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Résumé :

L’acide férulique joue un role clé dans les parois cellulaires des Poaceae en permettant la
réticulation des chaines de polysaccharides entre elles et avec les lignines. La connaissance de
sa biosyntheése peut améliorer 1’'usage des céréales en permettant de moduler les propriétés
mécaniques des parois et leur digestibilité enzymatique. La plante modele des Poaceae,
Brachypodium distachyon, a été utilisée pour explorer les voies de synthése de 1’acide
férulique. Une stratégie de génétique inverse a été¢ mise en place afin d’étudier deux enzymes
candidates, la COMT et la CCOAOMT sélectionnées pour leur capacité a produire in vitro
respectivement 1’acide férulique et le féruloylCoA. Ces OMT étant codées par des familles
multigéniques, la sélection des génes candidats a été basée sur des analyses phylogénétiques
et transcriptomiques. Des lignées mutantes ont été obtenues par mutagenese chimique et
identifiées par TILLING pour le gene BACOMT6. L’analyse de ces lignées a montré que
BACOMT®6 est une COMT impliquée dans la synthése des lignines des tiges et des grains de
B. distachyon. Elle ne serait pas impliquée dans la synthése de I’acide férulique 1ié aux parois.
Des lignées d’interférence ARN ciblant cinq génes CCOAOMT appartenant a un clade
specifique des Poaceae ont été générées. De ’acide férulique li¢ aux parois a été détecté dans
les tiges des plantes régénérées. L’analyse des générations suivantes est en cours pour
déterminer la fonction de ces génes. Les lignines des tiges de B. distachyon ont été étudiées en
détail ces dernieres années, ce travail de doctorat a permis de caractériser pour la premiere

fois les structures des lignines présentes dans les grains.






Abstract :

Ferulic acid plays a key role in grass cell walls, allowing the reticulation between chains of
polysaccharides and with lignins. The understanding of its biosynthesis could improve cereals
end-uses in allowing the modulation of the cell wall mechanical properties and enzymatical
digestibility. The model plant of Poaceae, Brachypodium distachyon, was used to explore the
ferulic acid biosynthesis pathways. A reverse genetic strategy has been established to study
two candidate enzymes, the COMT and the CCoAOMT selected for their capacity to produce
in vitro ferulic acid and feruloylCoA respectively. Since these OMTs are encoded by
multigenic families, a selection of candidate genes has been performed based on phylogenetic
and transcriptomic analyses. Mutant lines have been obtained through chemical mutagenesis
and identified by TILLING for the BACOMT6 gene. The analysis of these lines showed that
BACOMT®6 is a COMT involved in lignin biosynthesis in B. distachyon stems and grains.
However it would not produce the ferulic acid linked to cell walls. RNA interference lines
targeting five CCoOAOMT genes belonging to a Poaceae specific clade have been generated.
Ferulic acid linked to stem cell walls was detected by preliminary analyses of the regenerated
plants. Complementary analyses of the next generations are in progress, they will allow to
determine if these CCOAOMT genes have a role in the biosynthesis of ferulic acid linked to
cell wall. Lignins have been studied in details over the last few years, only stem lignins were
characterized in B. distachyon, this doctoral work allowed to precisely characterize, and for

the first time, the structure of the grain lignins.
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Tableau 10 : Quantification des lignines des tiges de B. distachyon genotype Bd21-3 par la
méthode lignine-Klason réalisée sur plusieurs cultures issues de serres

Tableau 11: Quantification des lignines contenues dans les grains matures secs, les
enveloppes disséquées et les albumens décortiques de B. distachyon génotype Bd21-3 par
dosage au bromure d’acétyle

Tableau 12 : Détermination de la composition des lignines par CPG-SM aprés thioacidolyse
des RP de tiges matures et seches de B. distachyon génotype Bd21-3 issues de différentes
cultures

Tableau 13 : Détermination de la composition des lignines par CPG-SM apres thioacidolyse
des grains matures secs entiers, des enveloppes de grains matures secs entiers et des albumens
décortiqués de B. distachyon génotype Bd21-3

Tableau 14 : Dosage des acides p-coumarique et férulique dans les tiges de plusieurs cultures
de B. distachyon génotype Bd21-3 par CPG-SM aprés thioacidolyse

Tableau 15 : Dosage des esters d’acides p-coumarique et férulique dans les tiges et dans les
grains, enveloppes et albumens de B. distachyon génotype Bd21-3 par HPLC apres hydrolyse
alcaline douce

Tableau 16 : Dosage des acides hydroxycinnamiques et liés aux arabinoses par acidolyse
douce réalisée sur le grain entier de Bd21-3

Tableau 17 : Dosage d’amidon et de B-glucanes contenus dans les MIA des grains entiers secs
matures de B. distachyon génotype Bd21-3

Figure 37 : sections transversales de tiges (40 JAG) de B. distachyon Bd21-3 observées en
fond clair sans coloration a grossissements aprés coloration de Maile a grossissements et
apres coloration au phloroglucinol

Figure 38 : sections transversales de grains matures de B. distachyon Bd21-3 observées sans
coloration apres coloration de Malile, apres coloration au phloroglucinol

Figure 39 : Détection des lignines dans les grains matures secs par immunomarquages avec
les anticorps KM1 (a), KM2 (b) et KM3 (c).

Figure 40 : Sections transversales de grains de Bd21-3 a 11, 21 et 31 JAA traitées a la
lichénase et marquées par 1’anticorps AX1

Figure 41 : Section transversale de tiges de Bd 21-3 a 60 jours aprés semis marquée par
I’anticorps AX1

Figure 42 : Sections transversales de grains de Bd21-3 a 11, 21 et 31 JAA traitées a la

lichénase et marquées par 1’anticorps anti-5-O-Fer-Ara
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Figure 43 : Sections transversales de grains de Bd21-3 matures secs traitées a la lichénase et
marquées par I’anticorps anti-5-O-Fer-Ara

Figure 44 : Section transversale de tiges de Bd21-3 a 60 jours apres semis marquée par
I’anticorps anti-5-O-Fer-Ara

Figure 45 : Sections transversales de grain de Bd21-3 a 11, 21, 31 JAA et mature sec traitées a
la lichénase et marquées par 1’anticorps INRA-COU1

Figure 46 : Section transversale de tige a 60 jours aprés semis marquée par I’anticorps INRA-
Ccoul

Tableau 18 : Description de la nomenclature utilisée pour les COMT de B. distachyon et du
nombre d’acides aminés composant la séquence protéique prédite

Figure 47 : Arbre phylogénétique des COMT contenant toutes les séquences codant pour une
COMT chez A. thaliana, O. sativa, B. distachyon et les séquences de COMT de plantes
connues comme étant impliquées dans la synthese des lignines

Figure 48 : Alignement des séquences protéiques de COMT d’ivraie, de luzerne et de B.
distachyon.

Tableau 19 : Conservation des résidus aminés importants dans 1’activité enzymatique d’une
COMT impliguée dans la voie de biosynthése des lignines chez les COMT identifiées chez B.
distachyon

Figure 49 : Structure des ORF de BdACOMT1, BACOMT2, BACOMT3 et BACOMT6

Figure 50 : Validation des ORF des génes COMT et étude de leur expression dans la tige et le
grain de Bd21-3

Figure 51 : Quantification de I'expression des genes codant pour une COMT par hybridation
sur puce Affymetrix dans les tiges et les grains de B. distachyon (Bd21)

Figure 52 : Schéma représentant les différentes étapes du TILLING

Tableau 20 : Mutants TILLING du gene BACOMT6

Figure 53 : Chromatogrammes de séquencage de produits de PCR pour le génotypage de la
lignée 6840

Tableau 21 : Récapitulatif des plantes homozygotes trouvées pour chaque lignée mutéee

Figure 54 : Coupes des tiges de plantes sauvages (Bd21-3) et des mutants homozygote et
azygote colorées au Malile et au phloroglucinol-HCI

Tableau 22 : Teneur en lignine Klason mesurée sur les tiges des mutants BACOMT6 et de

leurs témoins sauvages
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Tableau 23 : Résultats de thioacidolyse réalisée sur les tiges des mutants de BACOMT®6 et de
leurs contrbles sauvages

Tableau 24 : Teneurs en acides férulique et p-coumarique mesurées sur les tiges des mutants
BACOMTG et de leurs contrdles sauvages par HPLC apres hydrolyse alcaline douce

Tableau 25: Dosage d’acides férulique et p-coumarique libérés aprés thioacidolyse et
mesurés par GC-SM

Figure 55 : Comparaison du phénotype de Bd21-3 sauvage au mutant homozygote 5139 au
stade floraison

Tableau 26 : Composition des résidus pariétaux des grains secs et des tiges de sauvage et du
mutant 5139 obtenue apres pyrolyse analytique couplée a une CPG-SM

Tableau 27 : Etude de la teneur et de la composition des lignines des tiges et des grains du
mutant 5139 et de plantes sauvages par Lignine Klason et bromure d’acétyle, suivie d’une
thioacidolyse

Tableau 28 : Composition des résidus pariétaux des grains secs et de tiges de plantes
sauvages, de mutants 5139 et de mutants 7549 obtenue par hydrolyse alcaline couplée a une
HPLC

Tableau 29 : Composition des résidus pariétaux des grains secs de témoins et de mutant 5139
obtenue aprés acidolyse douce

Tableau 30 : Dosage d’oses neutres totaux présents dans les résidus pariétaux des grains
entiers secs de mutants 5139 et de B. distachyon (Bd21-3)

Tableau 31 : Distribution des oses neutres présents dans les résidus pariétaux de grains entiers
secs des mutants 5139 et de la plante sauvage Bd21-3

Tableau 32 : Dosage amidon contenu dans les MIA de grains de Bd21-3 sauvage et mutant
Figure 55: Sections transversales de grain de mutant BACOMTG6 5139 a 11, 21 et 31 JAA
traitées a la lichénase et marquées par I’anticorps AX1, reconnaissant les arabinoxylanes
Figure 56 : Section transversale de tige de mutant BACOMT6 5139 a 60 JAG marquée par
I’anticorps AX1, reconnaissant les arabinoxylanes

Figure 57 : Sections transversales de grain de mutant BACOMT6 5139 a 11, 21 et 31 JAA
traitées a la lichénase et marquées par I’anticorps anti 5-O-Fer-Ara, reconnaissant 1’acide
férulique lié aux arabinoxylanes

Figure 58 : Section transversale de tige de mutant BACOMT6 5139 a 60 jours apres semis
marquée par Danticorps anti 5-O-Fer-Ara, reconnaissant [’acide férulique liés aux

arabinoxylanes
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Figure 59 : Section transversale de tige de mutant BACOMT6 5139 a 60 jours apres semis
marquée par 1’anticorps INRA-COUT, reconnaissant 1’acide p-coumarique

Figure 60 : Détection des lignines dans les grains matures secs mutant BACOMT6 5139 par
immunomarquages avec les anticorpsKM1, KM2 et KM3

Tableau 33 : Dosage de la masse perdue et d’anhydroglucose libéré par saccharification
réalisée sur MIA de tiges de B. distachyon sauvage et mutant 5139

Figure 61 : Expression des génes codant pour une COMT dans la tige et dans le grain
RT-PCR realisees avec des amorces spécifiques aux genes BACOMT1, BdCOMT2,
BACOMT3, BACOMT6

Figure 62 : Schéma théorique de I’activité enzymatique COMT mesurée par fluorescence
(Palmer et al, 2010)

Figure 63 : gels SDS PAGE des productions a 20°C et 37°C de la COMT sauvage et mutée
5139 colorés au bleu de Coomassie

Figure 64 : Exemple de chromatogramme obtenu lors d’une purification de la protéine
BAdCOMT6 recombinante sur colonne de Nickel en tampon Tris HCl avec gradient
d’imidazole

Figure 65 : Exemple de résultat obtenu apres suivi de I’activité enzymatique de la COMT
sauvage et mutée par HPLC

Figure 66 : Alignement des séquences protéiques de COMT d’ivraie (Lp), de mais (Zm), de
sorgho (Sb), de miscanthus (Ms) et de B. distachyon (BdCOMT6)

Figure 67: Sections transversales de tige d’A. thaliana sauvage, mutante Atomtl et
Atomtlcomplémentées par BACOMT6 sauvage et mutée observées apres coloration de Maiile

Tableau 34 : Résultats de thioacidolyse réalisée sur les tiges seches des A. thaliana sauvages
(écotype Col-0), mutants Atomtl et mutants Atomtl complémentés par le gene BACOMT6
forme sauvage et mutée

Tableau 35 : Dosage de flavonoides réalisée sur des plantules de A. thaliana sauvages (Col-0),
mutants Atomtl et mutants Atomtl complémentés par le gene BACOMT6 forme sauvage et
mutée

Tableau 36 : Nomenclature utilisée pour nommer les CCOAOMT de B. distachyon

Figure 68: Positionnement des loci des geénes codant pour une CCoAOMT sur le
chromosome 3 de B. distachyon

Figure 69 : Représentation de la structure des genes codant pour une CCoOAOMT chez B.

distachyon
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Figure 70 : arbre phylogénétique des CCOAOMT de A. thaliana, de B. distachyon, de O.
sativa et de mais (Zm), de pin (Pr), de tabac (Nt), de faux-mimosa (LI), de luzerne (Ms) et de
peuplier (Pt)

Figure 71: Alignement des séquences protéiques des CCoAOMT de B. distachyon, du
peuplier (Populus trichopora) et du faux mimosa (Leucaena leucocephala) par CLUSTAL
2.1 multiple sequence alignment

Figure 72: Quantification de I’expression des geénes codant pour une CCoAOMT par
hybridation sur puce AFFYMETRIX dans la tige a 60 jours aprés germination, le grain entier
et I’albumen a 11 et 31 jours apres anthése

Figure 73 : expression des sept CCOAOMT dans les différents organes de B. distachyon
(Bd21-3)

Tableau 37 : Liste des lignées mutées identifiées pour les génes codant pour une CCOOAMT
chez B. distachyon

Figure 74 : Localisation de I’insertion ADN-T dans la lignée JJ10641 par PCR

Figure 75 : Localisation de I’insertion ADN-T dans la lignée JJ6117 par PCR

Figure 76 : Modification d'OsamiR528 en amiARN1 et amiARN5S

Figure 77 : Fonctionnement d’un miARN au sein d’une cellule végétale

Figure 78 : Localisation des régions ciblées par I’amiARN1 sur le géne BACCOAOMT?7 (locus
Bradi4g33340) et ’amiARNS sur les génes BACCoAOMT4, BACCoAOMT2, BACCoAOMTS,
BACCoAOMT6 et BACCoAOMT1 (locus Bradi3g39380, Bradi3g39390, Bradi3g39400,
Bradi3g39410 et Bradi3g39420)

Figure 79 : Racine, feuille, tige et grain de Bd21-3 contenant une construction GUS sous
contrdle d’un promoteur BAGLU du géne codant une gluténine de B. distachyon

Figure 80 : transformation stable de B. distachyon par A. tumefaciens

Figure 81 : Observation de la lignification des tiges des individus TO apres coloration au
phloroglucinol-HCI

Tableau 38 : Composition phénolique des tiges des lignées TO amiARNS

Figure 82 : Expression du géne BACCoAOMT4 et du géne de ménage BdSamDC dans les
tiges des lignées transformées avec amiARNS

Figure 83: Sections de tige de lignées B. distachyon Bd21-3 sauvage et exprimant
I’amiARNS (543, 591 et 594) colorées au phloroglucinol

Tableau 39 : Liste des amorces utilisées

Figure 84 : Modification des séquences du miARN OsaMiR528

Figure 85 : Modification d’une séquence d’ADN par mutagénése dirigée
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Figure 86 : Photographies d’embryons de Bd21-3 a différents stades de croissances

Figure 87 : Photographies de cals embryogénes et non embryogénes

Figure 88 : Photographies de cals transformés et non transformés

Figure 89 : Photographie de plante en régénération

Figure 90 : Photographie de plantes en phase d’enracinement

Figure 91 : Photographie de plante transformée, régénérée et transférée en serre depuis trois
semaines

Figure 92: Rupture des liaisons ester et d’une partie des liaisons éther (B-O-4) par
thioacidolyse

Figure 93 : Rupture des liaisons ester par hydrolyse alcaline douce

Liste des abréviations utilisées :

AF : Acide férulique

AX : Arabinoxylane

BAHD : BEAT pour benzyalcool O-acétyltransférase, AHCT pour anthocyanine O-
hydroxycinnamoyltransférase, HCBT pour anthranilate N-
hydroxycinnamoyl/benzoyltransférase et DAT pour déacétylvindoline 4-O-acétyltransférase
CCoAOMT : cafféoyl-coenzyme A 3-O-méthyltransférase

COMT : acide cafféique/acide 5-hydroxyférulique O-méthyltransférase

CSL : Cellulose-synthases like

FAO : Organisation des Nations Unies pour 1’alimentation et I’agriculture

GAX : Glucurono-arabino-xylanes

GT : Glycosyltransférase

IFPEN : Institut Francais du Pétrole-Energies Nouvelles

INSEE : Institut National des Statistiques et des Etudes Economiques

pAC : Acide p-coumarique

PARSE : Paroi Secondaire

PVPP : Paroi Secondaire et Polysaccharides Pariétaux

RFA : Renewable Fuel Association

SCEES : Service Central des Enquétes et Etudes Statistiques

USDA-ARS : United States Department of Agriculture — Agricultural Research Service
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En Préambule :

Ce travail de doctorat a été réalisé dans deux équipes, 1’équipe « Paroi Secondaire » (PARSE),
localisée a I’Institut Jean-Pierre Bourgin (IJPB) de I’Institut National de la Recherche
Agronomique (INRA) de Versailles et 1’équipe « Parois Végétales et Polysaccharides
Pariétaux » (PVPP) localisée au sein de 1’unité Biopolyméres, Interactions et Assemblages
(BIA) de ’'INRA de Nantes. L’équipe PARSE s’intéresse a la croissance des plantes et la
mise en place de la paroi dans les tissus lignifiés en particulier dans les tiges des Poaceées,
tandis que I’équipe PVPP s’intéresse a la mise en place des parois dans les organes a usage

alimentaire et en particulier dans les grains des céréales.

Trois autres équipes ont également contribué a ce travail, 1’équipe « Biopolymeres
Lignocellulosiques : des Assemblages Pariétaux aux Synthons pour la Chimie Verte » de
I’'IJPB a I’'INRA de Versailles, 1’équipe « Biologie Cellulaire et Régénération » de I'IJPB a
I’INRA de Versailles et la plateforme de TILLING (Targeting Induced Local Lesions In

Genomes) de I’Unité de Recherche en Génomique Végétale d’Evry.
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Chapitre 1 : Introduction générale
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Introduction générale

Dans le monde, prés de 700 millions d’hectares de céréales sont cultivés, ce qui représente
plus de 15% de la surface agricole mondiale. Les céréales sont des plantes appartenant a la
famille des Poacées, anciennement appelée Graminées. Elles sont cultivées majoritairement
pour leurs grains et leur culture a fortement contribué a 1’essor de la civilisation humaine. Les
cellules végétales sont entourées par une paroi lignocellulosique dont la nature dépend de
I’espéce, de I'organe, du type cellulaire et du stade de développement de la plante. Les
caractéristiques des parois influencent grandement 1’usage des productions végétales et
I’amélioration de nos connaissances sur la paroi peut faciliter 1I’exploitation des ressources
lignocellulosiques. Ce travail de theése a donc consisté en 1’étude de la synthése de certains
composés de la paroi, les acides hydroxycinnamiques qui partagent des étapes avec la
production de lignines dans la plante. Plus particulierement, notre intérét s’est porté sur la
synthése de I'acide férulique (noté AF) chez les Poacées, composé ayant un rdle essentiel dans
la structure et les propriétés des parois puisqu’il renforce la paroi en liant les xylanes aux

lignines.

Les objectifs de cette thése de doctorat sont de déterminer :
- quels sont le ou les génes impliqués dans la synthése de I’AF in planta ?
- est—ce que ces genes sont les mémes dans la tige et dans le grain des Poacées ?
- est-ce que ces genes sont les mémes que ceux impliqués dans la synthése des
monolignols ?

Pour répondre a ces questions, une stratégie de type génétique inverse a été mise en place.

Le premier chapitre de mon manuscrit de thése dresse un état des lieux de la place occupée
par les Poacées dans le monde. Il explique le choix de la plante modele utilisée et des
différents avantages qu’elle procure a cette étude. Ce chapitre fait le point des connaissances
actuelles sur les parois de Poacées et plus précisément sur les hémicelluloses, les acides

hydroxycinnamiques et les lignines.
Le second chapitre expose les résultats d’analyses obtenus a partir de grains et de tiges de la

plante modéle B. distachyon dans le but d’expliciter le choix des différents stades de

développement qui ont été étudiés au cours de ce travail.
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Ce chapitre permet également de faire le point des connaissances sur les méthodes de culture,

le développement et I’histologie de la plante mod¢le.

Le troisiéme chapitre répond a la question du role de la COMT dans la synthese de 1’ AF chez
la plante modele B. distachyon. Le choix du géne candidat, la génération de mutants et leur

analyse biochimique et cytologique y sont détaillés.

Le quatrieme chapitre discute du role des CCoOAOMT dans la synthése de I’AF. Apres avoir
choisi les geénes candidats, différents mutants ont été analysés et générés. L’analyse

préliminaire de ces derniers mutants y est discutée.

Finalement, une analyse critique de la stratégie menée et des résultats obtenus est présentée

dans le cinquieme chapitre.

Les différents protocoles utilisés et les informations techniques nécessaires a la réalisation de

I’ensemble du travail expérimental sont regroupés en fin de manuscrit (Chapitre 6).

Par ailleurs, mon travail de thése a fait I’objet de deux publications scientifiques dans des
journaux a comité de lecture. Ces publications sont jointes en annexes.

1 - Dalmais M, Antelme S, Ho-Yue-Kuang S, Wang Y, d’Yvoire MB, Cézard L, Légée F,
Blondet E, Oria N, Brunaud V, Jouanin L, Hofte H, Bendahmane A, Lapierre C, Sibout R. A
TILLING Platform for Functional Genomics in Brachypodium distachyon. PloS One, 2013
June 109.

2 - Ho-Yue-Kuang S, Alvarado C, Antelme S, Bouchet B, Cézard L, Lebris P, Légée F, Maia-
Grondard A, Yoshinaga A, Saulnier L, Guillon F, Lapierre C, Sibout R, Chateigner-Boutin A-

L. Mutation in Brachypodium caffeic acid O-methyl transferase 6 alters stem and grain lignins
and improves straw saccharification without deteriorating grain quality. JExBot, acceptée en
octobre 2015.

Ce travail a également été présenté sous forme de posters et de communications orales a
I’occasion de congres nationaux et internationaux :

1- Journées de la Sociéte francaise de biologie végétale, Tours, juin 2014 : Ho-Yue-Kuang
S, Dalmais M, Antelme S, le Bris P, Lapierre C, Sibout R et Chateigner-Boutin AL.
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Identification par TILLING et ¢étude de mutants ponctuels de [’acide caféique O-
méthyltransférase chez la plante modeéle des céréales Brachypodium distachyon.
Communication orale.

2- 10°mes Journées du Réseau Francais des Parois, Amiens 7-9 juillet 2014. Ho-Yue-Kuang
S, Dalmais M, Antelme S, le Bris P, Lapierre C, Sibout R et Chateigner-Boutin AL.
Identification par TILLING et étude de mutants ponctuels de I’acide caféique O-

méthyltransférase chez la plante modeéle des céréales Brachypodium distachyon.
Communication orale (sélection).

3- 1st international Brachypodium conference, Modéne Italie, 19-21 juin 2013 : Ho-Yue-
Kuang S, Dalmais M, Bouvier d’Yvoire M, Antelme S, Chateigner-Boutin AL, Lapierre C,
Jouanin L and Sibout R. Identification and study of Brachypodium distachyon COMT
TILLING mutants. Poster.

4- X111 Cell wall meeting, Nantes, 7-12 juillet 2013 : Ho-Yue-Kuang S, Dalmais M, Bouvier
d’Yvoire M, Antelme S, Chateigner-Boutin AL, Lapierre C, Jouanin L and Sibout R.

Identification and study of Brachypodium distachyon COMT TILLING mutants. Poster.

49



50



Synthese bibliographique

1.1. Généralités sur les Poacées

1.1.1. Intérét de I’étude des Poacées

Les céréales sont des plantes appartenant a la famille des Poacées, anciennement appelée
Graminées, cultivees majoritairement pour leurs grains. Ce sont des plantes annuelles dont les
grains sont utilisés dans 1’alimentation humaine et animale sous forme entiere ou de farines
plus ou moins raffinées. Leurs pailles servent également de fourrage dans 1’alimentation des
ruminants, tout comme les céréales ensilées telles que certaines variétés de mais, de sorgho et
de triticales. La culture des céréales est 1’une des premiéres activités agricoles menée par
I’espéce humaine et a contribué a I’essor de la civilisation humaine. La domestication des
Poacées suivie de la sélection variétale exercée par ’homme a entrainé 1’amélioration et la
création d’especes qui sont a I’heure actuelle nos principales cultures et constituent la base de

notre alimentation.

1.1.1.1. La production des céréales dans le monde

Dans le monde, 690 millions d’hectares de céréales sont cultivés, ce qui représente plus de
15% de la surface agricole mondiale. En 2014, plus de 2,5 milliards de tonnes de céréales ont
été produites (source FAO). La Chine est le premier producteur de céréales au monde avec
457 millions de tonnes produites en 2011. Elle est suivie par les Etats-Unis avec 384 millions

de tonnes et de I’Europe avec 287 millions de tonnes en 2011.

La France est le premier producteur de céréales au sein de I’Union Européenne et occupe la
sixieme position au niveau mondial. En 2014, La France a produit plus de 70 millions de
tonnes de céréales principalement sous forme de blé (39 millions de tonnes), de mais (16
millions de tonnes), d’orge (11,5 millions de tonnes), de triticale —amphiploide de blé et de
seigle- (2 millions de tonnes). La production d’avoine, de sorgho et de seigle est présente bien

gue moins importante avec un peu moins de 1 million de tonnes produites (source SCEES).

Le mais (Zea mays) est la premiére céréale produite au monde (figure 1). Plus de un milliard

de tonnes de mais ont été produits en 2014 (source FAO).
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Figure 1 : Les céréales les plus cultivées dans le monde (photographies : www.wikipedia.org).
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Cette céréale est importante dans I’alimentation de nombreux pays mais est surtout utilisée
pour I’alimentation animale (bovins, porcs, volailles). Elle posseéde en outre de nombreuses
applications industrielles telles que la transformation en isoglucose (ou sirop de mais
fortement employé dans I’industrie agroalimentaire) ou encore la production de bioéthanol.
Disposant d’une grande variabilité génétique, le mais peut étre cultivé sous des climats

tropicaux, subtropicaux et également sous des climats tempérés.

Le blé (Triticum aestivum) est la deuxiéme céreale la plus cultivée dans le monde en 2014
(figure 1) avec une production de 716 millions de tonnes (source FAQO). Le blé est la
principale céréale cultivée en Europe. Il est en grande partie destiné a 1’alimentation humaine
et animale. Les utilisations non-alimentaires pour la production d’amidon et d’éthanol sont
également importantes. La culture du blé peut se faire sous plusieurs types de climat (tempéré
et subtropical) grace a une grande variabilité génétique permettant une adaptation a diverses

contraintes environnementales.

Le riz (Oryza sativa) est la troisieme céréale la plus cultivée en 2014 avec une production
mondiale atteignant 496 millions de tonnes (source FAQ) (figure 1). Cette céréale constitue
I’alimentation de base de la moitié de la population humaine mondiale. Elle est produite
principalement en Asie (en Chine, en Inde, en Indonésie et au Pakistan) du fait des spécificités
de sa culture. Elle nécessite en effet un milieu riche en eau et beaucoup de main d’ceuvre par

rapport aux autres céréales cultivées.

L’orge (Hordeum vulgare) est la quatrieme céréale la plus cultivée au monde (figure 1). En
2013, 138 millions de tonnes ont été produites (source FAO) principalement en Europe et en
Russie. Cette céréale des régions tempérées s’est également adaptée et est tolérante a une
culture dans les zones arides et semi-arides de 1’Asie, du Moyen-Orient et de I’Amérique du
Nord. Ses utilisations principales sont 1’alimentation humaine sous forme de farine,

I’alimentation animale et la production de boissons alcoolisées sous la forme de malt.

Le sorgho (Sorghum bicolor) est la cinquiéme céréale la plus cultivée au monde (figure 1). En
2010, 62,4 millions de tonnes de sorgho ont été produites (source FAQ). La majorité des
variétés de sorgho tolere la chaleur et la sécheresse et redémarre mieux que les autres espéces
de céréales apres ces stress. Le sorgho peut donc étre cultivé en climat tempéré, tropical et

aride et sec.
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Tableau 1 : Utilisation des céréales dans le monde (sources : FAO et Conseil International des

Céréales, rapport du 26 mars 2015). Chiffres donnés en millions de tonnes.

Années Alimentation | Alimentation | Industrie Utilisation Production
humaine animale mondiale mondiale

2004/2005 968,3 7445 316,1 2028,9 2065,3

2013/2014 646,3 843,3 316,9 1933,7 2334,6

(estimation)

Tableau 2 : Utilisation du blé dans le monde (sources : FAO et Conseil International des

Céreales, rapport du 26 mars 2015). Chiffres donnés en millions de tonnes.

Années Alimentation | Alimentation | Industrie Utilisation Production
humaine) animale) mondiale mondiale

2004/2005 437,8 111,2 70,5 619,5 632,1

2013/2014 472,3 131,8 215 696,3 716,6

(estimation)

Tableau 3 : Utilisation du mais dans le monde (sources : FAO et Conseil International des

Céréales, rapport du 26 mars 2015). Chiffres donnés en millions de tonnes.

Années Alimentation | Alimentation | Industrie Utilisation Production
humaine animale mondiale mondiale

2004/2005 1229 444 8 126,1 693,8 709,4

2013/2014 104,7 549,0 257,1 946,9 1121,4

(estimation)
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Cette céréale est principalement cultivée dans les zones arides, il possede un niveau
d’exploration et de prélévements des réserves en eau du sol supérieur a celui du mais bien que
son besoin en eau soit similaire a celui du mais. Le grain de sorgho est une ressource
alimentaire importante en Afrique et en Asie et les variétés de sorghos sucriers sont également
utilisées dans la production de boissons alcoolisées et de biocarburant par fermentation des

tiges riches en saccharose.

1.1.1.2. L’utilisation des céréales dans le monde

En 2014, il a été produit plus de 2500 millions de tonnes de céréales. La production mondiale
de céréales tend a augmenter, de méme que la quantité utilisée (source FAO). Ces dernieres
années, ’utilisation des céréales a beaucoup changé. Alors qu’en 2004/2005, 47,7% de la
consommation mondiale de céréales étaient liée a I’alimentation humaine, elle n’est plus que
de 33,4% en 2013/2014. L’effet inverse est observé quant a 1’utilisation des céréales
consommeées pour 1’alimentation animale puisqu’elle passe de 36,7% en 2004/2005 a 43,6%
en 2013/2014 ; ceci est sans doute li¢ a I’augmentation de la consommation de viande dans les
pays émergents. En revanche, ’utilisation des céréales dans 1’industrie tend a stagner a 16%

des céréales utilisées (tableau 1).

Si ’on regarde les résultats de plus pres, la répartition de 1’utilisation du blé est modifiée
(tableau 2). Une légere diminution de I’utilisation du blé pour I’alimentation humaine
(meunerie, amidonnerie, semoulerie) est observée (de 70,6% en 2004/2005 a 67,8% en
2013/2014) et une légére augmentation de son utilisation dans 1’alimentation animale (de
17,9% en 2004/2005 a 18,9% en 2013/2014). Dans ce dernier cas, il s’agit principalement de
variétés de blé sélectionnées spécifiquement pour I’alimentation animale, possédant une forte
productivité mais n’étant pas panifiables. Dans I’industrie non alimentaire, un fort recul de
I’utilisation du blé est observé ces derniéres années (11,4% en 2004/2005 et 3% en
2013/2014). L’utilisation du blé est ici principalement reliée a 1’éthanolerie et a la production
de biocarburant. L’usage du blé est petit a petit supplanté par celui du mairs qui fournit de

meilleurs rendements dans ce domaine.

L’exploitation du mais connait également de grandes modifications. En dix années, son

utilisation et sa production ont augmenté d’un tiers.
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La part de la production dirigée vers ’alimentation humaine était en 2004/2005 de 17,7% la
production, elle est de 11,1% en 2013/2014. Son utilisation dans I’alimentation animale a
diminué puisqu’elle passe de 64,1% en 2004/2005 a 58% en 2013/2014. Son utilisation dans
I’industrie non alimentaire a en revanche considérablement augmenté puisque de 18,2%
utilisés dans ce domaine en 2004/2005, elle passe a 27,2% en 2013/2014. Ceci est en partie di
a la forte augmentation de la quantité de mais cultivée et son utilisation dans la production de

biocarburants.

L’augmentation de la production mondiale de céréales est essenticllement due a
I’augmentation de la production du mais et des céréales a visée non alimentaire (tableaux 1 et
3). La production de céréales pour I’alimentation humaine (le blé ou de riz) stagne voire

diminue (tableaux 1 et 2).

1.1.1.3. Vers une modification de 'utilisation des céréales

Ces dernicres décennies, les besoins énergétiques mondiaux n’ont cessé¢ d’augmenter. Ceci
s’explique par la croissance démographique mondiale, 1’émergence des pays en

développement et la croissance mondiale du besoin en énergie.

En 2014, nous étions plus de 7,2 milliards d’étres humains et il est prédit une population de
plus de 9,5 milliards en 2050 et plus de 11 milliards en 2100 (source INSEE). Cette
croissance serait essentiellement due a I’augmentation de la population des pays asiatiques
tels que I’'Inde et la Chine et des pays africains tels que le Nigéria et I’Ethiopie. A cette
augmentation de population s’ajoute une augmentation du niveau de vie, de la consommation
et de Dl’activité économique de ces pays émergents contribuant a I’augmentation de la

consommation d’énergie.

L’énergie utilisée actuellement provient en grande partie de ressources non renouvelables que
sont le charbon, le pétrole, les gaz naturels et 1I’énergie nucléaire. Ces ressources sont amenées
a diminuer au cours des décennies a venir, notamment dans le cas du pétrole ou les
estimations actuelles prévoient une pénurie des 2050. L’énergie hydroélectrique est

actuellement la seule énergie renouvelable largement exploitée.
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Figure 2 : La production de bioéthanol de premiére génération (d’aprés IFPEN).
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Ces derni¢res années ont vu I’émergence de programmes de recherche et d’exploitation
d’énergies alternatives afin de palier a ce probléeme de diminution voire de disparition des
énergies fossiles. Bien que leur utilisation nécessite encore des améliorations de rentabilité,
elles sont de plus en plus employées. Ces énergies alternatives comprennent 1’énergie solaire
qui est convertie par les cellules photovoltaiques en ¢€lectricité, 1’énergie du vent, des marées
ou des vagues qui sont converties par des turbines en électricité, I’énergie géothermique et les
bioénergies provenant de la conversion de matiéres végetales par incinération ou par

transformation en biocarburants.

Parmi ces différentes sources d’énergie, les biocarburants pourraient remplacer les carburants
fossiles actuellement utilisés pour les transports. Deux types de biocarburants co-existent, le
bioéthanol et le biodiesel. Le bioéthanol est mélangé a de 1’essence avant son utilisation et le

biodiesel doit étre mélange au diesel sauf dans le cas de moteurs adaptés.

En effet, le bioéthanol et le biodiesel étant corrosifs, au-dela d’un mélange de 50%, il est
nécessaire de proceder a une modification du moteur du véhicule en renforcant divers parties
du moteur telles que la durite, le réservoir ou encore les conducteurs et autres mélangeurs.
Dans ces conditions, il est possible d’utiliser 100% de bioéthanol ou de biodiesel. Des

moteurs sont actuellement a 1’étude.

En 2007, 49,5 milliards de litres de bioéthanol ont été produits. Cette production a doublé en 7
ans pour atteindre 93 milliards de litres en 2014 (sources Renewable Fuel Association). Les
premiers producteurs sont les Etats-Unis d’Amérique suivis du Brésil puis de I’Europe parmi
laguelle, la France occupe la premiere position (sources RFA). Plus de 58% de cette
production provient des céréales et 38% de la betterave. La production de biodiesel est moins
importante puisqu’en 2013, 6,8 milliards de litres de biodiesel ont été produits dans le monde,

principalement en Europe (www.biodiesel.org et www.bp.com).

Le biodiesel est produit a partir des lipides contenus dans les graines de plantes oléagineuses
telles que le colza, le soja et le tournesol. Ces lipides sont extraits puis transestérifiés par du
méthanol afin de fournir du biodiesel. Ce biocarburant pose I’inconvénient d’étre en
compétition directe avec 1’usage alimentaire des plantes utilisées. Sa production est par

conséquent bien inférieure a celle du bioéthanol.
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Figure 3 : La production de bioéthanol de seconde génération (d’apres IFPEN).
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Figure 4 : Les Poacées utilisées dans le processus de production du bioéthanol de seconde

génération (photographies : www.wikipedia.org).
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Le bioéthanol (ou agroéthanol) de premiere génération est produit a partir des sucres issus des
organes de réserve des plantes (figure 2). L’amidon de blé ou du mais aprés hydrolyse en
glucose et le saccharose de betterave ou de canne a sucre sont fermentés par des levures et
aboutissent a la formation d’éthanol (Yuan et al, 2008). Cette premiere génération de
bioéthanol est aussi sujette a controverse puisqu’elle pose le méme probléme que le biodiesel

a savoir la compétition avec I’usage alimentaire des céréales.

Le bilan carbone est un indice permettant d’évaluer I’impact écologique de la production et de
’utilisation de carburant. Pour cela, on rapporte a un équivalent carbone tous les processus
physiques qui y sont liés afin qu’ils soient convertis en production de gaz a effet de serre. Si
un bilan carbone est positif alors le carburant employé est considéré comme produisant plus
de polluants qu’il n’en recycle, son usage devra donc étre limité. Si le bilan carbone est neutre
alors le carburant recycle totalement les émissions de gaz a effet de serre. L’utilisation de
biocarburant tend idéalement vers 1’obtention de bilan carbone neutre voire négatif (Mathews,
2008). Dans le cas du biodiesel et du bioéthanol de premiére génération, les bilans carbones
sont positifs ce qui n’en font pas de bons substituts pour une utilisation a grande échelle

(Yuan et al, 2008).

Le bioéthanol de seconde génération est produit a partir de la biomasse lignocellulosique
(figure 3). A partir de résidus agricoles ou de cultures dédiées telles que le miscanthus, le
mais ou le peuplier (figure 4), deux méthodes permettent d’obtenir du bioéthanol. Au cours de
la voie biochimique par hydrolyse enzymatique, les polysaccharides (principalement la
cellulose mais aussi une partie des hémicelluloses) des parois végétales sont hydrolysés en
glucose grace a l’utilisation d’enzymes. Le glucose est ensuite fermenté en éthanol par
I’action de levures (Carroll & Somerville, 2009). La seconde voie dite thermochimique
permet d’obtenir du bio-oil aprés plusieurs étapes. Une pyrolyse, c’est-a-dire une
décomposition de la biomasse lignocellulosique par la chaleur, est réalisée sur la biomasse a
transformer. Cette étape est suivie d’une gazéification qui, en chauffant les résidus a plus de
1000°C en présence de vapeur d’eau ou d’oxygene, permet d’obtenir un gaz de synthese
constitué¢ principalement de monoxyde de carbone et d’hydrogéne. Un hydrotraitement est
ensuite réalisé, il s’agit d’un procédé mis en place également lors du raffinage du pétrole et
ayant pour but d’enlever le souffre, le dioxyde de carbone et certains métaux contenus dans
les fractions usinées. La synthése Fisher-Tropsch cl6ture le procédé en réalisant une

transformation du gaz de synthese purifié en bio-oil grace a I’aide de catalyseurs.
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Figure 5: Paroi vegétale de Tsuga canadensis observée au microscope eélectronique
transmission (© NAS/Photo Researchers/OKAPIA).
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La biomasse lignocellulosique est composée de polysaccharides pariétaux (cellulose, pectines
et hémicelluloses) et de lignines. Il s’agit d’une ressource renouvelable pour la production de
bioéthanol (Vanholme, 2010). L’utilisation de bioéthanol de seconde génération aurait un
impact limité sur I’alimentation par rapport a [I’utilisation de bioéthanol de premiére

géneration.

Enfin, le bioéthanol de troisieme génération est issu de la conversion de la biomasse de micro-
algues en sucres simples. Des problémes techniques et financiers limitent encore I'utilisation
industrielle de cette ressource. La géneération de bioéthanol a contribué a bouleverser
I’utilisation des céréales dans le monde ces derniéres années. La production de céréales pour
I’alimentation humaine (le blé ou le riz) stagne voire diminue actuellement au profit de la

culture de céréales telles que le mais fortement utilisé dans des procédés industriels.

1.1.2. Généralités sur les parois végétales

L’utilisation de la biomasse lignocellulosique des céréales pour la consommation comme
fourrage des pailles par les animaux ou pour la production de produits dérivés tels que le
bioéthanol a augmenté au cours de la derniere décennie. Afin d’en améliorer les usages, des
recherches sont menées dans le but de mieux connaitre la composition de la biomasse
lignocellulosique issue de différentes sources et d’améliorer sa conversion en biocarburant.

