTCAAAG

LEC2-136F-GBS4 :
GCGCCGTCTCGCTCGTTCGATGTTGCCTCCGTTT
TCATACCCGGTGGAGCAGATGGCGGCGG
LEC2-Rev-GBS5 :
GCGCCGTCTCGCTCACTGCacCCACCACTCAAAG
TCGTTAAAGCTCACCTGATCATCGGATGAACCC

Annexes

138



ALEC21.48

LEC2cr3f:
GGGGACAAGTTTGTACAAAAAAGCAGGCTTCATG
TCATACCCGGTGGAGCAGATGGCG
AttB2-stopNLEC2 :
GGGGACCACTTTGTACAAGAAAGCTGGGTTCACC
ACCACTCAAAG

LEC2-CR3F-GBS4 :
GCGCCGTCTCGCTCGTTCGATGTCATACCCGGTG
GAGCAGATGGCG

LEC2-Rev-GBS5 :
GCGCCGTCTCGCTCACTGCacCCACCACTCAAAG
TCGTTAAAGCTCACCTGATCATCGGATGAACCC

ALEC21.64

LEC2cré6f :
GGGGACAAGTTTGTACAAAAAAGCAGGCTATGTA
CTTATCGGAGTGTTATCCTCAGATCCCGGTTACG
CAAACCGGAAGTGAATTCGGTTCTCTGGTTGGTA
ATCCT

AttB2-stopNLEC2 :
GGGGACCACTTTGTACAAGAAAGCTGGGTTCACC
ACCACTCAAAG

LEC2-CR6F-GBS4 :
GCGCCGTCTCGCTCGTTCGATGTACTTATCGGAG
TGTTATCCTCAGATCCCGG

LEC2-Rev-GBS5 :
GCGCCGTCTCGCTCACTGCacCCACCACTCAAAG
TCGTTAAAGCTCACCTGATCATCGGATGAACCC

ALEC24.g5
/ LEC2 Anp N-ter

LEC2cr1fGW :
GGGGACAAGTTTGTACAAAAAAGCAGGCTTCATG
GTTGGTAATCCTTGTTTGTGG
AttB2-stopNLEC2 :
GGGGACCACTTTGTACAAGAAAGCTGGGTTCACC
ACCACTCAAAG
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LEC2-CR1F-GBS4 :
GCGCCGTCTCGCTCGTTCGATGGTTGGTAATCCT
TGTTTGTGG

LEC2-Rev-GBS5 :
GCGCCGTCTCGCTCACTGCacCCACCACTCAAAG
TCGTTAAAGCTCACCTGATCATCGGATGAACCC

ALEC2 348363

AttBT-NNLEC2 :
GGGGACAAGTTTGTACAAAAAAGCAGGCTCGATG
GATAACTTCTTACC

LEC2cr4R :
GGGGACCACTTTGTACAAGAAAGCTGGGTCTTAC
GCGTGATCCTCAGGTGGCATTGATGAGG

LEC2-ATGF-GBS4 :
GCGCCGTCTCGCTCGTTCGATGGATAACTTCTTA
CCCTTTCCCTCTTCTAACGC

LEC2-CR4R-GBS5 :
GCGCCGTCTCGCTCACTGCACGTACGCGTGATCC
TCAGGTGGCATTGATGAGG

ALEC2 334363

AttBT-NNLEC?2 :
GGGGACAAGTTTGTACAAAAAAGCAGGCTCGATG
GATAACTTCTTACC

LEC2cr1rGW :
GGGGACCACTTTGTACAAGAAAGCTGGGTCTTAA
TGGTGCTGAAGGTCAGTGG

LEC2-ATGF-GBS4 :
GCGCCGTCTCGCTCGTTCGATGGATAACTTCTTA
CCCTTTCCCTCTTCTAACGC

LEC2-CR1R-GBS5 :
GCGCCGTCTCGCTCACTGCACATGGTGCTGAAGG
TCAGTGGTGAGGTC

ALEC2 775363
/ LEC2 A b cter

AttBT-NNLEC2 :
GGGGACAAGTTTGTACAAAAAAGCAGGCTCGATG
GATAACTTCTTACC

pDONR207,
pBS TPp-A,
pUPD2,
pDGB3_af,
pDGB3_Q1

Délétion en C-ter de LEC2.
Expression transitoire dans les
protoplastes de mousse et /n
planta
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LEC2-Q275STOP-AttB2R :
GGGGACCACTTTGTACAAGAAAGCTGGGTCTCAT
TTTCCCGAATTTCCATTCAT

LEC2-ATGF-GBS4 :
GCGCCGTCTCGCTCGTTCGATGGATAACTTCTTA
CCCTTTCCCTCTTCTAACGC
LEC2-Q275STOP-GBS7 :
GCGCCGTCTCGCTCAAAGCTCATTTTCCCGAATT
TCCATTCAT

LEC2-M104-AttB1F :
GGGGACAAGTTTGTACAAAAAAGCAGGCTTCATG
ACGAAGATGGCAAGGATC

Chapitre 2 - Localisation de

LEC2-Q275STOP-AttB2R : pDONR207, variants de LEC2 in planta,
???Sﬁggifigggggi;?ﬁi?MGCTGGGTCTCAT pBS TPp-A, Délétion en N et C-ter de LEC2. | Mise en évidence des
LEC2 M104-Q275 pDEST32, Expression transitoire dans les | domaines d'activation de la
/ LEC2 AAD N et Cter LEC2_ M104-GBS3F : pUPD2, protoplastes‘ de mousse, dans trans§r|pt|oh S:Je LEC2,
GCGCCGTCTCGCTCGAGCCATGACGAACGATGGCA | PDGB3_al, la levure et in planta. Fonctionnalité de LEC2 sans
AGGATC pDGB3_Q1 domaines d'activation in
LEC2-Q275STOP-GBS7 : planta
GCGCCGTCTCGCTCAAAGCTCATTTTCCCGAATT
TCCATTCAT
LEC2M104STOPALtB?2 :
GGGGACCACTTTGTACAAGAAAGCTGGGTCCTAA
CGCGGATCAAGAAAACCACCTCTCTCTTGCC Fragments de LEC2 pour tester | Chapitre 2 - Validation
pDONR207, la présence de NLS ou la expérimentale de la
LEC2 ATG-M104 LEC2-ATGF-GBSA - pDEST32, fc?nct‘lon'nahte dlu doma|r'1e ' prT'd|ct’|on du NLS de L[|EC2,
GCGCCGTCTCGCTCGTTCCATGGATAACTTCTTA | PUPD2, d'activation de la transcription. | Validation expérimentale
CCCTTTCCCTCTTCTAACGC pDGB3_a1l Expression dans la levure et de la prédiction des DA de

LEC2_M104STOP_GBS7 :
GCGCCGTCTCGCTCAAAGCCTAACGCGGATCAAG
AAAACCACCTCTCTCTTGCC

transitoire dans le tabac.

AtLEC?
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LEC2 M104-M216

LEC2_M104-GBS3F :
GCGCCGTCTCGCTCGAGCCATGACGAAGATGGCA
AGGATC

LEC2_M216STOP_GBS7 :
GCGCCGTCTCGCTCAAAGCTCAAGAGAAAACATC
TCTCATCTG

LEC2 M216-STOP

LEC2-M216-GBS3F
GCGCCGTCTCGCTCGAGCCATGCAGTCTTGGTCT
TTCAAATACAAG

LEC2-Rev-GBS7R :
GCGCCGTCTCGCTCAAAGCTCACCACCACTCAAA
GTCGTTAAAGC

pUPD2,
pDGB3_al

Fragments de LEC2 pour tester
la présence de NLS. Expression
transitoire dans le tabac.

Chapitre 2 - Validation
expérimentale de la

prédiction du NLS de LEC2

LEC2 G240-STOP

LEC2-G240ATG-AttB1 :
GGGGACAAGTTTGTACAAAAAAGCAGGCTTCATG
GAATTTGTGAAGCAAAATGGAGCTGAG
AttB2-stopNLEC2 :
GGGGACCACTTTGTACAAGAAAGCTGGGTTCACC
ACCACTCAAAG

LEC2 Q275-STOP

LEC2-Q275ATG-AttB1F :
GGGGACAAGTTTGTACAAAAAAGCAGGCTTCATG
AATGAAGGAAGAGAAAATGAGTCGAGGG
AttB2-stopNLEC2 :
GGGGACCACTTTGTACAAGAAAGCTGGGTTCACC
ACCACTCAAAG

LEC2 G240-Q275

LEC2-G240ATG-AttB1 :
GGGGACAAGTTTGTACAAAAAAGCAGGCTTCATG
GAATTTGTGAAGCAAAATGGAGCTGAG
LEC2-Q275STOP-AttB2R :
GGGGACCACTTTGTACAAGAAAGCTGGGTCTCAT
TTTCCCGAATTTCCATTCAT

pDONR207,
pDEST32

Fragments de LEC2 pour tester
la fonctionnalité des domaines
d’activation de la transcription.

Chapitre 2 - Validation

expérimentale de la
prédiction des DA de
AtLEC2

LEC2 Y257A Yae5A

LEC2-Y257A-Y265A :
GGAGACTTTTTAACAATAGCCGAGGACGAAAGCA
AGAATCTCGCCTTCGCCATGAATGGAAATTCGG

LEC2-Y257A-Y265r :

pDONR207,
pBS TPp-A,
pDEST32,
pUPD2,

Effet de la mutation Y2s7A Ya6sA
sur |'activité transcriptionnelle
de LEC2, dans les protoplastes
de mousse, dans la levure et /n
planta.