Les parois cellulaires végétales composent 1’essentiel de la biomasse lignocellulosique.

La paroi est une spécificité structurale et fonctionnelle de la cellule végétale. Formant un
cloisonnement polyédrique, la paroi est une structure rigide mais dynamique englobant les
cellules végétales (figure 5). Il faudrait plutot parler des parois végétales au pluriel puisqu’il
existe une diversit¢ de paroi selon I’espece végétale considérée et également a I’intérieur
d’une méme espéece selon le type cellulaire et le stade de développement. La paroi se forme au
moment de la cytodiérése, c’est-a-dire lors de la formation d’une cloison séparant deux

cellules formées a la fin de la mitose.

La paroi vegétale a un role structural majeur. Elle assure un support mécanique par son
épaisseur (de 0,1 a 10 um). Cette capacité est renforcée par la pression de turgescence qu’elle
permet de maintenir. Elle confere aux cellules leur forme, leur taille et leur agencement. La

paroi est également impliquée dans le phénoméne de cohésion cellulaire.
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De par ses propriétés mécaniques, la paroi permet aux plantes de maintenir leur port dressé.
La paroi est 'une des premicres barriéres qui protégent la plante des agressions biotiques
(attaques d’insectes, de microorganismes pathogeénes) et abiotiques (stress hydrique, stress
thermique). Elle revét également un rdle de réserve dans certains organes spécifiques tels que
les graines ou elle sert de lieu de stockage de polysaccharides qui seront hydrolysés lors du

processus de germination.

La composition générale de la paroi comprend des polysaccharides (cellulose, hémicelluloses
et pectines), des protéines et dans certains tissus spécialisés des composés tels que les
lignines. La composition de la paroi varie et ceci impacte directement ses caractéristiques
physicochimiques (rigidité, imperméabilité) et la cohésion cellulaire.

La paroi d’une cellule se compose, de I’extérieur vers I’intérieur (voir figure 5), d’une lamelle
moyenne riche en pectines et en protéines pariétales et d’une paroi primaire composée de
microfibrilles de cellulose enchéassées dans une matrice de pectines, d’hémicelluloses et de
glycoprotéines. Ces différentes strates se mettent en place de fagon successive au cours de la

croissance et du développement d’une cellule.

La lamelle moyenne se forme a la fin de la mitose, elle est donc la premiere strate pariétale a
se mettre en place. Commune aux deux cellules filles mitoyennes, elle est issue du
phragmoplaste (aussi appelé plaque cellulaire) initialement formée au moment de la
télophase, lors de la division de la cellule mére. Composée essentiellement de pectines et de
protéines, elle permet la cohésion entre les cellules adjacentes. Aprés la croissance et
I’¢longation cellulaire, la lamelle moyenne reste présente assurant un rdle de cohésion

cellulaire.

La paroi primaire se met en place lors de la division cellulaire, ou elle est synthétisée de
chaque coté de la lamelle moyenne. Sa synthése se poursuit durant I’expansion cellulaire, elle
apporte renforcement, stabilité et extensibilité aux cellules en croissance (Sanchez-Rodriguez
et al, 2010). Constituée de microfibrilles de cellulose enchassées dans une matrice amorphe de
pectines, d’hémicelluloses et de glycoprotéines, la paroi primaire est fortement hydrophile et

¢lastique. Ses caractéristiques mécaniques permettent I’élongation cellulaire.
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Il existe deux types de paroi primaire dans le regne végétal qui se distinguent principalement
par leur teneur en pectines et leur composition en hémicelluloses. La paroi primaire de type |
est caractéristique des plantes angiospermes eudicotylédones et monocotylédones a
I’exception de la sous-classe des Commelinidées. Elles sont riches en pectines et en
xyloglucanes (Yokoyama & Nishitani, 2004). Les céréales sont issues de la famille Poacées et
font partie de ce dernier groupe. Leurs cellules possédent une paroi primaire de type Il pauvre
en pectines et riches en xylanes et en glucanes mixtes (Vogel et al, 2008). L’existence d’une
paroi primaire de type IllI, riche en mannanes et spécifiques des Ptéridophytes telles que les

fougeéres, a été proposée (Silva et al, 2011).

La paroi primaire est retrouvée chez toutes les cellules, a 1’exception de certaines cellules
reproductrices comme les grains de pollen. Les cellules du parenchyme ou du collenchyme ne

possedent qu’une paroi primaire.

Chez certaines cellules possédant un rble de soutien ou appartenant aux faisceaux
conducteurs, une paroi secondaire se met en place. Autour des cellules du sclérenchyme ou du
xyléme par exemple, une paroi secondaire se met en place en fin d’élongation et au cours de
la différenciation cellulaire. Composée de cellulose et d’hémicelluloses, la paroi secondaire
vient augmenter la matrice extracellulaire et renforcer son role de soutien. Des lignines
peuvent alors y étre introduites rigidifiant I’ensemble et diminuant de fagon drastique la
flexibilité des parois. La paroi secondaire est constituée de plusieurs strates appelées S1, S2 et
S3 qui se mettent en place successivement et sont distinguables par 1’orientation des
microfibrilles de cellulose qu’elles contiennent. Une fois lignifiée, la paroi secondaire est

imperméable et inextensible, ne permettant plus la croissance ou 1’¢longation de la cellule.

Il existe deux types de paroi secondaire qui se distinguent par leur composition en
hémicelluloses, en lignines et en acides hydroxycinnamiques. La paroi secondaire de type |
est pauvre en pectines, riches en xylanes et en lignines. Elle contient également trés peu
d’acides hydroxycinnamiques. La paroi secondaire de type II est pauvre en pectines
également, riches en xylanes, en lignines et en composés phénoliques (Vogel et al, 2008).
D’autres polyméres constitués majoritairement d’acides gras sont déposes dans les parois de
certaines cellules, ce sont les cutines et les cires déposées sur la paroi de 1’épiderme des
feuilles et des fruits et la subérine déposée dans certaines parois des racines (Nawrath et al,
2013).
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Tableau 4 : Différences de composition entre la paroi primaire de tissus en développement et

la paroi secondaire des Poacées et des Eudicotylédones (issu de VVogel, 2008).

Constituants

Paroi primaire

(% de matiere seche)

Paroi secondaire

(% de matiere seche)

Poacées Eudicotylédones Poacées Eudicotylédones
Cellulose 20-30 15-30 35-45 45-50
Hémicelluloses
- Xylanes 20-40 5 40-50 20-30
- P-Glucanes 10-30 i Mineur i
mixtes
- Xyloglucanes
- Mannanes 1-5 20-25 Mineur Mineur
Mineur 5-10 Mineur 3-5
Pectines 5 20-35 0,1 0,1
Protéines 1 10 Mineur Mineur
structurales
Acides 1-5 Mineur 0,5-1,5 Mineur
hydroxycinnamiques (sauf chez les (sauf chez les
Caryophyllales) Caryophyllales)
Lignines Mineur Mineur 20 7-10
Silice - - 5-15 Variable
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1.1.3. Différences entre les parois des Angiospermes Eudicotylédones et des Poacées

Les parois des Angiospermes Eudicotylédones sont de type | et celles des Poacées de type II.
Si I’on compare la composition des parois des plantes Eudicotylédones a celles des Poacées
(tableau 4), on constate que la teneur en cellulose varie peu. En revanche les teneurs en
hémicelluloses, en pectines, en protéines structurales, en composés phénoliques et en lignines
sont trés variables (tableau 4). Les parois de type I et de type II différent 1’'une de I’autre par
leur composition en hémicelluloses. Chez les Eudicotylédones, ce sont les xyloglucanes qui
sont majoritairement présents suivis des mannanes alors que chez les Poacées, ce sont les
xylanes et les B-glucanes mixtes (O’Neil, 2003 ; Zablackis et al, 1995 ; Hatfield et al, 1999 ;
Ebringerova et al, 2005 ; Saulnier et al, 2007 ; Vogel et al, 2008). Alors que les pectines sont
des composants majoritaires des parois primaires des Eudicotylédones, elles sont peu
présentes dans celles des Poacées (Ishii, 1997 ; O’Neil, 2003 ; Vogel, 2008). Il en va de méme
pour les protéines structurales (O’Neil, 2003 ; Zablackis et al, 1995; Vogel, 2008). En
revanche, alors que dans les parois de type I, les acides phénoliques sont a 1’état de traces,
leur présence peut atteindre 5% de la masse séche chez les Poacées (Ishii, 1997 ; O’Neil,
2003 ; Vogel, 2008). 1l en va de méme pour la teneur en lignines des parois de type Il qui est
beaucoup plus élevée que dans celle des parois de type | des Eudicotylédones (Ishii, 1997 ;
Vogel, 2008).

Les lignines et I’acide férulique sous forme de ponts diférulates ont été démontrées comme
interférant fortement avec la conversion de la biomasse lignocellulosique (Lynd et al, 1991 ;
Grabber et al, 2009). La teneur et la composition en lignines des parois et leur richesse en
ponts diférulates affectent directement leur dégradation en limitant I’accés des enzymes de
dégradation aux polysaccharides pariétaux (Chapple et al, 2007 ; Grabber et al, 2009 ;
Vanholme et al, 2010). Afin d’améliorer les niveaux de conversion de la biomasse
lignocellulosique en énergie, la diminution de la teneur en lignines et la modification des

lignines sont deux pistes de recherche majeurs.

Toutes les plantes dédiées a I’alimentation humaine et animale ou a la production de
bioéthanol précédemment citées appartiennent a la famille des Poacées et possedent donc une
paroi primaire de type Il. 1l en est de méme pour la plante modele Brachypodium distachyon

que nous avons utilisée dans cette étude.
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Brachypodium distachyon est utilis¢ comme plante modéle pour 1’étude des céréales depuis
plus d’une dizaine d’années (Draper, 2001 ; Bevan et al 2010). De plus en plus d’outils
permettent I’exploitation aisée de cette plante comme modele d’étude a grande échelle des

céréales des régions tempérées.

1.2. Le choix de la plante modeéle Brachypodium distachyon

B. distachyon (L.) P. Beauv. est une plante de la division des Angiospermes Monocotylédones
appartenant au sous-clade des Commelinidées, a 1’ordre des Poales, a la famille des Poacées
(appelée auparavant Graminées) ou Poaceae en latin. B. distachyon appartient a la sous-
famille des Pooideae et a [D’infra-famille des Brachypodieae. L’infra-famille des
Brachypodieae aurait divergé il y a 32 a 39 millions d’années des infra-familles formant le
« cceur » des Pooideae avant leur radiation en quatre infra-familles, les Triticeae, a laquelle
appartient le blé, les Bromeae, les Aveneae et les Poeae (Hsiao et al, 1994 ; Hsiao et al, 1995 ;
Catalan et al, 1995 ; Catalan et al, 1997 ; Vogel et al, 2010 ; Wolny et al, 2011).

Le genre Brachypodium comporte quinze a dix-huit espéces dont quinze sont originaires
d’Eurasie (principalement localisées dans le bassin méditerranéen) et trois sont originaires
d’Amérique (principalement localisées au Mexique). Le climat de ces environnements est

chaud, avec des étés secs et des hivers doux et humides.

1.2.1. Phylogénie et génomigue comparative de B. distachyon et des céréales

La position de I’infra-famille Brachypodieae par rapport aux Triticeae et aux Bromeae a
longtemps fait débat au sein de la communauté scientifique (Shippmann, 1991 ; Catalan et al,
1995 ; Catalan et al, 1997). Certains auteurs liaient Brachypodium a 1’infra-famille des
Triticeae du fait de caractéres synapomorphiques, c’est-a-dire la possession de caracteres
dérivés partagés par plusieurs taxons, tels que la possession d’un caryopse allongé avec un
hile lin€aire, de grains d’amidon simples, de la présence d’une « barbe » a I’extrémité (de la
glume) du grain ou d’inflorescences constituées d’épillets en forme de pointe (Dumortier,
1824 ; Ascherson & Graebner, 1901 ; Hilu & Wright, 1982 ; Clayton & Renvoize, 1986 ;
Catalan et al, 1995). D’autres €léments comme la présence d’un caryopse étroitement
elliptique ou la possession d’un nucelle composé d’une fine couche externe en poussaient

d’autres a le lier a I’infra-famille des Bromeae (Harz, 1880-1882 ; Hayek, 1925).
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Figure 6 : Place de B. distachyon au sein des Poaceae (d’aprés Opanowicz et al, 2008).
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Figure 7 : Relation de synténie entre les chromosomes de B. distachyon et ceux de céréales
cultivées, le sorgho, I’orge et le blé (issu de Vogel et al, 2010).

Les relations orthologues colinéaires sont représentées par des bandes de couleur suivant
chaque chromosome de Brachypodium (bleu = chromosome 1 ; jaune = chromosome 2 ;
violet= chromosome 3 ; rouge = chromosome 4 ; vert = chromosome 5) et les centromeéres

sont représentés en blanc.
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Cependant, des données complémentaires telles que les caryotypes, les compositions en
polysaccharides, les protéines de réserve et le développement embryonnaire suggéraient que
le genre Brachypodium appartenait a une infra-famille isolée (MacFerlane & Watson, 1982 ;
Shippmann, 1991 ; Watson & Dallwitz, 1992). Ceci a été confirmé par des données
moléculaires de séquences nucléaires et chloroplastiques permettant la production d’arbres
phylogénétiques, replagant 1’infra-famille des Brachypodieae comme un clade frére de ceux
des Triticeae et des Bromeae (Soreng & Davis, 1990 ; Davis & Soreng, 1993 ; Hsiao et al,
1994 et 1995 ; Catalan et al, 1995 ; Catalan et al, 1997 ; Vogel et al, 2006).

B. distachyon se situe donc entre les céréales tropicales, telles le riz et le mais, et les céréales
des régions tempérées, telles que le blé et I'orge (figure 6). Son génome le rapproche

cependant plus du blé que du riz (Huo et al. 2009 ; Vogel et al, 2010).

B. distachyon est le premier membre de I’infra-famille des Pooideae a étre sequencé (Vogel et
al, 2010). 1l posséde le plus petit génome reporté chez les Poaceae a ce jour (Draper et al,
2001 ; Vogel et al, 2010). Le génotype Bd21 (2n = 2x = 10) récolté en lIrak, issu de la
collection de lignées pures recombinantes de ’'USDA-ARS (United States Department of
Agriculture — Agricultural Research Service) a été séquencé en 2010. Le génome nucléaire
compte 272 Mpb; il est trés compact, posséde un fort taux de recombinaison, et des
rétrotransposons concentrés au niveau des centromeéres et des points de rupture de synténie,
c’est-a-dire des points de rupture de la conservation de I’ordre des génes entre deux espéces
apparentées (Draper et al, 2001 ; Huo et al, 2009 ; Vogel et al, 2010). Un total de 25 532 loci
de genes codants pour des protéines sont prédits (Vogel et al, 2010), ce qui est équivalent au
génome du riz (Rice annotation project, 2008) et du sorgho (Paterson et al, 2009). Le taux
d’¢éléments transposables compris dans le génome de B. distachyon semble étre de 21%, ce
qui est inférieur a celui du riz (26%), du sorgho (54%) et a celui du blé (80%, Bennetzen &
Kellogg, 1997 ; Huo et al, 2009 ; Vogel et al, 2010). La comparaison du génome séquenceé de
B. distachyon a celui du sorgho, du riz et du blé représentant respectivement des membres des
familles des Panicoideae, des Ehrihartoideae et des Pooideae montre que ce premier a
divergé du bl¢ il y a 32 a 39 million d’années, du riz il y a 40 a 53 millions d’années et du
sorgho il y a 45 a 60 millions d’années (Catalan et al, 1997 ; Gaut, 2002 ; Bolot et al, 2009 ;
Murat et al, 2010 ; Vogel et al, 2010 ; Wolny et al, 2011 ; Murat et al, 2014).
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Figure 8 : Arbre phylogénétique représentant 1’évolution des différentes especes appartenant

au genre Brachypodium (issu de Catalan et al, 2014).
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Figure 9 : Anatomie de B. distachyon au stade reproductif (issu de la thése de Madeleine
Bouvier d’Yvoire, 2011).
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Les Poacées se répartissent en deux clades, les BEP auxquelles appartiennent les membres des
Pooidées comme le le blé, ’orge et B. distachyon et les membres des Ehrhartoidées comme le
riz et les PACCAD auxquelles appartiennent les Panicoidées comme le mais ou le sorgho
(Murat et al, 2014). Le degré de colinéarité correspondant a la synténie, c’est-a-dire au
maintien de I’ordre des génes entre les génomes de B. distachyon et celui du blé, du riz et du
sorgho est élevé (figure 7) et a permis de retracer I’évolution des céréales et de confirmer une
diversification des Poaceae a partir d’un ancétre commun possédant 12 chromosomes il y a
65 millions d’années (Murat et al, 2014). Des analyses comparant les chromosomes de B.

distachyon a ceux de 1’orge ont montré des résultats similaires (Ma et al, 2010).

L’analyse de différentes espéces appartenant au genre Brachypodium a démontré qu’elles
possédent toutes un petit génome composé de petits chromosomes. Le nombre de
chromosomes varie de 2n = 10 pour B. distachyon a 2n = 38 pour B. retusum. Il existe
plusieurs génotypes allant de 18 a 28 chromosomes chez 1’espéce B. pinnatum. Il a été
démontré que le génotype B. pinnatum possédant 28 chromosomes serait un amphiploide
interspécifique entre B. distachyon (2n = 10) et B. pinnatum (2n = 18) (Wolny & Hasterok,
2009). 11 était précédemment admis que 1’espéce B. distachyon était composée de plantes
annuelles de trois cytotypes différents (2n = 10, 20, 30) (Robertson, 1981) mais il a été
démontreé apres analyse des chromosomes par différentes méthodes que le cytotype contenant
2n = 20 provenait d’une lignée indépendante de celle contenant 2n = 10 et que le cytotype
contenant 2n = 30 était leur amphiploide (Hasterok et al, 2004 ; Catalan et al, 2012 ; Catalan
et al, 2014 ; Betekhtin et al, 2014). Il s’agit donc d’especes différentes avec B. distachyon
pour le cytotype 2n = 10, B. stacei pour le cytotype 2n = 20 et B. hybridum pour le cytotype
2n = 30 (Catalan et al, 2012 ; Catalan et al, 2014 ; Betekhtin et al, 2014) (figure 8).

1.2.2. Description de ’anatomie et de la physiologie de B. distachyon

B. distachyon est une poacée annuelle mesurant de 20 a 50 cm (figure 9) et au cycle de vie
variant de 12 a 18 semaines suivant les conditions expérimentales. En serre et en jours longs
(18h), la phase végétative correspondant a la mise en place et au développement des racines,
des tiges et des feuilles dure sept semaines et est suivie de la phase reproductive d’une durée
de 5 semaines (figure 10). La phase de maturation des grains et de sechage dure ensuite 6

semaines (figure 10).
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Figure 10 : Les différents stades de développement de B. distachyon et leur durée dans les

conditions de culture de I’IIPB de I'INRA de Versailles (issu de la thése de Madeleine
Bouvier d’Yvoire, 2011).

Tableau 5: Comparaison de différents caractéres entre B. distachyon, A. thaliana et des
ceréales cultivées (adapté de Bevan et al, 2010 ; Murat et al, 2014).

B.
) A. blé )
distachy ] mais riz sorgho
thaliana tendre
on
Hauteur (cm) 20-40 15-20 50 155-215 100 170-320
Temps de génération
] 12-18 8-12 12 14-20 30 17
(semaines)
Densité (plantes/m?) 1000 2000 50 6 36 13
Reproduction Autogam Auto- Allo-
Autogame Auto-game Allogame
e game game
Taille du génome
272 119 17000 2365 372 697
(Mpb)
Ploidie 2X 2X 6X 2X 2X 2X
Nombre de génes
] 25500 27416 100000 32500 41000 34500
codant des protéines
Type de paroi végétale | Type ll Type | Type Il Type Il Type 1l Type 1l
Photosynthése C3 C3 C3 C4 C3 C4

76



Les tiges sont composées d’une succession d’entrenceuds et de nceuds. Ils se développent de
bas en haut. Les premiers entrenceuds se situant a la base de la plante sont donc les plus agés.
Le développement de chaque entrenceud est cependant de type acropétal, ce qui signifie que la
croissance s’effectue a la base et que la partie la plus haute de I’entrenceud est la plus mature.
Une feuille se positionne a chaque entrenceud. Chaque feuille est composée d’une gaine
entourant la partie basale de ’entrenceud, d’une ligule et d’un limbe. La mise en place d’un
pédoncule au niveau du dernier nceud d’une tige est suivie de la formation d’un épi composé
de 3 a 7 épillets. Chaque épillet contient une dizaine de fleurs hermaphrodites qui deviendront

des caryopses apres autofécondation, B. distachyon étant une plante autogame.

La culture de B. distachyon a des fins de recherche scientifique est plus aisée que celle des
céréales cultivées (tableau 5, Bablak et al, 1995 ; Draper et al 2001 ; Opanowicz et al, 2008 ;
Bevan et al, 2010). Sous certaines conditions de culture contrdlée (20h de lumiére, 25°C jour
et 18°C nuit), B. distachyon est une plante de petite taille (20 a 30 centimétres) ce qui permet
une densité de culture plus élevée par rapport aux céréales cultivées (jusqu’a 1000 plantes par
m?). Sa taille peut étre plus élevée sous d’autres conditions de culture impliquant moins
d’ensoleillement journalier par exemple. Le temps de génération de B. distachyon est court
(entre 12 et 18 semaines selon les conditions de culture) ce qui permet d’obtenir jusqu’a
quatre générations par année ce qui n’est pas le cas pour le blé, le riz, le mais ou le sorgho. B.
distachyon est autogame ce qui facilite I’obtention de lignées homozygotes et sa culture ne

nécessite pas de conditions de culture particulieres contrairement au riz.

Constitué de cing paires de chromosomes, le génome nucléaire de B. distachyon ne fait que
272 Mb ce qui est largement inférieur aux génomes du blé (de 4,7 Gb pour I’espece diploide
Triticum urartu a 16,7 Gb pour le blé tendre hexaploide Triticum aestivum), du riz (382 Mb),
du mais (2 Gb) ou du sorgho (758 Mb). Des mesures en cytométrie de flux et de
microdensitométrie ont montré que B. distachyon posséde le plus petit génome des Poacées
reporté a ce jour (Draper et al, 2001 ; Hasterok et al, 2004 ; Vogel et al, 2004 ; Wolny &
Hasterok, 2009). De plus, B. distachyon possede cing paires de chromosomes aisément
identifiables (Jenkins et al, 2005), les génotypes Bd21 et Bd21-3 sont diploides, 2n = 2x = 10
chromosomes, ce qui facilite les croisements et les études de ségrégation des caracteres
(Catalan et al, 2012).
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Figure 11 : Section transversale d’une tige mature de B. distachyon schématisée (issu de
Matos et al, 2013).

A : section entiére d’une tige ; B : zoom sur le premier entrenceud avec en rouge les faisceaux
vasculaires internes, en rose les faisceaux vasculaires périphériques, en bleu la région
interfasciculaire constituée surtout de fibres de sclérenchyme, en gris la moelle, en vert le
chlorenchyme et le sclérenchyme du cortex, en marron 1’épiderme ; C : faisceau vasculaire
schématisé. py : parenchyme, sf : fibres de sclérenchyme, bs : gaine, p : phloéme, xv : xyleme,

xp : cellules parenchymateuses du xyleme, xt : trachéides, Ic : lacune.

Figure 12 : Faisceau vasculaire de B. distachyon observé au microscope.
ep : épiderme, col: collenchyme, ph: phloéme, x: xyléme, scl: sclérenchyme, pa:
parenchyme.
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L’ensemble de ces constatations rapproche B. distachyon de la plante modéle des
Angiospermes Eudicotylédones Arabidopsis thaliana (tableau 1, Bevan et al, 2010) mais B.
distachyon est plus proche phylogénétiquement des céréales cultivées et posséde une paroi
lignocellulosique de type II ce qui en fait un meilleur modele pour I’étude des parois chez les
Poacées. B. distachyon posséde un métabolisme en C3 comme le blé, I’orge et le riz et
contrairement au mais, a la canne a sucre ou au sorgho qui sont des plantes en C4. Cette
différence métabolique a toutefois peu d’effets sur les composés structuraux, et B. distachyon
reste un mode¢le pertinent pour I’étude de la biomasse des plantes en C4 dans le but de
produire des biocarburants ainsi que pour 1’amélioration de la digestibilité et de la valeur

énergétique des mais ensilages (Shen et al, 2009 ; Rancour et al, 2012).

1.2.2.1. L’anatomie et la composition de la tige de B. distachyon

La tige de B. distachyon est pleine en début de développement puis un méat apparait au
centre. La tige est principalement composée de parenchyme aux stades jeunes. Les faisceaux
vasculaires y sont répartis en suivant un arrangement de type atactostele, ils sont positionnés
de facon réguliére en cercle, a la périphérie de la tige. Composés de I’intérieur vers 1’extérieur
de fibres, de lacunes, du xyleme de chaque c6té des fibres et du phloéme, les faisceaux

vasculaires sont entourés d’une gaine de sclérenchyme lignifi¢e (figure 11).

Le xyléeme se compose de trachéides qui deviendront des cellules mortes et lignifiées a
maturité (figures 11 et 12). La séve brute circule par capillarité dans ces cellules composées
alors uniquement de parois lignifiées et ponctuées (Shane et al, 2000).

La composition des parois de tiges de B. distachyon a fait 1’objet de plusieurs études
(Christensen et al, 2010, Rancour et al, 2012, Meineke et al, 2014). Les polysaccharides
pariétaux ont été évalués par leur composition en oses neutres aprés hydrolyse. Les
polysaccharides pariétaux non-cellulosiques sont hydrolysables a 1’acide en conditions
ménagées alors que I’hydrolyse de la cellulose requiére une étape supplémentaire
d’hydrolyse. En utilisant de telles conditions, Christensen et al. (2010) ont étudi¢ la
composition en oses non cellulosiques de la paroi primaire de jeunes plantules (2 a 8 jours
aprés germination) de B. distachyon, du blé et de I’orge. Ils ont montré que les oses
majoritaires sont le xylose, I’arabinose et le glucose. Des résultats similaires ont été obtenus

pour les parois primaires des plantules d’orge et de bl¢ (Christensen et al, 2010).
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Tableau 6 : Composition de la paroi végétale des tiges matures de B. distachyon Bd21-3 en

oses neutres (adapté de Rancour et al, 2012). Les valeurs sont exprimées en mg/g de paroi.

Organe | Glucose | Xylose | Arabinose | Galactose | Rhamnose | Mannose | Fucose

Tige
354,3 212,4 24,7 4,9 2,7 1,8 1,2
mature

Figure 13 : L’épaisseur de la paroi des cellules et la détection des lignines augmentent avec
I’élongation des entrenceuds des tiges (issu de Matos et al, 2013).

Sections transversales d’entrenceuds de tiges entieres (A, C, E, G, I, K) et fort grossissement
(B, D, F, H, J, L) de B. distachyon colorées avec du bleu de toluidine (A & F) ou le réactif de
Wiesner (G a L). (A et B, G et H) phase d’élongation, (C et D, | et J) épiaison, et (E et F, K et
L) sénescence. Les photographies ont été prises en utilisant un microscope en fond clair. Les
barres d'échelle représentent 0,1 mm.
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Les arabinoxylanes sont des polysaccharides composés d’une chaine de xylanes, c’est-a-dire
des résidus de xyloses sur lesquels viennent se substituer d’autres résidus dont
majoritairement 1’arabinose. Une estimation de la teneur en arabinoxylanes est possible en
calculant la somme des teneurs en xylose et en arabinose. Les arabinoxylanes représenteraient
85% de la fraction non cellulosique des polysaccharidiques de la paroi primaire de plantules
de B. distachyon, de blé et d’orge (Christensen et al, 2010). Ces auteurs ont également estimé
la teneur des plantules de 2 jours aprés germination en B-glucanes mixtes, polymére de
glucose, a 61 mg/g de maticre séche, une valeur comparable a celle de 1’orge mais supérieure
a celle du blé (54 mg/g de matiére séche ; Christensen et al, 2010). Rancour et al. (2012) ont
étudié la composition des parois de différents tissus de B. distachyon (accessions Bd21 et
Bd21-3) dans des plantules (12 jours apres germination), et dans des plantes matures (stade
remplissage des grains). La composition en oses des parois a montré que dans tous les organes
et stades ¢tudiés, le glucose d’origine principalement cellulosique est majoritaire. Dans les
tiges matures, les oses principaux sont le glucose, le xylose et I’arabinose (tableau 6 ; Rancour

et al, 2012).

La teneur en arabinoxylanes représentée par la somme des teneurs en xylose et en arabinose a
été estimée a 44% de la fraction polysaccharidique des parois des tiges matures de B.
distachyon (Rancour et al, 2012). Meineke et al. (2014) ont évalué la teneur en cellulose des
pailles séches du génotype Bd21 de B. distachyon a 40% de la paroi et celle des
hémicelluloses a environ 30%. La teneur en lignines des parois des organes de B. distachyon a
également été étudiée (Rancour et al, 2012). La teneur en lignines des parois de tiges matures
du génotype Bd21-3 a été évaluée a 15,7% de la masse des parois (Rancour et al, 2012).
Meineke et al. (2014) ont évalué la teneur en lignines des pailles séches de B. distachyon
Bd21 a 17% et I’ont comparé a la teneur en lignines des pailles de blé (21%) et de mais (22%)
pour montrer que les pailles de B. distachyon seraient moins lignifiées que les pailles de blé et
les tiges séches de mais. Selon Rancour et al. (2012), les tiges matures sont les organes les
plus lignifiés avec les inflorescences matures et les gaines. La quantité de lignines présente
dans les tiges matures augmente avec la maturité des plantes. La lignification des entrenceuds
des tiges de B. distachyon a été analysée par des colorants révélant les lignines. Cette étude a
révelé que la lignification commengait dans les faisceaux vasculaires pendant 1’élongation des
entrenceuds, puis a I’émergence de l’inflorescence elle s’intensifie, et enfin au stade de
sénescence, les faisceaux vasculaires et les régions interfasciculaires sont trés lignifiées
(figure 13, Matos et al, 2013).
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abaxial

Brachypodium wheat

Figure 14 : Comparaison du grain de B. distachyon (génotype Bd21) et du grain de blé mature
(issu de Opanowicz et al, 2011).

- W > ' 4

Figure 15 : Section transversale du grain de B. distachyon (génotype Bd21-3) mature observée
au macroscope.
pl : paléa, te : testa, si: sillon, nu : épiderme de nucelle, ca : couche a aleurone, al : albumen

de stockage.

82



Les lignines des tiges de B. distachyon sont composees principalement de monomeres S, puis
de monomeéres G et enfin, dans une moindre mesure, de monomeéres H (Bouvier d’Yvoire et
al, 2013). Cette répartition est similaire a celle retrouvée dans les tiges matures des céréales
cultivées. Les tiges matures de B. distachyon contiennent également des protéines (8% de la
masse des parois) et des acides hydroxycinnamiques (acides para-coumarique 11,8 mg/g de
paroi et AF 4,7 mg/g de paroi) (Christensen et al, 2010 ; Rancour et al, 2012, Bouvier
d’Yvoire et al, 2013). L’analyse de la composition des parois de la tige mature de B.
distachyon a permis de révéler la présence des mémes constituants que ceux détectés chez les
Poacées cultivées destinées a la production de biomasse, de fourrage ou d’intérét

agronomique. B. distachyon un bon mod¢le pour 1I’étude de la paroi des tiges de Poacées.

1.2.2.2. L’anatomie et la composition du grain de B. distachyon

Le grain de B. distachyon est un caryopse montrant une morphologie typique de caryopse de
Poacées. Les tissus sont les mémes que ceux retrouvés chez 1’orge ou le blé. Le grain mature
de B. distachyon est comparable a celui du blé pour sa longueur mais sa largeur et son
épaisseur sont beaucoup plus réduites (figure 14). 1l est en ce point plus comparable a celui de
Poacées sauvages comme Bromus inermis puisqu’il ne représente que 17% de la taille d’un
grain de blé (Garvin et al, 2008). Le grain mature de B. distachyon est long et plat, il posséde
un sillon peu profond. Le grain est composé de I’intérieur vers 1’extérieur de la graine
comprenant I’embryon, I’albumen de stockage, la couche a aleurones (une a trois assises
cellulaires), I’épiderme du nucelle, et le tégument séminal ou testa (deux assises cellulaires
dont une colorée et riche en composés phénoliques) et du péricarpe d’origine maternelle
(figure 15 a et b). Chaque grain est ensuite entouré de deux glumelles la palea qui adhére au
péricarpe et la lemma (figure 15 b). L’albumen représente 75% de la masse du grain alors que
chez les céréales domestiquées, il représente pres de 80% (Guillon et al, 2011 ; Kent & Evers,
1994 ; Hands & Drea, 2012).

Des différences indéniables entre le grain de B. distachyon et le grain de blé existent.
Notamment ’albumen de B. distachyon a une forme de croissant et ne possede pas de cavité
clairement différenciée (figure 16). L’épiderme du nucelle est trés épais chez B. distachyon
(de 50 a 60 um dans le grain sec) alors que chez le blé cette assise cellulaire est comprimée
(figure 14, figure 15 et figure 16).
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Maize Rice Wheat Brachypodium

Figure 16 : Comparaison schématique des grains secs de mais, de riz et de B. distachyon (issu
de Hands & Drea, 2012).

Les dessins ne respectent pas les tailles des grains ni les proportions des tissus.

Coupes longitudinales en haut et transversales en bas. em : embryon, en: albumen, ma:
couche a aleurones modifiée, cv: cavité, va: vaisseau, ne: épiderme du nucelle, np:
projection nucellaire, BETL : cellules de transfert basales.
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Le grain de riz posséde également un épiderme de nucelle persistant ou ces cellules sont
specialisées dans le transport de nutriments (Oparka & Gates, 1981 ; Ellis & Chaffey, 1987).
Chez B. distachyon, il pourrait remplir une fonction de soutien, renforcant la résistance a la

déformation (Opanowicz et al, 2011).

Dans le grain de B. distachyon, la couche a aleurone est irréguliére et entoure tout 1’albumen
de stockage (figure 16). Elle est constituée de plusieurs assises cellulaires chez B. distachyon,
contrairement au blé, a 1’avoine, au mais ou au sorgho qui n’en possédent qu’une seule bien
définie ou encore a I’orge ou au riz qui en possédent trois (Kent & Evers, 1994 ; Opanowicz
et al, 2011 ; Guillon et al, 2011 ; Hands & Drea, 2012). Chez B. distachyon, la couche a
aleurone reste accolée a I’albumen de stockage au cours de la maturation du grain, ce qui n’est
pas le cas chez les Poacées cultivées (Opanowicz et al, 2011). Chez le blé par exemple, la
couche & aleurone est adhérente aux tissus maternels et reste accrochée a ces derniers lors des

étapes de fraisage (Opanowicz et al, 2011 ; Hands & Drea, 2012).

La composition du grain de B. distachyon a fait ’objet de plusicurs études. La teneur en
protéines des grains est de 17% pour le génotype Bd21-3 (Larré et al, 2010 ; Guillon et al,
2011) avec la présence de nombreuses protéines de réserve telles que des globulines et des
prolamines (Larré et al, 2010). Cette teneur en protéines est plus élevée que celle mesurée
dans les grains de la plupart des céréales cultivées, elle est proche de la teneur mesurée pour
I’avoine (Avena sativa) alors que le grain de blé a une teneur en protéines d’environ 14%

(Larré et al, 2010 ; Guillon et al, 2011 ; Hands & Drea, 2012).

Le grain de B. distachyon est pauvre en amidon puisqu’il ne représente que 10% de la masse
du grain mature alors qu’il représente 35 a 40% de cette masse chez les blés sauvages
primitifs ou encore 50 a 70% chez les céréales domestiquées (Larré et al, 2010 ; Guillon et al,
2011).

En revanche, la teneur des grains de B. distachyon en polysaccharides pariétaux est tres
¢levée. Elle représente prés de 60% de la masse du grain mature soit 58% de 1’albumen chez
B. distachyon tandis qu’elle ne constitue que 10 a 20% chez les espéces domestiquées et
cultivées comme le blé, I’orge ou I’avoine (Guillon et al, 2011 ; Barron et al, 2007 ; Manthey
et al, 1999 ; Oscarsson et al, 1996).
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Tableau 7 : Composition des grains matures secs de B. distachyon (issu de Guillon et al,
2011).

a: teneur en oses neutres individuels déterminée par CPG aprés dérivation en acétates
d’alditols, b: teneur en acides uroniques déterminée par une méthode colorimétrique
(Saulnier et al,1995), c : teneur en amidon et B-glucanes mixtes déterminés par des procédés
enzymatiques (méthodes AOAC 996.11 et 995.16, respectivement), d: teneur en
arabinoxylanes estimée comme étant la somme des résidus xylose et arabinose, e : teneur en
cellulose estimée par la différence entre le glucose total déterminé par CPG des acetates

d’alditols et le glucose déterminé par dosage enzymatique de I’amidon et des B-glucanes

mixtes.
Composés analysés Grain entier Albumen Couches externes
mg/100mg mg/100mg mg/100mg

4Arabinose 2,2 1,4 3,7
Xylose 2,5 13 9,9
Mannose 0,2 0,1 0,2
Galactose 0,5 0,5 0,4
Glucose 54,8 55,4 62,4
bAcide Galacturonique 1,3 0,9 2,1
Acide glucuronique 0,2 trace 0,2
Total 60,1 58,6 72,1
‘Amidon 6,4 6,9 0,5
B-glucanes mistes 42,4 41,2 41,8
dArabinoxylanes 47 2,7 9,2
dCellulose 6,0 7,3 20,1
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L’analyse de la composition des parois du grain mature de B. distachyon (tableau 7 ; Guillon
et al, 2011) a permis de réveéler la présence des mémes constituants que ceux détectés chez les
plantes cultivées comme le blé, le mais et I’orge mais dans des proportions différentes (Larré

et al, 2010 ; Guillon et al, 2011 ; Guillon et al, 2012).

Les parois des cellules du grain de B. distachyon sont riches en B-glucanes mixtes qui
représentent 80% de la masse des parois de I’albumen (Opanowicz et al, 2011, Guillon et al,
2011, Hands et Drea, 2012, Trafford et al, 2013). Les B-glucanes apparaissent lors de
’¢longation cellulaire, ils ont un réle structural transitoire. Le glucose issu de I’hydrolyse des
B-glucanes joue un role dans le mécanisme du recyclage des oses durant la croissance de la
plantule chez le mais (Gibeaut & Carpita, 1991). Ceci suggére que les -glucanes auraient une
fonction de réserve disponible et convertible en plus de son réle structural (Burton et al, 2010,
Guillon 2011, Trafford et al, 2013). Ceci expliquerait 1’abondance de ce composé dans
I’albumen de B. distachyon. Les parois des cellules de 1’albumen des grains d’orge et
d’avoine contiennent respectivement 75 et 70% de B-glucanes alors que les parois d’albumen
amylacé de grains de blé en contiennent 25%. B. distachyon est donc plus proche de ces deux

premiéres plantes pour sa teneur en B-glucanes (Fincher & Stone, 1986 ; Guillon et al, 2011).

La teneur en arabinoxylanes de I’albumen de B. distachyon est similaire a celle de 1’albumen
du grain de blé ou d’orge soit environ 3% de la masse de I’albumen (Guillon et al, 2011). Des
arabinoxylanes féruloylés ont été détectés dans les parois des cellules de 1’albumen du grain
mature de B. distachyon (Guillon et al, 2011). Les parois du grain contiennent des acides
hydroxycinnamiques, majoritairement de I’AF (1,63 pg/mg de grain) et de I’acide p-
coumarique (noté pAC; 0,09 pug/mg de grain; Guillon et al, 2011). La teneur en acides
hydroxycinnamiques est plus importante dans les couches périphériques du grain mais ces
acides phénoliques sont présents dans 1’albumen avec 0,74 pg/mg d’albumen pour I’AF et
0,02 pg/mg d’albumen pour I’pAC ; Guillon et al, 2011). Les parois des cellules de 1’albumen
de B. distachyon contiennent également de la cellulose, des pectines et des mannanes, tout

comme les parois du grain de blé (Guillon et al, 2011).

Le grain de B. distachyon comporte donc des éléments similaires a différentes céréales
cultivées. Il possede un sillon comme le blé, I’orge et 1’avoine, un épiderme de nucelle épais
comme le riz, une teneur en globulines élevées utilisées comme protéines de réserve comme

I’avoine et ses parois comportent une forte teneur en -glucanes comme 1’orge.
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Cependant, la petite taille du grain de B. distachyon, sa couche a aleurone peu structurée, ou
encore sa faible teneur en amidon le différencie des céréales cultivées. Les parois du grain de
B. distachyon sont constituées des mémes éléments que les parois des grains des céréales

cultivées.

1.2.3. B. distachyon comme modéle d’études des céréales : les outils disponibles

Au fil des années, de nombreux outils sont venus faciliter 1’utilisation de B. distachyon et

renforcer sa place de plante modele des céreales cultivées et des graminées fourragéres.

Une étude compléte avait d’abord été réalisée a 1’Institut des Sciences Biologiques de
I’Université des Pays de Galles en 2001. Les auteurs ont démontré que, en plus des avantages
précédemment cités (voir paragraphe 2.1), la culture in vitro des tissus de B. distachyon est
possible (Bablak et al, 1995 ; Draper et al, 2001). Des embryons immatures issus de B.
distachyon du génotype turque ABR1 et de génotypes diploides 2n= 2x = 10 ont formé des
cals embryogenes aprés une quinzaine de jours de culture en milieu inducteur de cals qui ont
régenéré des plantes entiéres, méme apres transformation par bombardement de micro-
projectiles chargés en plasmides (Draper et al, 2001). Les plantes régénérées exprimaient le
transgéne (Draper et al, 2001). De plus, tous les génotypes de B. distachyon testés lors de
cette étude sont sensibles a certains agents pathogénes des céréales cultivées tels que Puccinia
reconditia f.sp. hordei et f. sp. triticae responsables de la rouille brune de 1’orge et du blé ou
Puccinia striformis f. sp. hordei et f. sp. triticae responsables de la rouille jaune de I’orge et
du blé ou encore Blumeria graminis agent pathogene de 1’oidium des céréales. Les auteurs ont
montré une variabilité de réponse intéressante entre accessions pour 1’étude des interactions
entre plantes et pathogenes (Draper et al, 2001 ; Vogel & Bragg, 2009 ; Kazan et al, 2012 ;
Schneebeli et al, 2015).

Une banque de chromosomes artificiels bactériens, plus communément appelée BAC,
recouvrant trois fois le genome de B. distachyon a été créée en 2006 a partir de 1’accession
Bd21 (Huo et al, 2007 ; Huo et al, 2008 ; Febrer et al, 2010). Celle-ci a permis de générer
20440 marqueurs de sequences exprimees, ou EST pour « Expressed Sequence Tag », et la
cartographie du génome de B. distachyon (Huo et al, 2007 ; Huo et al, 2009 ; Febrer et al,
2010). Une seconde banque de BAC a été créée a partir des écotypes diploides (2n = 2x = 10)
de B. distachyon ABR1 d’origine turque et ABRS d’origine espagnole (Hasterok et al, 2006).
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Elle comporte 9100 clones dont la longueur moyenne des inserts est de 88 kb, ce qui
représente 1’équivalent de 2,22 génomes. Une troisiéme banque de BAC constituée a partir de

’accession Bd3-1 a été construite recouvrant dix fois le génome (Brkljacic et al, 2011).

Des banques d’EST séquencés correspondant a des banques d’ADNc réalisées a partir de
différents tissus tels que les feuilles, les tiges, les racines, les cals embryonnaires et les grains
en cours de développement ont été créées au DOE JGI (United States Department Of Energy -
Joint Genome Institute) en Californie (Vogel et al, 2006 ; Vogel et al, 2010). Cette banque
comptait 127000 clones en 2010. L’institut RIKKEN au Japon possede aussi 39000 clones
d’ADNc pleines longueurs séquencées (K. Mochida). Une banque d’ADNc a également été
construite au laboratoire Holt de I'universit¢ d’Oklahoma contenant des ADNc de B.
distachyon issus de différentes conditions environnementales telles que différentes

photopériodes ou différents traitements hormonaux (Cao et al, 2011).

Différentes méthodes de transformations ont été développées. Aprés la transformation par
bombardement de microprojectiles aussi appelé biolistique (Draper et al, 2001 ; Christiansen
et al, 2005), des méthodes de transformation utilisant le vecteur Agrobacterium tumefaciens
ont vu le jour, utilisées sur plusieurs génotypes différents (Vogel et al, 2006 ; Vain et al,
2008 ; Pacurar et al, 2008 ; Vogel & Hill, 2008 ; Alves et al, 2009 ; Fursova et al, 2012). Pour
comparaison, la transformation de la lignée BDRO018 par biolistique a une efficacité de 5%
(Christiansen et al, 2005). La lignée BDR018 montre une efficacité de transformation par A.
tumefaciens de 55% (Pacurar et al, 2008). La transformation par A. tumefaciens de la lignée
Bd21 a une efficacité de 17% alors que la lignée Bd21-3 a une efficacité qui peut atteindre
36% (Vogel & Hill, 2008). L’efficacité de transformation varie donc selon la méthode et le
génotype employés mais selon les chiffres publiés, D’efficacité de transformation de B.
distachyon est 1égérement inférieure a celle du riz (36% d’efficacité pour Bd21-3 contre 47%
d’efficacité pour le riz ; Tyagi & Mohanty, 2000).

Bien qu’autogame, il est possible d’effectuer des croisements entre deux individus de B.
distachyon selon une méthode proposée par M. Steinwand et J. Vogel en 2010. Cette méthode
est basée sur la récolte des anthéres matures d’une fleur et sur I’utilisation dans les minutes
qui suivent du pollen prélevé afin de feconder une fleur préalablement émasculée. B.
distachyon étant une poacée non domestiquée, elle possede une grande variabilité naturelle
(Bevan et al, 2010).
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Cette caractéristique peut étre utilisée afin d’étudier et de comprendre la fonction de certains
génes. Le développement de collections de RIL (lignées pures recombinantes) gréce a la
maitrise des croisements entre individus contribue a faire de B. distachyon un atout majeur
pour I’étude de D’interaction entre 1’environnement et 1’expression des genes. Plusieurs
collections de RIL sont disponibles a I'USDA National Plant Germplast System et a
I’Université des pays de Galles a Aberystwyth (Jenkins et al, 2003 ; Vogel et al, 2006 ;
Garvin, 2006 ; Vogel & Hill, 2008 ; Filiz et al, 2009, Vogel et al, 2010 ; Brkljacic et al, 2011).
Les RIL issus de ces différentes collections ont montré des réponses différentes en cas de
stress abiotiques tels que la sécheresse ou le froid (Luo et al, 2011 ; Li et al, 2012). L’équipe

PARSE a également développé quatre populations RILs.

Le génome annoté de B. distachyon (génotypes Bd21 et Bd21-3) (Vogel et al, 2010 ; Bevan et
al, 2010) est disponible en ligne sur des bases de données spécialisées (http://pgsb.helmholtz-
muenchen.de/plant/brachypodium/;http://www.plexdb.org/modules/PD_probeset/annotation.p
hp?genechip=Brachypodium). Ces bases de données comportent des outils bioinformatiques
qui permettent a 1’utilisateur d’obtenir des informations sur 1’annotation fonctionnelle et
structurale de genes. La base de données ELEMENT permet également la prédiction des
séquences promotrices ainsi que celle des sites de liaison aux facteurs de transcription
(Brkljacic et al, 2011). L’expression de divers « genes de ménage » de B. distachyon a été
analysée et ces genes proposés comme génes de référence pour la PCR quantitative (Hong et
al, 2008). Le logiciel accessible sur I’internet QuantPrime (http://www.quantprime.de/) peut
également étre utilisé afin de dessiner des amorces utilisables en PCR quantitative chez B.
distachyon. Depuis 2010, plusieurs variants naturels dont ABR6, ABR8, ABR9, Arnl et Bd1l-
1 ont été séquencés par le DOE JGI dans le but d’étudier la diversité naturelle du génome de

B. distachyon.

Une puce a ADN AFFYMETRIX a été créée au laboratoire Mockler a 1’université¢ de
I’Oregon. Cette puce a ADN contient 2,55 millions de sondes couvrant tous les génes prédits
(incluant les exons et les introns) ainsi que 3,95 millions de sondes ciblant les régions
intergéniques (http://arrays.brachypodium.org/). Une plateforme d’expression, PlaNet
(http://aranet.mpimp-golm.mpg.de/), regroupant les résultats d’hybridations Affymetrix
obtenus a partir de différents tissus et des analyses de co-expression est disponible.
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Aprés avoir démontré que la mutagénese par agent chimique (azoture de sodium et
méthanesulfonate d’éthyle communément abrégé en EMS) était possible chez B. distachyon
(Engvild, 2005), des banque de mutants ponctuels ont été créées (Mur et al, 2011 ; Dalmais et
al, 2013). Couplées a des méthodes d’analyse telles que le TILLING (abréviation de
Targeting Induced Local Lesions in Genomes), il est a présent possible de retrouver parmi ces
banques plusieurs lignées mutées dans un géne d’intérét. Une banque de mutants azoture de
sodium construite a partir du génotype Bd21-3 a notamment été créée a I’'INRA de Versailles,
en partenariat avec ’'URGV d’Evry et sa plateforme de TILLING (McCallum et al, 2000 ;
Till et al, 2007 ; Dalmais et al. 2013). Une banque de mutants EMS a été générée a 1’ Institut
Boyce Thompson de I’université de Cornell. D’autres collections de mutants sont en cours de
construction notamment des collections de mutants d’insertion d’ADN-T telles que les
collections BrachyTag et WRRC T-DNA (Vain et al, 2008 ; Thole et al, 2010 ; Thole et al,
2011 ; Bragg et al, 2012). Les lignées mutées référencées sont indiquées sur le site Grain

Genes (http://wheat.pw.usda.gov/cgi-bin/gbrowse/BrachV10/).

D’autres méthodes de mutation telles que 1’utilisation de VIGS (Virus Induced Gene
Silencing) ont été démontrées comme efficaces sur B. distachyon (Olsen et al, 2006 ; Pacak et
al, 2010 ; Demircan & Akkaya, 2009). L’utilisation de micro-ARN artificiel (amiARN) afin
d’éteindre I’expression de génes choisis a également été développée (Schwab et al, 2006 ;
Ossowski et al, 2008 ; Budak & Akpinat, 2011) et une plateforme d’aide a la création des

séquences amiARN est opérationnelle (http://wmd3.weigelworld.org/cqi-bin/webapp.cqi).

L’utilisation de ces différentes méthodes a déja permis d’obtenir des résultats intéressants que
ce soit dans I’analyse de la paroi végétale telle que 1’identification et 1’obtention de mutants
par TILLING pour le géne codant ’enzyme LACCASES impliquée dans la polymérisation
des lignines et montrant une diminution ainsi qu’une modification de la teneur en lignines des
parois (Wang et al, 2015) ; dans la synthése de composés pariétaux comme la cellulose avec
I’identification et la perturbation de I’expression de deux genes codant pour des unités de
synthése de la cellulose (CESA 4 et CESA 7) par I’expression d’un microARN artificiel
spécifique a ces deux génes (Handakumbura et al, 2013) ; dans le fonctionnement des
phytohormones avec [’obtention d’un mutant ADN-T pour le géne TRYPTOPHAN
AMINOTRANSFERASE-RELATED 2 LIKE (TAR-2 like) de B. distachyon impliqué dans
la syntheése de l'auxine et dont la réduction drastique de I’expression entraine une

modification de I’homéostasie hormonale racinaire (Pacheto-Villalobos et al, 2013).
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Figure 17 : Représentation de la structure d’une chaine de cellulose (E. Jaspard, 2012)
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Ces différents outils sont précieux et sont a presents associés a des plateformes en ligne afin
d’étre accessibles a tous. Les sites internet comme Phytozome, Gramene, CoGe, PlantGDB ou
GrainGenes disposent a présent de modules spécifiques a B. distachyon (Brkljacic et al,
2011).

1.3. Composition des parois cellulaires et particularités des parois de Poacées

1.3.1. La cellulose

La cellulose est la biomolécule la plus abondante sur Terre et constitue de ce fait prés de 50%
de la biomasse terrestre. Commune a toutes les parois végétales, elle correspond a un
polymére linéaire de résidus D-glucose liés par des liaisons glycosidiques de type B-(1,4) et
dont I'unité de base est le cellobiose (figure 17). Les chaines de cellulose sont insolubles et
composées de 2000 a 25000 unités glucose. Elles représentent de 15 a 40% de la paroi
primaire séche (Caffall & Mohnen, 2009). Plusieurs chaines de cellulose s’associent entre
elles par des liaisons hydrogénes et forment des microfibrilles de 3 a 5 nm de diamétre et de
plusieurs micrometres de longueur (Cosgrove, 2005 ; Somerville, 2006). Ces microfibrilles

participent a la solidité de I’ensemble et sont formés de zones amorphes et cristallines.

C’est au niveau de la membrane plasmique que se déroule la synthése de la cellulose dans des
complexes protéiques enchassés dans la membrane (figure 18).Ces complexes protéiques sont
organisés en rosettes de celluloses synthases (ou CESA) (Doblin et al, 2002 ; Cosgrove 2005).
Chaque CESA est une unité catalytique. La CESA polymérise une chaine de cellulose en
créant des liaisons osidiques B-(1,4) entre les monomeres de glucose transportés sous forme
d’UDP-glucose depuis le hyaloplasme. Au niveau d’une rosette, les chaines de cellulose
créées s’accolent et établissent des liaisons hydrogénes spontanées grace a la présence de

nombreux groupements hydroxyles (Sugiyama et al, 1991 ; Cosgrove, 2005).

Des questions restent en suspens sur la composition des complexes de cellulose synthases et
sur les différentes étapes de polymeérisation de la cellulose. La structure publiée de cellulose
synthases interagissant avec 1’UDP-glucose et une chaine de glucanes tend a prouver que
chaque molécule de CESA est impliquée dans la formation d’une chaine de glucanes (Morgan

et al, 2013, Sethaphong et al, 2013).
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Figure 18 : Représentation de la synthése de chaines de cellulose et de leur assemblage en
microfibrilles par une rosette de CESA dans la membrane plasmique des cellules végétale

(issu de Cosgrove, 2005).
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Enfin, la formation des rosettes, la composition des complexes CESA dépendent de 1’espéce
considérée, du type tissulaire et du stade de développement ainsi que du type de paroi

(primaire ou secondaire).

La cellulose est le principal compose de la paroi ciblé comme source de glucose pour la
production de biocarburant de seconde génération. La cristallinité de la cellulose est un
facteur impactant négativement 1’hydrolyse de la cellulose en glucose (Jorgensen et al, 2007).
De plus, ’organisation de la paroi lignocellulosique, notamment la présence de lignines,

limite la conversion de la cellulose en glucose.

1.3.2. Les pectines

Les pectines sont des macromolécules présentes dans toutes les couches de la paroi végétale
mais en quantité variable. Surtout abondantes dans la lamelle moyenne et dans la paroi
primaire non lignifiée des dicotylédones (jusqu’a 35% de maticre séche), elles
représenteraient au maximum 5% de la paroi primaire des Poacées (Vogel et al, 2008). Dans
la paroi secondaire et surtout en présence de lignines, elles ne sont détectées qu’a 1’état de
traces (Vogel et al, 2008). Il existe une grande variabilité de composition et de structure des

pectines dépendante de I’espece végétale et du tissu considéré.

De méme le stade de développement du tissu ou de la cellule influence grandement la teneur

et la composition des pectines des parois.

Les pectines sont des polysaccharides hétérogenes et complexes principalement composés
d’acide galacturonique. Les pectines sont constituées de plusieurs domaines (figure 19) liés de
facon covalente (Caffall & Mohnen, 2009 ; Harholt et al, 2010) :

Les homogalacturonanes, homopolyméres de résidus d’acide galacturonique liés en a-(1,4), et
ses analogues, les xylogalacturonanes, les apiogalacturonanes et les rhamnogalacturonanes I,
possédant des chaines latérales composées d’un seul résidu ou de courtes chaines osidiques,
les rhamnogalacturonanes |, polymeres complexes dont la chaine principale est composée
d’une alternance de rhamnose et d’acide galacturonique liés en a-(1,2) et substituée en O-4
par des chaines latérales de structure variée, et principalement constituées d’arabinose et/ou

de galactose.
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Figure 19 : Representation schématique des différents domaines pectiques connus et de leurs

compositions (d’aprés Harholt et al, 2010)
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Les pectines constituent une matrice amorphe dans laquelle baignent les autres composants de
la paroi. Elles ont un role important dans 1’adhésion cellulaire (Carpita & Gibeaut, 1993 ;
Willats et al, 2001, Jarvis et al, 2003). Elles seraient également impliquées dans la porosité, le

pH et le niveau d’hydratation de la paroi végétale (Mohnen, 2008).

La synthése des pectines est un processus complexe faisant intervenir de nombreuses
enzymes. Apres activation des résidus osidiques dans le cytosol, ceux-ci sont transportés dans
I’appareil de Golgi ou a lieu la synthése des pectines (Delmer, 1999). Les pectines sont
ensuite transférées dans la paroi ou elles s’associent a la matrice extracellulaire (Driouich et
al, 1993). Une fois dans la paroi, les pectines peuvent encore étre modifiées tout au long de la

vie de la cellule par I’intervention de diverses enzymes de remodelage.

1.3.3. Les protéines pariétales

Les protéines représenteraient en général environ 10% de la masse de la paroi primaire des
Eudicotylédones et 1% des parois de Poacées (Vogel et al, 2008). Elles sont séparées en deux
catégories : les protéines structurales, qui contribuent a 1’architecture de la paroi, et les
protéines de remodelage de la paroi, qui interviennent dans les processus de modification des

COMpOSEs pariétaux.

Les protéines structurales sont majoritaires au sein de la paroi végétale. Elles interviennent
dans I’assemblage, I’expansion, le niveau d’hydratation et la perméabilité mais n’ont pas de
propriétés catalytiques. Les protéines structurales sont classées en plusieurs catégories : les
protéines riches en hydroxyproline (HRGP), les protéines riches en glycine (GRP), les
protéines riches en Proline et les arabinogalactanes protéines (AGP). Ces protéines ont une
structure complexe caractérisées par des séquences répétées qui pourraient constituer chacune
un domaine fonctionnel. Ce sont des protéines modifiées par des processus de modifications

post-traductionnelles comme la glycosylation et I’hydroxylation.
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Les proteines de remodelage de la paroi sont principalement des enzymes de modification
des constituants pariétaux. Elles contribuent a la plasticité pariétale en modifiant les composés
polysaccharidiques qui constituent la paroi. Nombreuses et variées, elles sont impliquées dans
le relachement et I’extension de la paroi (les hydrolases telles que les cellulases, les pectines
méthylestérases, les pectines acétylestérases ou encore les féruloylestérases), la
polymérisation ou la dégradation de certains composés pariétaux (peroxydases, laccases,
pectine lyases), la défense contre les organismes pathogenes, la signalisation cellulaire
(Seifert & Roberts, 2007).

1.3.4. Lasilice, la cutine et les cires, des composants des parois des épidermes

La silice est abondante dans la paroi secondaire des Poacées (Vogel et al, 2008 ; Zhang et al,
2015). Elle permet I’augmentation de la rigidité et la résistance mécanique des parois
lignocellulosiques. Elle favoriserait la défense des plantes envers les stress biotiques et
abiotiques. Localisée sous forme d’inclusion dans des tissus spécifiques comme 1’épiderme
des tiges et des feuilles, elle empécherait la pénétration des agents pathogenes. Des études
suggerent également que des apports en silice pourraient augmenter la production de
biomasse mais que la silice génerait la digestibilité des parois (Zhang et al, 2015). Les parois
de I’épiderme peuvent accumuler également des polymeéres d’acides gras, la cutine formant la
cuticule et les cires. Avec la silice, ces polyméres forment une barriére physique (Ma &
Yamaji, 2008). 1l est connu que la cuticule comporte également des acides
hydroxycinnamiques et plus précisément de I’AF et de 1’acide para-coumarique
(Rautengarten et al, 2012 ; Cheng et al, 2013).
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Figure 20 : Représentation schématique de la composition de différentes hémicelluloses
rencontrées dans les parois végétales de diverses especes (d’apres Vibe-Scheller & Ulvskov,

2010)
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1.3.5. Les hémicelluloses

Les hémicelluloses sont des polysaccharides complexes composées de 300 a 5000 oses,
principalement du glucose, du galactose, du xylose, du rhamnose, du fucose et de 1’arabinose
(Vibe-Scheller & Ulvskov, 2010). Elles peuvent également contenir des oses acides tels que
I’acide glucuronique. Lors de la dégradation de la matiére lignocellulosique afin de produire
des biocarburants, les hémicelluloses sont généralement peu exploitées (Yang & Wyman,
2004 ; Jeoh et al, 2007). En particulier dans le cas des Poaceae, elles sont composées
majoritairement de pentoses qui ne sont pas métabolisés par les microorganismes comme les
levures, réduisant ainsi 1’efficacité de la fermentation des produits de saccharification des

parois (Rennie & Vibe-Scheller, 2014).

Les hémicelluloses possedent un role structural majeur. Elles apportent une certaine élasticité
dans les parois jeunes et contribuent au renforcement des parois lignifiées grace aux

interactions qu’elles réalisent avec d’autres constituants pariétaux.

Les hémicelluloses sont classées en plusieurs catégories qui prennent en compte leur
composition. On distingue les xyloglucanes, les xylanes, les mannanes et les -glucanes
mixtes. Les xyloglucanes, les xylanes et les mannanes sont constitués d’une chaine principale
d’oses liés en B-(1,4) sur laquelle vient se positionner des substituants latéraux. La structure

des différents hémicelluloses est schématisée en figure 20.

1.3.5.1. Les xyloglucanes

Les xyloglucanes sont constitués d’une chaine linéaire de résidus glucose liés en B-(1,4) a
laquelle vient se substituer du xylose en a-(1,3). Le xylose peut étre lui-méme substitué par
des unités galactose, eux-mémes pouvant étre acétylés et/ou substitués par des unités de
fucose (figure 20). Les xyloglucanes sont synthétisés dans 1’appareil de Golgi avant d’étre

exportés vers la paroi cellulaire.

Les xyloglucanes sont principalement retrouvés dans les parois primaires des Angiospermes
Eudicotylédones ou leur conformation conférée par les liaisons B-(1,4) leur permettent de
former des liaisons hydrogénes avec les microfibrilles de cellulose (Hayashi et al, 1987 ;
McNeil et al, 1975 ; Vibe-Scheller & Ulvskov, 2010).
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Ces liaisons hydrogene avec les microfibrilles de cellulose favorisent 1’élasticité dans les
parois primaires (Pauly et al, 1999 ; Somerville et al, 2004). Les xyloglucanes sont également
présents en moindre quantité chez les Angiospermes Monocotylédones. La structure fine des

xyloglucanes varie selon I’espéce considérée (Carpita, 1996).

1.3.5.2. Les mannanes

Les mannanes sont des hémicelluloses riches en mannose. On distingue les mannanes purs
constitués d’une chaine de mannoses liés en -(1,4), les glucomannanes qui intégrent en plus
des unités mannoses, des unités glucoses dans leur chaine principale, et les galactomannanes
et galactoglucomannanes dont la chaine principale est substituée par des unités galactoses
(figure 20). Les mannanes sont également synthétisés dans 1’appareil de Golgi avant d’étre
exportés vers la paroi. Les mannanes sont abondants dans les parois des Gymnospermes et des
Ptéridophytes. Chez les Angiospermes, ils sont faiblement représentés (Salmen & Olsson,
1998 ; Carpita, 1996).

1.3.5.3. Les B-glucanes mixtes

Les B-glucanes mixtes sont des hémicelluloses spécifiques des parois primaires des Poacées
(Carpita & Gibeaut, 1993 ; Scheller & Ulvskov, 2010). Ce sont des B-(1,3; 1,4)-glucanes,
composés d’une chaine de résidus glucose ou se succedent des liaisons de type B-(1,3) et B-
(1,4) (figure 20). Ces hémicelluloses ne sont pas ramifiés. Ils sont essentiellement constitués
de blocs de trois a quatre résidus D-glucose liés en B-(1,4) séparés par une liaison B-(1,3)
interrompant la régularité structurale de la chaine et favorisant la flexibilité du polymere. Des
blocs de degré de polymérisation (DP) supérieur (5, 6, 7 et plus) ont également été identifiés
mais ne représentent qu’une faible proportion du polymére (Urbanowicz et al, 2004 ;

Yokoyama & Nishitani, 2004 ; Burton & Fincher, 2009 ; Fincher, 2009).

Une controverse existe au sujet de la localisation subcellulaire de la biosynthése des [-
glucanes mixtes. Par immunomarquage avec des anticorps spécifiques des -glucanes mixtes,
plusieurs équipes n’ont pas réussi a obtenir de signal au niveau de 1’appareil de Golgi
(Philippe et al, 2006 ; Wilson et al, 2006 ; Fincher, 2009) alors que 1’équipe de Carpita
montraient la présence de PB-glucanes mixtes au sein de l’appareil de Golgi dans des

coléoptyles de mais (Carpita et MacCann, 2010).
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Figure 21 : Representation schématique de la composition des xylanes des Eudicotylédones et
des Poacées (issu de Rennie & Vibe-Scheller, 2014)
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Une étude récente a permis de co-localiser par immunomarquage les B-glucanes mixtes et la
protéine impliquée dans leur polymérisation, la CSLF6, dans la membrane plasmique, ces
hémicelluloses seraient assemblés au niveau de la membrane plasmique (Wilson et al. 2015).

1.3.5.4. Les xylanes

Les xylanes sont une famille de polysaccharides constitués d’une chaine linéaire d’unités de
xylose liés en B-(1,4) sur lesquels viennent se substituer plusieurs types de résidus osidiques
et non osidiques et dont la structure dépend des organes et de 1’espece végétale considérés
(Ebringerova & Heinze, 2000; Saulnier et al, 2012). Chez les Angiospermes
Eudicotylédones, les xylanes sont des glucuronoxylanes ; la chaine de xylose est substituée
par de I’acide glucuronique partiellement méthylé (Figure 21 ; Vibe-Scheller & Ulvskov,
2010).

Les (arabino)xylanes des grains de Poacées telles que le blé, le seigle et 1’orge sont trés
¢tudiés car ils jouent un réle important dans 1’alimentation humaine et animale. Ils font partie
des fibres alimentaires bénéfiques pour la santé humaine, par contre, ils ont un role néfaste sur
les performances des animaux d’élevage, en particulier des volailles (Choct et al, 1999). Ces
polysaccharides sont également importants pour les propriétés techno-fonctionnelles des
grains de céréales et leur utilisation en panification, biscuiterie et brasserie (Saulnier et al,
2007).

1.3.5.4.1. Structure des xylanes de Poacées

Les xylanes sont constitués d’un squelette d’unités de xylose reliées en B-(1,4) sur lesquels
viennent se greffer en O-2 et/ou en O-3 des unités monomériques d’arabinose (figure 21). La
fonction alcool primaire en position O-5 de I’arabinose peut étre estérifiée par de I’AF (AF)
ou de I’'pAC. D’autres substituants tels que 1’acide glucuronique et son méthyl-ester, 1’acide-
4-0-méthyl-glucuronique, le xylose ou encore des groupements acétyles sont détectés (figure
21 ; Rennie & Vibe-Scheller, 2014).

La structure des xylanes dépend du tissu considéré (Saulnier et al, 2012). Par exemple, dans le
grain de blé mature, les xylanes de I’albumen sont uniquement composés d’arabinose et de

xylose.
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Figure 22a : Structure des xylanes présents dans les différents tissus du grain de blé mature
(issu de Saulnier et al, 2012).

A : structure d’arabinoxylanes retrouvés dans 1’albumen du grain de blé. B : Structure de
xylanes retrouvés dans le péricarpe du grain de blé. X : xylose, G : galactose, Ga : acide
glucuronique, F : AF, uX : xylose non-substitué, dX : xylose di-substitué, mX3 : xylose O-3

mono-substitué, mX2 : xylose O-2 mono-substitué.

B o A o

Figure 22b : Représentation schématique du niveau de substitution des xylanes de tige de blé
(a), d’albumen de blé (b) et de péricarpe de blé (c).
@ : xylose, A : arabinose, @ : acide glucuronique, A : galactose, @ : groupement acétyle, @ :

acide férulique, @ : acide p-coumarique.
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IIs sont donc décrits comme des arabinoxylanes (AX) avec une substitution de la chaine
linéaire de xylose par des unités monomériques d’arabinose majoritairement en a-(1,2) et a-
(1,3) (figure 22a A). Certains résidus arabinose liés en a-(1,3) peuvent étre estérifiés par I’AF.
En revanche, les xylanes du péricarpe du grain de blé mature et, plus généralement, des
enveloppes externes des grains de Poacées ont une structure beaucoup plus complexe et trés
fortement branchée. En plus des substitutions, la chaine principale de xylose par des
monomeéres d’arabinose et d’acide glucuronique, de courtes chaines latérales de deux ou trois
résidus comportant du xylose, de I’arabinose et parfois du galactose sont également présentes.
De plus, des substituants non osidiques tels que les acides hydroxycinnamiques,
principalement I’AF et en plus faible proportion I’pAC, sont présents sur 1’arabinose des
chaines latérales ainsi que des groupements acétyles sur les résidus xylose du squelette
principal (figure 22a B et 22b). La structure des xylanes des tiges est d’une complexité
moindre avec un taux de substitution du squelette nettement plus faible mais qui reprend les
mémes éléments structuraux que ceux décrits pour les xylanes du péricarpe des grains a
I’exception des chaines latérales comportant deux ou 3 résidus d’oses neutres. Les xylanes des
tiges sont décrits comme des glucurono-arabino-xylanes (GAX) et leur structure est

schématiquement illustrée sur les figures 21 (grasses) et 22b.

1.3.5.4.2. Synthése des xylanes chez les Poacées

Les xylanes sont synthétisés dans 1’appareil de Golgi a partir de précurseurs qui sont les oses
nucléotides sous I’action de plusieurs enzymes (figure 23). Il a longtemps était présumé que
les xylanes étaient produits par des cellulose-synthases like (ou CSL) a I’image d’autres
hémicelluloses synthétisées par des CSL (Richmond & Summerville, 2010 ; Dhugga et al,
2004 ; Burton et al, 2006 ; Doblin et al, 2009). Cependant, des études d’expression des génes
codant pour des glycosyltransférases (GT) pendant la formation des parois secondaires
(Brown et al, 2005 ; Persson et al, 2005) ou dans I’albumen de grain de blé en développement
(Mitchell et al, 2007 ; Zeng et al, 2010 ; Pellny et al, 2012) ont révélé 1’abondance des
transcrits de certains genes de la famille des GT 43 et GT 47. Des lignées déficientes pour ces
génes ont été obtenues pour plusieurs espéces dont A. thaliana et le blé (Lee et al, 2007 ;
Brown et al, 2007 ; Wu et al, 2009, Lovegrove et al, 2013). Ces lignées montrent des defauts
de polymérisation de la chaine principale de xylose (Lee et al, 2007 ; Brown et al, 2007 ; Wu
et al, 2009 ; Lovegrove et al, 2013). Chez A. thaliana, les lignées altérées pour ces GT 43 et

GT 47 montrent un phénotype particulier, le phénotype « irregular xylem ».
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Figure 23 : Synthése des xylanes dans 1’appareil de Golgi des Poacées (adapté de Saulnier et
al, 2007).

Les oses nucléotides sont transportés dans la lumiere du Golgi par des transporteurs de type
Nucleotide Sugar Transporters (ou NST) ou un complexe protéique transmembranaire nommeé
XS pour xylane synthase et composé vraisemblablement des protéines IRX9, IRX10 et IRX14
assemble la chalne principale. Les substituants sont ajoutés par d’autres enzymes comme par
exemple 1’arabinosyltransférase XAT (xylane arabinosyltransférase GT61). L’AF pourrait
étre ajouté aux arabinoxylanes sous forme de féruloylCoA ou d’AF ou encore de féruloyl-
glucose. Le feruloyl-CoA, le substrat le moins controversé, serait ensuite transporté dans
I’appareil de Golgi ou il serait li¢ aux arabinoxylanes par des féruloyltransférases. L’identité
moléculaire des féruloyltransférases n’est pas certaine méme si un clade de la famille des
BAHD acylCoA transférases nommée ici FCoApSFt est actuellement considéré comme
candidat probable. L’pAC est produit au cours de la synthese des lignines. Il serait transféré
aux xylanes sous forme de pAC-CoA par une acyltransférase, la CoCoAT. Les
arabinoxylanes féruloylés seraient ensuite exportés dans la paroi en cours de construction par
des vésicules golgiennes. Les précurseurs: UDP-D-Glc (glucose), UDP-D-GIcA (acide
glucuronique), UDP-D-GalA (acide galacturonique), UDP-D-Xyl (xylose), UDP-L-Ara
(arabinose) et UDP-D-Gal (galactose). Les enzymes : UXE : UDP-D-xylose 4-épimérase,
GAE : UDP-D-acide glucuronique 4-épimérase, CoCoAT : coumaroyl-CoA transférase,
FCoApSFt : féruloyl-CoA - polysaccharide féruloyltransférase, CCR : cinnamoyl-CoA
réductase, CCoAOMT: cafféoyl-CoA O-méthyltransférase, XS : xylane synthase, AT :
arabinosyltransférases, et ? : enzymes inconnues.
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Il est caractérisé par le collapse des vaisseaux du xyléme. C’est pourquoi les génes
correspondants ont été nommés IRX9 et IRX14, génes appartenant a la famille GT 43, et
IRX10, géne appartenant a la famille GT 47 (Lee et al, 2007 ; Brown et al, 2007 ; Wu et al,
20009).

Prédites comme protéines membranaires possédant un seul ancrage a 1’extrémité N-terminal
pour certaines d’entre elles, ces enzymes fonctionneraient en complexes protéiques associées
a d’autres enzymes impliquées dans la synthése ou le transfert des substituants tels que
I’UDP-arabinopyranomutase (de la famille GT 75) qui produit 1’arabinofuranose (Vibe-
Scheller & Ulvskov, 2010; Zheng et al, 2010; Rautengarten et al, 2011) ou la
glucuronyltransférase, appelée aussi GUX (issue de la famille GT 8) qui transfere les résidus
d’acide glucuronique (Mortimer et al, 2010 ; Rennie et al, 2012 ; Oikawa et al, 2010).

La famille GT 61 a été étudiée pour son réle dans la synthese des xylanes en raison de la
différence d’expression de génes appartenant a cette famille entre A. thaliana, dont les
xylanes sont dépourvus d'arabinose, et le riz (Mitchell et al, 2007 ; Sado et al, 2009 ; Pellny et
al, 2012). Des lignées de blé sous-exprimant une GT 61 ont été produites ; ces lignées
montrent une diminution du taux de substitution en position O-3 des xylanes par 1’arabinose.
De plus, en transformant A. thaliana avec le gene GT 61 correspondant ces chercheurs ont fait
produire par la plante des arabinoxylanes (Anders et al, 2012). Un second membre de cette
famille GT 61 a été démontré comme impliqué dans le transfert de résidus de xylose sur le

squelette principal des arabinoxylanes (Chiniquy et al, 2012).

Selon des études récentes, il se pourrait que 1’ajout des esters d’AF et pAC aux résidus
arabinose des AX et des GAX soit catalysé par des enzymes appartenant a la famille des
BAHD (Bartley et al, 2013 ; Piston et al, 2010). Le nom BAHD provient des premiéres lettres
des quatre enzymes caractérisées appartenant a cette famille d’enzymes, BEAT pour
benzyalcool O-acétyltransférase, AHCT pour anthocyanine O-hydroxycinnamoyltransférase,
HCBT pour anthranilate N-hydroxycinnamoyl/benzoyltransférase et DAT  pour
déacétylvindoline 4-O-acétyltransférase (Yang et al, 1997 ; Dudareva et al, 1998 ; Fujiwara et
al, 1997 ; St Pierre et al, 1998 ; St Pierre & De Luca, 2000 ; D’Auria, 2006). La famille
BAHD est donc composée d’enzymes de type acyltransférase catalysant la formation de

composés du métabolisme secondaire des plantes a partir de thioesters coenzyme A (D’Auria,
2006).
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Cette famille est multigénique et comprend plusieurs dizaines de membres classés en
plusieurs clades (Withers et al, 2012). Ces enzymes ont d’abord été identifiées comme
candidates impliquées dans le transfert d’AF sur les xylanes par 1’analyse d’expression
differentielle des familles de protéines entre A.thaliana et le riz (Mitchell et al, 2007). Ces
auteurs se sont intéressés a un clade particulier des BAHD possédant un domaine PF02458.
Des lignées ou I’expression de génes BAHD a été altérée ont été générées notamment chez le
riz. Ainsi une lignée de riz sur-exprimant le géne BAHD OsAT10 a montré une teneur en pAC
estérifié aux xylanes trois fois plus importante que celle des plantes non transformées (Bartley
et al, 2013). La sous-expression de plusieurs BAHD chez le riz a montré une légére
diminution de la teneur en AF estérifié aux xylanes (Piston et al, 2010). Cependant, chez le
blé et B. distachyon, la diminution de I’expression de génes BAHD candidats similaires n’a

pas montré¢ d’effet significatif (Molinari et al, 2013).

Si le réle des BAHD dans le transfert des acides hydroxycinnamiques sur les xylanes est
avéré, des questions restent en suspens car ces enzymes sont cytoplasmiques. En effet, la
polymérisation des xylanes et le transfert d’arabinose ont lieu dans 1’appareil de Golgi et par
immunomarquage avec un anticorps ciblant spécifiquement les arabinoxylanes féruloylés, il a
été montré que ces composés étaient présents dans I’appareil de Golgi (Philippe et al, 2007).
Un intermédiaire cytosolique tel que le féruloyl-UDP-arabinose a été proposé (Buanafina,
2009). Enfin, des études ont démontré que la féruloylation des xylanes pouvait également se

dérouler dans la paroi (Mastrangelo et al, 2009).

Les xylanes formés au sein de I’appareil de Golgi sont ensuite exportés vers la paroi par des
vésicules golgiennes. Au cours de leur maturation, les cellules végétales sont capables de
modifier la structure des xylanes en produisant des enzymes de modification telles que des
trans-B-xylanases, des xylosidases et des arabinofuranosidases (Frankova & Fry, 2011 ; Bosch
et al, 2011 ; Renie & Vibe-Scheller, 2014).

1.3.5.4.3. Fonction des xylanes dans les parois des céréales

Les xylanes semblent ne réaliser que peu de liaisons hydrogene avec les chaines de [3-
glucanes mixtes ou la cellulose du fait de la présence des residus arabinose (Saulnier et al,
2012).
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Tableau 8 : Structure des trois monomeres de lignines

Nom Structure
Alcool p-coumarylique
N
(monomere H) OH
HO
Alcool coniférylique
H,CO N
(monomere G) OH
HO
Alcool sinapylique
H,CO
(monomere S) 3 X OH
HO
OCHj

A) Liaisons condensées

B) Liaisons labiles ou non condensées

HOH,C CHZOH :
CH,OH CH,OH
R

p-0-+4 a—0—4

Figure 24 : Les différentes liaisons entre les monomeres existant dans les lignines. R : H ou
OCHzs (Thése de Barakat, 2007).
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Ils forment cependant des liaisons covalentes avec d’autres chaines de xylanes ou avec les
lignines par I’intermédiaire des acides féruliques qu’ils ont incorporés (Saulnier et al, 2012).
Ceci s’effectue selon un mécanisme de couplage oxydatif (voir paragraphe 3.7 ; Fry, 1986 ;
Wallace et al, 1995). Les xylanes seraient donc impliqués dans 1’assemblage de la paroi, la
cohésion cellulaire et 1’expansion cellulaire (liyama et al, 1994). Dans 1’albumen des grains,
les arabinoxylanes seraient impliqués dans le contréle du niveau d’hydratation de la paroi

(Saulnier et al, 2007 ; Saulnier et al, 2012).

1.3.6. Les lignines

Les lignines constituent le second biopolymere le plus représenté sur Terre, apreés la cellulose
et représentent prés de 30 % du carbone organique terrestre (Ralph et al, 2007). Elles forment
un réseau trés complexe et treés stable puisqu’une fois en place, les lignines ne sont pas
dégradées par la plante. Les lignines sont majoritairement composées de trois différents
monoméres formés apreés la polymérisation d’alcools appelés monolignols. Ces trois
monolignols se distinguent les uns des autres par le degré de méthoxylation de leur noyau
aromatique. L’alcool p-coumarylique qui formera le monomere H ou unité p-hydroxyphényle
n’a pas de groupement méthoxyl, I’alcool coniférylique qui formera le monomere G ou unité
guaiacyle en posseéde un et ’alcool sinapylique qui formera le monomeére S ou unité syringyle

en posséde deux (tableau 8).

1.3.6.1. Structure des lignines dans les parois

Les lignines sont des polymeres aromatiques tridimensionnels a la structure complexe et
hétérogéne (Monties, 1991). Les monomeres de lignines sont liés entre eux par différents
types de liaisons plus ou moins résistantes. Les liaisons carbone-carbone (liaisons 5-5, -1, p-
5 et B-P) et les liaisons diaryl éther (4-O-5) sont appelées liaisons « condensées » car elles
sont résistantes aux différentes réactions de lyses chimiques communes (figure 24). Les
liaisons de type éther (a-O-4, B-O-4) sont appelées liaisons « labiles » ou « non condensées »
car elles sont aisément dégradables par des réactions chimiques usuelles comme lors de
thioacidolyse (figure 24, Thése de Catherine Lapierre, 1986). Parmi les liaisons dites
« labiles », ce sont les liaisons de type f-O-4 qui sont le plus communément trouveées dans les

lignines naturelles. Elles y représentent entre 40 et 60 % des liaisons (Adler, 1977).
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PAL : phénylalanine ammonia-lyase, TAL :tyrosine ammonia-lyase, C4H : cinnamate 4-
hydroxylase, 4CL : 4-coumarateCoA ligase, CCR: cinnamoyl-CoA réductase, C3H :
coumarate 3-hydroxylase, HCT : p-hydroxycinnamoyl-CoA/shikimate p-hydroxycinnamoyl
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caféique/Shydroxyconiféraldéhyde O-méthyl-transférase, CCoOAOMT : caféoylcoenzyme A
O-méthyltransférase, CAD : alcool cinnamylique déshydrogénase, F5H : férulate 5-hydrolase,

PMT : p-coumaroyl-méthyltransférase.