Chapitre 2 - Cas particulier :

le variant LEC2 Y257A
Y265A
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CCGAATTTCCATTCATGGCGAAGGCGAGATTCTT
GCTTTCGTCCTCGGCTATTGTTAAAAAGTCTCC

LEC2-ATGF-GBS4 :
GCGCCGTCTCGCTCGTTCGATGGATAACTTCTTA
CCCTTTCCCTCTTCTAACGC

LEC2-Rev-GBS5 :
GCGCCGTCTCGCTCACTGCacCCACCACTCAAAG
TCGTTAAAGCTCACCTGATCATCGGATGAACCC

pDGB3_al,
pDGB3_Q1

LEC2 M104-Q275
Y257A YaesA

LEC2-M104-AttB1F :
GGGGACAAGTTTGTACAAAAAAGCAGGCTTCATG
ACGAAGATGGCAAGGATC

LEC2-Q275STOP-AttB2R :
GGGGACCACTTTGTACAAGAAAGCTGGGTCTCAT
TTTCCCGAATTTCCATTCAT

LEC2 G240-Q275
Y257A YaesA

LEC2-G240ATG-AttB1 :
GGGGACAAGTTTGTACAAAAAAGCAGGCTTCATG
GAATTTGTGAAGCAAAATGGAGCTGAG

LEC2-Q275STOP-AttB2R :
GGGGACCACTTTGTACAAGAAAGCTGGGTCTCAT
TTTCCCGAATTTCCATTCAT

pDONR207,
pDEST32

Effet de la mutation Y2s7A YaesA
sur les domaines d'activation
de la transcription dans la
levure.
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Annexe 5 : Séquences des 60 orthologues de AtLEC2 utilisés pour la prédiction et la
conservation des domaines d’activation de la transcription

Le motif consensus TKxxARxxRxxAXxR représentatif du domaine B2 (Boulard et al., 2018) est indiquée
en rouge et la position du T par le premier nombre dans le nom de I'accession. Une tyrosine tres
conservée en fin du domaine B3 est représentée en bleu et sa position est indiquée par le deuxieme

nombre.

>XP 038688819 LEC2 [Tripterygium wilfordii]-102-240
MEPPFPPPPTTTNDTSSTATTPTQSQPHVATHDPALYSNIPPYYPTPQYPFWMVONYNGSNEPAGPMIHAGNGLQGMLCSTQP
LLVPFTDHDQKRYTDAYMTKVARINRKLARQRSLSLNRSVSSSVPNNSIQVQTRRDGRHEVONGTVCVSRDLYNEYTPDNKRL
RELLKKELKNSDVGSLGRIVLPKREAQENLPNLTDKEGMQIVMRDVYSYKHWSFKYKFWSNNKSRMYVLENTVDEVKQONGLE I
GDSLTIYEDESKNLYFSIKKAKTQVDDESSCNENKDNHHHHHLYMYQANRDQEEEASLAILIEQLKHKEQQEEANTLMSLSID
GGTGSSSRGKMRVVDDDHHASEFNDYYYTGTLGVLPDPANHYNYKITIDDVNGKQEW

>XP 006304381 LEC2 [Capsella rubella]-96-225
MDNFEFSSSNANSVQDEFSLDVNNNLSHFTTIPTYAHQPHHLLPPYPYPVEQMAALMNPHQTLYSSDGFPQIPVGQTGSGEFCSLV
SNTNPCLGFLDPTKMARINRKNAMIRSRNNPSPNSSPNDLVDSKRQLMMLDMKTSAQIPEKKDLYPHSTFDDKKLRVLCVKLL
KKSDVGALGRIVLPKREAEGKLPKLTNKEGIIVEMRDVEFSLOSWSFKYKFWSNNKSRMYVLENTGEFVKONGLETGDTLTIYE
DESKNLYFAVTMSGKQONGGSGDESMEVNEI INNYDMNHYEELMNDYMQGDEEEAATAMLIGNLNDHYDPNPNDLMDLTIDTDH
QHHQVQTASSSSSVDHADVGSSDDQASEFSEYAGW

>XP 006415675 LEC2 [Eutrema salsugineum]-108-236
MDNFLPFSSPNANSVQELSMDLNTNRSHEFSTVPTYDHHOAHHHYHMLPPYPNIACPVDPTAVMNPQPLHSSEAFSREFPEFTRTG
SEFGSLVCNPGLRQERGGFLDPHMTKMARINRKKAMIRSRNNYCPNSSSNELVDSRROQVALNMKNNSETTAKKDLFRESSFDN
KKLRVLLVKHLKNSDVGSLGRIVLPKREAEGNLPELSDKEGIMVEMRDVDSVQSWSFKYKFWSNNKSRMYVLENTGEFVKKNG
VETGDSLTIYEDESKNLYFSIRKYSGKQONEGREDESMEVNDMNFLEDLTFDY IPNDEEEDSTAMLIGNLNDHYSIPNDLMDLT
TDLDQATSSSPHLDHLSDGHATSDHVSSNDEVW

>KAF3486226.1 [Brassica cretica]-100-243
MDNFLPFSSSNANSVQELSMDLNKNRSHFSMAQPQHLLPPYSYVACPVLDQTGAMNHQPLHSSDAFPQIPVVQTGGEFGYLVC
KPGVRQERGGFLDPHSTKMARINRKKAMIRSRNNSYLNSSSNELVDSRROQVALTMKNNAETIAARKDFYRFSSFDNKKLRVLLV
KHLKNSDVGSLGRIVLPKREAEGNLPELSDKEGMVLOMRDVDSVQSWSFKYKLSLRTDKACINVKHRYWSNNKSRMYVLENTG
EFVKKNGVLMGDYLTIYEDESKNLYFSIRKHPHKONDGREDESMEVIEMNFYEDIMEDYIPNGEDDSIAMLLGNLNEHYPYPN
DIMDLTVDLDQHQQATSSSPPADHMSSNDFE LW

>XP 010460616 LEC2 isoform X1 [Camelina sativa]-105-234
MDNFFPFSSSNANSVQEFAMDANNNLSHLTTMPTYDHHQAEPHHLLYSYPVEQMAAVMNPHQPLYSSDAYPQIPVSQTGSEFC
SLVSNPNPCLRPERGGLFLDPTKMARINRKNAMIRSRNNS SPNSSPDEVVDSKRQVMMLNMKNNVQI PERKDHYPHSTFDNKK
LRVLCVKLLKNSDVGALGRIVLPKREAEGKLPKLSDKEGIVLEMRDVESLOSWSFKYKFWSNNKSRMYVLENTGEFVRQONGVE
SGDTLTIYEDESKNLYFAVTKPGROQNGGRGVESMKVNEMNHYEEIMYDFMPGDEEEASTIAMLIGNLNDHYPNPNDLMGLT IDH
QHHQAASSLPSVDYAHVGSLDDQVSFDDIGW

>NP 564304 [Arabidopsis thaliana]-105-234
MDNFLPFPSSNANSVQELSMDPNNNRSHEFTTVPTYDHHOAQPHHFLPPEFSYPVEQMAAVMNPQPVYLSECYPQIPVTQTGSEF
GSLVGNPCLWQERGGFLDPRMTKMARINRKNAMMRSRNNSSPNSSPSELVDSKRQLMMLNLKNNVQISDKKDSYQQSTFDNKK
LRVLCEKELKNSDVGSLGRIVLPKRDAEANLPKLSDKEGIVVQOMRDVESMQSWSFKYKEFWSNNKSRMYVLENTGEEFVKQONGAE
IGDFLTIYEDESKNLYFAMNGNSGKONEGRENESRERNHYEEAMLDYIPRDEEEASTIAMLIGNLNDHYPIPNDLMDLTTDLQH
HQATSSSMPPEDHAYVGSSDDQVSEFNDEFEWW

>XP 010499344 X1 [Camelina sativa]-105-233
MDNFFPFSSSNANSVQEFAMDANNNLSHITTMPTLYHHOQAEPHHLLYSYPVEQMAAVMNPHQLLYSSDAFPQIPVSQPGSEFC
SLVSNPNPCLRTERGGLFLDPTKMARINRKNAMIRSRNNSSPNSSPDEVVESKRQVMMLNMKNNVQIPVRTDLY PHSTEFDNKK
LRVLCVKLLKNSDVGALGRIVLPKREAEGKLPKLSDKEGIVLEMRDVESLOSWSFKYKFWSNNKSRMYVLENTGEEVRONGVE
SGDTLTIYEDESKNLYFAVTKPGRONGGRGVESMEVNEMNHYEEIMYDFMPGDEEEASTAMLIGNLNDHYPNPNDLMGLTVDH
QHHQAASSLPSVDYPHVGSLDDRVSFDDIVW

>AAL12004LEAFY COTYLEDON 2 [Arabidopsis thaliana]-105-234
MDNFLPFPSSNANSVQELSMDPNNNRSHFTTVPTYDHHQAQPHHFLPPFSYPVEQMAAVMNPQPVYLSECYPQIPVTQTGSEF
GSLVGNPCLWQERGGFLDPRMTKMARINRKNAMMRSRNNSSPNSSPSELVDSKRQLMMLNLKNNVQISDKKDSYQQSTEDNKK
LRVLCEKELKNSDVGSLGRIVLPKRDAEANLPKLSDKEGIVVQOMRDVESMQSWSFKYKFWSNNKSRMYVLENTGEFVKQNGAE
IGDFLTIYEDESKNLYFAMNGNSGKONEGRENESRERNHYEEAMLDYIPRDEEEASTAMLIGNLNDHYPIPNDLMDLTTDLQH
HQATSSMTPEDHAYVGSSDDQVSENDFEWW
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>KAG2303789 [Brassica carinata]-98-227
MDSFLPLSSSNPNSVQELSMDENNNPSGFSTFPTYDHHHHQAQPHHLLPPYSYVACPVYQTAAKNPQIPVIQTGSEFGSLVCD
PGFRQARCGFLDTHTAKMARINRKKAMIRSRNNSSPNSSSNELVDSRRQVVLTMKNNAEISARKDLYRFSSSHNKKLRVLLVK
QLKNSDVGSLGRIVLPKREAERNLPELSTKEGTIVEMRDADSMONWSFKYKFWSNNKSRMYVLENTGEFVTTERVEIGDFLTI
YEDESKNLYFSVRKYEDKPNEGKEDESMEANDMNFYEDIAFDFIPKDEEEDSIAMLIGNLNDNYPNPNNLMDLPTDLHQHHQA
TSSLPPDHYMTNPQHVGSSNDHMSENDEVW