118



La teneur des lignines en liaisons « condensées » augmente avec la proportion en unités H et
G puisqu’elles possédent un carbone C5 libre permettant la formation de liaisons carbone-
carbone. L’augmentation de la proportion d’unités S entraine une élévation de la teneur en

liaisons « non condensees » puisque les unités S sont méthoxyléees en position C5.

1.3.6.2. Synthése des monolignols

La synthese des lignines a été étudiée chez plusieurs organismes comme A. thaliana, le
peuplier, le mais ou encore le sorgho. La voie de biosynthese des monolignols comprend de
nombreuses étapes, dont de nombreux schémas ont été proposés et remaniés ces derniéres

années (figure 25).

La biosynthese des monolignols a lieu dans le cytosol des cellules végétales a partir de la
phénylalanine ou de la tyrosine dans le cas des Poacees (figure 25 B) ou seulement de la
phénylalanine dans le cas des Eudicotylédones (figure 25 A). Elle débute par une
désamination de la chaine latérale de la phénylalanine par la phénylalanine ammonia-lyase
(ou PAL). La cinnamate 4-hydroxylase (ou C4H) vient ensuite hydroxyler le cycle aromatique
pour produire I’pAC. Dans le cas des Poacées, la tyrosine peut étre transformée en pAC par
une PAL a activité tyrosine ammonia-lyase (Roeler et al, 1997). L’pAC est thioestérifiée par
la 4-coumarateCoA ligase (4CL). Cette étape aboutit a la formation de p-coumaroyl-CoA. Ce
composé conduit a la synthése des unités H apres sa réduction réalisée par la cinnamoyl-CoA
réductase (CCR) en p-coumaraldéhyde puis en 1’alcool p-coumarylique par I’alcool
cinnamylique déshydrogénase (CAD). Le p-coumaroyl-CoA est également utilisé par la p-
hydroxycinnamoyl-CoA/shikimate p-hydroxycinnamoyl transférase (HTC) et conduit aux
acides shikimiques ou quiniques. Le p-coumaroyl-CoA peut enfin servir de substrat a la voie
de synthese aboutissant a la formation de différents phénylpropanoides tels que les
flavonoides et les stilbénes (cette voie est différente de celle des lignines). A partir des acides
shikimiques ou quiniques, la coumarate 3-hydroxylase (C3H) catalyse une hydroxylation
donnant un substrat retraité par la HTC et aboutissant a la formation de cafféoyl-CoA
(Hoffmann et al, 2004). La cafféoyl-CoA 3-O-méthyltransférase (CCoOAOMT) intervient alors
en O-méthylant en position trois le cycle aromatique de la cafféoyl-CoA produisant ainsi le
féruloyl-CoA (Ye et al, 1994 ; Inoue et al, 1998). Ce composeé est alors pris en charge par la

cinnamoyl-CoA réductase (CCR) qui va le réduire en coniféraldéhyde.
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Le coniféraldéhyde peut étre utilisé comme substrat par [’alcool cinnamylique
déshydrogénase (CAD) afin de produire de ’alcool coniférylique, c’est-a-dire le monomeére
G. Le coniféraldéhyde ainsi que I’alcool coniférylique peuvent également servir de substrat a
la férulate 5-hydrolase (F5H) afin de fournir respectivement du 5-hydroxyconiféraldéhyde ou
de I’alcool 5-hydroxyconiférylique. Ces deux composés sont ensuite pris en charge par I’acide
caféique/acide 5-hydroxyféruliqgue O-méthyltransférase (COMT) qui va les méthoxyler en
position cinq du cycle aromatique produisant respectivement du sinapaldéhyde et ’alcool
synapylique, c¢’est-a-dire le monomeére S. Le sinapaldéhyde peut également, sous 1’action de la

CAD, se transformer en monomere S.

Les monolignols sont polymérisés en lignines mais peuvent étre également couplés pour
former des lignanes, composés phénoliques formés de deux unités monolignols (Schmidt et
al, 2010 ; Wang et al, 2013). De plus, beaucoup d’enzymes et d’intermédiaires de la voie de
biosynthese des monolignols sont impliqués dans la production de composés phénoliques
divers (figure 30).

Des voies annexes ont été proposées notamment pour la synthése de I’AF (voir paragraphe
1.3.7 et figure 25 B).

1.3.6.3. Transport et polymérisation des monolignols

Le dépdt de lignines s’effectue apres 1’arrét de la croissance des cellules, lors de la mise en
place de la paroi secondaire. La proportion de lignines dans une cellule augmente de la
lamelle moyenne a la paroi secondaire (Hatfield & Vermerris, 2001). La composition en
monomeres H, G et S des lignines varie également suivant le type cellulaire, le tissu, le niveau
de maturité de la plante mais aussi 1’origine botanique (Lapierre et al, 1986 ; Billa & Monties,
1995 ; Chesson et al, 1997 ; Monties, 1998). Alors que les lignines de Gymnospermes sont
principalement constituées de monomeres G, celles d’Angiospermes possedent en plus des
monomeres S (These Catherine Lapierre, 1986 ; Vogel et al, 2008). Les lignines de Poacées
sont composeées principalement de monomeéres G et S et de fagon minoritaire, de monomeres
H (figure 26, Sun et al, 1997 ; Vogel et al, 2008). La présence de ces monomeres H en
quantité non négligeable permettrait une plus grande fréquence des liaisons condensées dans

la matrice de lignines (Lapierre, 1993).
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Les monolignols sont des composés toxiques et trés reactifs. 1l semblerait que, apres leur
synthése dans le cytosol, les monolignols soient « inactivés » et stockes sous forme glycosylée
par les glucosyltransférases UDP-dépendantes appelées communément UGT (Donaldson,
2001). lls seraient ensuite transportés vers la paroi par des transporteurs ABC (figure 27 ;
Samuels et al, 2002 ; Boerjan et al, 2003 ; Kaneda et al, 2008). Dans la paroi, ils seraient
déglycosylés pour étre activés sous I’action de glucosidases avant d’étre polymérisés (figure
27 ; Bonawitz & Chapple, 2010). La polymérisation des monolignols activés a lieu par
couplage radicalaire sous 1’action de peroxydases et de polyphénol oxydases/laccases

(Christensen et al, 2001 ; Boerjan et al, 2003).

La lignification des parois commence au niveau de la lamelle moyenne, se poursuit au sein de
la paroi primaire avant d’atteindre la paroi secondaire. Elle débute au niveau des angles de la
cellule avant de s’étendre au reste de la matrice de polymeres (Donaldson, 2001). Elle
commence par l’arrivée des précurseurs G et H qui diffuseraient dans la matrice
extracellulaire avant d’€tre polymérisées sous I’action des peroxydases et des laccases. En fin
de lignification, les précurseurs d’unités S sont intégrés a la matrice de lignines (He &
Terashima, 1990 ; He & Terashima, 1991).

La distribution des monomeres H, G et S dans la matrice de lignines est dépendante de
I’espece considérée ainsi que du stade de développement (Barricre et al, 2007). Les lignines
sont apparues chez les Trachéophytes il y a 420 millions d’années et ont sans doute fortement
contribuées a 1’adaptation des plantes a une vie en milieu terrestre (Weng & Chapple, 2010).
Les lignines se sont petit a petit complexifiées avec 1’apparition des Gymnospermes contenant
principalement des monomeres G et des traces de monomeres H il y a 350 millions d’années,
puis avec ’apparition des Angiospermes dicotylédones il y a 250 millions d’années contenant
des quantités équivalentes de monomere G et S et des traces de monomeres H. Les Poacées,
apparues il y a 50 a 70 millions d’années, possedent des lignines composées de ces trois unités

(Weng & Chapple, 2010 ; Murat et al, 2012).
D’autres composés phénoliques tels que I’AF et I’pAC ou encore le coniféraldéhyde, le

sinapaldéehyde et les lignanes peuvent étre incorporés lors de la polymérisation des lignines,

mais en proportion inférieure par rapport aux unités H, G et S.
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Tableau 9 : Structure des principaux acides hydroxycinnamiques rencontrés dans les parois

des végétaux

Nom

Structure

pAC

Acide caféique

OH
jons
HO
O

AF

HO
HO
O

Acide 5-hydroxyférulique

OH
Acide sinapique @)
HsCO o
HO
OCHj
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Le coniferaldéhyde et le sinapaldehyde sont des intermédiaires de la voie de biosynthese des
monolignols ainsi que I’pAC chez les Poacées. L’AF est un acide hydroxycinnamique
proposé comme étant produit au cours ou en marge de la voie de biosynthese des

monolignols.

1.3.6.4. Fonction des lignines dans la paroi des Poacées

Les lignines constituent une matrice amorphe qui occupe la place laissée libre par les autres
constituants de la paroi, venant renforcer celle-ci. Le caractére hydrophobe des constituants
des lignines assurent également I’ imperméabilité de la paroi lignifiée. Les lignines contribuent
au port érigé de la plante. Une fois lignifiée, la forme d’une cellule ne sera plus modifiée par
la pression de turgescence. Les lignines contribuent a la résistance des cellules aux contraintes
mécaniques telles que la compression ou encore a la résistance des cellules du xyléme qui

assurent la conduction de la séve brute.

Le dépdt de lignines peut également intervenir en réponse a un stress biotique ou abiotique,

les lignines permettant alors la diminution de la dégradabilité des parois.

Les lignines de Poacées possédent plusieurs spécificités telles que des pAC acylés aux unités
S (Ralph et al, 1994 ; Grabber, 1996), des liaisons entre les monomeres G et les
arabinoxylanes via des ponts d’AF (Jacquet et al, 1995) et une forte proportion en composés
phénoliques libres (Lapierre, 1993). Les lignines de Poacées sont par conséquents aisement
hydrolysables en milieu alcalin, contrairement aux lignines d’ Angiospermes Eudicotylédones

(Lapierre, 1993).

1.3.7. Les acides hydroxycinnamiques

Les acides hydroxycinnamiques, tels que I'AF ou I’'pAC, sont des composes phénoliques
(tableau 9). La distribution en acides hydroxycinnamiques est dépendante de I’espéce et de
I’organe étudiés. Dans les parois des Poacées, I’AF et I’'pAC sont majoritaires, suivis de fagon
moins importante, des acides caféique, 5-hydroxyferulique et sinapique (Yamamoto et al,
1987, tableau 9).
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Les acides hydroxycinnamiques contribuent a 1’architecture de la paroi et participent a
I’établissement de pontages covalents entre les différents polymeéres parié¢taux (Helm &

Ralph, 1993 ; Ralph et al, 1994).

1.3.3.7.1. Liaisons des acides hydroxycinnamiques dans les parois

Les acides hydroxycinnamiques sont des molécules bi-fonctionnelles : elles sont capables
d’engager leur fonction carboxylique dans une liaison ester et leurs groupements hydroxy-

phénols dans des liaisons éthers (Scalbert et al, 1985 ; Jacquet et al, 1995).

Dans les parois, I’AF est 1i¢ aux xylanes par une liaison de type ester (figure 28 A et 28 B). Il
peut servir de pont entre les xylanes par formation de dimeres d’AF ou ponts diférulates
(figure 28 A). Ces dimeres d’AF sont formés par couplage oxydatif suivant un mécanisme
similaire a la dimérisation des monolignols. Des oxydases, dont les peroxydases, seraient
impliquées dans ce processus (Burr & Fry, 2009). L’AF peut également étre 1ié aux lignines
par couplage radicalaire au niveau du carbone 3 des unités de lignines en formant une liaison
éther sous 1’action de peroxydases ou de polyphénol oxydases (figure 28 A et 28 B ; liyama et
al, 1984, Lam et al, 1992 ; Jacquet et al, 1995). L’AF impliqué dans les liaisons éthers avec
les lignines est également lié aux xylanes par des liaisons esters. Ces liaisons sont trés
importantes pour I’assemblage des parois et sont proposées comme le point de nucléation des
lignines, c’est-a-dire le point de départ de la polymérisation des monolignols au sein des

parois.

L’pAC est majoritairement lié aux unités S des lignines par des liaisons esters et est
également lié a environ 10% des unités G chez le mais (Ralph et al, 1994 ; Grabber et al,
1996) (figure 28). On peut également le retrouver estérifié aux arabinoxylanes dans les parois
de certaines Poacées comme le blé (Saulnier et al, 2007 ; Vibe-Scheller & Ulvkov, 2010). II
n’a jamais été observé de dimeres de pAC issus de couplage oxydatif in planta mais il existe
des dimeres issus de réactions photochimiques (catalysées par les UV) nommés acides
truxillique et truxinique (Ralph et al, 1994 ; Krauze-Baranowska, 2002). Ces dimeéres seraient
impliqués dans la défense contre les pathogenes (Hartley & Morrison, 1990 ; Bergvinson et
al, 1994 ; Grayer & Harborne, 1994 : Ralph et al, 1994). Ils devraient étre capables de coupler
des chaines d’AX entre elles et un couplage AX-lignines ne sont pas a exclure (Hartley &
Morrison, 1990 ; Krauze-Baranowska, 2002).
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L’AF peut étre intégré aux pectines de certaines Eudicotylédones de 1’ordre des
Caryophyllales auxquelles appartiennent plusieurs especes d’intérét agronomique telles que la
betterave, la betterave sucriére, les épinards ou encore des plantes ornementales comme le
bougainvillier. Au sein des parois primaires de ces plantes, ’AF serait li¢ aux résidus
galactose et arabinose des chaines latérales des pectines par des liaisons de type ester (Harris
& Trethewey, 2010).

L’AF et I’'pAC sont également intégrés a la cutine et a la subérine qui sont des polymeres
aliphatiques complexes présents au niveau des cellules de 1’épiderme des plantes (Riley &
Kolattukudy, 1975). Des BAHD ont été identifiées comme impliquées dans le transfert d’AF
sur les cutines d’A. thaliana chez les mutants Deficient in Cutin Ferulate (Rautengarten et al,
2012).

1.3.7.2. Synthése des acides féruligue et p-coumarique chez les Poacées et transfert sur

les xylanes et les lignines

Les acides hydroxycinnamiques sont issus de la voie de biosynthése des phénylpropanoides
qui inclut la voie de biosynthese des monolignols (voir paragraphe 1.3.6). lls sont synthétisés
dans le compartiment cytosolique des cellules végétales.

Il a été proposé que I'AF serait produit par la COMT par O-méthylation de 1’acide caféique
(Davin & Lewis, 1992 ; Humphreys et al, 1999 ; Osakabe et al, 1999 ; Li et al, 2000 ; Parvathi
et al, 2001), mais cette hypothese provenait du fait que in vitro des COMT catalysaient la
transformation de I’acide caféique en AF. Par ailleurs, une association génétique significative
entre un variant de gene codant pour une COMT et la teneur en arabinoxylanes féruloylés
solubles du grain chez le blé a également été observée (Charmet et al, 2009 ; Ma & Xu, 2008).
Cependant, 1’analyse de mutants COMT de mais et de sorgho a montré que, bien qu’affectés
dans la synthese de lignines, ces mutants ne sont pas altérés dans la teneur en ester ou éther
d’AF (Vignols et al, 1995 ; Bout & Vermerris, 2003). Des travaux de dérégulation de la
COMT ont conduit aux mémes résultats chez le mais et la canne a sucre (Piquemal et al,
2002 ; Jung et al, 2013). L’intervention d’une aldéhyde déshydrogénase a également été
proposée pour former I’AF a partir du coniféraldéhyde chez les Eudicotylédones en raison
d’une activité coniféraldéhyde déshydrogénase (et sinalpaldéhyde déshydrogénase) montrée

par la protéine recombinante REF1 (figure 29 ; Nair et al, 2004).
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Il est a noter que le mutant refl n’était lui affecté que dans sa teneur en acide sinapique et
donc pour I’activité sinalpaldéhyde déshydrogénase (Nair et al, 2004). Le modéle proposé
actuellement suggere que I’AF et I’pAC ne seraient pas directement transférés sur les xylanes
et les lignines, mais que ce serait plutét leurs esters-CoA, c’est-a-dire le féruloyl-CoA et le
coumaroyl-CoA, qui seraient transférés. Ces deux molécules sont des intermédiaires dans la
voie des monolignols, le coumaroyl-CoA provenant de 1’action de la 4CL et le féruloyl-CoA
de I’action de la CCoAOMT (voir paragraphe 1.3.6 ; voir figure 25).

Nous avons vu précédemment (voir paragraphes 1.3.5 et 1.3.6) que plusieurs hypotheses
coexistent pour expliquer le transfert du féruloyl-CoA et du coumaroyl-CoA sur les xylanes et
les lignines. La littérature récente implique des membres de la famille BAHD pour la
féruloylation (Piston et al, 2010) et la coumaroylation des arabinoxylanes (Bartley et al,
2013). Cette méme famille a été impliquée dans la féruloylation et la coumaroylation des
lignines et de la cutine (Withers et al, 2012 ; Petrik et al, 2014 ; Molina et al, 2009 ;
Rautengarten et al, 2012).

Si la coumaroylation de 1’alcool sinapique se déroule dans le cytosol, la localisation
subcellulaire de la feruloylation fait débat puisque, comme vu précédemment au paragraphe
1.3.5, elle pourrait avoir lieu dans le cytosol, dans I’appareil de Golgi et dans la paroi.
L’accumulation d’AF et de pAC serait découplée dans le temps. L’AF s’accumulerait
principalement durant la polymérisation des unités G alors que I’pAC serait intégré de fagon
plus tardive dans les parois, au moment de la polymérisation des unités S (He & Terashima,
1989).

1.3.7.3. Fonction des acides féruligue et p-coumarique dans les parois des Poacées

Les acides hydroxycinnamidques et tout particulierement 1I’AF possédent un rdle essentiel et
central au sein du réseau pariétal. Les parois des Poacées en sont d’ailleurs particuliérement

riches.

Comme les lignines, les acides hydroxycinnamiques, essentiecllement 1’acide férulique, sont
fortement impliqués dans le phénomeéne de récalcitrance des parois aux processus de
dégradation, que ce soit en ce qui concerne la digestibilité des fourrages de mais par exemple

ou la saccharification de la biomasse lignocellulosique.
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Il a été déemontré chez le mais notamment qu’une diminution de la teneur en AF des pailles
aboutissait a une meilleure extractibilité des polysaccharides pariétaux (Casler & Jung, 1999 ;
Lam et al, 2003 ; Grabber, 2005 ; Casler et al, 2008 ; Jung & Philips, 2010 ; Jung et al, 2011 ;
Barros-Rios et al, 2012).

Dans les parois secondaires, I’AF, en servant de ponts entre les arabinoxylanes et les lignines,
renforce les parois et compacte le réseau pariétal (Chesson et al, 1997). L’AF estérifi¢ aux
arabinoxylanes servirait également de point d’ancrage a la polymérisation et a la réticulation
des lignines par des liaisons éther ou carbone - carbone renforcant ainsi la structure pariétale
(Ralph et al, 1995 ; Grabber et al, 2000 ; Grabber et al, 2002).

1.3.8. Les O-méthyltransférases impliguées dans la synthése des lignines

La biosynthése des lignines fait intervenir des enzymes appartenant aux O-méethyltransférases.
Au cours de ce travail, nous nous sommes intéressés a deux types d’O-méthyltransférases
I’acide caféique/acide 5-hydroxyférulique O-méthyltransférase (COMT) et la cafféoyl-
coenzyme A 3-O-méthyltransférase (CCoOAOMT).

1.3.8.1. Mécanisme de fonctionnement des O-méthyltransférases

Les O-méthyltransférases sont des enzymes capables, en présence d’un co-facteur tel que le
S-adénosylméthionine (SAM), de transférer un groupement méthyl a un oxygene. Les O-
méthyltransférases sont classées en deux familles, ’'une est composée d’enzymes agissant sur
divers métabolites tels que les acides hydroxycinnamiques, les flavonoides et les alcaloides
alors que I’autre contient des enzymes telles que les CCOAOMT et les OMT capables de
méthyler les groupes carboxyles aliphatiques (Lam et al, 2007).

1.3.8.2. La COMT

L’acide caféique/acide 5-hydroxyferulique O-méthyltransférase (COMT, EC 2.1.1.68) est une
enzyme appartenant au type-1 de la famille des O-méthyltransférases S-adenosylmethionine
(SAM)-dependante (Noel et al, 2003 ; Roje et al, 2006).
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Cette enzyme d’environ 360 acides aminés de longueur posséde un site de dimérisation
localisé dans son domaine N-terminal et ne nécessite pas la présence de cations divalents pour
fonctionner (Kagan & Clarke, 1993 ; Joshi & Chiant, 1998 ; Noel et al, 2003 ; Roje et al
2006). Ces caractéristiques permettent de distinguer les OMT de type 1, auquel appartient la
COMT, des OMT de type 2, auquel appartient la CCOAOMT (Lam et al, 2007 ; Louie et al,
2010). La COMT est impliquée dans la voie de biosynthése des lignines. Dans le cytoplasme,
elle catalyse des réactions d’O-méthylation en position 3 ou 5 du carbone du cycle mais ne

possede aucune activité sur la position 4 du carbone (Bhuiya & Liu, 2010, Louie et al, 2010).

Des expériences in vitro ont démontré que la COMT peut utiliser différents types de substrats.
La COMT de luzerne, de blé et de tremble se sont montrées capables d’utiliser par ordre de
préférence le 5-hydroxyconiféraldéhyde, le caféoylaldéhyde, I’alcool 5-hydroxyconiférylique,
le caffeoyl alcohol, I’acide 5-hydroxyférulique et 1’acide caféique (Davin & Lewis 1992 ;
Humphreys et al. 1999 ; Osakabe et al. 1999 ; Li et al, 2000 ; Parvathi et al, 2001 ; Zubieta et
al 2002, Ma & Xu, 2008).

Le substrat in vivo de la COMT serait le 5-hydroxyconiféraldéhyde (Figure 9) (Zubieta et al.,
2002; Louie et al., 2010; Green et al., 2014), précurseur des unités S de lignines.

Des études de séquences protéiques d’OMT de plantes avaient permis d’identifier des motifs
retrouvés chez les COMT de plantes (Kangan & Clarke, 1993 ; Joshi & Chiant, 1998 ; Noel et
al, 2003 ; Lam et al, 2007) que 1’on soupgonnait comme impliqués notamment dans la
dimérisation de la protéine ou sa liaison au co-facteur SAM. La cristallisation de la COMT de
la luzerne (Zubieta et al, 2002) puis celle plus récente de I’ivraie (Louie et al, 2010) ont

permis d’identifier les motifs nécessaires a I’activité enzymatique.

L’analyse du génome d’A. thaliana et du riz a mis en évidence 17 et 11 génes COMT-like.
Plusieurs mutants affectés pour la COMT ont été décrits. Les mutants COMT du mais (bm 3)
et du sorgho (bmr 12, bmr 18 et bmr 26) présentent une coloration brune localisée au niveau
de la nervure centrale des feuilles (Vignols et al, 1995 ; Bout & Vermerris, 2003) et celui du
peuplier, une coloration rose des tiges (Jouanin et al, 2000). Il s’agit du phénotype "brown
midrib”, db a I’accumulation d’unités 5-hydroxyguaiacyl oxydés (5-OHG) dans la paroi

végétale des tiges et des feuilles.
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Figure 30 : Schéma de la synthese des phénylpropanoides chez les plantes (issu de Vanholme

et al, 2012).



Ce phénotype n’est pas observé chez le mutant COMT omtl d’A. thaliana (Goujon et al,
2003) et les tabacs comportant une construction RNAI ciblant la COMT (Atanassova et al,
1995). Les mutants COMT montrent en général une diminution de la teneur en lignines
modérée par rapport a d’autres mutants affectés pour d’autres enzymes de la voie de synthése
des monolignols comme la C4H et ’HCT (Chen et Dixon 2007). Chez tous ces mutants, il est
observé une diminution (ex: bm3) voire une absence (ex: omtl d’Arabidopsis) d’unité S de

lignines dans les tiges.

La présence de résidus 5-OHG ainsi que le fait que ces plantes soient de simples mutants
suggerent qu’une seule COMT agit dans la biosynthése des unités S de lignines chez A.
thaliana. Chez le mais, 40% des monomeres S de lignines sont encore présents chez les
lignées bm3, ne permettant pas une telle conclusion bien qu’il y ait également une
accumulation de résidus 5-OHG. Les résidus 5-OHG sont considérés comme étant un
indicateur d’une déficience ou d’une absence de COMT (Piquemal et al, 2002). Il est
également constaté chez ces plantes une diminution de la quantité de pAC lié a la paroi
vraisemblablement parce que I’pAC est majoritairement lié aux unités S. Peu voir aucun
impact sur la quantité¢ d'AF li¢ aux parois des tiges n’a été montré dans les mutants comme
bm3 ou la teneur en AF a été analysé (Piquemal et al, 2002 ; Barriére et al, 2004). Chez A.
thaliana, le mutant omtl est également altéré dans la synthése de composés phénoliques
solubles (tels que le sinapoylmalate) et dans la teneur en isorhamnétine glycosides (Goujon
2003 ; Do 2007). Ces résultats ont montré que ’AtCOMT]1 était impliquée dans la synthese
des lignines et également dans la synthese du sinapoyl malate et des dérivés de
I’isorhamnétine. Les composés phénoliques solubles, sont issus du métabolisme secondaire
végétal et constituent un groupe vaste et complexe de molécules possédant comme point
commun la présence d’un ou de plusieurs noyaux aromatiques ainsi qu’un ou plusieurs
groupements hydroxyles. Les coumarines, les stillbénoides, les flavonoides, les anthocyanes
font partis des composés phénoliques solubles. Au cours de ces processus de synthese,
certaines enzymes également impliquées dans la synthese des lignines entrent en jeu, comme
c’est le cas pour la COMT (figure 30 ; Vanholme et al, 2012).

Un gene codant une COMT impliquée dans la synthese des monolignols a donc été identifié

chez plusieurs espéces.
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La voie de synthese principale est encadrée de noir. Les enzymes identifiées avec un
astérisque possedent des mutants identifiés. AD : arogénate déshydrogénase; ADT :
arogénate déshydratase : AS : anthranilate Synthase ; AS: anthocyanidine synthase ; AT :
amino-transférase ; ATs: acyltransférases; CHI: chalcone isomérase ; CHS : chalcone
synthase ; CM : chorismate Mutase ; CS: chorismate synthase ; DFR : dihydroflavonol 4-
réductase ; DHS : 3-déoxy-D-arabino-heptulosonate 7-phosphate synthase ; DHQD/

SD : 3-déshydroquinate déshydratase/shikimate déshydrogénase ; DQS : 3-déshydroquinate
synthase ; EPSPS : 5-énolpyruvylshikimate-3-phosphate synthase ; F3H : naringenine 3-
dioxygénase ; F39H : flavonoide 3-hydroxylase ; F69H : féruloyl-CoA 6-hydroxylase ; FLS :
flavonol  synthase; HCALDH: hydroxycinnamaldéhyde Déshydrogénase; ICS:
isochorismate  synthase; IGPS: indole-3-glycérol phosphate synthase; PAI:
phosphoribosylanthranilate Isomérase ; PAT : phosphoribosylanthranilate transférase ; PD :
préphénate déshydrogénase ; SGT : sinapate 1-glucosyltransférase ; SK : shikimate kinase ;
SMT : sinapoylglucose:malate sinapoyltransférase ; SST : sinapoylglucose:sinapoylglucose
sinapoylglucosetransférase ; TSA : tryptophane synthase sous-unité A ; TSB: tryptophane
synthase sous-unité B ; UGT : UDP-glucosyltransférase.

La COMT est encadrée en rouge, la CCoOAOMT est encadrée en bleu. Les composés
phénoliques solubles mesurés lors du dosage des flavonoides sont indiqués par une étoile
bleue.
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1.3.8.3. La CCOAOMT

La cafféoyl-coenzyme A 3-O-méthyltransférase (CCoOAOMT) est une enzyme appartenant au
type-2 de la famille des O-méthyltransférase (EC 2.1.1.104). De plus petite taille que la
COMT, elle posséde un site de liaison au SAM, un site de dimérisation et son activité
catalytique nécessite la présence de cations divalents Ca?* (Vidgren et al, 1994 ; lbrahim et al,
1998 ; Martin & McMillan, 2002 ; Ferrer et al, 2005). De par son mécanisme d’action, cette
enzyme est plus proche de la catéchol-OMT de mammifere que de la COMT (Salminen et al,
1990 ; Bertocci et al, 1991). La CCoOAOMT est impliquée dans la voie de biosynthése des
lignines (Ye et al, 1994). Dans le cytoplasme, elle catalyse la premiére réaction d’O-
méthylation qui a lieu en position 3 du cycle aromatique du cafféoyl-coA et le 5-

hydroxyféeruloyl-coA aboutissant a la formation du féruloyl-coA et du sinapoyl-coA.

In vitro, il a été démontré une préférence de I’enzyme pour le caféoyl-coA chez différentes
espéces telles que A. thaliana, la luzerne, le peuplier, le tabac, le riz et le blé (Inoue et al,
1998 ; Maury et al, 1999 ; Meyermans et al, 2000 ; Parvathi et al, 2001, Goujon et al, 2003 ;
Zhao et al, 2004 ; Do et al, 2007 ; Zhang et al, 2015).

Les séquences protéiques de plusieurs CCOAOMT ont été étudiées notamment celle du
peuplier et du faux-mimosa (Pagadala et al, 2009, Phogat et al, 2010). Ces études ont mis en

évidence les sites de liaisons avec leurs substrats.

L’analyse du génome d’A. thaliana et du riz a mis en évidence 10 et 9 génes CCOAOMT-like
(Goujon et al ; 2003, Yokoyama et Nishitani, 2004). Le mutant ccomt-1 d’A. thaliana montre
par rapport au sauvage une différence minime dans sa quantité de lignines globale. 1l y est
cependant mesuré plus d’unités H et S et moins d’unités G conduisant a une légere
augmentation du ratio S/G. La teneur en composés phénoliques solubles est modifiée chez ce
mutant. La teneur en isorhamnétine 3-O-glucoside 7-O-rhamnoside est diminué de 50% et en
sinapoyl malate de 80%. Les vaisseaux du xyléme sont collapsés (Do et al, 2007). Il a été
observé chez des peupliers, des tabacs et dans les pailles de mais transgéniques contenant des
constructions d’interférence ARN ciblant la CCoAOMT une diminution de la quantité de
lignines et une augmentation du rapport S/G (Meyermans et al, 2000 ; Wei et al, 2008 ;
Zhong, 1998, Zhong, 2000 ; Li et al, 2013). Un géne codant une CCoOAOMT impliquée dans

la synthese des monolignols a donc été identifié chez plusieurs espéces.
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1.4. Objectifs de la thése et stratégie mise en place

A Dorigine, le projet de thése avait pour objectif d’améliorer la compréhension des voies de
synthese des acides hydroxycinammiques qui sont des composés phénoliques liés aux
polyméres dans les parois végétales. Plus particuliérement, notre intérét s’est porté sur la
synthése de I'AF chez les Poacées. Dans les parois des Poacées, I’AF est impliqué dans les
liaisons avec différents polymeres pariétaux comme les lignines, les arabinoxylanes, la cutine.
Dans les tiges et les organes lignifiés, les acides féruliques permettent notamment la
formation de ponts entre les arabinoxylanes et les lignines, renforcant la structure pariétale
(Jacquet et al, 1995). L’AF est supposé étre un point d’amorce a la polymérisation des
lignines dans les parois (Ralph et al, 1995 ; Grabber et al, 2000 ; Grabber et al, 2002). Dans
les albumens de grains de Poacées, organes peu lignifiés, les acides féruliques sont liés aux
arabinoxylanes et sont impliqués dans 1’établissement de liaisons entre chaines
d’arabinoxylanes. La synthése de I’AF est encore mal connue in vivo. Sur la base d’études
réalisées in vitro, il a été proposé qu’il serait formé par O-méthylation de I’acide caféique par
la COMT, enzyme également impliquée dans la voie de biosynthése des lignines (Davin &
Lewis, 1992 ; Humphreys et al, 1999 ; Osakabe et al, 1999 ; Li et al, 2000 ; Parvathi et al,
2001). En faveur de cette hypothese, une corrélation avait été observée entre un allele COMT
de bl¢ et la teneur en arabinoxylanes féruloylés de I’albumen de grains (Charmet et al,
2009).Toutefois, des analyses réalisées sur des mutants COMT ont révélé que ces mutants ne
sont pas affectés dans leur teneur en AF lié aux parois des tiges (Vignols et al, 1995 ; Bout &
Vermerris, 2003 ; Barri¢re et al, 2004). L’albumen des grains des Poacées est un organe
pauvre en lignines mais ses parois contiennent des acides féruliques. Quels sont le ou les
génes OMT impliqués dans la synthése de I’AF in planta ? Est-ce que ces génes sont les
mémes dans la tige et dans le grain des Poacées ? Est-ce que ces genes sont les mémes que

ceux impliqués dans la synthese des monolignols ?

Pour tenter de répondre a ces questions, nous nous sommes intéressés a deux activités
enzymatiques, la COMT et la CCoAOMT. La COMT catalyse des réactions d’O-méthylation
en position 3 ou 5 du carbone du cycle mais ne posséde aucune activité sur la position 4 du
carbone (Bhuiya & Liu, 2010 ; Louie et al, 2010). Sa réaction privilégiéee est la conversion du

5-hydroxyconiféraldéhyde en sinapaldéhyde, le précurseur des unités S de lignines.
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La CCoAOMT est impliquée dans la premiéere étape de méthylation de la voie de biosynthese
des lignines. Elle méthyle en position 3 le cycle aromatique du caféoylCoA ou du 5-
hydroxyféruloylCoA, produisant respectivement le féruloylCoA et le sinapoylCoA, bien

qu’elle montre in vitro une préférence pour la premiére réaction (Parvathi et al, 2000).

Nous avons choisi d’utiliser comme objet d’étude la plante modeéle des Poacées des régions
tempérées Brachypodium distachyon. Elle posséde plusieurs avantages comme un génome de
petite taille, séquencé et annoté. Plusieurs outils facilitant 1’é¢tude de B. distachyon sont
d’ailleurs disponibles comme I’existence de banques de mutants, de puces a ADN ou encore
la possibilité de créer des plantes transgéniques stables (pour plus de détails, se référer a la

partie 2 de I’introduction).

Dans un premier temps, nous avons procédé a une analyse des composants des parois,
notamment de la composition et de la distribution des lignines et des arabinoxylanes
féruloylés, dans les tiges et les grains de Brachypodium distachyon (voir le chapitre 2 du

manuscrit).

Nous avons ensuite identifié plusieurs génes codant des COMT et CCOAOMT potentielles
dans le génome de Brachypodium distachyon. Nous nous sommes attelés a déterminer parmi
les genes codant pour une O-méthyltransférase ceux qui étaient potentiellement impliqués
dans la synthese de I’AF lié aux arabinoxylanes. Des génes candidats COMT puis CCoOAOMT
ont ¢té identifiés par comparaison des séquences génétiques grace a la réalisation d’arbres
phylogénétiques incluant des genes codant pour des COMT et CCOAOMT caractérisées et par
des analyses transcriptomiques effectuées sur différents tissus comme le grain, 1’albumen

disséqué de grain et la tige de la plante modeéle.
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A partir de ces choix, des plantes mutantes issues de la collection de I’IJPB ont été obtenues
pour le candidat COMT & partir d’une identification par TILLING et, pour le candidat
CCOAOMT, des lignées mutées ont été commandées dans des collections disponibles de
mutants T-DNA et des plantes transgéniques de type interférence ARN (RNAI) ont été
générées. L’étude des genes COMT et CCOAOMT est 1’objet des chapitres 3 et 4 de ce

manuscrit.

Finalement, 1’analyse des plantes mutantes pour le géne COMT ciblé a démontré que la teneur
et la composition en lignines sont affectées mais pas la teneur en AF et ce dans les tiges
comme dans les grains. La COMT impliguée dans la synthése des monolignols ne serait donc
pas responsable de la synthése des acides féruliques liés aux arabinoxylanes. L’analyse des
plantes exprimant un RNAI ciblant les génes CCoAOMT est en cours, des résultats

préliminaires sont présentés dans le chapitre 4.
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Chapitre 2 : Description du matériel d'étude, le

grain et la tige de B. distachyon, génotype Bd21-3
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plante enticre nceud et
entrenoeuds

Figure 31 : photographies de plante Bd21-3 en cours d’épiaison.

Figure 32 : sections transversales de tiges de B. distachyon génotype Bd21-3 observées en
fond clair au microscope optique.

a, b et c : section transversale de tige a 60 jours apres semis, d : section transversale de tige

seche. ep: épiderme, sc: sclérenchyme, ph: phloéme, xy: xyléme, pa: parenchyme, f:
fibres.
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En préambule de 1’analyse des geénes impliqués dans la biosynthése des parois, nous avons
caractérisé la tige et le grain de B. distachyon. Nous avons de plus réalisé une étude du
développement du grain.

Deux génotypes de B. distachyon ont été utilisés. Le génotype Bd21 était le génotype choisi
pour réaliser des analyses d’expression de génes par transcriptomique sur puce Affymetrix.
Ces analyses ont été réalisées dans le cadre du projet KBBE « Cell Wall » par 1’équipe de
Staffan Persson (Max Planck Institute) en collaboration avec I’IJPB et sont intégrées dans la

plateforme d’expression en ligne PlaNet (http://aranet. mpimp-golm.mpg.de/).

Le génotype Bd21-3 a été utilisé pour la plupart des expériences notamment pour 1’obtention
de mutants et de transformants. En effet, la banque de mutants de ’INRA de Versailles a été
réalisée sur ce génotype (Dalmais et al, 2013) et la transformation stable de B. distachyon est
préférentiellement réalisée a partir des embryons du génotype Bd21-3 car les embryons de
Bd21-3 sont plus embryogenes que ceux de Bd21 (Vogel & Hill, 2008).

L’ écotype Bd21-3 est de taille Iégerement supérieure a Bd21. Comme Bd21, I’écotype Bd21-
3 posséde un cycle de vie de 12 a 18 semaines suivant les conditions expérimentales utilisées.

Les tiges des deux génotypes sont constituées d’entrenceuds ponctués de nceuds et sont a
croissance acropétale. Tout comme chez Bd21, I’entrenceud le plus bas est le plus ancien et la

partie la plus haute de I’entrenceud est la plus ancienne.

La phase reproductrice démarre avec 1’apparition d’un premier épi au niveau du brin maitre
de la plante. Les autres brins développent alors également des épis. Chaque épi est composé
de trois a sept epillets chez Bd21-3, tout comme chez Bd21. Au sein de chaque épi, I’épillet
basal est le plus ancien. Les grains les plus agés sont positionnés a la base des épillets. Une
différence de plusieurs jours de développement peut étre observée entre les grains d’un méme

épillet (figure 31).

2.1. Caractérisation morphologique de la tige et du grain de Bd21-3

La morphologie de la tige et du grain du génotype Bd21-3 est similaire a celle observée chez

Bd21. Elle sera détaillée dans les paragraphes suivants.
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Figure 33 : photographies de plantes Bd21-3 a 60 jours aprés semis et de plantes seches en
serre avant préléevements ou récolte.

a : plante a 60 jours aprés semis, b : plante séche, ¢ : épi a 21 jours apres anthése (JAA), d :
épi mature sec.
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2.1.1. Caractérisation morphologique de la tige de Bd21-3

2.1.1.1. Description de la tige et de ses différents tissus

La section transversale d’une tige de Bd21-3 laisse apparaitre plusieurs tissus (figure 32). La
tige est composée d’un parenchyme dans lequel sont retrouvés des faisceaux conducteurs de
séve (xyleme et phloéme), renforcés par un sclérenchyme et des fibres et protégés par un

épiderme (figures 32 b et 32 c).

Ces structures sont retrouvees dans les tiges en phase de croissance (figures 32 a, 32 b et 32 c)

et sont maintenues dans les tiges seches de la plante (figure 32 d).

2.1.1.2. Stades et méthodes de prélévements des tiges

Afin de réaliser des extractions d’ADN génomique ou d’ARN totaux, des sections de 2 cm du
second entrenceud a partir de la base de plantes agées de 60 jours apres semis (figure 33 a) ont

été prélevées et plongées dans de 1’azote liquide avant d’étre utilisés ou conservés a -80°C.
Dans le but de réaliser des analyses de lignines, les tiges seches (figure 33 b) ont été prélevées
en prenant soin d’oter toutes les feuilles. Les tiges sont ensuite broyées en poudre fine a I’aide

d’un broyeur a azote liquide.

2.1.2. Caractérisation morphologigue du grain mature de Bd21-3.

2.1.2.1. Description du grain et de ses différents tissus

Le grain entier de Bd21-3 est entouré de deux enveloppes protectrices, la lemma et la palea

cette derniere devient adhérente au grain une fois celui-ci mature et sec (figure 34 a).

Des sections transversales du grain entier sec montrent qu’il est composé en plus de ces deux
enveloppes, du péricarpe et de la testa (ou tégument séminal), de I'épiderme du nucelle, de
I'albumen et de I'embryon (figures 34 b a 34 g). L'aloumen représente prés de 75% de la
superficie du grain (Guillon et al, 2011). L albumen dit de stockage est délimité par la couche

a aleurone. L’embryon se situe dans la partie basale de la face opposée au sillon du grain.
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Figure 34 : grains matures secs de B. distachyon, génotype Bd21-3.
a: grain entier avec lemma, palea et sans lemma, b et c: section transversale de grain sec
mature observée en fond clair, d et e : section transversale d’albumen décortiqué observée en
fond clair. le: lemma, pl: palea, gr: grain entier, emb: embryon, pe: péricarpe, nu:
épiderme de nucelle, ca : couche a aleurone, al : albumen, si : sillon
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2.1.2.2. Méthodes de prélévements des grains secs entiers et des albumens décortigués

Les grains secs (figure 33 d) sont été récoltés 12 a 18 semaines apres semis. IlIs sont conservés

a I’abri de la lumiére dans une chambre a 4°C et a 20% d’hygrométrie.

Afin d’analyser 1’albumen des grains secs, il a été nécessaire de les disséquer. Pour cela, les
embryons sont éliminés en coupant I'extrémité du grain ce qui a pour effet de détacher
également la lemma. Les grains sont ensuite placés dans de 1’eau a température ambiante a
I’abri de la lumiére pendant 12h. Les enveloppes, comprenant la palea, le péricarpe, la testa et
I’épiderme du nucelle, sont enlevées a 1’aide de pinces et d'un scalpel sous une loupe
binoculaire. Les albumens décortiqués (figure 34 e et 34 g) et les enveloppes ainsi prélevés

sont ensuite séchés avant d’étre broyés.
Par la suite, je parlerai de grain entier lorsqu’il s’agira du grain non disséqué comprenant la
palea mais pas la lemma. Les albumens décortiqués et les enveloppes disséqués feront

référence aux tissus prélevés comme décrit ci-dessus.

2.2. Le grain de B. distachyon au cours de son développement

Des prélevements ont €té réalisés au cours du développement du grain de B. distachyon. Ces
prélevements ont été effectués a partir de plantes de génotype Bd21 dans le cadre du projet
« Cell Wall » dont le but est d’analyser I’expression des génes de plusieurs tissus a divers
stades de développement grace a I’utilisation de puces Affymetrix. D’autres analyses,
notamment 1’étude du dépdt des arabinoxylanes féruloylés pendant le développement du

grain, ont été conduites sur le génotype Bd21-3.

Des études préliminaires ont été réalisées pour les deux génotypes en chambre de culture a
température, luminosité et hygrométrie contrélées. Dans les conditions utilisées, la
germination a lieu quatre a sept jours apres le semis et I’épiaison, un mois et une semaine
apres la germination. L’anthese, correspondant a la libération de grains de pollen matures par
les étamines, a lieu sept jours aprés I’épiaison. L'anthése est un processus visible
contrairement a la fécondation. Elle permet de situer la fécondation qui intervient un a deux

jours suivant lI'anthése.
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Figure 5: photographies de grains de B. distachyon génotype Bd21-3 au cours de son
développement observés au macroscope.

a: fleur non fécondée, b : grain 3 JAA, c : grain 5 JAA, d : grain 11 JAA, e : grain 21 JAA.
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Figure 36 : Evolution de la masse du grain entier de B. distachyon de génotype Bd21 au cours
de son développement en chambre de culture (23°C jour, 18°C nuit, 20h de lumiere).

En rouge : masse de la matiére fraiche ; en vert : masse de la matiére séche. Barres d’erreur :
écart type standard.
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Les épis sont annotés des I'épiaison qui s'étale sur plusieurs jours, il convient de Vérifier et
annoter les tiges ayant épié chaque jour (figure 35). Il faut noter que I'anthése est décalée au

sein d'un méme épi.

Afin de déterminer les stades de développement du grain dans nos conditions de culture par
rapport a I'étude réalisée par Guillon et al en 2012, des grains ont été prélevés sur trois plantes
de genotype Bd21 a plusieurs stades précisés sur la figure 36 et ont été pesés. Les grains ont
ensuite été placés au four a 60°C afin d’étre déshydratés avant d’étre pesés a nouveau deux
jours apres. Une courbe correspondant a la masse moyenne des grains de B. distachyon de
génotype Bd21 au cours de leur développement et maturation est obtenue. Cette courbe
permet de distinguer deux phases distinctes de développement (figure 36).

De 0 a 15 Jours Aprés Anthése (noté JAA par la suite), une premiere étape de croissance
rapide est visible. Elle correspond a la phase de croissance du grain. Cette phase correspond a

la mise en place des différents organes du grain tels que I’embryon et I’albumen.

A partir de 15 JAA, une phase plus lente d'évolution de la masse du grain est observée. Il
s’agit de la phase d’accumulation des réserves ou phase de remplissage. Lors de cette phase,
I’albumen est bien formé et des molécules de réserve qui permettront plus tard la germination
du grain s'accumulent. Chez B. distachyon, le composant de réserve majoritaire est un

polysaccharide pariétal, les B-glucanes mixtes (Guillon et al, 2011).

A partir de ces résultats, trois stades de prélevement ont été sélectionnés. Le stade 11 JAA a
été choisi afin d’étudier les grains en phase de croissance, les stades 21 JAA et 31 JAA ont été
sélectionnés afin d’étudier les grains au début et en cours de phase de remplissage. Les
mémes stades ont été choisis pour le génotype Bd21-3 apreés vérification sur une culture que
ces stades correspondaient bien a la croissance pour 11 JAA, au début du remplissage pour 21

JAA et au remplissage pour 31 JAA.
Une étude de la composition de la tige, du grain mature et sec a été ensuite réalisée. Nous

avons réalisé une étude de la composition pariétale de ces deux organes pour le génotype
Bd21-3.
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Tableau 10 : Quantification des lignines des tiges de B. distachyon génotype Bd21-3 par la
méthode lignine-Klason (LK) réalisée sur plusieurs cultures issues de serres. Valeurs données
en pourcentage de résidu pariétal (RP).

Cultures % LK moyen

1 17,45 + 0,06

2 17,82 + 0,77

3 17,32 + 0,86

4 18,75+ 0,19

5 16,89 + 0,43

6 17,56 + 0,45

7 15,39 + 0,57

8 15,14 + 1,02
Valeur moyenne 17,04 £1,22
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2.3. Caractérisation chimique des parois de la tige et du grain de Bd21-3

Le mateériel pariétal des tiges, des grains secs entiers et des grains disséqués de B. distachyon

(Bd21-3) a été produit apres élimination des composés solubles des échantillons.

Le matériel pariétal des grains est obtenu par lavages a I'alcool pour générer le matériel
insoluble a I’alcool (MIA) et permet d'éliminer notamment tous les sucres solubles et les
pigments. Cette méthode permet également 1’inactivation d’enzymes de types hydrolases ou

oxydase qui pourraient modifier le matériel pariétal a analyser.
Le résidu pariétal (RP) de tiges est obtenu par lavage dans un premier temps a I'eau froide afin
d’¢liminer les composés hydrosolubles comme les composés phénoliques et les oses, puis par

lavage a I'é¢thanol afin d’éliminer les composés solubles a 1’alcool.

2.3.1. Quantification des lignines dans les tiges et les grains secs

La quantité de lignines contenue dans les tiges de B. distachyon a été déterminée par la
méthode dite "lignine-Klason". Cette méthode permet de déterminer de fagon quantitative une
teneur en lignines contenue dans un échantillon réduit sous forme de poudre séche, le résidu
pariétal (Dence, 1992). Une hydrolyse forte a 1’acide sulfurique permet de se débarrasser des
polysaccharides pariétaux (cellulose et hémicelluloses). Les lignines résistent a cette
hydrolyse et conservent leur nature polymérisée. Apres filtration, les poudres sont pesées et

un pourcentage en « lignine-Klason » est calculé.

Plusieurs cultures de B. distachyon génotype Bd21-3 indépendantes ont été réalisées en serre
durant ma these. Des quantifications de lignines en utilisant la méthode de lignine-Klason ont
été réalisées sur le résidu pariétal des tiges débarrassées des feuilles dont la teneur en lignines
inférieures a celle des tiges pourrait affecter de facon significative les résultats (Rancour et al,
2012). Le pourcentage de lignines contenu dans les tiges de ces cultures est situé entre 17 et
19% du résidu pariétal (tableau 10). Des différences entre les cultures sont observées. Bien
que les plantes poussent en serre, les variations, mémes faibles, de luminosité et de
température ont un impact sur I’accumulation des lignines (Barriere et al, 2007). Le niveau de
lignification des tiges de B. distachyon est Iégerement supérieur a celui du blé (15%) ou du
mais (13 a 15%) (Sun et al, 2005 ; Jung & Casler, 2006 ; Vogel et al, 2008).
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Tableau 11: Quantification des lignines contenues dans les grains matures secs, les
enveloppes disséquées et les albumens décortiques de B. distachyon geénotype Bd21-3 par
dosage au bromure d’acétyle.

% ABL
Grains 4,40£0,12
Enveloppes 7,02+0,31
Albumens 1,21+0,12
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Il n’est pas possible de réaliser un dosage de lignine-Klason sur les grains de B. distachyon.
Les lignines ont été¢ quantifiées par dosage au bromure d’acétyle. Il s’agit d’'une méthode
colorimétrique permettant de mesurer I’absorbance des lignines a 280 nm (liyama & Wallis,
1988). Cette méthode reste cependant moins fiable que le dosage par lignine-Klason car des
composeés tels que les polyphénols et les protéines absorbent également a cette longueur
d’onde (Fukushima & Hatfield, 2004). Selon nos résultats (tableau 11), les grains entiers
matures et secs sont composés d’environ 4% de lignines. Les lignines sont principalement
localisées dans les enveloppes ou pres de 7% de lignines sont détectées. Environ 1% de
lignines sont également détectées dans les albumens décortiqués mais ce résultat est a prendre
avec précautions. En effet pour ces échantillons, on constate une augmentation de
I’absorbance entre 200 & 400 nm, et non un simple pic a 280 nm, indiquant une forte
interférence avec d’autres composés responsable d‘une surestimation du taux de lignines dans
I’albumen. De plus, les albumens étant décortiqués manuellement, il se pourrait qu’une
contamination du mateériel par les assises externes ait pu avoir lieu. Les résultats obtenus
restent comparables a ceux d’autres Poacées telles que le blé ou les lignines sont également
principalement localisées dans le son. Elles y représentent 10 a 15% du RP tandis que le RP
de I’albumen contient 2 a 4% de lignines (Feuillet, 2000).

Pour conclure, la teneur en lignines des tiges de B. distachyon peut varier suivant les
conditions de cultures mais elle reste globalement proche de celles des autres Poacées. Dans
les grains secs matures, des traces de lignines sont détectées mais ces résultats doivent étre

confirmés par d’autres méthodes.

2.3.2. Détermination de la composition des lignines dans les tiges et les grains secs

La composition des lignines a été déterminée par thioacidolyse (Rolando et al, 1992). La
thioacidolyse consiste en la rupture des liaisons éthers de type B-O-4, liaisons dites « labiles »,
en présence du mélange dioxane/éthanethiol additionné de trifluorure de borate (BF3). La
libération des monomeres H, G et S est ensuite mesurée et quantifiée par chromatographie en

phase gazeuse couplée a un spectrométre de masse (CPG-SM).

Les lignines de tiges des cultures précédemment mentionnées ont été analyséees suivant cette
méthode. Les lignines extraites sont composées en moyenne de 3,7% de monomeres H, de

31,7% de monomeres G et de 63,3% de monomeéres S (tableau 12).
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Tableau 12 : Détermination de la composition des lignines par CPG-SM apres thioacidolyse
des RP de tiges matures seches de B. distachyon génotype Bd21-3 issues de différentes

cultures.
Cultures | Rendement %H %G %S %5-OHG | Ratio S/G
(umol/g de
LK)
1 1296,8 3,4 31,8 64,6 0,2 2,03
+12,6 +0,0 +0,2 +0,2 +0,0 +0,02
2 1218,6 3,5 30,8 65,5 0,3 2,14
+32,4 +0,3 +1,6 +1,9 +0,0 +0,18
5 918,1 3,6 34,1 62,2 0,1 1,83
+ 88,7 +0,3 +0,9 +1,1 +0,0 +0,08
6 1027,1 3,0 28,3 68,7 0,1 2,43
+65,0 +0,1 +0,6 +0,6 +0,0 +0,07
7 835,2 3,7 35,5 60,6 0,1 1,71
+43,9 +0,1 +1,1 +1,3 +0,0 +0,09
Valeurs 1059,2 3,4 32,1 64,3 0,2 2,0
moyennes +195,6 +0,27 +2,82 +3,1 +0,1 +0,3

Tableau 13 : Détermination de la composition des lignines par CPG-SM apres thioacidolyse
des grains matures secs entiers, des enveloppes de grains matures secs entiers et des aloumens
décortiqués de B. distachyon génotype Bd21-3.

Tissus Rendement %H %G %S Ratio S/G
(umol/g de
MIA)
Grains 10,0 57 37,2 57,0 1,53
entiers +0,0 +0,4 +0,2 +0,1 +0,01
Enveloppes 17,2 5,42 30,26 64,32 2,13
+0,7 +0,63 +1,43 +2,17 +0,03
Albumens 1,3 Non détecté 44,80 55,20 1,39
décortiqués +0,6 + 26,15 + 24,03 +0,28
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Des résidus 5-O-hydroxyguayacyl, intermédiaires dans la formation de monomere S, sont
détectés a 1’état de trace (moins de 0,5%). Ici encore, des disparités sont observées entre les
différentes cultures, particulierement pour le rendement total en monomeéres de lignines par
thioacidolyse, ramené a la quantification gravimétrique en lignine Klason obtenue sur des RP

des tiges.

Le rapport S/G est un indice intéressant a calculer puisqu’il permet d’avoir un apergu de la
condensation et des types de liaisons présents dans la matrice de lignine. Les monomeres S
sont majoritairement impliqués dans des liaisons éthers labiles de type B-O-4 faciles a
dégrader alors que les monomeéres G sont impliqués dans des liaisons stables, et augmentent le
niveau de condensation des lignines. Dans les tiges, ce rapport est en moyenne de 1,96.

Des thioacidolyses ont été réalisées sur des grains matures et secs, des enveloppes disséquées
ainsi que des albumens décortiqués (tableau 13). Ces expériences confirment la présence de
lignines dans les grains entiers. Les lignines y représenteraient environ 1% de la masse totale
du MIA de grain entier. Les monomeéres de lignines libérés par thioacidolyses comprennent
6% de monomeres H, 37% de monomeres G et 57% de monomeres S. La fréquence de la
présence des monomeéres H dans les lignines de grains est donc plus élevée que celle mesurée
dans les tiges de B. distachyon. Au sein du grain, les lignines sont principalement localisées
dans les enveloppes comme nous le montre le rendement (tableau 13). Les enveloppes
possedent le plus haut ratio S/G. Proche de 2, il est comparable a ce qui est observé dans les
tiges de B. distachyon. Les albumens contiennent également des traces de lignines, mais leur
teneur est 17 fois inférieure a celle mesurée dans les enveloppes. Dans ces lignines
d’albumen, des monomeres S et G y sont détectés alors que les monomeres H n’ont pas pu
I’étre. Ces résultats sont concordants avec ceux obtenus précédemment pour le grain de blé
(Desvignes et al, 2006 ; Greffeuille et al, 2006).

Les différentes thioacidolyses et CPG-SM réalisées suggérent qu’il y a moins de 0,2% de
lignines dans les MIA d’albumens décortiqués et environ 2% dans les enveloppes dissequées.
La mauvaise répétabilité des expériences pour les albumens vient du fait de la complexité du
matériel de base. L’albumen est un organe riche en polysaccharides pariétaux, composés qui
ne sont pas éliminés par l'extraction a l'alcool utilisé lors de la génération des MIA. Ces
molécules provoquent alors une pollution des résultats par la présence d’un bruit de fond et de

pics aspécifiques.
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Tableau 14 : Dosage des acides p-coumarique et férulique dans les tiges matures séches de
plusieurs cultures de B. distachyon génotype Bd21-3 par CPG-SM apres thioacidolyse.

Cultures pAC en mg/g de RP | AF en mg/g de RP
1 6,26 = 0,00 9,34+£0,12
2 6,33+ 0,17 9,09 + 0,63
5 6,96 = 0,36 7,37 £ 0,47
6 7,90 £0,78 7,74 £ 0,71
7 7,33 +0,49 7,95+ 0,43
Valeurs
moyennes 6,96 + 0,69 8,30 + 0,87

Tableau 15 : Dosage des esters d’acides p-coumarique et férulique dans les tiges matures
séches (cultures) et dans les grains, enveloppes et albumens de B. distachyon génotype Bd21-
3 par HPLC aprés hydrolyse alcaline douce.

pAC (E+Z) en mg/g de RP AF (E+Z) en mg/g de RP
(tiges) ou de MIA (grains) (tiges) ou de MIA (grains)
Tiges
Culture 2 5,78 + 0,25 4,53 + 0,27
Culture 3 8,09 + 0,03 5,08 + 0,02
Culture 4 9,03+ 0,70 4,22 +0,21
Culture 5 7,65 0,14 4,79+ 0,10
Culture 6 8,43 +0,40 532+0,12
Culture 7 7,47 0,20 4,96 + 0,00
Culture 8 9,33+0,23 3,98 +0,16
Valeurs
moyennes 7,97 +1,18 4,70 + 0,48
Grains
Grains 1,08 0,05 2,11 + 0,04
entiers
Enveloppes 1,37 £ 0,06 3,11+0,12
Albumens 0,110 0,23+ 0
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2.3.3. Détermination de la composition en acides hydroxycinnamiques des tiges et des grains

SEcs

L’AF et I’pAC sont des acides hydroxycinnamiques associés dans les parois des Poacées aux
lignines, aux arabinoxylanes ainsi qu’a d’autres polymeéres comme les cutines. Le dosage des
acides hydroxycinnamiques dans les tiges de B. distachyon (Bd21-3) a été réalisé par
thioacidolyse et par hydrolyse alcaline douce des résidus pariétaux (Rolando et al, 1992 ; Lam
et al, 2001). La thioacidolyse permet d’hydrolyser les liaisons esters et une partie des liaisons
ether (B-O-4) et de libérer les acides hydroxycinnamiques (figure 92 Matériel et Méthodes).
L’hydrolyse alcaline douce ne permet d’hydrolyser que les liaisons esters (figure 93 Matériel
et Méthodes).

Dans les tiges (tableau 14), la quantité d'pAC libérée par thioacidolyse est de 6,96 mg/g de
résidu pariétal et la quantité d'AF libérée est d’environ de 8,30 mg/g de RP. Ces résultats
varient d’une culture a 1’autre et sont donc trés dépendants des conditions de cultures initiales.
Le ratio pAC/AF libérés dans les tiges varie également. Les résultats obtenus restent
cependant similaires a ceux observés dans les tiges de Poacées cultivées comme le blé ou
I’orge (Sun et al, 2001).

La thioacidolyse réalisée sur les grains entiers matures, les enveloppes et les albumens n’a pas
permis de détecter la présence d’acides hydroxycinnamiques. Pour les détecter, 1’hydrolyse

alcaline douce a été préférée.

Menée d’abord sur les tiges, I’hydrolyse alcaline douce libére 7,97 mg/g de résidu pariétal
d’esters d’pAC et 4,70 mg/g de résidu pariétal d’esters d’AF (tableau 15).
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Tableau 16 : Dosage des acides hydroxycinnamiques libres et liés aux arabinoses par
acidolyse douce réalisée sur le grain entier de Bd21-3. Résultats en mg/g de MIA pour les
grains et en mg/g de RP pour les tiges.

Organes pAC-Ara AF-Ara
Grains 0,77+0,01 |1,79%£0,08
entiers

Tiges 466+0,38 |7,84+0,60

Figure 37 : sections transversales de tiges de B. distachyon Bd21-3 a 60 JAG observées en
fond clair sans coloration a grossissements 5, 10 et 20 (a, b et ¢) apres coloration de Malile a

grossissements 5, 10 et 20 (d, e et f) et apres coloration au phloroglucinol a grossissements 5,
10 et 20 (g, heti).

ep : épiderme, sc : sclérenchyme, f : fibre, ph : phloéme, xy : xyléme, pa : parenchyme
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Dans les grains entiers, I'nydrolyse alcaline douce libére 1,08 mg/g de résidu pariétal d’esters
d’pAC et 2,11 mg/g d’esters d’AF (tableau 15). Ces esters d’acides phénoliques sont plutot
présents dans les enveloppes puisqu’ils atteignent une valeur de 1,37 mg/g de résidu pariétal
pour ’pAC et 3,11 mg/g de résidu pariétal pour I’AF. Dans 1’albumen, il y a plus d’esters
d’AF que d’esters d’pAC, avec des quantités détectées respectivement de 1’ordre de 0,23 et
0,11 mg/g de résidu pariétal. Ces résultats sont comparables a ceux trouvés dans les grains de
Poacées cultivées (Li et al, 2008). Les esters d’acides sinapiques et la vanilline sont également
mesurés par thioacidolyse. lls proviennent de la dégradation des lignines lors du processus
d’hydrolyse alcaline. Ces composés sont tres faiblement détectés dans les échantillons grains,
enveloppes et albumens. L’acidolyse douce, permet d’hydrolyser la liaison glycosidique de
I’arabinose avec les résidus xylose de la chaine principale tout en préservant la liaison ester
avec les acides hydroxycinnamiques. La méthode n’est pas parfaitement quantitative mais
permet une comparaison des échantillons (Petrik et al, 2014). La teneur en pAC lié a

I’arabinose est de 0,77 mg/g de MIA dans les grains et 4,66 mg/g de RP dans les tiges.

Dans les tiges de B. distachyon, la thioacidolyse a montré que la quantité d’pAC est
Iégerement inférieure a celle de I'AF (7 VS 8 mg/g RP en moyenne). Cependant, 1’hydrolyse
alcaline douce montre qu’il y a plus d’pAC estérifié aux polymeéres pariétaux que d’AF (8 VS
5 mg/g RP en moyenne). Dans les tiges de B. distachyon une étude menee par RMN a

confirmé que I’AF n’acylait pas les lignines contrairement a I’pAC (Petrik et al, 2014).

2.4. Caractérisation par (immuno)histochimie des lignines et des acides

hydroxycinnamigues des grains et de la tige de B. distachyon (Bd21-3)

2.4.1. Distribution des lignines dans les tiges et les grains

Des colorations de Maliile et au phloroglucinol-HCI (réactif de Wiesner) ont été réalisées sur
des sections transversales du second entrenceud de tiges de plantes a environ 60 jours aprés
germination (noté JAG) et de grains matures secs de Bd21-3. Ces colorations permettent

d’observer la distribution des lignines dans les tissus.
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Figure 38 : sections transversales de grains matures de B. distachyon Bd21-3 observées sans
coloration (a) aprés coloration de Mailile (b), apres coloration au phloroglucinol (b, c, d et e).

pl: palea, pe: péricarpe, te: testa, si: sillon, nu: épiderme de Nucelle, ca: couche a
aleurones, al : albumen.
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La coloration de Maiile permet de colorer en rouge les unités S des lignines et en jaune les
unités G des lignines (Chapple et al, 1992). Le phloroglucinol-HCI colore les groupes p-

hydroxycinnamaldehydes terminaux des lignines natives en rouge violacé.

Dans les tiges, la coloration au phloroglucinol-HCI (figure 37 g, h et i) met en évidence la
présence de lignines dans 1’épiderme, le sclérenchyme, le parenchyme interfasciculaire et
dans les cellules du xyléme. La coloration de Malile (figure 37 d, e et f) permet de distinguer
la présence de monomeres G principalement dans 1’épiderme et de monomeres S de lignines

principalement dans le sclérenchyme et le parenchyme lignifie.

Dans le grain entier mature, des colorations de Madule réalisées sur des sections transversales
permettent d’observer la présence de monomeéres S dans 1'épiderme de la palea ainsi que dans
I'assise externe du tégument séminal appelé également testa (figure 38 a). Les images en fond
clair permettent également de constater que 1’assise interne de la testa est, elle, naturellement

colorée probablement par des pigments phénoliques.

Le phloroglucinol-HCI colore I'épiderme et les vaisseaux de la palea (figure 38 b) mais pas la
testa. La sensibilité des deux colorants est probablement différente ce qui pourrait expliquer
les différences au niveau des tissus marqués. Le péricarpe (figures 38 b et 38 c), I’albumen de
stockage, la couche a aleurone et 1’épiderme de nucelle sont exempts de coloration (figure
138d et 38 e), ce qui suggere qu’ils ne contiendraient que trés peu voire pas de lignines. Ces
images permettent de confirmer les résultats obtenus précédemment lors des analyses

chimiques des grains montrant que les lignines sont localisées dans les enveloppes.

La distribution des lignines dans le grain mature sec B. distachyon a également été étudiée par
immunomarquages. Des grains matures secs ont été fixés dans une solution de glutaraldéhyde
et de paraformaldéhyde puis inclus dans de la résine LR-White. Des sections de 20 um des
grains inclus ont été réalisées au microtome. D'aprés les résultats d'immunomarquages
precédemment obtenus sur le grain de B. distachyon (Guillon et al, 2011), I'élimination des -

glucanes est nécessaire pour révéler les autres constituants de la paroi par immunomarquage.
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Figure 39 : détection des lignines dans les grains matures secs par immunomarquages avec les
anticorps KM1 (a), KM2 (b) KM3 (c) et le contrdle sans anticorps primaire (d).

Pour chaque anticorps, a gauche : image en fond clair et a droite : image en fluorescence. pl :
palea, te : testa, nu : épiderme de nucelle, al : albumen.
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En effet, les B-glucanes sont trés abondants dans les parois des grains de B. distachyon et
empéchent I'accessibilité des anticorps spécifiques aux autres constituants de la paroi (Guillon
et al, 2011). Un traitement a la lichénase, a donc été réalisé avant de procéder aux

immunomarquages.

Les anticorps utilisés afin de détecter la présence et la localisation des lignines dans les grains
sont détaillés ci-dessous :

- I’anticorps KM reconnait des dimeéres d’alcool déhydrodiconiféryle liés par des liaisons 8-
5’ selon les tests ELISA réalisés par Kiyoto et al, 2013, il marque bien sur coupes les parois
lignifiées ce qui suggeére qu’il reconnait également les liaisons 8-5° dans les lignines
polymérisées (Kiyoto et al., 2013) ;

- I’anticorps KM2 reconnait les diméres d’unités G et/ou S liés en 8-8” comme décrit dans
I’article Kiyoto et al, 2013, il reconnait également les liaisons 8-8’ dans les lignines
polymérisées (Kiyoto et al, 2013) ;

- et I’anticorps KM3 reconnait les lignines liées en B-O-4 (8-O-4’) (anticorps non publie,
communication du Dr. Yoshinaga), il s’agit de liaisons entre monoméres de lignines ou de

liaisons entre monomere de lignines et acide hydroxycinnamiques.

Ces anticorps ont été produits par I’équipe du Dr. Yoshinaga (Université¢ de Kyoto, division
des foréts et des sciences des biomatériaux, laboratoire de biologie cellulaire végétale). Ils ne
sont pas distribués a la communauté cependant Dr. Yoshinaga a réalisé des
immunomarquages avec ses anticorps sur nos échantillons.

Les trois anticorps ont donné un signal positif dans la testa. Les anticorps KM1 et KM3 ont

marqué de plus la palea (figure 39).
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Figure 40: sections transversales de grains de Bd21-3 a 11, 21 et 31 JAA traitées a la
lichénase et marquées par I’anticorps AX1.

Pour chacun des stades, en haut : image en contraste interférentiel et en bas: image en
fluorescence. Une image mosaique de la coupe entiére est montrée ainsi que des zones ciblées
sur la figure 14. pe: péricarpe, tu: tubulaires, nu: épiderme de nucelle, ca: couche a
aleurones, al : albumen, si : sillon.
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En accord avec les résultats des analyses chimiques, les lignines sont détectées dans les
enveloppes du grain (palea et testa). Ni les colorations ni les anticorps spécifiques des lignines

n'ont donné de résultats positifs pour les tissus comme l'albumen et 1’épiderme de nucelle.

2.4.2. Distribution des arabinoxylanes féruloylés et des acides hydroxycinnamiques dans les

tiges et les grains par immunomarquages

Des immunomarquages ont été réalisés afin d’analyser la distribution des arabinoxylanes et
des acides hydroxycinnamiques dans les tiges et les grains de B. distachyon matures et secs
(Bd21-3). De plus, la mise en place de ces constituants pariétaux a été suivie pendant le
développement du grain. Pour cela, des grains de Bd21-3 issus de chambres de culture ont été
prélevés a 11, 21 et 31 jours apres anthese (JAA), correspondant respectivement a la phase de
croissance, au début et au cours du remplissage des grains. Des grains matures et des tiges
matures (environ 60 JAG) ont également été prélevés. Ces échantillons ont été fixés dans une
solution de glutaraldéhyde et de paraformaldéhyde puis inclus dans de la résine LR-White et
coupées au microtome. Apres le traitement a la lichénase des coupes, des immunomarquages

ont été réalisés.

Les anticorps utilisés sont les suivants :

- ’anticorps anti-AX1 qui reconnait les séquences (1-4)-p-D-xylosyl non substitués des
xylanes, et tolére également les arabinoxylanes faiblement a moyennement substitués (Guillon
et al, 2004),

- I’anticorps anti-5-O-Fer-Ara produit contre le 5-O-(trans-féruloyl)-L-arabinose (Philippe et
al, 2007) et qui reconnait spécifiquement 1I’AF lié par liaison ester aux arabinoxylanes,

- I’anticorps INRA-COU1 qui reconnait I’pAC sous forme libre et sous forme estérifiée
(Tranquet et al, 2009).

Des immunomarquages avec 1’anticorps anti-AX1 ont été realisés sur des coupes de grains de
Bd21-3 matures. Les coupes ont été observées en microscopie de fluorescence et en
transmission électronique (Guillon et al, 2011). Ces immunomarquages avaient mis en
évidence des arabinoxylanes particuli¢crement dans les parois de 1’albumen, albumen de
stockage et couche a aleurone avec un fort marquage au niveau de la lamelle moyenne
(Guillon et al, 2011).
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Figure 41 : section transversale de tiges de Bd 21-3 a 60 JAS marquée par 1’anticorps AX1.
En haut : image en contraste interférentiel et en bas: image en fluorescence. Ep : épiderme, sc:
sclérenchyme, f : fibre, fc : faisceau conducteur, ph : phloéme, xy : xyléme, pa : parenchyme.
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Figure 42 : sections transversales de grains de Bd21-3 & 11, 21 et 31 JAA traitées a la lichénase et
marquées par 1’anticorps anti-5-O-Fer-Ara.

Pour chacun des stades, en haut : image en contraste interférentiel et en bas : image en fluorescence.
Une image mosaique de la coupe entiére est montrée ainsi que des zones ciblées sur la figure 14. pe :
péricarpe, nu : épiderme de nucelle, ca : couche a aleurone, al : albumen, si : sillon.
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Le suivi des arabinoxylanes pendant le développement du grain de B. distachyon n’a pas été

publié.

A 11 JAA, le grain est constitué majoritairement par le péricarpe, 1’épiderme du nucelle est
épais et I’albumen est en cours de formation (figure 40, 11 JAA). On peut voir ce dernier se
former, accolé a I’épiderme de nucelle (figure 40, 11 JAA). Le marquage a 1’aide de
I’anticorps anti-AX1 permet de détecter la présence des arabinoxylanes dans les parois des
cellules de I’albumen en cours de formation, dans les parois de 1’épiderme de nucelle
(particuliérement celle en contact avec 1’albumen), et dans les parois du péricarpe, notamment

le péricarpe externe (figure 40, 11 JAA).

A 21 JAA, I’albumen continue de se développer accolé a 1’épiderme de nucelle (figure 40, 21
JAA). Le marquage a 1’aide de I’anticorps anti-AX1 permet de détecter des arabinoxylanes
localisés dans les parois des cellules de 1’épiderme du nucelle, de 1’albumen et du péricarpe
(figure 40, 21 JAA).

A 31 JAA, I’albumen de stockage est complétement formé et une couche a aleurone s’est
constituée a la périphérie de I’albumen. Le marquage a 1’aide de I’anticorps anti-AX1 permet
de détecter des arabinoxylanes dans les parois des cellules de 1’épiderme du nucelle persistant,
dans les parois des cellules de I’albumen et dans le péricarpe (figure 42, 31 JAA). La couche a
aleurone est peu voire pas marquée par cet anticorps ce qui n’est pas en accord avec les

résultats obtenus sur le grain mature par Guillon et al, en 2011.

Dans la tige au stade floraison, 1’anticorps anti-AX1 permet de détecter la présence des
arabinoxylanes dans les parois des cellules du parenchyme, des faisceaux conducteurs de séve

(xyléme et phloéme), du sclérenchyme, des fibres et de 1’épiderme (figure 41).

Dans le grain, aux différents stades de développement observés, I’anticorps anti-5-O-Fer-Ara
donne un signal en accord avec celui obtenu avec I’anticorps anti-AX1. Des arabinoxylanes
féruloylés sont détectés dans les mémes tissus que les xylanes détectés par anti-AX1
cependant le signal est, de facon générale, plus faible (figure 42, 11 JAA, 21 JAA et 31 JAA).
La couche a aleurone n’est la encore pas marquée par I’anticorps utilisé. Ces résultats
confirmeraient donc une féruloylation précoce et simultanée a la formation des xylanes, ainsi

qu’une féruloylation sur une partie de ces xylanes.
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5-O-FerAra

Figure 43 : sections transversales de grains de Bd21-3 matures secs traitées a la lichénase et
marquées par I’anticorps anti-5-O-Fer-Ara.

Pour chacun des stades, en haut : image en contraste interférentiel et en bas: image en
fluorescence. Une image mosaique de la coupe entiére est montrée ainsi que des zones ciblées
sur la figure 14. pe : péricarpe, nu : épiderme de nucelle, ca : couche a aleurone, al : albumen,
si : sillon.

5-0-FerArd” 3 o

Figure 44 : Section transversale de tiges de Bd21-3 a 60 JAS marquée par I’anticorps anti-5-
O-Fer-Ara ou AX1. En haut : image en contraste interférentiel et en bas: image en
fluorescence. Ep: épiderme, sc: sclérenchyme, f: fibre, fc: faisceau conducteur, ph:
phloéme, Xy : xyléme, pa : parenchyme.
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Ce résultat souléve une différence majeure entre le grain de B. distachyon et celui du blé
puisque, chez ce dernier, c’est la couche a aleurone qui est la plus marquée par cet anticorps
(Philippe et al, 2007). Dans le grain mature I’anticorps anti-5-O-Fer-Ara marque les parois de
I’albumen de stockage, de la couche a aleurone, de 1’épiderme du nucelle et faiblement les

parois des vaisseaux de la palea (figure 43).

Dans la tige prélevée au stade floraison, I’anticorps anti-5-O-Fer-Ara marque tres peu les
parois. Il permet cependant de détecter la présence d’arabinoxylanes féruloylés dans les parois
des mémes tissus que ceux identifiés a 1’aide de 1’anticorps anti-AX1, c’est-a-dire les parois
des cellules du parenchyme, des faisceaux vasculaires, du sclérenchyme et de 1’épiderme ou

les cellules siliceuses sont particulierement marquées (figure 44).

Dans le grain de B. distachyon et aux différents stades de développement étudiés, 1’utilisation
de I’anticorps INRA-COUL ne révele aucun marquage (figure 45, 11, 21 et 31 JAA), le signal
observé est di a I’autofluorescence de la testa. Ce résultat est trés différent de celui obtenu
chez le grain de blé puisque 1’anticorps INRA-COUL y marque tres clairement les parois des

cellules de la couche a aleurone (Tranquet et al, 2010).

Des marquages ont également été réalisés sur des grains matures secs (figure 45, grain
mature). Un marquage de 1’épiderme de la palea est observé, le marquage est important dans

les cellules siliceuses.

Les analyses chimiques sur grain mature ont permis de détecter de I’'pAC dans le grain de B.
distachyon (tableau 15) surtout dans les enveloppes disséquées qui contenaient la palea. Une
faible quantité d’pAC a également été détectée dans I’albumen par les analyses chimiques
mais pas par les immunomarquages. Une hypothese peu probable serait que la quantité
présente dans ce tissu ne permette pas la détection. Il est également possible que I’pAC
présent ne soit pas accessible a ’anticorps. L’utilisation de 1’anticorps INRA-COUL sur les
coupes de tiges de B. distachyon a permis d’obtenir un marquage des parois en accord avec
les résultats du dosage de I’'pAC dans les tiges. Cependant, ce marquage est observé
uniquement sur la derniére assise cellulaire extérieure de la tige correspondant a 1’épiderme et
la encore particulierement dans les cellules siliceuses (figure 46). Ce résultat est intéressant
mais souleve beaucoup de questions. Il se pourrait par exemple que I’pAC ne soit présent que

dans cette assise cellulaire.
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Figure 45 : Sections transversales de grain de Bd21-3 a 11, 21, 31 JAA et mature sec traitées a
la lichénase et marquées par I’anticorps INRA-COUL. Pour chacun des stades, en haut :
image en contraste interférentiel et en bas : image en fluorescence. Une image mosaique de la
coupe entiére est montrée ainsi que des zones ciblées sur la figure 14.Pe : péricarpe, nu:
épiderme de nucelle, ca : couche a aleurone, al : albumen, si : sillon.
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Il se pourrait également que 1’anticorps utilisé¢, INRA-COUI, ne soit pas capable d’accéder a
I’pAC dans les autres tissus de la tige, comme précédemment évoqué dans le cas de I’albumen

du grain.

Les expériences d’immunomarquages ont fourni des éléments intéressants sur la localisation
des arabinoxylanes féruloylés, de I’'pAC et des lignines. Cependant une absence de signal ne
veut pas forcément dire une absence du composé cible puisqu’il a été montré que les
antigénes peuvent étre masqués par d’autres composants des parois comme c’est le cas des
arabinoxylanes du grain qui nécessitent 1’élimination des B-glucanes mixtes pour étre réveélés
dans I’albumen central (Guillon et al, 2011). De plus, le signal obtenu apres
immunomarquages a 1’aide des différents anticorps n’est pas directement comparable d’un
point de vue quantitatif. Tout d’abord, les résultats sont issus de plusieurs expériences
indépendantes qui peuvent légerement différer. Les anticorps anti-AX1 et INRA-COUL1 sont
tous les deux des anticorps monoclonaux, issus d’une seule lignée cellulaire et ne
reconnaissant qu’un seul épitope, alors que I’anticorps anti-5-O-Fer-Ara est un anticorps
polyclonal, donc reconnaissant plusieurs épitopes différents. Les anticorps peuvent avoir une
affinité différente avec les antigenes. La qualité de la coupe sur laquelle est réalisée
I’immunomarquage est également importante car I’absence de marquage Ou un marquage
aspécifique peuvent étre di au fait qu’il y ait des plis sur la coupe. Les anticorps sont des
outils performants mais leur utilisation est délicate et I’interprétation des résultats nécessite

d’étre confronté de maniere critique aux analyses chimiques.

La présence d’arabinoxylanes féruloylés est confirmée dans les parois du grain de B.
distachyon to6t dans le développement. D’abord présents dans les parois des cellules de
I’épiderme de nucelle et des enveloppes a 11 JAA, ils sont ensuite détectés a 31 JAA dans les
parois des cellules de I’albumen de stockage. Dans la tige mature, les arabinoxylanes
féruloylés sont présents dans tous les tissus. Ces résultats sont en accord avec ceux obtenus

aprées analyse chimique des grains secs matures et des tiges de B. distachyon.
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Figure 46 : Section transversale de tige a 60 JAS marquée par I’anticorps INRA-COUL.
En haut : image en contraste interférentiel et en bas : image en fluorescence. Ep : épiderme,

sc : sclérenchyme, f : fibre, fc : faisceau conducteur, ph : phloeme, xy : xyleme, pa :
parenchyme.
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L’anticorps INRA-COU1 ne marque que I'épiderme de la tige et de la palea du grain. Cette
localisation du marquage ne correspond pas a la localisation plus généralisée des
arabinoxylanes, ni a celle observée pour les lignines dans les tiges. Elle correspond plus a la
localisation des lignines dans le grain. Il se pourrait que cet anticorps INRA-COUL1 réagisse
plus intensément avec I’'pAC présent dans 1’épiderme, par exemple I’'pAC li¢ aux cutines de la

cuticule.

2.5. Conclusions

Des similitudes et des différences sont observées entre B. distachyon et les autres Poacées.

Le taux de lignines des tiges de B. distachyon est proche de celle du mais et du blé. Les parois
des tiges comportent des arabinoxylanes féruloylés. Par contre, la quantité d’pAC est plus
élevée dans les tiges de B. distachyon que dans celles du mais ou du blé. L’anticorps INRA-
COUL1 donne également des résultats différents de ceux observés sur des coupes de tiges de
mais ou de blé. Alors que chez B. distachyon, il n’est détecté que dans les parois des cellules
de I’épiderme, dans la tige de mais il est également détecté dans les parois des cellules des

faisceaux conducteurs de séve.

L’analyse du grain de B. distachyon montre qu’il y a plusieurs différences observées entre B.
distachyon et d’autres Poacées comme le blé dans la distribution des composés pariétaux. Les
immunomarquages montrent que les arabinoxylanes féruloylés sont présents dans les parois
des cellules de 1’épiderme de nucelle et dans celles de 1’albumen de stockage a 31 JAA. Ils ne
sont pas détectés dans les parois des cellules de la couche a aleurone chez B. distachyon alors
que chez le blé, celles-ci sont les plus riches en arabinoxylanes féruloylés. Les analyses
chimiques ont confirmé que les parois de I'albumen de stockage comprenaient une teneur
importante en arabinoxylanes féruloylés. En paralléle cette premiére étude des lignines du
grain de B. distachyon a montré que le grain entier mature et sec comprenait environ 4% de
lignines localisées majoritairement dans les enveloppes (palea et testa). Elle a montré que
I’albumen de stockage contient des traces de lignines qui ne sont pas détectés par
immunomarquages. Ce tissu était donc prometteur pour rechercher des genes impliqués dans

la synthése de I'AF lié aux arabinoxylanes.
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Chapitre 3 : Etude d’un géne COMT chez

Brachypodium distachyon
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Tableau 18 : Description de la nomenclature utilisée pour les COMT de B. distachyon et du nombre
d’acides aminés composant la séquence protéique prédite.