>KAG7655734 [Arabidopsis suecica]-105-234
MDNFLPFPSSNKNSVQELSMDPNNERSHFTTVPTYDHHQAQPHHFLPPFSYPVEQMAAVMNPQPVYLSECYPQIPVTQTGSEF
GSLVGNPCLWQERGGFLDPRMTKMARINRKNAMMRSRNNSSPNSSPSELVDSKRQLMMLNLKNNVQISDKKDSYQQSTEFDNKK
LRVLCEKELKNSDVGSLGRIVLPKRDAEANLPKLSDKEGIVVQMRDVESMOSWSFKYKFWSNNKSRMYVLENTGEFVKQONGAE
IGDFLTIYEDESKNLYFAMNGNSGKQONEGRENESRERNHYEEAMLDYIPRDEEEASTIAMLIGNLNDHYPIPNDLMDLTTDLQH
HQATSSMPPEDHAYVGSSDDQVSENDEEWW

>KAG7647807 [Arabidopsis thaliana x Arabidopsis arenosa]-105-234
MDNFLPFPSSNANSVQELSMDPNNNRSHFTTVPTYDHHQAQPHHFLPPEFSYPVEQMAAVMNPQPVYLSECYPQIPVTQIGSEF
GSLVGNPCLWQERGGFLDPRMTKMARINRKNAMMRSRNNSSPNSSPSELVDSKRQLMMLNLKNNVQISDKKDSYQQSTEFDNKK
LRVLCEKELKNSDVGSLGRIVLPKRDAEANLPKLSDKEGIVVQOMRDVESMOSWSFKYKFWSNNKSRMYVLENTGEFVKQONGAE
IGDFLTIYEDESKNLYFAMNGNSGKONEGRENESRERNHYEEAMLDYIPRDEEEASIAMLIGNLNDHYPIPNDLMDLTTDLQH
HQATSSMPPEDHAYVGSSDDQVSENDEEWW

>CAG7864457 [Brassica rapa]-96-225
MDNFLPFFSSNANFVQELSMDLNNNRSRLSTFPTYDHHHQAQPHSLOPYSYVACPVDQTAAMNPQIPVTQTRSEFGSLVCNPG
FGQARGGFLDPHTAKMARINRKKAMIRSRNNSSPNSSSNELVGSRRQVVLTMKNNAE IAARKDLYRYSSFDNKKLRVLLVKHL
KNSDVGSLGRIVLPKREAEGNLPELSTKEGMIVDMRDADSMONWSFKYKFWSNNKSRMYVLENTGQFVTEKRVEIGDFLTIYE
DESKNLYFSIRKHADKPNEGREDESMEANDMNEYEDIAFDFIPKDEDEDSIAMLIGNLNDHYPNPNNRMDLPIDLHQHHQATS
LPLPPADYMTNPQYGGSSNDHMSENDEVW

>XP 018489204 [Raphanus sativus]-97-226
MDNFLPFSSSNANSVEELSMDLNNNPSRESTLPTSDHHHQAQPHPLLPPYSYVASPVDQTAAMKPQIPVIQTGSEYGSLVYNP
GFRQARGGFLDPHTAKMARINRKKAMIRSRNNSSPNSSTNEMVDSRRQVVLSMKNSAETIAARKDLYRFSSFDNKKLRVLLVKH
LKNSDVGSLGRIVLPKREAERNLPELSTKEGMIVEMRDADSMONWSFKYKEFWSNNKSRMYVLENTGEFVTRKRVEIGDFLTIY
EDESKNLYFSIRKYADKPNEGREDEWMEANDMNFYEDIEFDFIPKDEEEDSTIAMLIGNLNDHYPNPNNLMDLPIDLHHHQQAT
SSLPHVDYMTNPQHGGSSNDHMSENDEVW

>XP 020866568 [Arabidopsis lyrata subsp. lyrata]-104-233
MDNFLPFSSSNANSVQELSMDLNNNRSHFTTVPTYDHLAQPHHLMPPYSYPVEQMTAVINPQPVYFSEGYPQIPVTKTGSEFG
SLVGNPCLRQERGGFLDPRMTKMARINRKNAMIRSRNNSSPNSSPSELVDSKRQVMMLNLKNNVQISDKKDSYQQSTEFDNKKL
RVLCEKELKNSDVGSLGRIVLPKRDAEANLPKLSDKEGIVLEMRDVESMQOSWSFKYKFWSNNKSRMYVLENTGEFVKQONGAEM
GDFLTIYEDESKNLYFAINGNSGKONEGRENESRERNHYEDTMLDYISRDEEEASTIAMLIGNLNDHYPIPNDILMDLATDLQYH
QATSSVPPEDHAYMGSSDDQVSENDFEWW

>KAF8096561 [Sinapis_alba]-123-226
MDNSLPFSSSNPNSVQELSMDLNNNHSRESTFPTYDHHHQAQPHHILMQPYSYIACPVDOMAAMNPQIPVIQTGSEFGYLVYNP
GFRQARCGFLDPHTAKMARTINRKKAMIRSRNNSSPNSSSNELVDSRRQVVLTMKNNAETIAARKDLYREFSSSDNNKLRVLLVKH
LKNSDVGSLGRIVLPKREAERNLPELSTKEGMIVEMRDADSMONWSFKYKFWSNNKSRMYVLENTGEFVTKKRVEIGDFLTIY
EDESKNLYFSIRKYEDKPNEGREDESMKANDMNEYEDIAFDFIPKDEEEDSIAMLIGNLNDQYPNPNNLMDLPIDLHQHHQAS
SSLPHVHYMTSPQHGGFSSDHMSEFNGEVW

>KAG2269748 [Brassica carinata]-96-223
MDNFLPFSSSNANSVQELSMDLNNNRSRLSTFPTYDHHHQAQPHLLQPYSYVACPVDQTAAMNPQISVIQTGSEFGSLVCNPG
FROQARGGFLDPHTAKMARINRKKAMIRSRNNSSPNSSSNELVGSRRQVVLTMKNNAE IAARKDLYRYSSFDNKELRVLLVKHL
KNSDVGSLGRIVLPKREAEGNLPELSTKEGMIVEMRDADSMONWSFKYKFWSNNKSRMYVLENTGEFVTEKRVEIGDFLTIYE
DESKNLYFSIRKHADKPNEGREDESMEANDMNEYEDFAFDFIPKDEDEDSIAMLIGNLNDHY PNPNNLMDLPIDLHQHHQATS
SLPPVDYMSNPQYGGSSNDHMSENDEVS

>XP 013675255 [Brassica napus]-96-225
MDNFLPFSSSNANSVEELSMDLNNNRSRLSTFPTYDHHHQAQHHSLOPYSYVACPVDQTAAMNPQISVIQTGSEFGSLVCNPG
FROARGGFLDPHTAKMARINRKKAMIRSRNNSSPNSSSNELVGSRRQVVLTMKNNAE IAARKDLYRYSSFDNKKLRVLLVKHL
KNSDVGSLGRIVLPKREAEGNLPELSTKEGMIVDMRDADSMONWSFKYKFWSNNKSRMYVLENTGEFVAEKRVEIGDFLTIYE
DESKNLYFSIRKHADKPNEGREDESMEANDMNEYEDIAFDFIPKDEDEDSIAMLIGNLNDHY PNPNNLMDLPIDLHQHHQATS
SLPPVDYMTNPQYSGSSNDHMSENDEVW

>XP 013585180 [Brassica oleracea var. oleracea]-97-225

MDNFLPFSSSNANSVEELSMDLNNNRSRLSTFPTYDHHHQAQHHSLOPYSYVACPVDQTAAMNPQISVIQTGSEFGSLVCNPG
FROARGGFLDPHTTKMARINRKKAMIRSRNNS SPNSSSNELVGSRRQVVLTMKNNAEIAARKDLYRYSSFDNKKLRVLLVKHL
KNSDVGSLGRIVLPKREAEGNLPELSTKEGMIVEMRDADSMONWSFKYKFWSNNKSRMYVLENTGEFVAEKRVEIGDFLTIYE
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DESKNLYFSIRKHADKPNEGREDESMEANDMNFYEDIAFDFIPKDEDEDSIAMLIGNLNDHY PNPNNLMDLPIDLHQHHQATS
SLPPVDYMTNPQYSGSSNDHMSEFNDEVW

>XP 013714167 [Brassica napus]-96-225
MDNFLPFSSSNANFVQELSMDLNNNRSRLSTEFPTYDHHHQAQPHSLOPYSYVACPVDQTAAMNPQIPVTQTGSEFGSLVCNPG
FGOARGGFLDPHTAKMARINRKKAMIRSRNNSSPNSSSNELVGSRRQVVLTMKNNAE TAARKDLYRYPSFDNKKLRVLLVKHL
KNSDVGSLGRILLPKREAEGNLPELSTKEGMIVDMRDADSMONWS FKYKFWSNNKSRMYVLENTGQFVTEKRVEIGDFLTIYE
DESKNLYFSIRKHADKPNEGREDESMEANDMNEFYEDIAFDFIPKDEDEDSIAMLIGNLNDHY PNPNNRMDLPIDLHQHHQATS
LPPADYMTNPQYGGSSNDLMSENDEVW