Locus Nomenclature Nombre d’acides aminés
Bradi1g14870 BdCOMT1 358
Bradi2g02380 BACOMT2 355
Bradi2g02390 BdCOMT3 356
Bradi2g19830 BdCOMT4 385
Bradi2g19850 BdCOMT5H 382
Bradi3g16530 BACOMT6 361
Bradi3g55890 BdCOMT7 363
Bradi4g20020 BdCOMTS8 386
. — AtCOMT2
, 1AtCOMT17
. BdCOMTS
d —Lew ———BicoM™
BdCOMTS
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Figure 47 : Arbre phylogénétique des COMT et COMT-like contenant toutes les séquences codant
pour une COMT chez A. thaliana, O. sativa, B. distachyon et les séquences de COMT de plantes
connues comme étant impliquées dans la synthese des lignines réalisé avec www.phylogeny.fr
(Muscle, G-Block, PhyML, Bootstrap 100 et TreeDyn). Astérisque : enzyme caractérisée.
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3.1. Analyse phylogénétique des COMT : choix de BACOMT6

Les sites internet Brachypodium.org (http://www.brachypodium.org) et du Brachypodium

distachyon project (http://mips.helmholtz-muenchen.de/plant/brachypodium/) ont permis de

réaliser un BLAST (Basic Local Alignment Search Tool) a partir des séquences protéiques
des COMT d’A. thaliana et de mais connues comme étant impliquées dans la biosynthese des
lignines. En utilisant les parametres par défaut, huit genes codant des COMT potentielles ont
été identifiés : Bradilg14870, Bradi2g02380, Bradi2g02390, Bradi2g19830, Bradi2g19850,
Bradi3g16530, Bradi3g55890 et Bradi4g20020 que nous nommerons respectivement par la
suite BACOMT1, BACOMT2, BACOMT3, BACOMT4, BACOMT5, BACOMT6, BACOMT?7 et
BACOMTS (tableau 18). Parmi ces huit génes, les séquences codantes prédites de BACOMTL,
BACOMT2, BACOMT3, BdCOMT6, et BACOMT7 donnent, des protéines d’environ 360
acides aminés alors que BACOMT4, BACOMTS5, et BACOMTS8 correspondent a des protéines
de plus de 380 acides aminés ce qui suggere des fonctions biochimiques distinctes entre ces

deux groupes (Louie et al, 2010).

Notre objectif était d’identifier quelle protéine COMT candidate de B. distachyon est
impliquée dans la biosynthese des lignines et d’évaluer son role dans la synthése des

arabinoxylanes féruloylés.

Une analyse phylogénétique des séquences protéiques des COMT d’Arabidopsis thaliana, de
riz, de B. distachyon ainsi que les COMT de fétuque, de Lolium perenne, de luzerne, de mais,
de panic, de peuplier, de sorgho et de tabac que 1’on sait impliquées dans la synthése des
unités S des lignines a été réalisée en utilisant le site www.phylogeny.fr (Lapierre et al, 1988 ;
Barriere et al, 2004 ; Piquemal et al, 2002 ; He et al, 2003 ; Pichon et al, 2006 ; Palmer et al,
2008 ; Chen et al, 2004 ; Tu et al, 2010 ; Zubieta et al, 2002). L’arbre phylogénétique obtenu

est présenté en figure 47.

Un clade contenant toutes les COMT connues comme impliquées dans la biosynthese des
lignines est observé. Ce clade se scinde en deux branches, I’une contenant uniquement la
COMT du tabac (NtOMT) et I’autre se subdivisant en deux sous-groupes. Le premier sous-
groupe contient les COMT d’A. thaliana (AtCOMTY1) identifiee comme celle étant impliquée
dans la voie de biosynthese des lignines (Antanassova et al, 1995 ; Goujon et al, 2003 ; Do et
al, 2007), de luzerne (MsCOMT) et de peuplier (PtCOMT).
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Le second sous-groupe est spécifique des graminées. Il contient quatre COMT de B.
distachyon (BdCOMT1, BdCOMT2, BdCOMT3 et BdCOMT6), la COMT de riz
(OsCOMT1), de fétuque (FACOMT), de Lolium perenne (LpCOMT), de mais (ZmCOMT), de
panic (PvCOMT) et de sorgho (SbCOMT). Parmi les séquences protéiques des quatre genes
de B. distachyon inclus dans le sous-groupe spécifique des graminées, BACOMTL1 est a part
alors que BACOMT2 et BACOMT3 forment ensemble un sous-groupe. La protéine
BACOMTG se trouve dans le méme sous-groupe qu'une COMT de riz (OsCOMTL) ainsi que
les COMT de fétuque (FaCOMT), de Lolium perenne (LpCOMT), de mais (ZmCOMT), de
panic (PvCOMT) et de sorgho (SbCOMT) que I’on sait impliquées dans la voie de
biosynthese des lignines.

BACOMTY7 se situe dans le clade le plus proche du précédent ou sont regroupés plusieurs
COMT de riz et une COMT d’A. thaliana.

Trois COMT potentielles de B. distachyon BACOMT4, BdACOMTS5 et BdACOMTS8 sont
regroupées au sein d’un clade ou des protéines d’A. thaliana (AtCOMT2, AtCOMT3 et
AtCOMTL17) sont egalement présentes. Ces trois derniéres sont respectivement composées de
363, 325 et 382 acides aminés. AtCOMT3 a une séquence plus courte que les COMT
conventionnelles et AtCOMT17 a une séquence plus longue. Ces trois COMT ne semblent

pas correspondre a celles impliquées dans la biosynthése des lignines.

3.2. Analyse des séguences protéiques

L’obtention du cristal de la COMT de la luzerne a permis I'élucidation de sa structure
(Zubieta et al, en 2002). La structure de la COMT de Lolium perenne a été publiée par Louie
et al, en 2010. Ces études ont permis d’identifier les acides aminés impliqués dans la
dimérisation de la COMT, la liaison au substrat, le 5-hydroxyconiféraldéhyde, et la liaison au
cofacteur, le S-adénosyl-méthionine ou SAM. L’alignement des séquences des huit COMT de
B. distachyon et de celles de la luzerne et de Lolium perenne a été réalisé en utilisant le
logiciel CLUSTAL 2.1. 11 a permis d’identifier dans les séquences des COMT potentielles de
B. distachyon les résidus importants pour 1’activité enzymatique COMT (figure 48). La

conservation de ces residus importants est resumée dans le tableau 19.
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LpCOMT EANPSSQGVFHVDMIMLAHN-PGGRERYEREFQALARGAGFTGVKSTYIYANAWAIEFTK 360

BACOMT 6 EATPKAQGVFHVDMIMLAHN-PGGKERYEREFEELARGAGFTGVKATYIYANAWAIEFTK 360
BACOMT1 EATPRARMAFEDDMIMLTYT-PGGKERYKREFEVLAKGARFASVRTTYIYANSWAIEYTK 357
BACOMT2 DETPSARGLIQEIDMST.LAYS-PGGKERYLRELEKLAKGAGFAAVKATYIYANFWAIEYTK 354
BACOMT3 EPTHGAQGLISVDVSTLAYS-PGGKERYLRELEKLAKGAGFADVKATYIYADFWAIEYTK 355
MsCOMT DSSLATKGVVHIDVIMLAHN-PGGKERTQKEFEDLAKGAGFQGFKVHCNAFNTYIMEFLK 363
BACOMT7 DTSTRTRALLENDIFVMTTYRTQGRERSEEEFRQLGLAAGFTAFRAIYLDPFYAVLEYLK 362
BACOMT4 D--EIVTRETQVFFDLFIMYLE-GIEREEFEWKKIFMEAGFTDYKIISVLGVRSVIELYP 384
BACOMTS AGGEAMLEEAQVVYDI.FLMVFE-GREREEHEWEKI FLEAGFSGYKVMPVLGIRSIIEVYP 381
BACOMTS8 PCCAGPMHEAELLMDMAMMCMTTGHEREEHEWRS I FVAAGFSDYKINKALGVQCVIEVYP 385
. * kK * . * % . .k

LpCOMT -

BACOMT 6 -

BACOMT1 -

BACOMT2 -

BACOMT3 -

MsCOMT KV 365

BACOMT7 -

BACOMT4 -

BACOMT5 -

BACOMTS8 -

Figure 48 : Alignement des séquences protéiques de COMT du Lolium perenne, de luzerne et
de B. distachyon.

Cet alignement permet 1’identification des résidus importants pour I’activité avec en vert le
site de dimérisation, en jaune les résidus catalytiques, en violet le motif de liaison au
cofacteur, en bleu le site de positionnement et de liaison au substrat (alignement réalisé par
CLUSTAL 2.1). La Sérine en orange est phosphorylée chez le peuplier (Wang et al ; 2015) et
I’acide aminé en rouge est affecté par la mutation 5139 (G256D). Astérisque : conservation
stricte des acides aminés chez toutes les COMT étudiées ; deux points: conservation des
caractéristiques des acides aminés ; point : pas de conservation entre les acides aminés, tiret :

gap.

Tableau 19 : Conservation des résidus aminés importants dans 1’activité enzymatique d’une
COMT impliguée dans la voie de biosynthése des lignines chez les COMT identifiées chez B.

distachyon
Protéine Résidus de Résidus Résidus de Résidus de
dimérisation catalytiques liaison a SAM liaison au
substrat
BACOMT1 0/2 3/3 14/14 8/13
BACOMT?2 1/2 2/3 11/14 4/13
BACOMT3 2/2 2/3 12/14 5/13
BdCOMT4 1/2 2/3 12/14 2/13
BACOMT5 1/2 2/3 14/14 2/13
BACOMT®6 1/2 3/3 14/14 13/13
BACOMT7 0/2 2/3 13/14 3/13
BAdCOMTS8 0/2 3/3 12/14 4/13
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Tandis que les résidus catalytiques impliqués dans 1’O-methylation et les résidus impliqués
dans la liaison au cofacteur SAM sont bien conservés chez les huit COMT potentielles de B.
distachyon, ceux impliqués dans la liaison au substrat sont difficilement identifiables (tableau
19).

BdCOMT4 et BACOMTS ne posseédent qu’un seul des deux résidus connus impliqués dans la
dimérisation et ont une trés faible conservation des résidus de liaison au substrat. De plus,
leurs séquences est beaucoup plus longue que les COMT dites « classiques » (380 acides
aminés) intervenant dans la voie de biosynthese des lignines (Louie et al, 2010). De méme,
BACOMT?7 et BACOMTS ne possédent aucun des résidus impliques dans la dimérisation et
une tres faible conservation des résidus impliqués dans la liaison au substrat. Ces protéines
sont donc relativement éloignées des COMT ayant un role dans la lignification. En
conséquence, ces quatre protéines n‘ont pas été retenues pour la suite des analyses. Bien que
BACOMT1 ne présente pas les résidus de dimérisation préalablement identifiés chez d’autres
especes, cette protéine a conservé un acide aminé aux caractéristiques physicochimiques
proches. Tout comme BACOMT3 et BACOMT4, la faible conservation des résidus impliqués
dans la liaison au substrat fait de BACOMT1 un candidat peu fiable pour la COMT impliquée
dans la biosynthése des lignines. BACOMT2 posséde une bonne conservation des résidus
connus comme impliqués dans la dimérisation, la réaction catalytique et la liaison au
cofacteur SAM. Elle ne posséde cependant que quatre des treize résidus impliqués dans le
positionnement et la liaison au substrat et quatre résidus sont remplacés par des acides aminés
possédant des caractéristiques similaires. BACOMT?2 pourrait se lier au substrat ce qui en fait
un candidat potentiel.

A I’inverse des autres protéines décrites plus haut, BICOMT®6 présente le site de dimérisation,
les résidus impliqués dans la catalyse et les résidus ou se positionne et se fixe le substrat ainsi
que le motif de liaison au cofacteur SAM chez les COMT impliquées dans la lignification. La
protéine BACOMT6 constitue le meilleur candidat pour une COMT impliquée dans la

biosynthése des lignines.

A T’issue de ces premiéres analyses, BACOMT4, BACOMT5, BACOMT?7 et BACOMTS ont
été eliminees. Les analyses suivantes ont été realisées sur les candidats BACOMTL,
BdCOMT2, BACOMT3 et BACOMT®6 qui possédent une grande partie voire la totalité de ces

critéres.
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Figure 49 : Structure des ORF de BACOMT1, BACOMT2, BACOMT3 et BACOMT®.
Le nucléotide 1 correspond au A du codon d’initiation en 5’°, I’extrémité 3’ correspond ici au

codon stop. En vert sont représentés les exons et en rose les introns.

L ADNg 'I:! G A L ADNg % G. A
BAdCOMT1 | - BACOMT1 -
BACOMT2 = Yy BACOMT2 — - - - -
BACOMT3 5 BACOMT3 — - S -
BACOMT6 = - w— | BACOMT6 - - - -
BdsamDC

Figure 50 : Validation des ORF des génes COMT et étude de leur expression dans la tige et le
grain de Bd21-3.

Les PCR ont été réalisées avec des amorces specifiques pour chaque gene a partir d’ADNg,
d’ADNc de tiges (60 JAG), de grains entiers et d’albumens décortiqués a 21 JAA. Le "géne
de ménage" BdSamDC préconisé par Hong et al, 2008 et codant la S-adénosylméthionine
décarboxylase a éte utilisée comme contr6le pour la qualité de la RT-PCR. L=100 bp ladder,
T=tige, G=grain, A=albumen. 1: Amplification de I’ADNc pleine longueur; 2:
Amplification d’un fragment de moins de 300 pb.
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3.3. Structure des génes et confirmation des séquences codantes

Nous nous concentrerons a présent sur les genes BACOMT1, BdCOMT2, BACOMT3 et
BACOMTS®.

Selon I’annotation structurale du génome disponible sur le site du Brachypodium distachyon

Project (http://mips.helmholtz-muenchen.de/plant/brachypodium/searchisp/index.isp), Ces quatre

génes sont composes de deux exons sépares par un intron comme représenté en figure 49. Ce
dernier est de taille variable, tandis que les parties codantes sont de longueurs proches (1074
paires de base pour BACOMT1, de 1065 paires de bases pour BACOMT2, de 1068 paires de
bases pour BACOMTS3 et de 1083 paires de bases pour BACOMT®6).

Une validation des séquences codantes a été réalisée par PCR et RT-PCR avec pour chacun
des génes, un couple d’amorces permettant 1’amplification des séquences du cadre de lecture
(ORF pour « Open Reading Frame »). L’amplification des ORF de BACOMT1, BdACOMT2,
BACOMT3 et BACOMT6 a partir de I’ADN génomique de B. distachyon (Bd21-3) a permis de
confirmer la longueur des genes (figure 50, partie 1) et leur séquencage a permis de confirmer
les séquences prédites. L’amplification des ORF a été réalisée a partir des ADNCc de tiges et
de grains en développement (figure 50). Des produits d'amplification ont été obtenus a la
taille attendue pour les ORF de BACOMT2 et de BACOMT6. Nous n’avons cependant pas
réussi a amplifier les ORF entiéres de BACOMTL1 et de BACOMT3. Les amorces ayant été
validées par I’amplification de I’ADNg, il se pourrait que les génes aient été mal annotés ou

qu’ils ne s’expriment pas dans ces tissus aux stades étudies.

3.4. Profil d’expression des génes codant pour une COMT dans différents organes de B.

distachyon

Dans le cadre de cette these, j'ai contribué a la génération de données issues d'hybridations sur
puces Affymetrix, réalisées a partir de différents tissus de B. distachyon (génotype Bd21).
Ceci s’inscrivait dans le cadre du projet KBBE CELL WALL. Ces puces Affymetrix ont éte
créées au laboratoire de Todd Mockler, a I’Université de 1’Oregon. 2,55 millions de sondes
couvrant I’ensemble des genes, incluant les exons et les introns, et 3,95 millions de sondes

ciblant des régions intergéniques sont présents sur la puce (http://arrays.brachypodium.org/).

189


http://mips.helmholtz-muenchen.de/plant/brachypodium/searchjsp/index.jsp
http://arrays.brachypodium.org/

700 -

600 -

500 -

400 -

300 -

Valeur du signal

200 -

100 -

BdCOMT1 BACOMT2 BdCOMT3 BdCOMT6

Figure 51 : Quantification de I'expression des génes codant pour une COMT par hybridation
sur puce Affymetrix dans les tiges et les grains de B. distachyon (Bd21).

Les données ont été obtenues a partir d’entrenceuds de tiges a 27 jours aprés germination
(JAG) (en bleu), de nceuds de tiges a 27 JAG (en rose), de grains entiers a 11 jours apres
anthése (JAA) (en violet) et d’albumens de grains décortiqués a 11 JAA (en orange).
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Chaque exon et chaque intron est représenté par plusieurs sondes et 95% des exons et des
introns sont ciblés par au moins cing sondes. J'ai contribué a I'analyse en extrayant les ARN
de grains entiers et d'albumens disséqués du genotype Bd21 sur les trois stades choisis (11
JAA, 21 JAA et 31 JAA), ces ARN ont ensuite été utilisés pour les hybridations sur puces
Affymetrix. Les données sont disponibles sur la plateforme PlaNet (http://aranet.mpimp-

golm.mpg.de/).

Les résultats d’hybridation sur puce Affymetrix sont présentés en figure 5. Ils montrent que le
géne BACOMT® est le plus exprimé des candidats COMT dans tous les tissus analysés. Les
transcrits des genes BACOMT1, BACOMT2 et BACOMT3 sont également détectes mais ils
sont moins exprimés dans les entrenceuds et les neeuds que BACOMT6 a 27 JAG. Dans les
grains et dans les albumens décortiqués a 11 JAA, correspondant a la phase de croissance du

grain, BACOMT®6 est également le plus exprimé.

Des RT-PCR ont été réalisées a partir de tiges a 60 JAG, de grains entiers et d’albumens de
grains décortiqués en cours de remplissage préleves a 21 JAA. Les résultats disponibles en
figure 50 suggérent que le géne BACOMT1 n’est pas exprimé dans les tissus analysés et que le
géne BACOMTS3 y est exprimé tres faiblement. Les genes BACOMT2 et BACOMT6 sont

exprimeés dans les tiges, les grains entiers et les albumens décortiqués.

L’expression de plusieurs géenes COMT cités plus haut a été caractérisee. BACOMT2 et
BACOMT6 sont exprimes fortement dans les tissus lignifiés tels que la tige. Ils semblent étre
de bons candidats pour I’identification de la COMT impliquée dans la biosynthése des
lignines. Ces résultats, couplés aux analyses phylogénétiques précedentes, corroborent le
choix de BACOMT6 comme choix final, la protéine issue de ce gene étant la plus proche des
COMT de fétuque (FaCOMT), de Lolium perenne (LpCOMT), de mais (ZmCOMT), de panic
(PvCOMT) et de sorgho (SbCOMT) impliquées dans la voie de biosynthese des lignines. La
présence non négligeable de transcrits BACOMT6 dans 1’albumen décortiqué, un tissu ou les
lignines ne sont présentes qu’a 1’état de trace selon nos résultats (voir chapitre 2), suggére un

réle supplémentaire non affilié aux lignines.
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Figure 52 : Schéma représentant les différentes étapes du TILLING.

La méthode consiste a isoler ’ADN des plantes de chaque famille de mutants (correspondant
a chaque grain initialement mutagénéise) de la banque criblée puis a effectuer une PCR en
utilisant des couples d’amorces spécifiques au gene d’intérét fusionné a un chromophore
différent en 3* et en 5°. Les produits PCR sont ensuite dénaturés et renaturés. Apres
renaturation de I'ADN, les mutations forment des mésappariements de nucléotides. Une
enzyme de restriction, I’endonucléase I, est capable de reconnaitre ces mésappariements et de
couper I’ADN double brin au niveau de ces points. Aprés une électrophorese en gel de
polyacrylamide, la présence de deux bandes aux couleurs de chacun des chromophores
indiquera qu’il y a eu clivage et donc la présence d’une mutation dans le gene d’intérét. Lors
des premiers criblages, un regroupement de 4 plantes issues de la méme famille est réalisé
afin d’augmenter les chances de détecter des mutants.
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3.5. La méthode du « Targeted Induced Local Lesions in Genomes », ou TILLING,

appliquée a B. distachyon

Depuis quelques années, le Centre de Ressources Biologiques de B. distachyon de I’Institut
Jean-Pierre Bourgin de  Versailles (http://www6.versailles-grignon.inra.fr/ijpb-
brachypodium_eng/) posséde une collection de mutants de B. distachyon générés par
mutagenese a 1’azoture de sodium. La collection de mutants a été créée a partir de 25000
graines permettant la sélection de 5638 lignées de premiere génération (M1). Le taux de
mutation a été estimé a 1/400 kb soit environ 680 mutations par lignée pour un génome de
272 Mb (Dalmais et al. 2013). La mutagenese a 1’azoture de sodium provoque principalement
des substitutions de bases nucléiques de type EMS. C’est a dire que les bases guanines (G)
sont substituées par des adenines (A) et les cytosines (C) par des thymines (T) mais il existe
d’autres modifications (Dalmais et al, 2013). La redondance du code génétique sur la

troisieme base des codons entraine le fait que 1/3 de ces mutations sont silencieuses.

La banque de mutants de Versailles a été criblée par TILLING a I’'URGV d’Evry (plateforme
BrachyTIL, Unité de Recherche en Génomique Végétale) afin de trouver des plantes mutantes
pour le géne candidat BAICOMT®6. La méthode employée a été publiée en 2013 (Dalmais et al,
2013). Cette methode est résumée dans la figure 52.

Quinze familles de mutants ont été identifiées pour BACOMT®6 (tableau 20). Pour chacune de
ces familles un score SIFT (Sorting Intolerant From Tolerant,
http://blocks.there/org/sift/SIFT.html) a été déterminé. Ce score permet de pronostiquer I’effet
de la mutation sur ’activité de la protéine (Ng and Henikoff, 2006). C’est a dire qu’il permet
de prédire I’impact de la substitution d’un acide aminé dans la protéine en tenant en compte
de la conservation des résidus et leurs propriétés dans les alignements de séquences similaires
identifiées par PSI-BLAST (Position-Specific Iterated Basic Local Alignment Search Tool).

Plus ce score est proche de zéro, plus I’effet de la mutation risque d’étre important.
Les plantes filles issues de la plante détectée comme positive pour une mutation dans le gene

d’intérét sont ensuite génotypées par séquencage de produits PCR. Pour cela, des

germinations de vingt plantes par lignées ont été réalisées en serre.
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Tableau 20 : Mutants TILLING du gene BACOMTS.

Famille Position de la Position de la Score SIFT
mutation dans I’ADNc mutation protéine

3904 C629A A210D 0,01
211 G638A G213D 0,02
3380 G638A G213D 0,02
4142 G976A E326K 0,12
4688 G721A G241R 0,24
4604 G737A G246D 1,00
7480 G737A G246D 1,00
4927 G1063A A355T 0,03
5139 G767A G256D 0,00
7549 G767A G256D 0,00
6840 G616A G206S 0,76
7391 C854T P285L 0,03
5645 G37A D13N 0,00
185 G1071A E357E -

5200 G1013A G338D 0,00
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Trois a quatre semaines apres la germination, des feuilles de chaque plante sont prélevees afin

d’en extraire I’ADNg. Des PCR sont alors réalisées avant de séquencer les amplicons.

Trois types de résultats sont alors obtenus (figure 53).

1- La plante génotypée est de type sauvage pour la mutation d’intérét, cette plante est
appelée azygote et non sauvage car elle possede un fond génétique muté (figure 53,
chromatogramme a)

2- La plante génotypée posséde un allele sauvage et un allele muté pour le géne
d’intérét, la plante est appelée hétérozygote. Deux pics sont alors observés sur les
chromatogrammes des séquengages de produits de PCR de ce type de plante (figure
53, chromatogramme b).

3- La plante génotypée est mutante pour les deux copies du géne d’intérét, la plante est

appelée homozygote mutante (figure 53, chromatogramme c).

Les plantes sur lesquelles I’ADN utilisé pour le TILLING ayant été cultivées en « bulk », il
est relativement plus fréquent d’obtenir des plantes hétérozygotes mutantes plutét que des
plantes homozygotes avant la génération M3. Dans ce cas, une quatrieme génération est

génotypée.

Lorsque parmi les vingt plantes initiales, seules des azygotes sont obtenues, une nouvelle

culture d’une vingtaine de plantes M2 est réalisée.

Jai réalisé ce travail avec I’aide de Sébastien Antelme pour les 15 lignées jusqu’a obtention

d’individus homozygotes (tableau 21).

Il est a noter que les mutants identifiés n’ont pas été « backcrossés » pour éliminer les autres

mutations.

Parmi ces lignées, seules deux familles (185 et 7480) n’ont pas été étudiées en détails. La

famille 185 posséde une mutation silencieuse dans le géne étudié (tableau 20).
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Tableau 21 : Récapitulatif des plantes homozygotes trouvées pour chaque lignée mutée.

Famille Homozygotes détectés Remarques
211 211.2.14.8 M4
3380 3380.10.4 M3
3380.10.3
3380.10.2
4142 4142.p.1 M3
4142.p.6
4142.p.7
4142.p.9
4688 4688.2.1 M3
4688.2.4
4604 4604.32 M2
7480 - Hétérozygote détecté (7480.21)
4927 4927.10.3 M3
5139 5139.5 M2
7549 7549.9.1 M3
6840 6840.19.9 M3
6840.19.12
7391 7391.54 M2
7391.61
5645 5645.1 M2
185 185.1.19 M3
5200 5200.47 M2

Sauvage

Azygote
mutant

Homozygote

mutant

Maiile

Phloroglucinol

Figure 54 : Coupes transversales de tiges de plantes Bd21-3 sauvage, du mutant homozygote
et azygote colorées au Maiile et au phloroglucinol-HCI.
ep : épiderme, sc : sclérenchyme, f : fibre, ph : phloeme, xy : xyleme, pa : parenchyme.
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Il n’a pas été possible de trouver de plante homozygote pour la lignée 7480. En effet, aprés
avoir détecté une plante hétérozygote, des germinations ont été effectués. La nouvelle
génération semée a montré un arrét de croissance une semaine aprés la germination. Apres
plusieurs essais infructueux, la décision a été prise de ne plus étudier cette famille. Les
mutants a I’azoture de sodium possédant plusieurs autres mutations dans leur génome, il est
possible qu’une mutation ait eu lieu dans un géne essentiel a la germination et a la croissance
des plantules. Cette mutation serait parvenue a 1’état d’homozygote provoquant le phénotype

observé.

3.6. Analyse des mutants identifiés par TILLING

La plupart des mutants TILLING du gene BACOMT6 ne montrent pas de phénotype visible.
En particulier, contrairement aux mutants COMT de mais (bm3) ou de sorgho (bmrl12) les
mutants de B. distachyon identifiés ici ne présentent pas le phénotype brown midrib associé a
une déficience d’activité COMT. Nous avons donc effectué une caractérisation pariétale des
mutants en nous basant sur 1’impact possible des mutations sur I’activité enzymatique, selon

les prédictions SIFT. Des méthodes histologiques et chimiques ont été utilisees.

3.6.1. Analyse histochimigue des mutants par colorations Malile et phloroglucinol-HCI

Les tiges de B. distachyon se lignifient plus intensément au moment de I'épiaison (Wang et al,
2015). Les tiges matures des homozygotes mutants identifiés, des sauvages et des azygotes
correspondants ont été prélevées a ce stade, soit environ 60 jours aprés la germination, au
niveau du second entrenceud. Les prélévements sont coupés et colorés par la méthode de
Wiesner (phloroglucinol-HCI) et par celle de Maile. La coloration de Maile permet de
colorer en rouge les unités S des lignines et en jaune orangeé les unités G des lignines (Chapple
et al, 1992). Le phloroglucinol, en présence d’alcool et de chlorure d’hydrogéne, colore les
groupes p-hydroxycinnamaldehydes terminaux des lignines natives en rouge violacé (Pomar
et al, 2002).

Les analyses réalisées ont montré peu d'effet sur I'intensité des colorations entre les sauvages
et les homozygotes mutants. Par exemple, chez I’homozygote mutant 5139, il est observé une
trés 1égere diminution de I’intensité de la coloration rose avec le Maiile par rapport au sauvage

et a ’azygote (figure 54, Maiile).
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Tableau 22 : Teneur en lignine Klason mesurée sur les tiges des mutants BACOMT6 et de
leurs témoins sauvages. ND non disponible (les homozygotes n’ont pas été obtenus pour cette
expérience). Différence significative pour p=0,01* et p=0.05=.

Famille % Lignine KLASON
sauvage 17,82 £0,77
3380 18,73 +0,12
sauvage 15,14 +1,44
4142 14,57 +0,86
Sauvage 17,70 £0,51
4688 17,35 +0,08
Sauvage 16,89 +0,56
4604 16,74 +0,73
Sauvage 16,89 +0,46
6840 16,86 +0,02
Sauvage 18,75+0,13 =
5139 16,4 +0,29 =
Sauvage 17,32 +0,61
7549 19,11 +0,95
Sauvage 15,39 +0,76
5200 17,87 +1,13
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Une légére diminution de coloration au phloroglucinol-HCI est également observée chez la

plante homozygote mutante par rapport au sauvage et a I’azygote (figure 54, phloroglucinol).

Les différences observées étant trés faibles, I’analyse chimique des tiges obtenues apres

séchage des plantes s’est avérée nécessaire pour caractériser les mutants.

3.6.2 Analyses chimiques des mutants

Ces expériences ont été réalisées grace a I’expertise du professeur Catherine Lapierre et de
Frédéric Légée (INRA de Versailles). Les analyses des tiges ont été réalisées sur la majorité
des familles étudiées, puis nous nous sommes concentrés sur les lignées les plus impactées par

la mutation étudiée.

3.6.2.1. Analyse de la composition en lignines des tiges des mutants par Lignine

Klason

La quantité de lignines a été mesurée par la méthode des « lignines Klason » dans les tiges des

lignées mutantes et sauvages ayant poussé dans les mémes conditions.

Les lignées 3380, 4688, 6840, 4142, 7549, 4604 et 5200, ont une teneur en lignines proche de
celle des témoins (tableau 22). En revanche, le mutant 5139 possede moins de lignines que les
individus sauvages. Une diminution d’environ 13% est observée (tableau 22).

Pour certaines lignées de mutants (4604, 5200 et 6840), les analyses n’ont été réalisées que

sur une a deux plantes. Certains résultats sont donc a considérer avec précaution.

3.6.2.2. Distribution des monomeéres de lignines dans les tiges des mutants libérés par

thioacidolyse

Comme évoqué dans le chapitre précédent, la structure des lignines a été évaluée par la
libération de monomeres par thioacidolyse des tiges. La méthode de thioacidolyse permet de
libérer les monolignols liés en B-O-4. Chez les sauvages, les tiges possédent environ 4% de
monomeres H, 32% de monomeres G et 65% de monomeres S liés en Beta-O-4. Des traces de

résidus 5-OHG sont mesurées (environ 0,2%). Le ratio S/G calculé est proche de 2.
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Tableau 23 : Résultats de thioacidolyse réalisée sur les tiges des mutants de BACOMT®6 et de

leurs contrdles sauvages. Différence significative pour p=0,01*.

Famille SIG %H %G %S %5-OHG
sauvage 2,13+0,25 | 3,47+0,33 | 30,88+2,36 | 6565+267 | 0,31+0,07
3380 223+0,15 | 341+0,15 | 29,90+1,40 | 66,69+1,48 | 0,38+0,07
sauvage 1,80 0,01 5,24 0,02 33,80 +0,07 60,96 +0,05 0,44 +0,02
4142 0,99 +0,14 6,28 £0,47 46,31 +3,09 46,41 +3,56 1,99 +0,28
sauvage 2,03 0,10 3,46 +0,65 31,88 +0,84 64,66 +1,49 0,55 +0,21
4688 1,84 +0,02 3,77 0,12 33,88 +0,18 62,34 +0,30 0,50 +0,00
sauvage 1,83 +0,11 3,60 +0,44 34,07 £1,21 62,20 +1,48 0,11 +0,01
4604 1,49 £0,11 3,55 +0,07 38,80 +1,70 57,70 £1,70 0,78 +0,05
sauvage 1,83 +0,11 3,60 +0,44 34,07 £1,21 62,20 +1,48 0,11 +0,01
6840 1,97 £0,14 3,75 0,35 32,40 +1,41 63,70 1,84 0,14 +0,01
sauvage 2,03 0,10 3,46 +0,65 31,88 +0,84 64,66 +1,49 0,55 +0,21
4927 1,88 0,01 3,04 +0,08 33,67 +0,10 63,29 +0,18 0,50 +0,00
sauvage 1,97 +0,18 * | 3,60+0,92 | 32,49+1,62* | 63,91 +2,53* | 0,30 0,14 *
5139 1,20 +0,03 * | 4,48 0,62 | 43,51 +0,49* | 52,00 +0,91 * | 5,27 +0,50 *
sauvage 2,03+0,10* | 3,46+0,65 | 31,88+0,84* | 64,66 +1,49* | 0,55 +0,21 *
7549 1,24 +0,01* | 3,98+0,13 | 42,95+0,34 * | 53,07 +0,21* | 6,3+0,85*
sauvage 2,01 +0,07 3,50 +0,20 31,90 +0,60 64,20 +0,70 0,40 +0,10
7391 1,95 +0,02 3,70 +0,30 32,50 0,10 63,50 +0,40 0,30 +0,10
sauvage 2,77 0,19 2,50 +0,10 26,00 1,20 71,30 1,40 0,30 +0,10
5645 2,53 +0,06 3,00 +0,10 27,40 0,30 69,50 +0,30 0,30 +0,10
sauvage 1,71 +0,12 3,70 +0,20 35,53 £1,50 60,63 +1,62 0,12 +0,01
5200 1,89 +0,07 2,87 +0,15 33,57 0,76 63,50 +0,66 0,09 +0,00
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Les familles 3380, 4688, 6840, 4927, 7391, 5645 et 5200 ont des distributions en monomeres
de lignines proches des témoins (tableau 23). Leur ratio S/G est supérieur a 1,8. Les mutations
de BACOMT®6 chez ces lignées ne semblent pas avoir d’effet sur la composition de ces
mutants en lignines. Bien que certaines lignées aient un « score SIFT » bas (5645 et 5200 par
exemple ont un « score SIFT » égal a zéro), elles ne sont pas affectées dans leur composition
en lignines. Le «score SIFT » est donc un outil de prédiction qui doit étre utilisé avec

précaution.

Les familles 4142, 4604, 5139 et 7549 ont une répartition en monomeres de lignines
différentes de leurs sauvages associés (tableau 23). Les mutants 4604 montrent une
diminution de la teneur en monomeéres S et une augmentation de la teneur en monomere G de
leurs lignines se traduisant par une diminution de leur ratio S/G a 1,49 (contre 1,83 chez le
sauvage). De plus, une augmentation de résidus 5-OHG qui sont formés par ’accumulation de
5-hydroxyconiferyl alcool (le substrat de la COMT) est observée chez le mutant 4604 (0,77%
chez les mutants vs 0,11% chez les sauvages). Les mutants 5139, 7549 et 4142 présentent le
méme type de résultats mais de facon plus marquée. Ceci se traduit par un ratio S/G fortement
diminué (1,19 pour 5139, 1,24 pour 7549 et 0,99 pour 4142). Ces mutants accumulent
également plus de résidus 5-OHG (3% pour 5139, 6% pour 7549 et 2% pour 4142).

Ces résultats sont en accord avec les analyses d’autres mutants COMT disponibles dans la
littérature. Chez le mais bm3 et le sorgho bmrl12, il est également observé une diminution du
ratio S/G et une accumulation des résidus 5-OHG dans les parois (Vignols et al, 1995 ;
Piquemal et al, 2002 ; Bout & Vermerris, 2003).

Les effets majeurs observés sont la diminution de la teneur des lignines en monomeres S et
une augmentation de la présence des résidus 5-OHG dans les parois des tiges des mutants
5139, 7549 et 4142. Ces résultats sont en accord avec ceux publiés auparavant sur les mutants
COMT de mais ou de sorgho (Vignols et al, 1995 ; Piqguemal et al, 2002 ; Bout & Vermerris,
2003).

3.6.2.3.. Dosage des acides hydroxycinnamiques dans les tiges des mutants

Pour les mutants 5139 et 7549, I’hydrolyse alcaline douce libére une quantité d’pAC

significativement inférieure a celle libérée chez leurs témoins (tableau 24).
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Tableau 24 : Teneurs en acides férulique et p-coumarique mesurées sur les tiges des mutants
BACOMTG et de leurs contrdles sauvages par HPLC apreés hydrolyse alcaline douce.
Reésultats exprimés en mg/g de RP. Différence significative pour p=0,01* et p=0.05=.

Famille pAC AF
sauvage 9,33+0,29 3,98 £ 0,18
4142 7,57 £ 0,37 3,03+ 0,09
sauvage 8,09 £0,05 5,08 £0,02
4688 7,30 £0,50 5,09 £0,24
sauvage 7,65 +0,18 4,79 £0,13
4604 7,65 +0,40 4,97 +0,33
sauvage 8,09 £0,05 5,08 £0,02
4927 7,02 £0,11 4,43 £0,07
sauvage 9,03 +£0,99 = 4,22 +0,29
5139 7,07 £0,36 = 4,74 £0,61
sauvage 8,09 £0,05 * 5,08 +0,02
7549 5,93 +0,06 * 4,48 +0,08
sauvage 7,65 +0,18 4,79 £0,13
6840 7,62 0,36 5,34 0,30
sauvage 7,47 +0,28 4,96 +0,00
5200 8,38 £0,74 5,40 £0,42

Tableau 25: Dosage d’acides férulique et p-coumarique libérés aprées thioacidolyse et

mesurés par GC-SM.

Résultats exprimés en mg/g de RP.

Famille pAC AF
Sauvage 6,33 £ 0,22 9,09 + 0,82
3380 6,46 + 0,29 9,17+0,31
Sauvage 7,90 £1,10 7,74 £1,00
4688 7,10 £0,24 9,57 £0,59
Sauvage 6,33 +£0,22 9,09 +0,82
4604 6,32 +0,14 8,48 +0,05
Sauvage 6,33 £0,22 9,09 +0,82
5139 5,09 +0,06 7,92 +0,28
Sauvage 6,96 +0,48 7,36 +0,62
6840 7,23 £0,13 8,09 +0,36
Sauvage 7,33 £0,64 7,95 0,55
5200 8,36 +0,31 8,87 +0,84
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Pour la lignée 5139, cette diminution est de I’ordre de 21% et pour la lignée 7549, elle est de

I’ordre de 27% (différence significative).

Cette diminution pourrait provenir de la diminution de la quantité de lignines mesurée chez
ces mutants, puisque I’'pAC est lié aux unités S et pour le mutant 5139, la teneur en lignines
est diminuée d’environ 13%. Aucune modification significative de la quantité d’AF libérée

par hydrolyse alcaline n’est observée.

Nous avons observé que la thioacidolyse libére également moins d’pAC (une diminution de

20% ; tableau 25) pour la lignée 5139, renforgant 1’hypothése précédente.

La lignée 4142 montre une diminution de sa teneur en AF libérée par hydrolyse alcaline
douce par rapport au sauvage. Ce résultat est cependant similaire si on le compare avec celui
obtenu pour les plantes azygotes contrbles 4142 (pAC libéré en hydrolyse alcaline douce :
9.97 +0,32 ; AF libéré en hydrolyse alcaline douce : 3,40 £0,99).

Quatre lignées se dégagent de ces analyses : les lignées 4142, 4604, 5139 et 7549. La lignée
5139 posséde 13% de lignines en moins par rapport aux individus sauvages, une modification
de la structure et de la composition en monomeres de lignines. Elle possede 23% de
monomeres G en plus et 21% de monomeres S en moins liés en beta-O-4 par rapport aux
sauvages. Elle accumule des résidus 5-OHG (augmentation de 90% par rapport aux individus
sauvages). Enfin, sa teneur en pAC est affectée. La lignée 5139 présente les effets les plus
importants induits par la mutation dans le géne BACOMT6. Nous avons donc choisi de

I’étudier plus en détail.

3.7. Etude approfondie de la lignée 5139

La lignée 5139 montre un phénotype pariétal lié a une déficience en activite COMT typique
mais comme les autres familles identifiées par TILLING, elle ne montre pas d’effet visible sur
le développement de la plante (figure 55). La mesure de la biomasse des tiges de plantes

sauvages et de mutants issus de la lignée 5139 montre une légére diminution (figure 55).
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Figure 55 : Comparaison du phénotype de Bd21-3 sauvage au mutant homozygote 5139.

Photographie de Bd21-3 sauvage et mutant 5139 au stade floraison.

Comparaison de la biomasse entre 8 plantes Bd21-3 sauvage (WT) et 8 plantes Bd5139
cultivées en méme temps en chambre de culture. Les grains et les feuilles ont été retirés de
plantes seches récoltées et les tiges ont été pesées.

Tableau 26 : Composition des résidus pariétaux des grains secs et des tiges de sauvage et du
mutant 5139 obtenue apres pyrolyse analytique couplée a une CPG-SM.
Les valeurs représentent la surface relative des pics. Différence significative pour p=0,01* et

p=0.05=.
Organes 4-vinyl 4-vinyl Autres Monomeres | S/G (avec | S/G (sans
phenol guaiacol | monomeres S vinyl vinyl
G guaiacol guaiacol
Grains 22,60* 53,20* 10,30 13,90~ 0,22* 1,36*
entiers +0,60 10,20 +0,70 +0,10 +0,00 +0,09
sauvages
Grains 16,20* 64,50* 12,20 7,10= 0,09* 0,58*
entiers 11,40 11,90 11,00 10,40 10,05 10,08
5139
Tiges 30,30 28,43+ 33,27* 24,85+ 0,55* 1,52*
sauvages +2,46 +0,90 +1,68 +1,38 0,03 0,15
Tiges 27,18 33,58 21,72* 17,55+ 0,32* 0,81*
5139 1,21 10,19 +1,37 11,31 10,02 10,08
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3.7.1. Analyse de la composition des résidus pariétaux des tiges et des grains secs en lignines

et dérivés

Des pyrolyses analytiques ont été réalisées sur les résidus pariétaux de grains secs et de tiges
du sauvage et de I’homozygote mutant pour la lignée 5139 uniquement (tableau 26). La
quantité d’unités S libérée par ’homozygote mutant 5139 est inférieure a celle libérée par le
sauvage confirmant les résultats obtenus par thioacidolyses sur les tiges. Un résultat
comparable a été obtenu pour les grains. Le vinylphénol et le vinylguaiacol sont obtenus apres
décarboxylation de I’pAC et de I’AF dans le processus de pyrolyse (Ralph et Hatfield, 1991).
De plus, les monomeéres G pyrolysés peuvent également aboutir & la formation de 4-
vinylguaiacol. Il convient donc de calculer un ratio S/G avec et sans le vinylguaiacol.

Les pyrolyses analytiques permettent de calculer un ratio S/G. Celui-ci est, comme attendu,
moins élevé dans les grains du mutant 5139 que dans les grains du sauvage, en tenant compte

ou non du vinylguaiacol. Le méme résultat est obtenu pour les grains secs et les tiges.

Cette méthode ne permet pas de détecter les résidus 5-OHG en raison de leur fragilite.
Cependant, la thioacidolyse a permis de détecter des résidus 5-OHG dans les parois des tiges,
et des grains du mutant 5139 (tableau 27). La quantité de résidus 5-OHG, marqueurs d’un
défaut d’activité COMT, libérés par thioacidolyse pour le grain de 5139 est plus importante
que pour les tiges (tableau 27).

Le rendement de thioacidolyse ramené a la quantité de lignines est plus faible pour le mutant
5139 que pour le sauvage, ce qui dénote d’une fréquence plus importante de liaisons
résistantes condensées dans le mutant. Une diminution de la teneur en lignines et une
diminution de la quantité d’unités S de lignines est observée dans les deux organes, tiges et

grains, analysés chez le mutant 5139.

Des résultats similaires ont déja été obtenus lors de 1’analyse de mutants COMT chez le mais,
le sorgho, le peuplier, le tabac et la plante modéle A. thaliana (Lapierre et al, 1998 ; Jouanin
et al, 2000 ; Pincon et al, 2001 ; Goujon et al, 2003 ; Barriere et al, 2004 ; Palmer et al, 2008).
L’observation d’effets comparables sur le grain et notamment 1’observation d’accumulation

de résidus 5-OHG est cependant une nouveauté.

205



Tableau 27 : Etude de la teneur et de la composition des lignines des tiges et des grains du
mutant 5139 et de plantes sauvages par Lignine Klason et bromure d’acétyle, suivie d’une
thioacidolyse. LK : lignine Klason; ABL: lignine au bromure d’acétyle. Différence
significative pour p=0,01* et p=0.05=.

Rendement
Echantlll,ons % LK thioacidolyse %H %G %S %5-OHG
analysés (umol/g de
LK)
Tiges 19,57 = 1258 * 3,1 29,3 * 66,9 * 0,8*
sauvages + 0,30 + 30 +0,2 +1,2 +1,.1 +0,0
Tiges 5139 17,66 = 888 * 2,9 36,4 * 55,6 * 51%*
+ 0,93 +31 +0,2 +1.2 +15 +0,4
Rendement
Echantllllons % ABL thioacidolyse %H %G %S %5-OHG
analysés (umol/g de
ABL)
Snrt"i‘é?: 4,40 239 * 5,7 37,2 570% |
+0,17 + 0,02 +0,4 +0,2 +0,1
sauvages
Grains 3,82 155 * 6,3 38,1 41,7 * 139*
entiers 5139 + 0,20 +5 +0,4 +0,2 +1,0 +0,8

Tableau 28 : Composition des résidus pariétaux des grains secs et de tiges de plantes
sauvages, de mutants 5139 et de mutants 7549 obtenue par hydrolyse alcaline couplée a une
HPLC. Les valeurs sont en mg/g de MIA pour les grains et en mg/g de RP pour les tiges.
Différence significative pour p=0,01* et p=0.05=.

Organes pAC AF Acide Vanilline
sinapique
Grains entiers 1,109~ 2,145« 0,116 0,071
sauvages +0,083 +0,042 +0,014 +0,016
Grains entiers 0,544= 1,706~ 0,119 0,045
5139 +0,009 +0,038 +0,004 10,003
Tiges sauvages 9,03~ 4,22 - -
10,99 10,29
Tiges 5139 7,07= 4,74 - -
10,36 10,61
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3.7.2. Analyse de la composition en acides hydroxycinnamiques des résidus pariétaux de tiges

et de grains

Comme montré precédemment dans le tableau 25, I’hydrolyse alcaline des résidus pariétaux
des tiges des mutants 5139 libere une guantité moindre d’pAC par rapport au sauvage. Cette
diminution est de 20 %. Aucun effet n'est observé concernant I'AF chez le mutant 5139.

L’hydrolyse alcaline réalisée sur les résidus pariétaux des grains secs montre que le mutant
5139 présente par rapport au sauvage une diminution des teneurs en acides
hydroxycinnamiques, d’environ 50% pour I’'pAC et d’environ 20% pour I’AF (tableau 28).
Une quantité moindre de vanilline est détectée pour le mutant 5139 que pour le sauvage, ce
qui semble logique car la vanilline est issue de 1’hydrolyse des lignines et le mutant 5139 est
moins lignifié que le contrdle, bien que la teneur en monomeres G de ses lignines est

supérieure a celle du controle.

L’acidolyse douce permet d’hydrolyser I’arabinose des arabinoxylanes tout en préservant la
liaison ester avec I'pPAC ou I’AF. Cette approche montre (tableau 29) que la quantité d’pAC
liée a I’arabinose dans les tiges et les grains du mutant 5139 est proche de celle du sauvage.
La diminution de la quantité d'pAC observée par hydrolyse alcaline est donc bien due a la
diminution de I'pPAC lié aux lignines. Les taux d’AF liés aux arabinoses sont également

identiques pour le mutant et le sauvage.

Ainsi, d’apres ces analyses, le taux d’pAC lié aux lignines est affecté directement en raison de
la diminution de la teneur en unité S de lignines. Il n’y a pas d’impact significatif sur la teneur
en AF. Des résultats similaires sont observés chez le mutant COMT de mais bm3 et celui du

sorgho bmr12.

3.7.3. Analyse de la composition en polysaccharides des grains secs

Comme les lignines sont des composants importants des vaisseaux des plantes et comme les
mutants 5139 sont affectés dans la lignification, nous avons Vérifié que la qualité des grains
n’était pas affectée. Dans ce but, nous avons analysé la composition en polysaccharides des

grains.
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Tableau 29 : Composition des résidus pariétaux des grains secs de témoins et de mutant 5139
obtenue apres acidolyse douce (CA-ARA : pAC lié a un arabinose, FA-ARA : AF lié a un
arabinose). Les résultats sont exprimés en mg/g de RP pour les tiges et en mg/g de MIA pour
les grains. Différence significative pour p=0,01* et p=0.05=.

Organes CA-ARA FA-ARA
Grains 0,64=+0,01 | 1,41+0,08
sauvages
Grains 5139 0,50-+0,01 | 1,41+0,01
Tiges sauvages | 3,88+0,38 | 6,19 +0,60
Tiges 5139 3,58 +0,15 5,48 +£0,15

Tableau 30 : Dosage d’oses neutres totaux présents dans les résidus pariétaux des grains
entiers secs de mutants 5139 et de B. distachyon (Bd21-3)

Génotypes Oses neutres totaux (% poids)
sauvage 62,6 £0,4
mutant 5139 61,4+1,0

Tableau 31 : Distribution des oses neutres présents dans les résidus pariétaux de grains entiers
secs des mutants 5139 et de la plante sauvage Bd21-3. Résultats exprimés en mg/g de MIA.

Génotypes Arabinose Xylose Mannose Galactose Glucose
sauvage 286+0,26 | 506+018 | 0,17+0,02 | 0,60+0,02 | 53,90+ 0,74
mutant 5139 | 2,67+0,09 | 465+0,14 | 0,15+0,00 | 0,59+0,02 | 53,29+0,85

Tableau 32 : dosage d’amidon dans les grains matures secs de B. distachyon sauvage et

mutant.
Génotypes % amidon mesuré
Grains entiers sauvages 4,40 + 0,02
Grains entiers 5139 4,30 £ 0,00
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3.7.3.1. Analyse de la composition en oses neutres des résidus pariétaux de grains

La composition en polysaccharides pariétaux a été évaluée par I’analyse de la composition en
en oses constitutifs des résidus pariétaux. Il n’y a pas de différence significative observée pour
la quantit¢é d’oses neutres mesurée entre les mutants et les controles sauvages assoCiés
(tableau 30). La quantit¢ d’oses neutres est égale a environ 63 % du poids des résidus

pariétaux des grains entiers secs.

Aucune différence n’est observée quant a la distribution des différents sucres entre les

mutants et les controles sauvages associes (tableau 31).

3.7.3.2. Analyse de la composition en amidon des grains entiers secs

La composition des grains entiers secs en amidon a été étudiée. Les résultats des individus
sauvages et des mutants sont similaires (tableau 32). L’amidon représente environ 4% du

grain entier.

Le défaut de lignification des tiges et des grains de la lignée 5139 ne semble pas avoir d’effet

sur la composition des grains évaluée par 1’analyse des polysaccharides.

3.7.4. Caractérisation de la lignée mutée 5139 par immunomarquages

L'effet de la mutation sur la mise en place des arabinoxylanes féruloylés et des lignines du
grain et de la tige a été étudié par immunomarquages. Des grains de plantes sauvages et
mutantes 5139 issus de plantes mises en culture simultanément en chambres de culture ont été
prélevés a 11, 21 et 31 JAA ainsi que des tiges de plantes de 60 JAG. Les échantillons ont été
traités de la méme fagon que pour les immunomarquages décrits dans le chapitre 2.

Les résultats obtenus pour la lignée BACOMT6 5139 sont exposés dans les figures 55 a 60 et

sont a comparés a ceux obtenus pour le sauvage (voir chapitre 2 figures 40 a 46).

D’apreés nos observations, il n’y a pas de différence majeure entre le mutant 5139 et le
sauvage dans la mise en place des arabinoxylanes féruloylés et des lignines dans la paroi, et ni

dans leur localisation dans le grain et dans la tige.
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Figure 55: Sections transversales de grain de mutant BACOMT®6 5139 a 11, 21 et 31 JAA
traitées a la lichénase et marquées par I’anticorps AX1, reconnaissant les arabinoxylanes.

Pour chacun des stades, en haut : image en contraste interférentiel et en bas: image en
fluorescence. Une image mosaique de la coupe entiére est montrée. pe: péricarpe, nu:
épiderme de nucelle, ca : couche a aleurone, al : albumen, si : sillon.
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Figure 56 : Section transversale de tige de mutant BACOMT6 5139 a 60 JAG marquée par
I’anticorps AX1, reconnaissant les arabinoxylanes.

En haut : image en contraste interférentiel et en bas : image en fluorescence. Ep : épiderme,
sc: sclérenchyme, f: fibre, fv: faisceau vasculaire, ph: phloéme, xy: xyléme, pa:
parenchyme, m : méat.
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Figure 57 : Sections transversales de grain de mutant BACOMT®6 5139 a 11, 21 et 31 JAA
traitées a la lichénase et marquées par 1’anticorps anti 5-O-Fer-Ara, reconnaissant I’AF li¢ aux
arabinoxylanes.

Pour chacun des stades, en haut : image en contraste interférentiel et en bas : image en
fluorescence. Une image mosaique de la coupe entiére est montrée. pe : péricarpe, nu :
épiderme de nucelle, ca : couche a aleurone, al : albumen, si : sillon.
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Figure 58 : Section transversale de tige de mutant BACOMT6 5139 a 60 JAG marquée par
I’anticorps anti 5-O-Fer-Ara, reconnaissant 1’ AF lié aux arabinoxylanes.

En haut : image en contraste interférentiel et en bas : image en fluorescence. Ep : épiderme,
sc: sclérenchyme, f: fibre, fv: faisceau vasculaire, ph: phloéme, xy: xyléme, pa:
parenchyme, m : méat.
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Figure 59 : Section transversale de tige de mutant BACOMT6 5139 a 60 jours apres
germination marquée par I’anticorps INRA-COU, reconnaissant I’pAC.

En haut : image en contraste interférentiel et en bas : image en fluorescence. Ep : épiderme,

sc : sclérenchyme, f : fibre, fv : faisceau vasculaire, ph : phloéme, xy : xyléme, pa :
parenchyme, m : méat.
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Figure 60 : Détection des lignines dans les grains matures secs mutant BACOMT6 5139 par

immunomarquages.

L’anticorps KM1 (a) cible les liaisons 8-5" des lignines, KM2 (b) cible les monoméres G ou S
liés en 8-8’et KM3 cible lignines liées en 8-0-4” (c). Pour chaque anticorps, a gauche : image
en fond clair et a droite : image en fluorescence. pl : palea, te : testa, nu : épiderme de nucelle,

al : albumen.

Tableau 33: Dosage de la masse perdue et d’anhydroglucose libéré par saccharification
réalisée sur MIA de tiges de B. distachyon sauvage et mutant 5139. *différence significative

pour p=0,01.
_ Anhydroglucose libére
Echantillons % masse perdue
(mg/g d’échantillon)
Tiges sauvages 27,85*+0,91 94,85* + 0,64
Tiges 5139 34,35* + 0,64 130,3*5 £ 1,63
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3.7.5. Essais de saccharification sur les tiges du mutant BACOMT6 5139

La diminution de la teneur en lignines est souvent corrélée a une amélioration de ’efficacité
de libération de cellulose a partir des parois et donc a une production plus importante de
glucose par hydrolyse enzymatique de la cellulose. Des expériences de cellulolyse, ou
saccharification, ont été réalisées avec ’aide de Frédéric Légée de I'INRA de Versailles sur
les MIA de tiges de lignées sauvages et de mutants 5139. Sont mesurées la masse de
polysaccharides pariétaux perdue ainsi que la quantité de glucose libérée aprés I’action d’une
cellulase. La masse perdue par le mutant 5139 est supérieure a celle perdue par le sauvage
(tableau 33). Ceci est lié a une plus grande libération de glucose chez le mutant que chez le
sauvage. Cette augmentation est de 1’ordre de 27%. Les tiges du mutant BACOMT® issu de la
lignée 5139 sont donc plus aisément saccharifiables que celles du sauvage. Des résultats
similaires ont deja été obtenus pour des mutants COMT de Poacées comme le mais bm3
(Barriére et al, 2004).

La diminution de la quantité de lignines ainsi que la modification de la structure des parois
que cela entraine permettent donc une meilleure dégradabilité des parois chez le mutant 5139
que chez le sauvage. Notons que la cellulase Onozuka utilisée présente majoritairement des
activités cellulases mais également des activités hémicellulases et B-glucosidase. Les résultats

peuvent donc étre 1égerement amplifiés par I’hydrolyse de certains hémicelluloses.

3.7.6. Caractérisation de I’expression du géne BACOMT®6 dans la lignée mutée 5139

Le niveau relatif de transcrit codant BACOMT®6 a été évalué dans les tiges de la lignée 5139

par rapport au sauvage par RT-PCR quantitative.
Les résultats montrent que malgré la présence d’une mutation ponctuelle, le géne BACOMT6

reste exprimé et la quantité de transcrits codant BACOMTG6 ne semble pas affectée dans la
lignée 5139 (figure 61).
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Figure 61 : Expression du géne codant pour la BACOMT®6 dans les tiges de Bd21-3 (WT) et
du mutant 5139.

Comparaison de I'expression de BACOMTG6 dans les tiges de Bd21-3 sauvages (noté WT) et
de mutants Bd5139 a 60 DAG par gRT-PCR. Les niveaux de transcription de BACOMT6 ont
été normalisés a partir du géne de ménage S-adénosylméthionine décarboxylase (SAMDC) et
la valeur de I'expression a été fixée a 1 pour le WT (procédures expérimentales détaillées dans
Bouvier d'Yvoire et al, 2013 ; BDCOMT-6-F GTTCCACGTCGACATGATCAT, BDCOMT
-6-R CTACTTGGTGAACTCGATGGC, SAMDC-F
CGGCAAGCTTGCTAATCTGCTGGAAT, SAMDC-R
CAGAGCAACAATAGCCTGGCTGGC). Les barres d'erreur sont les SD de trois répétitions
biologiques.

Q. _ 9
r & O N L
A =0, p Yo
Oy M Ox _H o N = \L _
b, HCO~ A" A
N S
J\ ol XY L X
2 ( e \\ ,AOCH,
/ | > Unreacted Thioglol | =0
//\'CX:N, No fluorescence NP
Uo AJ
COMT Rextedﬂuozbl
I Ex,. 382nm
Em_: 513nm
0
H; Hey 7
H,N ~ _, T NH, NH
& ) H,NV » ] 2
N—~Z"N T % N A = )
s /7 Phie i ' | -~
( ¢ T/ I { [ | SAHH T”\T
/S.\ N N NSy N "-l-::N p
A0~ S HO
ch ]", 1 N O - O

-
g
=
I
Q I
L/ :
- V4
X
I
T

OH OH
AdoMet AdoHcy Adenosine

Figure 62 : Schéma théorique de I’activité enzymatique COMT mesurée par fluorescence
(Palmer et al, 2010).

Au cours de la réaction, la COMT va transférer a un composé accepteur (tel que I’acide
caféique) un groupement méthyl qui provient du S-adénosylméthionine (AdoMet) via
I’action de la COMT. Ce dernier donne alors du S-adénosylhomocystéine (AdoHcy),
molécule prise en charge par I’enzyme S-adénosylhomocystéine hydrolase (ou SAHH) qui va
hydrolyser le AdoHcy en Adénosine et en Homocystéine (Hcy). Le Hcy va enfin réagir avec
le Thioglol en le réduisant. Le Thioglol devient alors fluorescent et la fluorescence peut étre
quantifiée grace a un lecteur de plaques. Il s’agit d’une réaction couplée quantitative selon
Palmer et al, (2010).
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3.8. Production de la protéine BACOMT6 recombinante et mesure de son activité

enzymatique

Afin de savoir si la COMT mutée de la lignée 5139 conserve une activité enzymatique, nous

avons tenté de mesurer I'effet de la mutation sur I'activité enzymatique.

Dans un premier temps, nous avons tenté de réaliser cette expérience sur des extraits de
protéines végétales. A partir de tiges de plantes sauvages et mutantes 5139 prélevées a 6
semaines de culture et plongées dans de 1’azote liquide, les protéines ont été extraites et
purifiées (voir partie 6.8 du Matériel et Méthodes). L'activité enzymatique a été suivie selon la
méthode décrite par Palmer et al, 2010 dont le principe est schématisé dans la figure 62.

Nous avons testé comme substrat l'acide caféique puisque dans la littérature, les COMT
produites in vitro sont capables de 1’O-méthyler en AF, ce substrat est de plus disponible dans
le commerce contrairement au 5-hydroxyconiferaldéhyde. Une cinétique enzymatique a été
réalisée pour les extraits d'individus sauvages et mutants en mesurant la fluorescence toutes
les 5 minutes pendant 45 minutes. Une augmentation de la fluorescence a été observée dans
les deux cas. Cependant, ces mémes extraits protéiques dénaturés par incubation a 100°C
pendant 15 minutes provoquaient également cette réponse. La molécule fluorescente, le
ThioGlol, pouvant étre activé par réduction, une molécule de nature non protéique se trouvant

dans les extraits protéiques était donc vraisemblablement responsable de la fluorescence.

Nous avons alors essayé de produire la COMT de fagcon recombinante dans Escherichia coli
comme décrit par Palmer et al, 2010 pour la COMT de sorgho. A partir de la séquence
codante sauvage de la COMT®6, nous avons créé la version mutée correspondant aux familles
5139 et 7549 par mutagenése dirigée (voir partie 6.3.17 du Matériel et Méthodes). Le but était

de voir si la version mutée est encore active.

Les versions sauvage et mutée 5139 ont ensuite été clonées dans le vecteur pDEST17
(plasmide d’expression inductible par I'IPTG qui fusionne la protéine avec une étiquette de
purification 6xhistidine en position N-terminale) afin de les exprimer dans Escherichia coli

Rosetta pLys, souche permettant I’expression de protéines eucaryotes.
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Figure 63 : gels SDS PAGE des productions a 20°C et 37°C de la COMT sauvage et mutée
5139 colorés au bleu de Coomassie

1: sécrétion bactérienne non induite ; 2: insoluble bactérien non induit; 3: sécrétion
bactérien induit; 4 : fraction bactérienne induite soluble ; 5: fraction bactérienne induite
insoluble ; M : marqueur de taille Invitrogen. La fleche indique la localisation de la protéine
d’intérét sur les gels d’électrophorése SDS-PAGE.
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Figure 64 : Exemple de chromatogramme obtenu lors d’une purification de la protéine
BdCOMT6 recombinante sur colonne de Nickel en tampon Tris HCI avec gradient
d’imidazole.

Les tubes 3, 4 5 et 6 contiennent la majeure partie de la protéine recombinante et sont
regroupées pour les étapes de dialyse et de concentration.
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Une fois produites et purifiées, leurs activités enzymatiques ont éte testées suivant la méme

méthode que pour les extraits protéiques.

La production a été tentée a 37°C pendant 18h comme décrit par Palmer et al, 2010.
L'induction a permis de produire les protéines mais en majorité sous forme insolubles (figure
63). Une production a été tentée a 20°C pendant 18h pour essayer d'augmenter la solubilité
des protéines mais les résultats obtenus avec les deux températures sont comparables (figure
63).

Afin de tester leur activité enzymatique, les protéines produites ont d'abord été purifiées par
chromatographie sur colonne d'affinité Nickel-ion dans un tampon Tris HCL. La protéine

d’intérét est éluée entre 50 et 65 mM d’imidazole (figure 64).

Apres dialyse et concentration, des dosages de protéines ont permis de déterminer qu’environ
35 mg/mL de protéines sauvages ou mutantes sont produites par cette méthode a partir de 1 L
de culture bactérienne et concentrés dans environ 600 uL de solution Tris HCI. Des essais
enzymatiques ont été réalisés d’aprés la méthode de Palmer et al, 2010. Nous n’avons
cependant pas obtenu de résultats concluants. La fluorescence ne variait ni chez le sauvage, ni
chez le mutant alors qu’une activation de la molécule fluorescente par une molécule
réductrice (le gluthation réduit ou GSH) provoquait une augmentation rapide de la

fluorescence.

Nous avons essayé une autre méthode pour détecter I’activité enzymatique. Apres incubation
de I'enzyme avec de l'acide caféique, nous avons essayé de détecter le produit de l'activité
(’AF) par HPLC. Nous n’avons observé ni diminution de la concentration en acide caféique

ni apparition d’AF (figure 65).

D’apres les différents tests d’activités enzymatiques et les résultats obtenus, il semblerait que

les protéines COMT produites ne soient pas actives.
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Figure 65 : Exemple de résultat obtenu apres suivi de I’activité enzymatique de la COMT
sauvage et mutée par HPLC.

L’acide caféique est incubé avec la BACOMT6 recombinante. Les acides phénoliques sont
ensuite extraits a I'éther apres acidification, puis séparés sur une colonne C18 et détectés grace
a leur absorption UV. Légende : acide caféique seul (noir), AF et TMCA (bleu), mélange
réactionnel a 5 min (rose) et 35 min (marron) apres ajout de la BACOMT®.
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3.9. Transformation du mutant d’Arabidopsis thaliana Atomtl par les constructions
BdCOMT6 sauvage et mutante 5139

Une autre stratégie pour savoir si la protéine BACOMT6 mutante 5139 est toujours active a
consisté a transformer des plantes d’A. thaliana Atomtl mutées pour la COMT, avec des
constructions exprimant fortement la version sauvage ou la version mutée 5139 du géne
BACOMT®6. Le mutant d'insertion ADN-T Atomtl (SALK_002373) ne contenant pas d’unités
S, la détection de la fonctionnalité de la protéine mutée est observée avec la restauration du

phénotype sauvage.

Plusieurs transformants ont été obtenus pour chaque construction (2 lignées obtenues pour la
complémentation par la forme sauvage et 15 lignées pour la complémentation par la forme
mutée du géne BACOMT®6). Dans un premier temps, des colorations de Maiile ont été réalisées
sur les tiges des transformants de premiére genération (figure 24). Elles ont mis en évidence
une absence de coloration du mutant Atomtl et une coloration rouge des tiges des lignées
transformées avec la forme sauvage et avec la forme mutée. Les deux constructions, sauvage
et mutée, semblent complémenter la mutation Atomtl d’A. thaliana. La BACOMT6 est donc
fonctionnelle dans A. thaliana malgré des seéquences relativement divergentes surtout en

partie N terminale (figure 66).

La mutation 5139 ne semble pas affecter drastiquement ’activité de BACOMT6. Nous avons
noté dans les générations suivantes que les lignées Atomtl transformées avec la forme
sauvage de BACOMTG6 perdaient leur capacité a complémenter le phénotype mutant ce qui
n’est pas le cas de la forme mutée BACOMTG6 5139. Nous avons également observé dans les
lignées Atomtl transformées avec la forme mutée de BACOMT6 des faisceaux vasculaires

collapses (figure 67).
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Figure 66 : Alignement des séquences protéiques de COMT deLolium perenne (Lp), de mais

(Zm), de sorgho (Sb), de miscanthus (Ms) et de B. distachyon (BACOMT®).

Cet alignement permet 1’identification des résidus importants pour I’activité avec en vert le
site de dimérisation, en jaune les résidus catalytiques, en violet le motif de liaison au
cofacteur, en bleu le site de positionnement et de liaison au substrat (alignement réalisé par
CLUSTAL 2.1). Astérisque : conservation stricte des acides aminés chez toutes les COMT
étudiées ; deux points : conservation des caractéristiques des acides aminés ; point : pas de
conservation entre les acides aminés, tiret : gap.
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Figure 67 : Sections transversales de tige d’A. thaliana sauvage, mutante Atomtl et
Atomtlcomplémentées par BACOMT6 sauvage et mutée observées aprés coloration de Malile.
Panel A : plantes issues de la 1° génération de plantes transformées. Panel B : plantes issues
de la 3° génération de plantes transformées.
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Afin de mieux évaluer 1’activité enzymatique des formes sauvages et mutées de BACOMTS6,
la quantité, la structure et la composition des lignines des tiges des lignées d’A. thaliana
transformées ont été déterminées a partir d'échantillons issus de la troisieme geneération

génotypées homozygotes.

La teneur en lignines a été déterminée par lignine Klason. Les teneurs en lignines de tiges
d’4. thaliana sauvage, du mutant Atomtl et de Atomtl transformé par la forme sauvage de
BdCOMT®6 sont comparables alors que la complémentation réalisée avec la forme mutée de
BdCOMT®6 entraine une diminution de la teneur en lignines de 1’ordre de 3 points (tableau

34).

Des thioacidolyses réalisées sur les lignées montrent que Atomtl contient des traces d’unités S
et des résidus 5-OHG. Ces lignées complémentées avec la forme mutée de BACOMT6
(version 5139) montre une restauration de la présence des monoméres S dans les lignines des
tiges séches, et du niveau de résidus 5-OHG (tableau 34). Le taux de monomeres S chez les
plantes complémentées par la forme mutée est méme supérieur a celui des A. thaliana
sauvages pour les trois lignées analysées. L'expression forte de la forme mutée due a
I’utilisation d’un promoteur de type 35S pourrait étre responsable de cette sur-accumulation
de monomeéres S dans les lignines. L’effet de la mutation 5139 sur I’activité enzymatique de

la BACOMT®6 serait palliée par la surexpression du gene.

Les lignées transformées avec la forme sauvage de BACOMTG6 produisent également des
monomeres S, plus que Atomtl, mais leur taux est inférieur a celui des lignées A. thaliana
sauvages, ce qui corrobore les résultats obtenus aprés coloration de Maile des tiges de la
méme génération, mais qui différe des résultats obtenus a la premiére génération de plantes.
Une hypothese pour expliquer ce résultat serait que la surexpression de la forme sauvage de
BACOMT®6 (mais pas de la forme mutée) par le promoteur 35S induirait du « silencing » dans
les deux lignées 4-3 et 6-3 en troisieme génération et pas dans celles issues de la premiere

génération.
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Tableau 34 : Résultats de thioacidolyse réalisée sur les tiges seches des A. thaliana sauvages
(écotype Col-0), mutants Atomtl et mutants Atomtl complémentés par le gene BACOMT6
forme sauvage et mutée. Différence significative pour p=0,01* et p=0.05+.

% lignine

Génotype %H %G %S % 5-OHG
Klason
Sauvage 17,69 0,83 69,3 29,3 0,51
+0,17 + 0,02 +0,2 + 0,4 +0,02
17,48 0,84 90,4 2,40 6,34

Mutant Atomtl | 4 36 +0,04 £0,6 +0,69 +0,09

Atomtl
complémentée 17,61 0,8 85,0 10,8 3,4
par BACOMT®6 +0,35 +0,00 +0,3 +0,3 +0,0

sauvage 4-3

Atomtl
complémentée 17,29 0,9 83,3 12,1 3,7
par BACOMT®6 +0,35 0,1 +14 +15 0,1

sauvage 6-3

Atomtl
complémentée 14,25 = 1,63 59,6 38,2 0,59
par BACOMT®6 + 0,36 +0,10 +0,2 +0,3 +0,01

mutée 4-7

Atomtl
complémentée 14,16 = 1,74 59,7 38,0 0,60
par BACOMT®6 +0,53 +0,19 +0,3 +0,2 +0,02

mutée 7-5

Atomtl
complémentée 13,91 = 1,57 58,7 39,1 0,61
par BACOMT®6 +0,38 +0,12 +0,5 +04 +0,03

mutée 15-6
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Comme indiqué dans l’introduction (figure 30), la COMT d’Arabidopsis thaliana est
également impliquée dans la synthése d’autres phénylpropanoides que les lignines,
notamment des composés phénoliques solubles comme le sinapoyl malate dérivant du
sinapaldéhyde produit par la COMT mais également I’isorhamnétine par action directe de la
COMT sur la quercétine (Goujon et al 2003, Do, et al 2007 ; Vanholme et al, 2012). Des
dosages de composes phénoliques solubles ont été réalisés a partir de plantules des différents
génotypes. Chez le mutant Atomt1, on remarque par rapport au sauvage, une diminution de la
teneur en sinapoylmalate et en glycosides d’isorhamnétine qui ne sont plus détectés, mais le
défaut de la COMT provoque I’accumulation de 5-hydroxyféruloylglucose provenant
vraisemblablement d’une accumulation du substrat de la COMT, le 5-hydroxyconiferaldéhyde
(tableau 35 et figure 30). La transformation de Atomtl avec les formes sauvages et mutées de
BACOMT6 permettent d’augmenter la teneur en sinapoyl malate et en glycosides
d’isorhamnétine. Cependant les teneurs ne sont comparables au sauvage que pour une lignée
complémentée par la forme mutée de BACOMT®6. Le 5-hydroxyféruloylglucose disparait lui
dans les trois lignées transformées avec la forme mutée de BACOMT6 (tableau 35). La
complémentation par la forme sauvage de BACOMT®6 est donc partielle alors que la forme
mutée semble bien complémenter le mutant Atomtl. Ces résultats indiquent de plus, que la
protéine de Monocotylédones BACOMT®6 est capable de produire 1’isorhamnétine comme la
COMT d’A. thaliana.

Tres récemment, il a ét¢ montré que lactivité de certaines COMT était régulée par des
modifications post-traductionnelles. Chez le peuplier, la phosphorylation de la sérine 123
(figures 48 et 66), acide aminé conservé des COMT, entraine I’inactivation de la COMT
(Wang et al, 2015). En I’absence de cette modification post-traductionnelle, la COMT est
active. La possibilité d’une régulation au niveau post-traductionnelle de BdCOMT6
expliquerait le fait que le géne BACOMT®6 soit exprime dans tous les tissus analysés lignifiés
ou non (figure 51 et données PlaNet). Les formes sauvage et mutée de BACOMT®6 possedent
cette sérine. La différence entre BACOMT6 et la forme mutée 5139 est le changement d’une
glycine en position 256 en acide aspartique. Cette position est éloignée (si on ne considére
que la structure primaire des protéines) de la sérine phosphorylée chez le peuplier. La
BAdCOMT®6 posséde une autre serine en position 255, absente chez les COMT d’A. thaliana et
du peuplier (voir figure 48), située juste en amont de I’acide aminé affecté¢ par la mutation

G256D.
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Tableau35 : Dosage de flavonoides réalisée sur des plantules de A. thaliana sauvages (Col-0),
mutants Atomtl et mutants Atomtl complémentés par le gene BACOMT6 forme sauvage et

mutée.

5-OHFE : 5-hydroxyféruloylmalate et 5-hydroxyféruloylglucose ; MF : matiere fraiche ; ND :
non détectable. Différence significative pour p=0,01* et p=0.05=.

. Sinapoylmalate Dérivés de 5-OHFE . GIyCOS'd?.
Genotype (Lg/mg de MF) (Lg/mg de MF) d’isorhamnétine
(ug/mg de MF)
Sauvage 2,60+ 0,31 ND 0,14 +£ 0,03
Mutant Atomtl 1,09 + 0,17 0,43=+0,10 ND
Atomtl +
BdCOMTG6 sauvage 1,89+0,11 0,15=+0,03 0,018 + 0,008
4-3
Atomtl +
BdCOMT6 sauvage 2,26 £ 0,20 0,034 = + 0,007 0,047 £ 0,008
6-3
Atomtl +
BACOMT6 mutée 2,11+0,13 ND 0,062 + 0,007
4-7
Atomtl +
BAdCOMT6 mutée 1,93+0,28 ND 0,069 + 0,003
7-5
Atomtl +
BAdCOMT6 mutée 2,73+0,22 ND 0,094 + 0,004
15-6
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Une hypothese pouvant expliquer le comportement de la forme sauvage de BACOMT®, peu
(voir pas) active dans A. thaliana par rapport a la forme mutée active, serait une différence
entre les mécanismes d’activation/inactivation entre les COMT de B. distachyon et d’A.
thaliana, différence annulée par la mutation BACOMT6 5139. Il est possible que la présence
de la glycine 256 (et pas d’un acide aspartique) augmente la phosphorylation de la sérine
conservée (123 chez le peuplier) et donc I’inhibition de la BACOMT®6 dans A. thaliana. Il est
également possible que la sérine 255 de BACOMT6 se phosphoryle dans A. thaliana et pas
dans B. distachyon, et que cette phosphorylation soit permise chez la forme sauvage par la
glycine 256 mais pas par I’acide aspartique qui « bloquerait » la sérine 255 en position

déphosphorylée, « laissant » ’enzyme toujours active.

3.10. Conclusions

Nous avons démontré que BACOMTG6 intervient dans la production des monomeres S de
lignines dans les tiges et les grains de B. distachyon. Sa mutation ponctuelle entraine une
diminution modérée de la teneur en lignines et une diminution significative du taux de
monomeres S dans les tiges et les grains, ainsi qu’une meilleure dégradabilité des tiges lors de
la saccharification. Cependant, il reste encore des monoméres S dans les tiges des mutants et
la version mutée du gene permet de restaurer le phénotype sauvage du mutant Atomtl d’A.
thaliana. BACOMT6 mutée est donc encore active méme si les défauts de lignification

observés dans B. distachyon plaident pour une activité réduite.

Les résultats obtenus suite a la complémentation du mutant Atomtl d’A. thaliana sont tres
intéressants et ouvrent la voie vers de nombreuses nouvelles questions comme 1’implication
de la COMT dans la synthese des composes phénoliques solubles comme les flavonoides ou
encore I’impact des modifications post-traductionnelles sur 1’activité des enzymes. Des

analyses sont en cours afin d’apporter des réponses a ces questions.

Malgre son expression dans I’albumen du grain de B. distachyon, un tissu dont les parois sont
relativement riches en arabinoxylanes féruloylés et ou les lignines sont détectés a 1’état de
trace selon nos résultats, BACOMT®6 n'interviendrait pas dans la production de I’AF lié aux
xylanes puisque contrairement a la teneur en unités S, la teneur en AF n’est pas impactée par

la mutation ni dans les tiges, ni dans les grains.
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Ces reésultats confirment les résultats obtenus pour les tiges d'autres mutants COMT de
Poacées comme dans le mutant de mais bm3 et de sorgho bmrl2 (Lapierre et al, 1998 ;
Barriére et al, 2004 ; Palmer et al, 2008).

Le role des protéines similaires aux COMT ou COMT-like reste également a appréehender.

Les genes correspondants sont moins exprimeés que BACOMT6 mais ils pourraient étre
exprimés dans des types cellulaires spécifiques ou dans certaines conditions. Par exemple,
AtCOMT?2 a été identifiée comme une COMT-like proche des acides hydroxycinnamiques /
hydroxycinnamoyl-CoA ester O-méthyltransférase (Li et al, 1997 ; Li et al, 2000 ; Raes et al,
2003 ; Kim et al, 2005).

Les enzymes qui interviendraient dans la synthése de I’AF lié aux xylanes restent non
identifiées. Cette enzyme n'est vraisemblablement pas une COMT classique, impliquée dans
la synthése des unités S de lignines. Puisqu'une hypothése répandue stipule que I'AF est
transféré sur les xylanes sous forme de féruloylCoA nous nous sommes orientés vers 1’étude
des CCoOAOMT chez B. distachyon.
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Chapitre 4 : Etude de la famille CCOAOMT chez

Brachypodium distachyon
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Tableau 36 : Nomenclature utilisée pour nommer les CCOAOMT de B. distachyon

Locus Nomenclature Nombre d’acides aminés
Bradi1g48370 BACCoAOMT3 263
Bradi3g39380 BAdCCoAOMT4 240
Bradi3g39390 BACCoAOMT2 242
Bradi3g39400 BACCoAOMT5 248
Bradi3g39410 BACCoAOMT6 248
Bradi3g39420 BAdCCoAOMT1 245
Bradi4g33340 BACCoAOMT7 251
Bd3 : : :
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Figure 68: Positionnement des loci des génes codant pour une CCoAOMT sur le

chromosome

bin/gbrowse/BrachV10/#search)
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(d’apres http://wheat.pw.usda.gov/cgi-
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4.1. Identification des géenes CCoAOMT de Brachypodium distachyon

Chez B. distachyon, un BLAST realisé a partir du géne AtCCoAOMT1 d’A. thaliana (locus :
At4g34050) sur le séquencage 8x a permis d’identifier sept membres de la famille des
CCoAOMT : Bradi3g39420, Bradi3g39390, Bradilg48370, Bradi3g39380, Bradi3g39400,
Bradi3g39410, et Bradi4g33340 respectivement nommés BAdCCoAOMT1, BdCCoAOMT2,
BACCoAOMT3, BACCoAOMT4, BACCoAOMTS5, BACCoAOMT6 et BACCoAOMT7 (tableau
36).

Parmi ces sept genes, BACCoOAOMT1, BACCoAOMT2, BACCoAOMT4, BACCoAOMT5 et
BACCoAOMT6 sont situés les uns a la suite des autres sur le chromosome 3 (figure 68). lls
sont sans doute issus de phénomeénes de duplications récents. Les génes BACCoAOMT],
BACCoAOMT2, BACCoAOMTS5 et BACCoAOMT6 sont en tandem, BACCoAOMT4 (locus :
Bradi3g39380) est en orientation inverse, localisé sur le brin dADN complémentaire (figure
68).

La structure de ces sept genes est de trois types (figure 69). Les génes BACCoAOMT2,
BACCoAOMT3 et BACCoAOMT6 possedent un seul intron. Les genes BACCoAOMTL,
BACCoAOMT4 et BACCoOAOMTS5S possédent deux introns. Le géne BACCoAOMT?7 possede

quatre introns.

Ces sept genes codant potentiellement une CCoOAOMT ont été étudiés en partie dans le cadre
du stage master 2 d'Eulalie Lefeuvre que j'ai co-encadré avec Anne-Laure Chateigner-Boutin
en 2014.