>KAG7598524 [Arabidopsis suecica]l-101-230
MDNFLPFSSSNANSVQELSMDLNINRSHETTVPTYDHQAQPHHLMPPYSYPVEQMMNPQPVYFSEGYPQIPVTQTGSEFGSLV
GNPCLRQERGGFLDPRMTKMARINRKNAMIRSRNNSSPNSSPSELVDSKRQVMMLNLKNNVQISDKKDSYQQSTEFDNKKLRVL
CEKELKNSDVGSLGRIVLPKRDAEANLQKLSDKEGIVLEMRDVESMOSWSEFKYKFWSNNKSRMYVLENTGEFVKQONGAEMGDF
LTIYEDESKNLYFAINGNSGKQIEERENESRERNHYEDTMLDYISRDEEEASTIAMLIGNLNDHYPIPNDLMDLTTDLHQHHQA
TSSVPSEDHAYVGSSDDQVSENDEFEWW

>KAF3610465 [Brassica cretica]-126-220
MDNFLPFSSSNANSVQELSMDLNNNRSRLSTFPTYDHHHQAQPHLLOPYSYVACPVDQTAVMNPQISVIQTGSEFGSLVCNPG
FROARGGFLDPHTAKMARINRKKAMIRSRNNSSPNSSSNELVGSRRQVVLTMKNNAE IAARKDLYRYSSFDNKKLRVLLVKHL
KNSDVGSLGRIVLPKREAEGNLPELSTKEGMIVEMRDADSMONWEWSNNKSRMYVLENTGEFVTEKRVEIGDFLTIYEDESKN
LYFSIRKHADKPNEGREDESMEANDMNEFYEDIAFDFIPKDEDEDSIAMLIGNLNDHY PNPNNLMDLPIDLHQHHQTTSSLPPV
DYMSNPQYGGSSNDHMSFNDEVS

>KAG5385288 [Brassica rapa subsp. trilocularis]-96-220
MDNFLPFSSSNANFVQELSMDLNNNRSRLSTFPTYDHHHQAQPHSLOPYSYVACPVDQTAAMNPQIPVTQTGSEFGSLVCNPG
FGOARGGFLDPHTAKMARINRKKAMIRSRNNSSPNSSSNELVGSRRQVVLTMKNNAE IAARKDLYRYPSFDNKKLRVLLVKHL
KNSDVGSLGRIVLPKREAEGNLPELSTKEGMIVDMRDADSMONWFWSNNKSRMYVLENTGQFVTEKRVEIGDFLTIYEDESKN
LYFSIRKHADKPNEGREDE SMEANDMNEYEDIAFDEFIPKDEDEDSTAMLIGNLNDHY PNPNNRMDLPIDLHQHHQATSLPPAD
YMTNPQYGGSSNDLMSENDEVW

>XP 018490375 [Raphanus sativus]-101-229
MDNLLPFSSSNANSVQELSMDLNNNRSHLSTMAQPHDLLPPYSYVACPVLDQTGAMNHQTFHLSDAFPHISVVQTGSEFGSLV
YKAGVRQERGVFLDPHSTKMARINRKKAMIRSRNNSSPNSSSNELVESRRQVSLTMKTNAEIAARKDLYREFSSFDNKKLRVLL
VKHLKNSDVGSLGRIVLPKREAEGNLPELTDKEGMVLEMKDVDSVQSWSFKYKYWSNNKSRMYVLENTGEFVKKNGVLMGDYL
TIYEDESKNLYFSIRKHPHKONDDKEDESMEVNDVNYYEDIMFDYIPNDEDDSIAMLLGNLNEHYPNPNDLMSLTIDLDQHQQ
ATSSSPPADHMSSNDEFVW

>KAG2320722 [Brassica carinata]-101-229

MDNLLPFSSSNANSVQELSMDLNNNRSHFSTMAQPHHLLPPY SYVACPVLDQTGAMNHQPLHSSDAFPQIPVVQTESEFVSLV
YKPGVRQEIGGFLDPHSTKMARINRKKAMIRSRSNSSPNSISNELVDSRRQVALTMKNNAE IAARKDLYREFSDFDNKKLRVLL
VKHLKNSDVGSLGRIVLPKREAEGNLPELSDKEGMVLEMRDVDSVQSWSFKYKYWSNNKSRMYVLENTGEFVKKNGVLMGDYL
TIYEDESKNLYFSIRKHPHKONDDREAEPMEVNDMNYYEDIMFDYIPNDEDDSIAMLLGNLNEHYPNPNDLMNLTIDLDQHQQ
ATSSSPPADHMSSNDEFVW

>XP 010478197 [Camelina sativa]-89-218
MDNFFPFSSSNANSVQEFAMDANNNLSHLLYSYPMEQMAAVMNPHQPLYSSDAFPQIPVSQPGSEVCSLVSNPNPCLRPERGG
LFLDPTKMARINRKNAMIRSRNNSSPNSSPDEVVESKRQVMMLNMRNNVQI PERKDLYPHSTFDNKKLRVSCVKLLKNSDVGA
LGRIVLPKREAEGKLPKLSDKEGIVLEMRDVFSLOSWSFKYKFWSNNKSRMYVLENTGEFVRONGVESGDTLTIYEDESKNLY
FAVTKPGRONGGRGAKSMEVNERNHYEEIMYDFMPGDEEEASTIAMLIGNLNDHY PNPNDLMGLTVDHQHYQAASSLLSVDYAH
VGSLDDQVSEFDDIVW

>KAG5378817 [Brassica rapa subsp. trilocularis]-100-223
MDNFLPFSSSNANSVQELSMDLNKNRSHEFSMAQPQHLLPPYSYVACPALDQTGTMNHQPLHSSDAFPQIPVVQTGGEFGYLVC
KPGVRQERGGFLDPHSTKMARINRKKAMLRSRNNSNPNSSSNELVDSRRQVALTMKNNAETAARKDEFYRFSSFDNKKLRVLLV
KHLKNSDVGSLGRIVLPKREAEGNLPELSDKEGMVLEMRDVDSVQSWYWSNNKSRMYVLENTGEFVKKNGVLMGDYLTIYEDE
SKNLYFSIRKHPHKQNDGREDESMEVIEMNFYEDIMEFDYIPNDEDDSIAMLLGNLNEHYPYPNDLMDLTVNLDQHQQATSSSP
PADHMSSNDEFLW

>CAE5958712 [Arabidopsis arenosa]-82-211
MDLNNNRSHEFTTVPTYDHQAQPHHLMPPYSYPVEQMMNPQPVYFSEGYPQIPVTQTGSEFGSLVGNPCLRQERGGFLDPRMTK
MARINRKNAMIRSRNNSSPNSSPSELVDSKRQVMMLNLKNNVQISDKKDSYQQSTEFDNKKLRVLCEKELKNSDVGSLGRIVIP
KRDAEANLPKLSDKEGIVLEMRDVESMQSWSFKYKEFWSNNKSRMYVLENTGEFVKONGAEMGDFLTIYEDESKNLYFAINGNS
SKONEGRENESRERNHYEDTMLDYISRDEEEASTIAMLIGNLNDHYPIPNDLMDLTTDLHQHHQATSSVPSEDHAYVGSSDDQV
SENDFEWW

>XP 010499347 [Camelina sativa]-105-207
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MDNFFPFSSSNANSVQEFAMDANNNLSHITTMPTLYHHQAEPHHLLYSYPVEQMAAVMNPHQLLYSSDAFPQIPVSQPGSEFC
SLVSNPNPCLRTERGGLFLDPTKMARINRKNAMIRSRNNSSPNSSPDEVVESKRQKLRVLCVKLLKNSDVGALGRIVLPKREA
EGKLPKLSDKEGIVLEMRDVEFSLOSWSEFKYKFWSNNKSRMYVLENTGEFVRONGVESGDTLTIYEDESKNLYFAVTKPGRONG
GRGVESMEVNEMNHYEEIMYDFMPGDEEEASIAMLIGNLNDHY PNPNDLMGLTVDHQHHQAASSLPSVDYPHVGSLDDRVSED
DIVW

>KAF8107878 [Sinapis_alba]-85-213
MDNLLPFSSSNSNSVQELSMDLNNNPSHESTMVQPHHLLPPYSYVACQTGAMNHQPFHSSDIAFPQIPVVQTGQERGGFLDPH
STKMARINRKKAMIRSRNNSSPNSSSNELVDSRRQVALTMKNNAE IAARKDLYRENTFDNKKLRVLLVKHLKNSDVGSLGRIV
LPKREAEGNLPELSDKEGMVLEMRDVDSVQSWSFKYKYWSNNKSRMYVLENTGEFVKKNGVLMGDYLTIYEDESKNLYFSIRK
HPHKQNDDREDE SMEVNDMNYYEDVMEDYIPNDEDDSIAMLLGNLNEHY PNPNDLMDLTIDLDQHHQATSSSPPADHMSSNDF
VW

>XP 017978733 [Theobroma cacao]-138-271

MENSYTPFTPTTTTTTNTTLRQPDMGWSONSEFSIYEPMNLKNEFSSTPFSTASNSQFHHPPQFVAPSQSLOPPYRHPIEQAGH
SLAYPMYPFLLGONGIEYGVSSSTHANNGVQGSCFMQTDGLSKEQERRIMDPYRTKVARIKRKLARQRSLSLOQRNASSGASTQ
VDARRLTSSGADNSTDVNNSNDTKRDLYKFCTPDNKRLRVLLRKELKNSDVGSLGRIVLPKREAEGNLPTLSDKEGIQVMIKD
VYSNQVWTLKYKFWSNNKSRMYVLENTGDEFVKONGLEIGDSLTLYEDESKNLYFSVIKLERIITAANPPSNHQHSDNENNYYSN
NDHHHMYLPFTCQSRDEEETSLELLIEQLKHKEQQETNDLMSLPMDAAY SHRLPEEAKSFLSDADGVASMETYTPIAATTLQT
SSTLLRGKAKSVDDFQLNNEFDDCYGGLDMLPDVNHYNFSL

>XP 022777347 [Durio zibethinus]-138-269
MDNSYIPFSPTTTTTTNTTLROPNMGWSONLEFSIYEPMNSKNFSSTPLTTASNSQFHHPPQFMAPYQSLQPPYRHPIEQAGQ
SLPYPVYPFFMGRNGIEFGVCSSNHASNGVQGSCFIQTDGLSKEQERRILDPYRTKVARIKRKLARQRSLSLORNASSEASTQ
VDARRLTNSGADTKVKNNNDTKRDLYKFCTTENKRLRVLLSKELKNSDVGSLGRIVLPKREAEINLPTLSDKEGIQLMIKDVY
SNOQVWTLKYKFWTNNKSRMYVLENTGDEFVKONGLEIGDSLTLYEDESKNLYFSILKVERVAVEPSKGQHSDNENNNHMYVPFT
CQSRDEEDTSLELLIEQLKHKEQEAPNDLMTLPMDAAYSHRLPEEARHLLSDSIVASRETYSRITTTPLQTSSTLLQGKARSV
DDIEINFDDCYGGLDMLPDVNHYNFESL

>XP_022720461_ [Durio_zibethinus]-138-269
MENSYMPEFSPTTTTTANTTLRLPNKGWSQONSGFCIYEPMNSKNEFSSTPSSTPSNSQFHHPSQLVAPYQSLOLPHRQPTEQAGH
SLAYLVYPFFLGONGIEFGESSSIQASNGVQOGSCFIQTDGLSEEQERRILDPYI TKVARIRRKOQARQRSLGLORSASSGASIQ
VEERRLTSSGADTDVNNNNDTKRDLYMEFCTPDNKRLRMLLKKELKNSDVGSLGRIVLPKKEAEVNLPTLSDKEGILVMIKDVY
SNOMWTLKYKFWSNNKSRMYVLENTGDEFVKONGLE IGDSLTLYEDESKNLYFFILKVERFAAEASNNQHCDNVNNNNHMYLPFE
TCQSRDEEETSIELLIEQLKHKEQQEPNDEFMTLPMDAAYSGRLPKEARHFLSDTEFSSRETYSQITATTLOQTSSTSIRGKARSV
DDIQINEFDDGYGGLDMLPDVSLYNFSL

>XP 024951254 [Citrus sinensis]-129-259
MENNFEFPASNNNTATTATANNNTINTEFTNQQLSQPNMAYIQONSQLYLPTYYHONMOFPSTFPLDQSGGQSFAVAAAAPYPVYP
FWLAQNGIQNGGGNNATPAAAGSWSLOPNIRVPKEPQRVVLDPOQKTKIARIKRKLARQKSLSLORNASSGASSSNVPSSAHED
ATRLPTYGVDTHRDLEFNFCTPDNKRLRVLLOKALKNSDVGSLGRIILPKREAEENLPSLSDKEGIHIVIRDVYSDKHWTLKFK
YWSNNKSRMYVLENTVDEVKONGLEIGDSLTLYEDESKNLYFSVKKVERPEPAAEPSYKQONYDFFPAANQTPTPIMHQARDE
EEASLALLIEQLRHKEQQETYYNLMTLPLDDHEEANNVVRASNNATSSGIHAHLAATSSSSHGAKMNNPEYDHHQTVDDCYSC
LDMLPDVDTYNFSI

>KAF9840828 [Populus deltoides]-128-260
MENVEFPTLSTNSGNTTTTTNASSVMMGCPONSQFSSIYGPLSYPSTPSSSLTQSNYFAPQYYTTPPCETTQFPSTDSLDQRSQ
YTPAADPFYPVMVGQHATIEMQRSCILOPNALQLEQERRALDAYKTKVARCMRRLARQRRLGRASSSGASSTRITDASRLALHG
AGTDGONSRTNTSKDLFEFLTPDNKKLRALLRKDLKNSDVGSLGRIVLPKREVEENLPPLHDKEGILLVLRDIYSNQEWGLKL
KFWTNNKSRMYVLENTGEFVKRHGLETGDSLTLYEDESKNLYFSITKVQRPESALAQTPHPKSHNCNHLTEHMWQDGDEEYTS
LALLAEQLENKEQEEANSLGAVPMDFSCSYTNELELNNNPENNISTYTQPASAAMQTSPPNGKMKAVDDSHDVDDCYTGLGML
PDVHSYNFSL

>KAG6756038 [Populus_tomentosal]-129-260
MENVEFPTLSTSSGNTTTTTNASSVMMGCPONSQFSSTIYGPLSYPSTTSSSLTQSSNYFAPQYYTTPPCETTQFPSTHALDQRS
QYTPAADPFYPVMVGONAIEMQORSCILQPNALQLEQERRALDAYRTKVARCMRKLARQRRLGKASSGASSTRIMDASRLALHG
ASTDGONSRTNTSKDLYEFLTQDNKKLRALLRKDLKNSDVGSLGRIVLPKREVEENLPPLHDKEGILLMLRDIYSNQEWGLKL
KFWTNNKSRMYVLENTGEFVKRHGLETGDSLTLYEDESKNLYFSITKVORPESALAQTQHPTSHNCNHLTEHMWQDGDEEYTS
LAFLTEQLDNKEQEEANSLGAVPMDFSCSYTNELELNDDPEFNNMSTYTQPASAAMQTSPPNGKMKAVDDSHDVDDCY TGLGML
PDVHSYNFSL

>KAG6754877 [Populus_ tomentosa]-128-259
MENVFPTLSTSSGNTTTTTNANSVMMGCTQONSQVSSIYGPLSYPSTTSSSLTQSNYFAPQYYTTPPCETTQFPSTHALVQRSQ
YTPAADPEFYPVMVGONAIEMQRSCILQPNALQLEQERRALDAYKTKVARCMRKLARQRRLGKASSGASSTRIMDASRLALHGA
STDGONSRTNSSKELYEFLTQDNKKLRALLRKDLKNSDVGSLGRIVLPKREVEENLPPLHDKEGILLVLRDIYSNQEWGLKLK
FWINNKSRMYVLENTGEFVKRHGLETGDSLTLYEDESKNLYFSITKVQGPESALAQTPHPTSHNCNHLTEHMWQDGDEEYTSL
ALLTKQLENKEQEEANSLGAVPMDFSCSYTNELELNNNPENNISTYTQPASAAMQTSPPNGKMKAVDDSHDVDDCYTGLGMLP
DVHSYNFESP

Annexes 147



>XP_ 011043404 [Populus_euphratica]-127-259
MENVEFPTLSTSSGNTTTTTNASSVMMGCPONSPLSSIYGPSHPSISSSSLTHSNYFAPQYYTTPPCETTQFPSTHALDQRSQY
TPAPDPFYPVMVGONAIEMQORSCILOPNALQLEQERRALDAYKTKVARCMRKLARQRRLGKASSGASSTRIMDASRLALHGAS
TGGONCRTNSASKDLYEFLTPDNKKLRALLRKDLKNS DVGSLGRIVLPKREVEENLPPLHDKEGILLVLRDIYSNQEWGLKLK
FWTNNKSRMYVLENTGEFVKRHGLETGDSLTLYEDESKNLYFSITKVOQRPESALAQTPPPRSHNCNHLTEHMWODGDEEYTSL
ALLTEQLENKEQEEANSLGAVPMDFSCSYTNELELNNNPENNFSTYTQPASAAMQTSPPNGKMKAVDDSHDVDDCYTGLGMLP
DVHSYNFSL

>XP 024454872 [Populus_trichocarpa]-129-260
MENLESTLFTSTGNTTNTTNASNAIMGCPONSQFSSMYGPLSYHSTVPSNSVTQSNCVPPQYYMPAPCESRQNPYTHSLEKPS
HHTPSADPFRLAMAGONAFEMQORSCILQPNAFQLEQERRALDAYKTKVARCKRKLARQRSLSKTSIGASSTQIMDARRLALHG
ASTCGQORSRSNTSKDLYEFLTPDNKRLRAVLRKDLKNSDVGSLGRIVLPKREVEENLPVLNDKEGILLFLRDVYSNQEWALKF
KFWSNNKSRMYVLENTGEFVKONGLETGDFLTLYEDESKNLYFSITKVGKPASVPSQTPQPINHNSNCLYTPHMYQARDEEKS
SLALLIEQLDQKEQEEANSLVAVPPDSAYTNNELTNNPEFNNSSTYSQPASSAMQPSSPNGKMKAVDDSHVDDCYTGLGVLPDV
YRENFSL

>XP 011027804 [Populus euphratica]-128-252

MENEFSTLFTSTGﬁTTNTTNASﬁAIMGCPQNSQFSSMYGPLSYHSTPSNSITQSSCVPPQYFMPAPCESWQNPYMHSLEKPSH
HTPSTDPFLLAMAGONAFEMQORSCILQOPNALQLEQERRALDAYKTKLARCKRKLARQSKTSSTQIMDARRLALHGASTSGQRS
RSNTSEDLYEFLTPDNKRLRAVLRKDLKNSDVGSLGRIVLPKREVEENLPVLNDKEGILLFLRDVYSNQEWALKFKEFWSNNKS
RMYILENTGEFVKRNGLETGDFLTLYEDESKNLYFSISRVGRSASVPSPTSQPINHNCNCLYTPHMCQARDEEQSSLALLIEQ
LDQKEQEEADSLVAVPPDSAYMDSVQLTNNPEFNNSSTYSQPASSAMQPSSPNGKMKAVDDSHVDDCYTGLGVLPDVYRYNESL

>KAG5223544 [Salix suchowensis]-121-252
MENVEFPTSSTNSGSASNPTNASSVMPGCPONSQVPVYGPSSYPSTLSSLLTQSSYTTPPCETTEFPPAYSLEQRSQYTPSADP
FYPVMAGPDATEMQGPCILQOPNALQLEQERRALDANKTKVARCVRKLARQRRLGKASSGGSSARIKDTSRLALHGATIDSQNS
RTNSSKDLYEFLTPDNKKLRALLRKDLKKSDVGSLGRIVLPKREVEENLPPLHDKEGILLVLRDVNSNQEWGLKEFKEFWANNKS
RMYVLENTGEFVKLNGLETGDSLTLYEDESKNLYFSITKAQTPASALTQTPLPMSONNNYLY TESTWQODRDEEYTSLALLTEQ
LENEEQEEANSLGAVPMDFSCSYTHEPELNNIRTYTQPASAAMQASPANGKMKAVDDSHDVDDCYTGLGMLPDVHSYNFSP

>KAB5534019 [Salix brachista]-121-252
MENVFPTSSTNgGSTSNPENASSVMPGCPQNSQVPIYGPSSYPSTLSSLLTQSNYTTPPCETTEFPPTYSLEQRSQYTPSADP
FYPAMVGPDATIEMQRPCILOPNALQLEQERRALDANKTKVARCVRKLARQRRLGKASSGGSSARVKDTSRLALHGANIDSQONS
RTNSSKDLYEFLTPDNKKLRALLRKDLKKSDVGSLGRIVLPKREVEENLPPLHDKEGILLVLRDVNSNQEWGLKFKFWANNKS
RMYVLENTGEFVKLNGLETGDSLTLYEDESKNLYFSITKAQTPASALTQTPLPMSONNNYLYTEHTWQDRDEEYTSLALLTEQ
LENEEQEEANSLGAVPMDEFSCSYTHEPELNDIRTYTQPASAAMQTSPANGKMKAVDDSHDVDDCYTGLGMLPDVHSYNESP

>KAF9672359 [Salix dunnii]-121-252
MENVFPTSSTNSGSTTNTTNASSVMTGSPONSQVPIYGPSSYPSTLSSLLTQPNYTTPPCETTEFPPTYSLEQRSQYTPSADP
FYPVMVGPNAIEMQRPCILOPNALQLEHERRALDANKTKVARCARKLARQRRLGKASSGASSARIKDASRLALHGANIDSQONS
RTNTSKDLYEFLTPDNKKLRALLRKDLKNSDVGSLGRIVLPKREVEENLPPLHDKEGILLVLRDVNSNQEWGLKLKEWANNKS
RMYVLENTGEFVKRSGLETGDSLTLYEDESKNLYFSITKAQTPASPLTQTPHPMSONDNYLYTEHTWLDRDEEYSSLALLTEQ
LENEEQEEANSLGAVPMDESCSYTLEPELNNIRTFTQPASAAMQTSPPNGKMKAVDDSHDADDCYTGLGMLPDVHSYNESP

>XP 012092409 [Jatropha curcas]-112-243
MENLEFSPLSTNITSNTTTITTNATKPNMSFSQONSPLSSICGPLNYPSTSSTSSPPDHSIPPPFQTQVHTSQFSPFYPEFWFLON
GIEIQRSYLLOPNGFSIDQERRVLDAYKTKVARSKRKLARQRSLIKNSSSGVNSAQMDIKKPAFNGASTNVQDSQGNINKDLY
TFCTLDNKKLRVLLTKELKNSDVGSLGRIVLPKRDTEENLPILSEKEGIQVVLIDVNTNQEWSLKFKYWSNNKSRMYVLENTG
DEFVKONGMESGDSLTLYEDESKNLYFSIKKVETQEAEPFTNQSYLYIPNACHARDEEEASFALLMEQLKHKEQQEEEANSLVT
LSMDIGSSYRHKEEEKNGRFENNVTSIGRTSSSAQSMDDHFILDDCYNGLDILPDVNRYNFQYD

>XP 024046749 [Citrus clementina]-95-225
MAYTONSQLYLPTYYHONMQYPSTFPLDQSGGQSFAAAAAAAAPYPVYPFWLAQNGIQONGGGNNALPAAAGSWSLQPHIRVPK
EPQRVVLDPOQKTKIARTIKRKLARQKSLSLORNASSGASSSNVPSSAHFDATRLPTYGVDTHRDLENFCTPDNKRLRVLLQKAL
KNSDVGSLGRIILPKREAEENLPSLSDKEGIHIVIRDVYSVKHWT LKFKYWSNNKSRMYVLENTVDFVKONGLEIGDSLTLYE
DESKNLYFSVKKVERPEPAAEPSYKQONYDFFPAANQTPTPIMHQARDEEEASLALLIEQLRHKEQQETYYNLMTLPLDDHEE
ANNVVRASNNATSSGIHAHLAATSSSSHGAKMNNPEYDHHQTVDDCYSCLDMLPDVDTYNEST

>KHG23900 [Gossypium arboreum]-104-233
MENSYIPLEFSTTATSSTTPITTTTTTHSPSNMDWSQONSDEFSMFEPMNSQFQOQHPSQLLSPNQSLOFPYNHSIEQAPVYPFETGQ
KGFEFGVCKEQERRTNDPYRTRLARINRKLARQRSLORNANSGASTQVDARRLINSGADTDTNKNKDTKKDLYRFCTADNKRL
RVLLKKELKNSDVGSLGRIVLPKRDAEVNLPPLSDKEGIQVMIKDVYSNHMWTLKYKEFWSNNKSRMYVLENTGDEFVKQONGLGT
GDSLTLYEDESKNLYFSITKVATVAVESSSNQQYYHNVNNNGEEGNDNSNNMYLPFTSQSKDDEAASLELFMEQQEPNDEIMT
LPMDSTYGSHTMFPEETRHLPNNVDOMPSLSRSVDDISINEFDDCYGGLDMLPEANQYNESFEF

>XP 034912425 [Populus_alba]-125-256

MENEFSTLFTSTGNTTNASNAIMGCPQNSQFSSMYGPLSYHSTSSSSITQSSCVPPLYFMPAPCESRQNPYMHSLEKPSHHTP
SADPFRLAMAGONAFEMORSCILOPNALQLEQERRALEAYKTKVARCKRKLARQRSLSKTSIGASSTQIMDARRLALHGASTC
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GORSRSNTSKDLYEFLTPDNKRLRAVLRKDLKNSDVGSLGRIVLPKREVEENLPVLNDKEGILLFLRDVYSNQEWALKFKEWS
NNKSRMYVLENTGEFVKONWLETGDFLTLYEDESKNLYFSITKAGRSASVPSPTLLIEQLDQKEQEEANSLVAAPPDSAYTHN
EQLINNPLNNSSTFSQPASSAMQOPSSQNGKMKAVDDYHVDDCYTGLGVLPDVYRYNFEFSL

>0MO76390 [Corchorus capsularis]-140-271
MENSYTPEVTPTPTTATTTNSTSVRPPNVVPWLQOSGONSEYPIYEPMNLDNFREFSTLDSASASNSNSNPNSQFLHHHQTPNQS
LVPFRHPMEQAAGQSLAYPIYGYPFLMGONNGIEFGVQGSCYMQPSVERRIPDSYRTKVARIKRKMARQRSLTLORNSCPGAS
SHMDTRRLTSYGGDRSVKNNNNDKRDLYKEFFTPDNKKLRVLLKKELKNSDVGSLGRIVLPKREAEVNLPTLSDKEGIQVIFKD
VYSDOQFWSLRYKFWLNNKSRMYVLENTGDEVRONGLEMGDSLTLYDDESKNLYFSITKVGRIAAEPSDPIQSDNDNSNTNTSN
SNSNISNNNNNNNINDMYMPFTCQYKDDEEETSLEILIEQLKQQODNNDLMTLPMEPTEDQARHEARSVDDVQFNFDDCYGGLE
MLPGFSHYNFSL

>XP 016698142 [Gossypium hirsutum]-134-265
MMEﬁSYMPFLPTTgTATNTILRQPﬁMGCSQNSELSIYEPMNSKNFSSKPITTAPNSQFHHPTQFMAPYQSLRLPYRHPIEQTD
HSLAYPFFLGONGIEFGSIIASNGVQHGSCFMQTDGVSKAEERRMLDPYGSKAARIKRKLARQRSLSLORNASSGATALVDKR
RLNSSGADNDVNINNDTKRDLYMFCTPDNKRLRVLLRKELKNSDVGSLGRIVLPKREAELNLPTLCDKEGIQVVLKDVYSHQS
WPLKYKFWSNNKSRMYVLENTADFVKONGLGIGDFLTLYEDEGKNLYFSVIKVERVAAAEPSNNQPYDSQNNYMDMPFTGPLR
DEEETCLELLIEQLKHTEHEESNDLMTLAMDATYSHGPPAADESQHFVSDANVELTATELQTSSTSLRGKARSVDEIQINFEDD
CYSGLDMLPDVNLYNFLL

>XP 017607697 [Gossypium arboreum]-132-264
MENSYMPFLPTTSTATNTILRQPNMGCSONSELSIYEPMNSKNEFSSKPITTAPNSQFHHPTQFMAPYQSLOLPYRHPIEQTDH
SLAYPFFLGONGIEFGSITASNGVQHGSCFMORDGVSKAEERRMLDPY GSKAARIKRKLARQRSLSLORNASSGATALVDKRR
LNSSGADNDVNINNDTKRDLYMFCTPDNKRLRVLLRKELKNSDVGSLGRIVLPKREAELNLPTLCDKEGIQVVLKDVYSHQSW
PLKYKFWSNNKSRMYVLENTADFVKONGLGIGDFLTLYEDEGKNLYFSVIKVERVAAAEPSNNQPYDSQONNYMDMPFTGPLRD
EEETCLELLIEQLKHTEHEESNDLMTLAMDATYSHGPPAADQSQHFVSDANVELTATELQTSSTSLRGKARSVDEIQINEFDDC
YSGLDMLPDVNLYNFLL

>KAB2081998 [Gossypium barbadense]-133-264
MENSYMPFLPTTSTATNTILRQPNMGCSONSELSIYEPMNSKNEFSSKPITTAPNSQFHHPTQFMAPYQSLRLPYRHPIEQTDH
SLAYPFFLGONGIEFGSITIAGNGVQHGSCFMQOTDGVSKAEERRMLDPYGSKAARIKRKLARQRSLSLORNASSGATALVDKRR
LNSSGADNDVNINNDTKRDLYMFCTPDNKRLRVLLRKELKNSDVGSLGRIVLPKREAELNLPTLCDKEGIQVVLKDVYSHQSW
PLKYKEFWSNNKSRMYVLENTADFVKONGLGIGDFLTLYEDEGKNLYFSVIKVERVAAAEPSNNQPYDSQNNYMDMPEFTGPLRD
EEETCLELLTIEQLKHTEHEESNDLMTLAMDATY SHGPPAADESQHEFVSDANVELTATELQTSSTSLRGKARSVDETQINEFDDC
YSGLDMLPDVNLYNFLL

>TYJ34487 [Gossypium mustelinum]-132-264
MENSYMPFLPTTSTATNTILROPNMGCSONSELSIYEPMNSKNFSSKPITTAPNSQFHHPTQFMAPYQSLRL PYRHPIEQTDH
SLAYPFFLGONGIEFGSITASNGVQHGSCFMQTDGVSKAEERRMLDPY GSKAARIKRKLARQRSLSLORNASSGATALVDKRR
LNSSGADNDVNINNDTKRDLYMFCTPDNKRLRVLLRKELKNSDVGSLGRIVLPKREAELNLPTLCDKEGIQVVLKDVYSHQSW
PLKYKFWTNNKSRMYVLENTADFVKONGLGIGDFLTLYEDEGKNLYFSVIKVERVAAAEPSNNQPYDSQNNYMDMPFTGPLRD
EEETCLELLIEQLKHTEHEESNDLMTLAMDATYSHGPPAADESQHEFVSDANVELTATELQTSSTSLRGKARSVDEIQINEDDC
YSGLDMLPDVNLYNFLL

>GAV71053 [Cephalotus follicularis]-120-243
MENLYTPFSNTSTTDTTAMTNLROQPNIGCFINETTSYPSPSTQFYYTAPHYNYMPTHETLONPYTYPIQQPDTSLALPMYPFM
ONGIQDGLQSPIHGSSFLQONVSLMOQEKKSIDAYKTKLARIKRKQARQKSIRANKNSSASSSTSSTQADVNERNNEGNRDLY
KFFTPDDKRLRVLLKKELKNSDVGSLGRIVLPKREAEENLPILTDKEGIGIVLRDLYSIQEWSFKFKYWSNNKSRMYVLENTG
KFVRONGLEMGDSLTLYEDESKHLYFSIKKTEKPTAEPLYEQHYANONNNYLYTPTSWQARDEEEASLALLIEQLKHKEHQEV
NNLMALDCASSSSYMQTEEAQMDLSKQGTFTLLGAASSMQHSY PWHGNLDAVNDCQLNVDDYYGGLGMLPDRL

>XP 039026020 [Hibiscus syriacus]-237-368
MRSIDEAHLNQRWRQHSLKPTHWSDEYPKTTFRRPLVSHSTTPLATSFLFASLTLYMQFHGLFLSPQQIPLHLLTREFSCLEHT
WTHPNGSILHPHDLIEPHEFVLTONRKEHTQSSSLSPTFFPDHHHHCNSLHSSSSHCTEFVLMENSYIPEFSPTATTTTSTTPTNS
TSNMGCSSNSNESTIEPMSSQFQHPSQLLPPYQSLOLPYRYLMEQAPPMYPCFDFGVWKDQERRIMDPNRTKMARINRKLARQ
RSLSLORNATPVASTQVDARRLIPSGINTYMRONNDTNKDHCNFITPDNKKLRVLLKKELKNSDVGSLGRIVLPKRETEANLP
TLYDKEGIQVTLKDVYSNNEWTLKYKFWINNKSRMYVLENTGDEVKONGMRIGDSLTLYEDESMNLYFSISKVATVAVESSSN
ONQYYNNNNVNNNNNSSHIYLASKDDDEASLELLIEQLKHKEPQEPNDLMMTLPMDTANNSQRILPEETRHLFSHDSQMQTST
TLPGGMSGTINFDDCYGGLDMLPDVNHYNFSL

>TYI27395 [Gossypium tomentosum]-135-265
MMENSYMPFLPTTSTATNTILRQPNMGCSQNSELSIYEPMNSKNFSSKPITTAPNSQFHHPTQFMAPYQSLRLPYRHPIEQTD
HSLAYPFFLGONGIEFGSITIASNGVQHGSCFMQTDGVSKAEERRMLDPYGSKAARIKRKLARQRSLSLORNASSGATALVDKR
RLNSSGADNDVNINNDTKRDLYMFCTPDNKRLRVLLRKELKNSDVGSLGRIVLPKREAELNLPTLCDKEGIQVVLKDVYSHQS
WPLKYKFWSNNKSRMYVLENTADFVKONGLGIGDFLTFYEDEGKNLYFSVIKVERVAAAEPSNNQPYDSQNNYMDMPEFTGPLR
DEEETCLELLIEQLKHTEHEESNDLMTLAMDATYSHGPPAADESQHFVSDANVELTATELQTSSTSLRGKARSVDEIQINFDD
CYSGLDMLPDVNLYNFLL
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>XP 021635023 [Hevea brasiliensis]-129-260
MESPFSPLSTDASKTTITTNDSKAKMGGCSONSPEFSSICGPLSYPSTSSNSSTQSYHCPVECSMLPHFQSLOFPQAYPLGHAG
QYSPSAYPLYPFWEFMONGIEIQKSCFLOPNGLSMEQERRVLDAYKTKVARSKRKLARQRSLSKNSSSGANSSQVDTRRLSFENG
ASNKEQDCQSFINRDLYKICTPDNKRLRVLLSKELKNSDVGSLGRIVLPKRGAEENLPILSDKEGIQVVIRDVNSTKEWSLKE
KFWSNNKSRMYVLENTGDFVKQONGLEMGDSLTLYEDECKNLYFSIKKVETPQVEVSYKQHSTNONYLYIPHTYQARDEEEASL
QLLIEQLKHKEQQEANSLVTLSVDIASSYRRKEDERIGPLNNITSISFYPQPAPAAVQSSSSPHSITRILDDHYIDDCYTGLG
VLPDVNRYNFSL

>XP 021598372 [Manihot esculenta]-128-261
MENPEFSPLSIDTSNTTYDSESKMGGSQNSSTSTPPASSIYGPLSYPSTSSCSSTQPYHCPVEYSMLPPFQSLOFPQAYPQGHT
GQYSPSTYPLYPCWFLONGIEKSCFLOPNGVSIEQERRVLDAYKTKVARTKRKLARQRSLGKNASSGANLSQVDTRRLSLNGG
NNNGQAGLSNININRDLYKICTPDNKRLRVLLSKELKNSDVGSLGRIVLPKRGAEENLPILSDKEGMQVVIRDLNSPKEWSLK
FKFWSNNKSRMYVLENTGDEFVKONGLEIGDSLTLYEDECKNLYFSIKKVKTPQIEVSYNQNSTNONYLY IPHMYQARDEEEAS
LOLLIEQLNHKEQQEANSLVTLSMDIASSYRRKEEERLSPENNLTSISFYSQPAPAAMEASSSPHNTMRILDDHYIDDCYSGL
DVLPDVNRYNEF

>NP 001310615 [Ricinus communis]-103-229
MDSFQNSQFSSIRﬁPLCYSSTSgNSSTQTYHCPAEDNMPTTPFQSPHFQQEYRPEQAGQNSTSAFSMCPYWLSQNGTEIQTWL
LOONGLSIDQGKKVLDAYKTKIARNKRKLARQRSLSRNSSSSANSIQVDTRRLAFNMODSQSTSKRDLYKFCTPDNKKLRVLL
RKDLKTSDVGSLGRIVLPKREAEENLPILSDKEGILVAIRDVCSTKEWSLKYKYWSNNKSRMYVLENTGDFVKONGMRIGDSL
TLYEDESKKLYFSVKKVEALEAEPSCKQHATNONYIYIPHTYQARDEEEASLALLIEQLKHKEQQEEVNSLVTLSMDIAPYRH
KEEEKNYGPFNNLTSISIYPQSTAAAMAIQPSSSAHSTMRVVDDHYIDDEFYTALDVLPDVNRYNEFSL

>XP 021664066 [Hevea brasiliensis]-103-228
MGCSQONSPLSSICGPLNHPSTSSNSSSESYHCPAEYHMLPPFQSLQFPQAYPLEHAGQYSPSAYPLYPFWIWQNGIEIHKSCF
LOPNGLSIGQARRVLDAYKTKVARSKRKLARQRSPGKNFPSGANSSQVDIRRPSFVEDSQSTINRDLYKYCTSDNKRLRALLS
KELKNSDVGSLGRIVLPKREAEENLPILSDKEGIQVVIRDVNSNKDWS LKEFKFWCNNKSRM YVLENTGDEFVKONGLEIGDSLT
LYEDECKNLYFSFKKLETPQILPSYKQRPTNYLYIPHMYQDRDEEEASLALLIEQLNRKEQQESNSLVTLPMDISSSYRHKEE
ERNGPFNNETSISINPEPAPAAMQPTSMQVVDDHYIDDCYTGLGVLPDVNSYNESL

>XP 021667227 [Hevea brasiliensis]-103-228
MGCgQNSPLSSICEPLNHPSESSNSSIESYHCPAEYHMLPPFQSLQFPQAYPLEHAGQYSPSAYPLYPFWIWQNGIEIHKSCF
LOPNGLSTGQARRVLDAYKTKVARSKRKLARQRSPGKNEFPSGANSSQMDIRRPSFVEDSQSTINRDLYKFCTSDNKRLRALLS
KELKNSDVGSLGRIVLPKREAEENLPILSDKEGIQVVIRDVNSNKDWSLKFKFWCNNKSRMYVLENTGDEVKQONGLEIGDSLT
LYEDECKNLYFSFKKLETPQILPSYKQRSTNYLYIPHMYQDRDEEEASLALLIEQLNHKEQQOESNSLVTLSMDISSSYRHKEE
ERNGPEFNNETSISINPEPAPAAMQPTSMQVVDDHYIDDCYTGLGVLPDVNIYNFSL

>Csa_ 6G517930 Cucumis sativa-111-244
MDDHHNPHONHHHHHHELPPFPSTAVTAPTTNLHSPPONPCYLPPTLSQTCLASFSSSAPQSFFSSSHEPQPLAPRFPHSPTL
LSYGLDEPNIQSVEFPKDDGKKALDAWS TKVARTNRRLARQRTLTSFTTRSSSSSSCGYHDDYSKGLTITHFPNTDSSHNNRHL
FTFCTPDNKILRMLLKKELKNSDVGSLGRIVLPKREAEENLPFLTDKEGLQIVVRDVNSNRRWTMKYKYWANNRSRMYVLENT
GFTSTN

>XP 021295029 [Herrania umbratica]-235-402
MTWRLFSIVPLQTENCDLLCKLNWTEALDMASEWQCSGADNGHREVKQTAKITLKEADIPSSISASLPYDSPFHELLVTDEPK
TATFKPKVAPTLSQALSVMENSYTPFTPTTNTTLRQPNKGWSONSEFSIYEPMNLKNEFTSTPLSTASNSQFHHPPQFEAPXQS
LOPPYRHPIEQAGHSLAYPMYPFFXGONGIEYGVSSSTHANNGVQGSCFMQTDGLSKEQERRIMDPYRTKVARIKRKLARQRS
LSLORNASSGASTQVDVRRLISSGADNSTDVNNSNDTKRDLYKFRTPDNKRLRVLLRKELKNSDVGSLGRIVLPKREAEGNLP
TLSDKEGIQVMIKDVYSNQVWTLKYKFWSNNKSRMYVLENTGDFVKONGLEIGDSLTLYEDESKNLVEQYFSIIKLERITIAAE
PPSNHQHSDNETNYYSNSDHHHMYLPFTCQSRDEEETSLELLIEQLKHKEQEETNDLMSLSMDAAY SHRLPEEAKSFLSDADG
VASMETYTPIAATTLQTSSTLLRGKAKSVDDFQLSNFDDCYGGLDMLPDVNHYNFSL
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Annexe 6 : Exemples de traces d’ATAC-seq et ChIP-seq obtenues pour plusieurs génes et
représentatives des profils pouvant étre observés

Captures d'écran Integrative Genomics Viewer, IGV (Robinson et al., 2011)

[ ATAC-seq feuille — Col-0

B ATAC-seq feuille — fec2-70
ATAC-seq embryon — Col-0

B ATAC-seq embryon — /ec2-70

ChlIP-seq embryon — /ec2-7 + AtLEC2
M ChIP-seq embryon — /fec2-7+ ALEC2, g
[ ChIP-seq embryon — LECT

B locus

AT1G71090 —

ORprn—

ooyt ~

AT1G15150 —

szam s s smswe s
I h h

..............................
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Annexe 7 : Milieux et solutions utilisés pour la culture et la transformation des mousses

Extrait du protocole « Principles and protocols to work with the moss Physcomitrella patens » Didier

G. Schaefer, Institute of Ecology, Laboratory of Plant Cell Genetics, University of Lausanne, updated

September 1998.

Macro elements: (100X individual solution, stored at 4°C) final concentration

Ca(NOs)2 4H,0 solution
MgS04 7H,0 solution
FeSO4 7H,0 solution

Micro elements 1000X:

CuSO4 5H,0 solution (55 mg in 10 mL of water)
ZnS0O4 7H,0 solution (55 mg in 10mL of water)
H3BO3 solution (61,4 mg in 10 mL of water)
MnCl; 4H,0 solution (389 mg in 10 mL of water)
CoCl; 6H,0 solution (55 mg in 10 mL of water)
Kl solution (28 mg in 10 mL of water)

NaxMo0O4 2H,0 solution (25 mg in 10 mL)

H>O gsp 20 mL

8 g in 100 mL of water
2,5 g in 100 mL of water 25 g/L (100 mM)
125 mg in 100 mL of water 1,25 g/L (4,5 mM)

80 g/L (338 mM)

final concentration
55 mg/L (0,22 mM)
55 mg/L (0,19 mM)
614 mg/L (10 mM)
389 mg/L (2 mM)

55 mg/L (0,23 mM)
28 mg/L (0,17 mM)
25 mg/L (0,1 mM)

Autoclave in a 50 mL bottle and store at 4°C after opening.

KOH 10N:
KOH
H>O gsp 50mL

autoclavable
autoclavable
filtered 0,2 ym

for 20 mL
200 uL
200 pL

2 mL

200 pL
200 pL
200 pL
200 L
16,8 mL

for 50 mL
28 ¢

Be careful add only 20 mL and complete after dissolution then autoclave in a 100 mL bottle.

Buffer phosphate 1000X:

KH2PO4
pH=7 with KOH
H20

final concentration
250 g/L (1,84 mM)
10N

Autoclave in a 250 mL bottle and store at 4°C after opening.

Ammonium tartrate 1M:

(NH4)2C4H406
H20

final concentration
184 g/L (1M)

Autoclave in a 100 mL bottle and store at 4°C after opening.

Solid PPNH4 medium:

Agar (Kalys)

Ca(NO:s); solution 100X
MgSOg4 solution 100X
FeSO4 solution 100X
Micro elements 1000X
Phosphate buffer 1000X
Ammonium tartrate TM

H.O

final concentration

6-7 g/L depend on batch
80 g/L

25 g/L

1,25 g/L

for 100 mL
25¢

around 10 mL
gsp 100 mL

for 50 mL
929
qsp 50mL

for 500 mL
3to35¢g

5 mL of 100X

5 mL of 100X

5 mL of 100X
0,5 mL of 1000X
0,5 mL of 1000X
1,35 mL of 1M
gsp 500mL

Autoclave in a 1 L bottle and stored at RT, heat 8 min 500W (simmer) in a microwave before use.
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8,5% mannitol: final concentration for 500mL
Mannitol (SIGMA M4125,182,17g/mol) 0,46 M 4259
H20 gsp 500 mL 470 mL
Mix at 4°C, pH=4,2 autoclaved in a 1 L bottle and store at RT.

Driselase 2% solution (-20°C): final concentration for 50mL
Driselase (Sigma D9515 -25G) 2% 1g
Mannitol (Sigma M4125 -1kg) 8,5% 4,25¢g

1-wrappe the 50mL falcon into parafilm and mix 45 min at 4°C, centrifuge 10 min at 10000 g.
2-pass the solution through a folded cellulose paper 30 um (Fisherbrand 1611H).

3-sterilise with a 0,2 um filter with syringe and aliquot by 10 mL in sterile 15mL tubes. Store at -
20°C.

Tris-HCI 1M: for 100 mL
Tris base 12,119
H,O gsp 100 mL

Adjust to pH=7,2 with HCl and autoclave in a 250 mL bottle.

PEG solution (-20°C): final concentration for 30 mL
Mannitol 7% 0,38 M 2,19

CaNOs 100 mM 0,708 g

PEG 4000 Sigma 81240 (p/v) 40% 129

TRIS 1M pH=7,2 10 mM 300 pyL TRIS 1M
H.O 15mL

Mix and heat at 50°C, autoclave in a 100 mL bottle. Make 10 mL sterile aliquots in tubes with
warm solution. Sequential defrosting induces pH decrease. Store at -20°C. pH=7,5 before
autoclave, pH=8 after autoclaved, inactive if pH < 6.

MMM solution (4°C): final concentration for 100 mL
Mannitol 8,5% 85¢g

MgCl 15 mM 0,305¢g

MES 0.1% 0149

H,O gsp 100mL
Adjust to pH=5,6 with KOH 1N 10 pL of KOH 10N

Autoclave in a 250 mL bottle, store at 4°C.

Liquid PPNH4 medium + mannitol (without CaN2Os and FeSO4 to avoid precipitation):

final concentration for 500mL
Mannitol 6,6% 0,36 M 33g¢g
MgSO4 solution 100X 25 g/L 5 mL of 100X
Micro elements 1000X 0,5 mL of 1000X
Phosphate buffer 1000X 0,5 mL of 1000X
Ammonium tartrate 1M 1,35 mL of 1M
H>O gsp 500mL
Mix at 4°C, autoclave in a 1L bottle and store at RT.
Just before use, prepare in a new bottle 98mL of autoclaved solution
add Ca(NOs), from a 100X solution 80 g/L 1mL for 100 mL
add FeSO4from a 100X solution 1,25 g/L TmL for 100 mL
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