La traduction des séquences codantes prédites montre que BdCCoAOMT3 possede un
nombre d’acides aminés élevé par rapport a d’autres CCOAOMT bien caractérisées (Phogat et
al, 2009), les six autres CCOAOMT de B. distachyon possedent environ 245 acides aminés
(tableau 36).
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Figure 69 : Représentation de la structure des genes codant pour une CCoAOMT chez B.
distachyon.
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Figure 70 : arbre phylogénétiqgue des CCOAOMT de A. thaliana, B. distachyon et O. sativa
réalisé avec www.phylogeny.fr (Muscle, G-Block, PhyML, Bootstrap 100 et TreeDyn) et des
CCoAOMT de faux-mimosa (L), de luzerne (Ms), de mais (Zm), de peuplier (Pt), de pin (Pr)
et de tabac (Nt).

Astérisque : CCoAOMT dont I’activité a été caractérisée expérimentalement (pour plus de
détail voir partie 6.2.2 du Matériel et Méthodes).
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4.2. Analyse phylogénétique des CCoAOMT de Brachypodium distachyon

Une analyse phylogénétique a été réalisée a partir des séquences protéiques des CCOAOMT
de A. thaliana, B. distachyon et O. sativa (figure 70) ainsi que des CCOAOMT de faux-
mimosa (Leucaena leucocephala), de luzerne, de mais (ZmCCoAOMT1), de peuplier, de pin
et de tabac que 1’on sait impliquées dans la synthése des lignines (Inoue et al, 1998 ; Wagner
etal, 2011 ; Li et al, 2013 ; Hoffmann et al, 2001, Pagadala et al, 2009, Phogat et al, 2010).

Les CCOAOMT connues comme étant impliquées dans la synthese des lignines aussi bien
chez les Eudicotylédones comme AtCCoAOMT1 (Li et al, 2000 ; Goujon et al, 2003 ; Do et
al, 2007) que chez les monocotylédones comme ZmCCoAOMTL (Li et al, 2013) sont
regroupées dans un embranchement qui comprend BACCoAOMT3 qui serait donc leur
orthologue chez B. distachyon. Les autres CCoOAOMT de B. distachyon sont dans des
embranchements qui semblent spécifiques des monocotylédones. BACCoOAOMT3 pourrait
constituer un bon candidat pour identifier la CCOAOMT impliquée dans la synthése des
lignines. Par contre, il ne constitue pas un bon candidat si I’on cherche a identifier une
enzyme impliquée dans I’acylation de 1’acide férulique aux xylanes car il n’y a pas d’acide
ferulique lié aux xylanes dans les parois d’A. thaliana notamment. Les xylanes féruloylés
étant caractéristiques des Poacées étudier le groupe de génes formant le clade spécifique des
Poacées et contenant les génes BdACCoAOMT1, BdCCoAOMT2, BdCCoAOMT4,
BACCoAOMT5, BACCoAOMT6 et BACCoAOMT7 semble pertinent.

4.3. Analyse des séquences protéiques prédites

Un alignement des séquences protéiques des CCOAOMT de B. distachyon a été généré avec
les séquences protéiques des CCOAOMT de faux mimosa (LICCOAOMT1 et LICCOAOMT?2,
d’aprés Pagadala et al, 2009) et celles de peuplier (PtCCoAOMT1 et PtCCoOAMT?2, d’aprés
Phogat et al, 2010) afin de vérifier la présence des résidus décrits comme nécessaires a
’activité enzymatique (figure 71). Aprés identification des résidus du site actif et intervenant
dans la liaison aux différents substrats a 1’aide du programme CASTp (ou Computed Atlas of
Surface Topography of Proteins), la méthode de 1’amarrage moléculaire (ou docking en
anglais) a été utilisée par les auteurs des deux articles afin de calculer 1’orientation préférée
des substrats vers les sites précédemment identifiés dans la formation de complexes stables
(Dundas et al, 2006 ; Pagadala et al, 2009 ; Phogat et al, 2010).
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La protéine BACCoAOMT?3 possede le plus d’acides aminés conservés (figure 71) soit vingt-
neuf des trente résidus formant le site actif ainsi que onze des douze résidus impliqués dans la
liaison au cafféoyl-coA (le douzieme étant remplacé par un acide aminé aux caractéristiques
similaires a celui des CCOAOMT de peuplier et de faux mimosa) mais également tous les
acides aminés impliqués dans la liaison au féruloyl-coA, au 5-hydroxyféruloyl-coA et au
sinapoyl-coA. Les autres CCOAOMT possedent moins de résidus conservés impliqués dans la
formation du site actif et moins de résidus impliqués dans la liaison aux quatre substrats
étudiés (figure 71). Il est possible que ces CCoAOMT interagissent avec d’autres substrats qui
ne sont pas présentes ici. Une spécificité de substrat pourrait expliquer la présence de sept
CCoAOMT chez B. distachyon.

En conclusion, la protéine BACCoAOMT3 présente toutes les caractéristiques des CCOAOMT
connues et bien caractérisées chez d’autres espéces. Les protéines BdCCoAOMTL,
BJdCCoAOMT2, BACCoAOMT4, BACCoAOMTS5, BACCoAOMT6 et BACCoAOMT7 ont
conservé une partie des résidus impliqués dans le site actif des CCOAOMT mais peu de

résidus identifiés comme interagissant avec les substrats connus.

4.4. Expression des genes codant pour une CCoAOMT dans les différents tissus de

Brachypodium distachyon

Afin de choisir les genes candidats a cibler en génétique inverse, une étude de I’expression

des différents génes dans les tiges et dans les grains en cours de développement a été réalisée.

4.4.1. Données Affymetrix

Selon les données d'hybridation sur puces Affymetrix (figure 72), dans les tiges a 60 JAG,
tous les génes codant pour une CCoOAOMT sont exprimés dans le nceud et I'entrenceud. 1l en
est de méme dans le grain entier et dans I’albumen a 11 JAA puis a 31 JAA. Il n'y a pas de
données disponibles sur la plateforme PlaNet concernant 1’expression de BACCoAOMT1 dans

la tige et le grain.
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Caffeoyl-CoA A D DK Y N
Feruloyl-CoA D DK Y N
5 H-FeCoA A A K Y N
Sinapoyl-CoA A DK Y N
BACCOAOMT?2 FRQGDGLAVLDELIAEEAEAGEEKLFDFA VBEDRLOYAGEHERLLRLVRVGGVIAYDNT 184
BACCOROMT4 FRQGDGLAVLDGLIAEEAEAGEEKLFDFA APEBRIOYAGHHERLLRLVRVGGVIAYDNT 182
BACCOAOMT7 FRVGLELQVLDOLVAEDGSTGK---FDFAFVBEBRANFGNEHERLLRLVRVGGLTAYDRT 192
BACCOROMTS FREGPEGPILDELLADEARS---GSFDFAFVDABRPNYGNEHEQLLKLVRVGGVLAYDNT 190
BACCOROMT 6 FREG GLDRLDELLLADAAANE-GGFDFAFVDEBRPNYVKEHEKLLKLVRVGGVLAYDNT 190
BACCOAOMT1 FREGKGLDRLDELLADPANE---GSFDFAFVBEDRPNY VKEHEQLLKLVKVGGTIIYDNT 188
L1CCOROMT1 FREGPELPVLDELVKDEKNHG---SYDF I FVDEBRDONY LNJHKRL I DLVKVGGVIGYDNT 188
L1CCOROMT?2 FKEGPELPVLDELVKDEKNHG---SYDF I FVDEBRDONY LNJHKRLI DLVKVGGVIGYDNT 188
PtCCOAOMT1 FKEGPELPVLDOMIEDGKCHG---SFDFIFVBRBRDNY INHKRLTELVKVGGLIGYDRT 191
PtCCOAOMT?2 FKEGPELPVLDOMIEDGKYHG---TYDF I FVDEBRDONY INMHKRLIELVKVGGLIGYDNT 191
BACCOAOMT3 FREGPELPVLDALLEDERNHG---SFDFVEVEEBRDNY LNBHERLMRLVKVGGLLGYDRT 236
*: * . * * . :** :.**** e **::*: **:*** . * % x x
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Feruloyl-CoA D
5 H-FeCoA
Sinapoyl-CoA Y
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BACCOAOMT 4 LWGGSVAMARDTPGS - SDEDRVVRDYMVGFNAAVAADDRVQACLLP G TLCRRLK 239
BACCOAOMT7 LWGGSVAATDEAAAELSERDRELAGIAREFNAALAGDRRVQVCQLA SEGIMLCRRVA 250
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L1CCOAOMT?2 Lilcsvvapr--PDAPLRKEVRYERDFVLELNKALAVDPRIEICMLPVGEGITLCRRIS 244
PtCCOAOMT1 Lwlicsvvap--PDAPMRKEVR YIRDFVLELNKALAADPRIEICMLPVGEGITLCRRIQ 247
PtCCOAOMT?2 LWNGSVVAP--ADAPMRKEVR YIRDFVLELNKALAADPRIEICMLPVGEGITLCRRIK 247
BACCOAOMT 3 LwlicsvvLp--ADAPMRKE RYERDFVLELNKALAADLRVEICQLPVGEGITLCRRVK 292
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Figure 71 : Alignement des séquences protéiques des CCoAOMT de B. distachyon, du
peuplier (Populus trichopora) et du faux mimosa (Leucaena leucocephala) par CLUSTAL
2.1 multiple sequence alignment.

Les acides aminés surlignés en jaune correspondent aux résidus du site actif et les acides
aminés surlignés en violet aux résidus permettant I’interaction avec les différents substrats
(cafféoyl-coA, féruloyl-coA, 5-hydroxyféruloyl-coA et sinapoyl-coA). Les lettres en jaune et
en violet chez les isoformes indiquent qu’il y a modification de 1’acide aminé mais
conservation des caractéristiques physicochimiques. En italique et surligné en bleu, exon dans
la forme BACCoAOMT3.1 et intron dans la forme BACCoAOMT3.2 dont les données de RT-
PCR attestent 1’existence de transcrits des deux formes. Astérisque : Acide aminé identique
chez toutes les CCOAOMT étudiées ; deux points: acide aminé dont les caractéristiques
physicochimiques sont conserveées chez toutes les CCOAOMT étudiées.
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4.4.2. RT-PCR

Des RT-PCR ciblant les sept genes codant pour une CCoOAOMT ont été réalisées a partir de
différents tissus (racines de plantules, parties aériennes de plantules, tiges a 60 JAG, grains a

21 JAA et grains matures secs) afin de vérifier leur expression.

Tous les genes BACCoOAOMT s’expriment dans la partie racinaire et la partie aérienne des
jeunes plantules (figure 73). Tous les génes BACCoAOMT, a I’exception de BACCoAOMT7,
s’expriment dans la tige. Dans le grain sec, seule 1’expression de BACCoAOMTS a eté
détectée alors que BACCoAOMT3, BACCoAOMT4, BACCoAOMT2, BACCoAOMTS et
BACCoAOMT1 s’expriment dans le grain en cours de développement.

Les RT-PCR conduites avec des amorces permettant d'amplifier 'ORF pleine longueur ont
également permis de détecter la présence de plusieurs formes de transcrits pour un méme
géne, correspond aux formes 2 des genes proposées (figure 73). La taille variable des
transcrits est observée chez les sept génes et ’abondance d’un transcrit par rapport a 1’autre
dépend de I’organe étudié. Cette taille variable est vraisemblablement due a la rétention

d'intron, un processus déja décrit chez B. distachyon (Sablok et al 2011).

La rétention d'un ou plusieurs introns introduit un codon stop prématurément selon les
prédictions de séquences pour tous les génes sauf pour BACCoAOMT3 ou la rétention du
dernier intron permet l'incorporation de plusieurs acides aminés supplémentaires mais pas de
décalage de cadre de lecture. Il se pourrait donc que les deux formes soient fonctionnelles.
Dailleurs sur le site http://wheat.pw.usda.gov/cgi-bin/gbrowse/BrachVV10/#search, il y a deux
modeles géniques pour le locus Bradilg48370 (BACCoAOMT3) : Bradilg48370.2 dont I'ORF
correspond au modele a deux introns épissés et Bradilg48370.1 dont I'ORF correspond a un
modeéle a un intron (ou le second intron n’est pas épissé€). On peut noter également que pour
ce gene et selon les tissus analysés le variant d’épissage qui semble le plus représenté différe,
ainsi la forme correspondant a Bradilg48370.1 semble prépondérante dans la partie aérienne

des plantules et I’autre variant semble prépondérant dans les autres tissus analysés.
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Figure 72 : Quantification de I’expression des geénes codant pour une CCoAOMT par
hybridation sur puce Affymetrix dans la tige a 60JAG, le grain entier et ’albumen a 11 et 31
jours apres anthese.
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Figure 73 : expression des sept CCOAOMT dans les différents organes de B. distachyon
(Bd21-3)
Les tailles attendues pour une forme d’épissage compléte sont indiqués par une fleche noire.
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Une étude des différentes formes d’épissage chez B. distachyon montre que dans 53% des cas
analyses il y a rétention d’introns. La rétention d’intron ayant un impact fort sur I’activité des
protéines traduites, il a été proposé que ce phénoméne soit un mode de régulation de
I’expression des génes chez B. distachyon (Sablok et al, 2011) comme chez d’autres especes
végétales (Reddy et al, 2013). La rétention d'intron est proposée comme mécanisme de
régulation de I'expression des génes chez les vegétaux au cours du développement ou en
réponse a un stress en modifiant la composition et la stabilité de la protéine obtenue, son

transport et sa localisation cellulaire (Reddy et al, 2013).

Selon les résultats obtenus par RT-PCR, des transcrits fonctionnels bien représentés dans les
organes que nous ciblons (la tige et le grain en développement) sont détectés pour les genes
BACCoAOMT3, BACCoAOMT2, BACCoAOMT4 et BACCoAOMT1. Ces résultats sont
différents de ceux obtenus par hybridation sur les puces Affymetrix. Ceci pourrait étre
expliqué par la différence de génotype utilisé (nous avons travaillé en RT-PCR sur le
génotype Bd21-3 et les puces ont été faites a partir d’ARN extraits de 1’accession Bd21). Les
stades étudiés, les méthodes de culture, de prélévement et d’analyse de données pourraient

expliquer également les différences obtenues ainsi que le choix des amorces utilisées.

4.5. Analyse de mutants d'insertion

La stratégie privilégiée pour obtenir des mutants était I’obtention de mutants d’insertion pour
nos genes candidats puisque I’insertion dans la phase codante du géne provoque en général
I’extinction du gene. Une recherche de mutants d’insertion dans les collections (USDA-ARS,
Western Regional Research Center d'Albany, Bragg et al, 2012) a révélé I’existence de
mutants d’insertion ADN-T seulement pour les genes BACCoAOMT3 et BACCoAOMTS
(tableau 37). Les lignées correspondantes ont été commandées. Les graines obtenues
provenaient de cultures en lots ou «bulk » (c’est-a-dire issues de la récolte de plusieurs
plantes de la méme lignée). Dans le but d’éliminer les plantes ne possédant pas 'ADN-T qui
contient le gene de resistance a I’hygromycine hpt (I’hygromycine B phosphotransférase), les
graines issues des cultures en « bulk » ont d’abord été cultivées sur un milieu contenant de
I’hygromycine B, un antibiotique capable d’inhiber la croissance de cellules eucaryotes. Le
géne hph (aussi appelé hpt) code pour I’hygromycine B phosphotransférase, enzyme

permettant d’inactiver I’hygromycine B.
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Tableau 37 : Liste des lignées mutées identifiées pour les génes codant pour une CCOOAMT

chez B. distachyon.
ND : Non déterminé.

Lignée Geéne affecté Méthode de Position décrite de
détection de ’ADN- P’insertion
T
JJ5276b.0 BdCCoAOMT3 Sanger ND
JJ10732.2 BACCoAOMT3 [llumina Intergénique
JJ12967.0 BACCoAOMT3 [llumina Intergénique
JJ6117 BdCCoAOMT3 IHlumina Exon
JJ10655 BdCCoAOMT5 IHlumina Exon
JJ10560 BdCCoAOMTS IHlumina Exon
JJ10572 BdCCoAOMT5 IHlumina Exon
JJ10606 BdCCoAOMTS IHlumina Exon
JJ10617 BdCCoAOMTS IHlumina Exon
JJ10629 BdCCoAOMTS IHlumina Exon
JJ10594 BdCCoAOMT5S IHlumina Exon
JJ10641 BdCCoAOMT5 IHlumina Exon
JJ10666 BdCCoAOMT5 IHlumina Exon
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Figure 74 : Localisation de I’insertion ADN-T dans la lignée JJ10641 par PCR.

a : amplification avec les amorces BACCoAOMT5_ATG et BACCoAOMT5_STOP
(amplification de I’ORF), b : amplification avec les amorces 39400fw1 et 39400rev1
(amplification du 5’UTR).
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Aprés avoir exclu les lignées JJ5276b, JJ10732, JJ12967, JJ10655, JJ10560, JJ10572,
JJ10606, JJ10629 et JJ10666 puisque celles-ci n’ont pas germé en présence d’hygromycine,
nous nous sommes concentrés sur les lignées JJ6117, JJ10617, JJ10641 et JJ10594.

Un séquencage Illumina avait permis de deétecter et de localiser grace au site
http://wheat.pw.usda.gov/cgi-bin/gbrowse/BrachVV10/#search les inserts dans ces lignées.
Selon ce site, la position de l'insert ADN-T dans la lignée JJ6117 était localisée, dans le
deuxiéme intron du géne BACCoAOMT3, intron qui est épissé dans la forme Bradilg483370.2
et retenu dans la forme Bradilg483370.1. La position de l'insert ADN-T dans les lignées
JJ10617, JJ10641 et JJ10594 était décrite comme «exon » mais localisée sur le génome
browser dans le 5'UTR du gene BACCoAOMTS5.

Les insertions dans les plantes résistantes a I’hygromycine ont été vérifiées par PCR a 1’aide

de plusieurs couples d'amorces (figures 74 et 75).

Une premiére PCR utilisant un couple d’amorces amplifiant I’ORF a permis d’obtenir une
taille de produit PCR pour les mutants JJ10641.1 et JJ10641.5 identique a celle attendue chez
le sauvage Bd21-3 (figure 74 a). Une PCR utilisant des amorces s’hybridant dans la région
5°UTR du géne a révélé une différence entre le sauvage et les mutants d’insertion (figure 74
b). Alors que la PCR réalisée sur I’individu sauvage a donné un produit de la taille attendue,
aucune amplification n’a été obtenue pour les mutants. Ces PCR ont confirmé que l'insertion

de ’ADN-T est localisée dans le 5'UTR du géne BACCoAOMTS5 pour la lignée JJ10641.

Des PCR ont été réalisées sur I’individu JJ6117 et le sauvage Bd21-3 en utilisant des amorces
amplifiant I’ORF et les UTR. Ces PCR n’ont pas montré de différence entre les deux
individus étudiés (figure 75 parties a et b). Une PCR réalisée avec une amorce s’hybridant sur
I’ADN-T et une amorce s’hybridant en 3* du géne a permis de détecter la présence de I’insert

en aval du géne (figure 75 c).
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Figure 75 : Localisation de I’insertion ADN-T dans la lignée JJ6117 par PCR.

a : amplification avec les amorces 48370fw3 et 48370rev] (amplification du 5’UTR), b:
amplification avec les amorces BACCoAOMT3_ATG et BACCoAOMT3_STOP (amplification
de I’ORF), ¢ : amplification avec les amorces 48370fw4 et Hygfinrev (amplification de
I’ADN-T en aval du gene).
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Aucune lignée ne contient une insertion dans la phase codante des genes. Une RT-PCR
quantitative a été réalisée sur la lignée JJ10641 mais elle n'a pas montré de différence
d'expression du géne BACCoAOMTS5 entre la lignée sauvage Bd21-3 et la lignée ADN-T

étudiée. Nous avons donc décidé de ne pas poursuivre I'analyse de ces lignees.

4.6. Construction de mutants ciblant les CCoOAOMT

Puisqu’il n’y avait pas de mutants T-DNA disponibles pour les génes BICCoOAOMTL, 2, 4, 6
et 7, nous avons mis en place en paralléle une autre approche de génétique inverse. Les génes
candidats retenus étant nombreux mais de séquences relativement proches, nous avons choisi

de mettre en place une stratégie d’interférence ARN (RNAI) afin de les éteindre.

Dans ce but des lignées de B. distachyon transgéniques ont été produites. Une stratégie de
microARN artificiel (amiARN) a été mise en place (Schwab et al. 2006 ; Warthmann et al.
2008). 1l s’agit d’utiliser le microARN naturel du riz OsamiR528 et de le modifier pour y
intégrer une séquence ciblant nos genes d’intérét (figure 76 a). Cette sequence est obtenue par
analyse sur le site internet « Web microRNA designer » (http://wmd3.weigelworld.org/cgi-

bin/webapp.cgi) (figure 76 c).
Le plasmide contenant OsamiR528 est modifié par des PCR successives avec des amorces

permettant de modifier le microARN initial afin d’intégrer les séquences ciblant le ou les

geénes ciblé(s) (figure 76 b).
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amiARN1 : TATATACTGGTAGAGTTGCGC

Figure 76: Modification d'OsamiR528 en amiARN1 et amiARN5 (issu  de
http://wmd2.weigelworld.org).

A OsamiR528 et localisation (en bleu sur la figure de gauche) des séquences importantes pour
I'interférence ARN et modifiées (en rouge sur la figure de droite) pour cibler le ou les genes d'intérét
(Schwab et al, 2006) ; B : PCR a réaliser afin de modifier OsamiR528 et d’y incorporer les séquences
d’intérét (pour plus de détails, voir partie 6.4.3 du Matériel et Méthodes) ; C : séquences a utiliser pour
modifier OsamiR528.
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Figure 77 : Fonctionnement d’un miARN au sein d’une cellule végétale (Rogers & Chen, 2013).

Le transgéne s’exprime sous forme d'un précurseur, le pri-miARN. Une fois dans le cytoplasme, ce
précurseur va étre pris en charge par le complexe DICER (formé par les protéines DCL1, HYL1, TGH
et SE) qui va produire des microARN de 21 a 24 nucléotides. Ces derniers sont 2’ O-méthylés par la
protéine HEN1 a I’extrémité 3’ et, en présence du complexe RISC (formé par les protéines AGOI1,
HSP90 et SQN), vont interférer avec les transcrits des génes cibles. Les mi-ARN vont alors provoquer
une diminution de la quantité des ARN cibles en entrainant leur dégradation ou une répression de la
traduction des ARNm cibles. Lorsque la protéine HESO1 s’accroche a I’extrémité 3° des mi-ARN, ces
derniers sont déstabilisés et SDN1 peut venir les dégrader.
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La construction modifiée est ensuite intégrée dans un vecteur binaire pour transformer B.
distachyon via Agrobacterium tumefaciens. Le gene du microARN artificiel est alors intégré
dans le génome de la plante ou il va s’exprimer et pouvoir interférer avec les transcrits du

géne cible (figure 77).

Deux amiARN, nommés amiARN1 et amiARNS5, ont été construits (figure 76 ¢). L’amiARNI1
ne cible qu’un seul géne (BACCoAOMTY7) et I’lamiARNS cible cinq génes (BACCoAOMT4,
BACCoAOMT2, BACCoAOMT5, BACCOAOMT6 et BACCOAOMTL).

La région ciblée par ’amiARN1 dans ’ORF de BACCOAOMT?7 est représentée en figure 78.
De méme pour les régions ciblées par 1I’amiARNS5 pour les génes BACCoAOMT],
BACCoAOMT2, BACCoAOMT4, BACCoAOMTS et BACCOAOMTS.

Nous n’avons pas construit de lignée amiARN ciblant le g¢ne BACCoAOMT3 car nous avions
obtenu des lignées de la banque de mutants d’ADN-T de I’'USDA-ARS prometteuses pour ce
gene. Nous ne savions pas encore que I’insertion n’était pas positionnée dans la partie codante

du geéne et n’affecterait pas son expression.

Les amiRNA ont été clonés dans deux vecteurs. Le vecteur pIPKb2 (Himmelbach et al. 2007
permet leur expression dans toute la plante sous le contréle du promoteur fort et ubiquitaire
ZmUBI, promoteur du géne codant I’ubiquitine de mais. Le pHbm42GW7 permet une
expression localisée dans I’albumen du grain sous le contrdle du promoteur BdGLU,
promoteur du géne Bradi4g28220 codant pour 1’une des gluténines de B. distachyon,

protéines spécifiques de I’albumen (Coussens et al, 2012, figure 79).
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Figure 78: Localisation des régions ciblées par 1’amiARN1 sur le géne BdCCoAOMT7 (locus
Bradi4g33340) et I’amiARNS sur les geénes BACCoAOMT4, BAdCCoAOMT2, BACCoAOMTS5,
BAdCCoAOMT6 et BACCoAOMT1 (locus Bradi3g39380, Bradi3g39390, Bradi3g39400, Bradi3g39410
et Bradi3g39420).
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Les constructions obtenues ont ensuite été insérées dans A. tumefaciens avant d’étre utilisées
afin de transformer des cals embryogénes de B. distachyon selon la méthode publiée par
Vogel et Hill en 2008 (figure 80). Ceci a été réalisé avec 1’aide du Dr. Oumaya Bouchabke-
Coussa et de Camille Soulhat a I’'INRA de Versailles (IJPB, équipe biologie cellulaire,
régenération) et avec l'appui d'Eulalie. Les graines obtenues des plantes transformeées et

régénérées sont récoltées et correspondent a la génération T1.

Plusieurs étapes sont limitantes lors de la transformation de B. distachyon. Tout d’abord le
nombre d’embryons prélevés doit étre trés important afin de s’assurer de 1’obtention de
plusieurs plantes a la fin de toutes les étapes (environ 150 embryons sont nécessaires pour une
seule transformation). L’étape de co-culture avec A. tumefaciens peut entrainer la perte de
plusieurs boites de cals embryogenes lorsque les cals ont été mal séchés entrainant une
croissance trop rapide des bactéries. Du fait de 1’épuisement des milieux de cultures,
différentes étapes de repiquages sont nécessaires et elles peuvent entrainer des contaminations
et par conséquent, la perte de cals embryogenes. Enfin, les cals sont extrémement sensibles a
la température et a 1’hygrométrie ambiante et un simple changement de chambre de culture

peut entrainer leur mort.

Dans un premier temps, les constructions amiARNS et amiARN1 sous le contrGle du
promoteur ubiquitine et sous le contréle du promoteur gluténine ont été introduites via
Agrobacterium tumefaciens dans des embryons immatures de B. distachyon mutants 5139
pour générer des double-mutants pour la COMT et les CCOAOMT. En descendance, des
plantes auraient été mutantes pour le géne BACOMT6 et auraient contenu la construction
ciblant les cing genes BACCoAOMT1, BdCCoAOMT2, BACCoAOMT4, BACCoAOMTS et
BACCoAOMT6. Les enzymes COMT et CCOAOMT sont des enzymes versatiles pouvant O-
méthyler en position C3 et C5. Un double mutant nous aurait permis de vérifier I’implication
des CCOAOMT dans une potentielle complémentation de la baisse d’activité de la COMT due
a la mutation 5139. Cependant, les embryons issus des mutants 5139 se sont révélés étre peu

embryogénes. Nous n’avons pas obtenu de plantes transgéniques.
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Figure 79 : Racine, feuille, tige et grain de Bd21-3 contenant une construction GUS sous

contr6le d’un promoteur BAGLU du géne codant une gluténine de B. distachyon.
end : albumen. Issu de Coussens et al, 2012,

Transformation des cals embryogéenes par
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Figure 80 : transformation stable de B. distachyon par A. tumefaciens (adapté de Vogel et Hill,
2008).

A partir d’épillets agés de deux a trois semaines et stérilisés, de nombreux embryons
immatures sont prélevés et cultivés sur un milieu permettant 1’induction et 1’obtention de cals
embryogenes. Au bout de six semaines de culture, les cals obtenus sont placés dans une
suspension d’A. tumefaciens contenant I’insert que I’on souhaite intégrer au génome de B.
distachyon. Aprés quelques minutes, les cals sont séchés sur du papier filtre avant d’étre
placés sur un milieu permettant la sélection des cals transformés. Au bout de quatre semaines,
deux types de cals sont observés : les cals noirs correspondent a ceux qui ne sont pas
résistants au milieu de sélection et qui ne contiennent donc pas 1’insert alors que les cals verts
sont bien résistants au milieu et donc bien transformés. Ces derniers sont transférés sur un
milieu de régénération afin d’obtenir des plantules. Au bout de plusieurs semaines, les
plantules obtenues sont transférées d’abord sur un milieu d’enracinement favorisant la pousse
des racines puis en pot. Elles sont ensuite transférées en serre ou en chambre de culture afin
de donner des graines.
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La méme expérience a été envisagée sur une lignée hétérozygote pour la mutation 5139 et
7549. Une plante de la lignée 7549 avait été sélectionnée mais nous avons été confrontés a un
probléme de stérilité des graines.

A la vue des difficultés rencontrées et pour des contraintes de temps, nous nous sommes
concentrés sur la transformation d’embryons issus de plantes sauvages Bd21-3 par deux des
quatre constructions prévues initialement. Il s'agit des constructions correspondant a
I’amiARNS5 ciblant les génes BdCCoAOMT1, BdCCoAOMT2, BdCCoAOMT4,
BACCoAOMT5 et BACCoAOMT6 sous le contrble soit du promoteur ZmUBI soit du
promoteur BAGLU au cas ou la construction de surexpression ubiquitaire serait létale.

3.7. Analyses des plantes transgénigues amiARNS

Au début de I’année 2015, sept lignées ont été obtenues pour la construction amiARNS sous
le contr6le du promoteur ZmUBI et dix-neuf lignées ont été obtenues pour la construction

amiARNS sous le contréle du promoteur BdGLU.

La seconde génération de plantes (T2) est en cours d’analyse.

Des analyses ont été conduites sur les lignées contenant la construction sous le promoteur
ubiquitaire.

Afin de vérifier I’interférence ARN, des RT-PCR ont été réalisées sur les tiges des lignées
amiARN CCoAOMTS5 sous le contréle du promoteur ZmUBI en ciblant BACCoAOMTA4, une
CCoAOMT bien exprimée dans les tiges d’apres les résultats d’hybridation sur puce
Affymetrix et de RT-PCR (voir figures 72 et 73). Ces RT-PCR montrent qu’il y a des
variations du niveau de transcrits BICCoAOMT4 mais pas d’extinction de 1’expression (figure
82). Plusieurs lignées ont montré une diminution de I’expression du géne BACCoAOMT4 dont
les lignées 522, 532 561 et 562 (figure 81) que nous avons sélectionnées pour réaliser des

analyses complémentaires.
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BdCCoAOMT4

BdSamDC

Figure 81 : Expression du géne BACCoAOMT4 et du géne de ménage BdSamDC dans les
tiges des lignées transformees avec amiARNS.
Ctr : contrdle sauvage Bd21-3.

Bd 21-3 sauvage

Figure 82 : Observation de la lignification des tiges des individus T2 apres coloration au
phloroglucinol-HCI.

Sections de tige de lignées B. distachyon Bd21-3 sauvage et exprimant I’amiARNS (plantes
522 et 532) colorées au phloroglucinol. Les tiges ont été observées au grossissement x20.
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Des colorations au phloroglucinol-HCI ont été réalisées sur des sections de tiges des individus
T2 (figure 81). Nous avons observe une coloration indiquant la présence de lignines dans les
faisceaux vasculaires, le sclérenchyme et 1’épiderme chez le sauvage mais également chez
tous les transformants. Il n’y a pas de différence majeure de lignification observable entre le

sauvage et les T2 (figure 81).

La composition en lignines des tiges des transformants de la seconde génération a été
analysée par la méthode du bromure d’acétyle (tableau 38). Les taux de lignines sont
semblables pour les transformants et les témoins sauvages. Une légere baisse de la teneur en
lignines est mesurée pour les plantes issues de la lignée 53 (plantes 531 et 532). L’effet sur les

autres transformants n’est pas visible.

La composition des tiges des plantes transgéniques issues des transformations en acides
hydroxycinnamiques, pAC et acide férulique liés par des liaisons de type esters dans les
parois des cellules végétales, a été mesurée par hydrolyse alcaline douce.

Tous les échantillons analyses contiennent des esters d'acide férulique (tableau 39). Des
variations de quantité d’acide férulique sont observées mais elles ne sont pas trés importantes.
Les variations de quantité d’pAC sont, elles, importantes : dans la lignée 53 (plantes 531
et532) la teneur en pAC, correspond a 150% de celle du sauvage correspondant.
L’hydroxybenzaldéhyde pourrait venir d’une légeére oxydation de I’pAC, car ces deux
composés varient parallélement. La teneur en acide férulique, en vanilline, en syringaldéhyde
diminue dans les plantes de la seconde génération issues de la lignée 53. La diminution de
vanilline et de syringaldéhyde pourrait provenir d’une dégradation des lignines, ce qui
confirmerait la tendance observée sur la teneur en ABL. Une hypothése serait que I’pAC

s’accumulerait en amont de la CCoAOMT.
A ce stade, il semblerait que la transformation par I’amiARN CCoAOMTS de fagon
ubiquitaire ne provoque pas d’effet drastique sur la teneur en ester d’acide férulique. La lignée

53 semble néanmoins présenter des anomalies de lignification et d’acylation.

Les lignées contenant la construction sous le contréle du promoteur ciblant 1’interférence

ARN dans le grain seront analysées dans un second temps.
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Tableau 38: Dosage des lignines contenues dans les tiges des lignées T2 amiARN

CCoAOMTS.
Les valeurs sont données en % de lignines de bromure d’acétyle.
Lignées % ABL
Sauvage 20,75 + 0,60
522 19,75
531 et 532 18,77 £ 0,33
561 et 562 20,02 £ 0,65
581 et 582 19,51 + 0,07

Tableau 39 : Dosage des composés phénoliques présent dans les parois des tiges des
transformants amiARN CCoAOMT5 de génération 2.
Les valeurs sont données en mg/g de RP. pAC : pAC, AF : acide férulique, V : vanilline, S :
syringaldéhyde, B : hydroxybenzaldéhyde.

Lignées pAC AF \ S B
Sauvage 4,63 £0,15 4,42 +0,25 | 0,398 +0,042 | 0,137 0,022 | 0,074 +0,010
522 5,82 +0,06 5,22 +0,10 | 0,348 £0,025 | 0,163 +0,012 | 0,118 +0,011
531 et 532 7,10 £0,24 3,92 +0,07 | 0,259 +0,011 | 0,150 +0,020 | 0,118 +0,013
561 et 562 5,99 +0,55 4,21 +0,17 | 0,315 0,006 | 0,159 +0,012 | 0,103 +0,011
581 et 582 6,16 £0,47 4,12 +0,40 | 0,315 0,015 | 0,147 +0,004 | 0,115 +0,016
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3.8. Conclusion

Nous avons identifié plusieurs candidats CCOAOMT chez B. distachyon qui pourraient étre
impliqués dans la synthése de 1’acide férulique li¢ aux xylanes. Les mutants générés sont
affectés dans 1’expression d’au moins une CCOAOMT et leur analyse a démontré une légére
altération de la lignification et de I’acylation des composés phénoliques. Des analyses plus

poussées quant a la répartition des lignines et I’analyse des grains sont en cours.
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Chapitre 5 : Discussion générale
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L’ensemble des travaux présentés dans ce mémoire ont été réalises afin de déterminer :
- quels sont les génes impliqués dans la synthése de I’acide férulique présent dans les tiges et
les grains de B. distachyon ?

- est-ce que ces geénes participent également a la synthése des lignines ?

Les génes étudiés par génétique inverse ont été sélectionnés selon plusieurs critéres
(expression dans les organes cibles et position phylogénétique) et selon les résultats de
travaux antérieurs. B. distachyon est un modéle « jeune » par rapport a d’autres modéles
comme A. thaliana, des outils de génomique sont disponibles mais moins performants
(procédure de transformation génétique complexe, longue et moins efficace par rapport a A.
thaliana) et/ou moins bien caracterisés (collection de mutants T-DNA non saturée et moins
bien annotée que celle d’A. thaliana). La présence de familles multigéniques pour les activités

ciblées a également rendu les études plus ardues que prévues initialement.

Le matériel choisi, la plante modéle B. distachyon (génotype Bd21-3), n’avait été que
partiellement étudié au début de mes travaux de thése. Nous avons par conséquent décidé
d’approfondir la caractérisation des parois de sa tige et de son grain avant de travailler plus

spécifiquement sur les génes potentiellement impliqués dans la synthése de 1’acide férulique.

5.1. Détection et localisation des acides hydroxycinnamigues et des lignines dans le grain

et dans la tige de B. distachyon

Nous avons montré que la paroi des cellules de B. distachyon présente des similitudes et des
différences avec celle des autres Poacées. Le taux de lignines des tiges séches de B.
distachyon est proche de celui des Poacées cultivées telles que le mais et le blé. La présence
d’acide férulique lié aux xylanes et aux lignines ainsi que d’acide p-coumarique lié aux

lignines a été confirmée par analyses chimiques ainsi que par immunomarquage.

La distribution des composés pariétaux dans le grain de B. distachyon révéle des différences
avec des Poacées comme le blé. Les analyses chimiques ont confirmé que dans les résidus
pariétaux des grains secs de B. distachyon, les lignines et les xylanes féeruloylés sont présents
en quantité non négligeable. Les lignines sont localisees principalement dans les enveloppes
des grains, la testa et la palea, tandis que les arabinoxylanes féruloylés sont principalement

détectés dans les parois de I'albumen de stockage.
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Nous avons également démontré que 1’albumen de stockage contient des traces de lignines qui

ne sont pas détectées par immunomarquages.

Les immunomarguages ont démontré que les arabinoxylanes féruloylés sont présents dans les
parois de divers tissus du grain: les cellules de 1’épiderme de nucelle et les cellules de
I’albumen de stockage. L une des différences principales entre le grain de B. distachyon et le
blé est I’absence de détection des arabinoxylanes féruloylés dans la couche a aleurone de B.
distachyon alors que ce tissu est le plus riche en arabinoxylanes féruloylés chez le blé. Les
immunomarquages ont détecté 1’acide p-coumarique uniquement dans les parois des cellules
de I’épiderme de la tige de B. distachyon alors que chez le mais il est également détecté dans
les parois des cellules des faisceaux vasculaires. Ceci pourrait s’expliquer par une

impossibilité pour I’anticorps d’accéder a la structure ciblée par I’anticorps (antigéne).

Ces travaux nous ont permis de caractériser pour la premiére fois chez B. distachyon les
lignines dans les grains. Les lignines sont présentes en quantité non négligeable dans le grain
et, bien que principalement localisées dans les enveloppes des grains secs, elles ont également
¢été détectées par analyses chimiques dans I’albumen de stockage. Les lignines ne sont pas
décelées dans I’albumen par immunomarquage qui est une technique tres sensible pour
détecter et localiser des motifs structuraux d’intérét. Les résultats restent soumis a la
spécificit¢ des anticorps ainsi qu’a l’accessibilit¢ de l’antigene dans les tissus étudiés.

L’absence de marquage ne correspond pas toujours a I’absence du composé.

5.2. ldentification de la COMT impliguée dans la synthése des lignines chez B.

distachyon

Nous avons démontré que le gene BACOMTG intervient dans la production des monomeres S
de lignines dans les tiges et les grains de B. distachyon. Plusieurs mutations ponctuelles de ce
gene identifiées par TILLING induisent une diminution sensible de la teneur en lignines des
tiges et une modification de la composition des lignines. La mutation Bd5139 provoque la
diminution du taux de monomeres S présent dans les lignines des tiges et des grains et
I’apparition de composés marqueurs d’'une COMT déficiente, les 5-OHG dans les tiges et,
pour la premiére fois mis en évidence, dans les grains. La présence de monomeres S dans les
parois des mutants et le fait que la version mutée du géne restaure le phénotype sauvage de

mutant comtl d’A. thaliana indiquent que la version mutée de BACOMT®6 est encore active.
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Les résultats obtenus suite a la complémentation du mutant comtl d’A. thaliana, c¢’est-a-dire
une meilleure complémentation avec la forme mutée qu’avec la forme sauvage de BACOMTS,
posent de nouvelles questions. Plusieurs hypotheses ont été émises pour expliquer ces
résultats. La surexpression de la forme sauvage de BACOMT®6 dans Atcomtl par le promoteur
fort et constitutif 35S induirait du « silencing » dans les lignées en troisiéme génération et pas
dans celles de la premiére génération, ce qui ne serait pas le cas pour la forme mutée. Une
autre hypothése a été émise apres la publication montrant que ’activité de la COMT de
peuplier est régulée par phosphorylation (Wang et al, 2015) et en cohérence avec le fait que la
BACOMTG6 est exprimeée au niveau trancriptionnel dans tous les tissus analyses (lignifiés ou
non) selon les données de la plateforme d’expression PlaNet. La forme mutée et la forme
sauvage ne seraient pas actives de la méme facon dans A. thaliana en raison de la présence de
modifications post-traductionnelles (ex : phosphorylation) qui pourraient étre différentes entre
les formes sauvages et mutées. Les différences de niveaux de complémentation observees
pourraient étre liées a la localisation des sites d’insertions cependant cette hypothése est peu
probable car plusieurs lignées indépendantes ont été générées pour la transformation avec les
formes sauvage et mutée. Des expériences complémentaires pourraient étre entreprises
comme la vérification de la présence de modifications post-traductionnelles ou encore la
quantification des transcrits codant la BACOMT6 dans les jeunes plantules d’A. thaliana de
premiere et troisieme générations. De plus, la complémentation de la déficience en composés
phénoliques solubles (ex : glycosides d’isorhamnétine et sinapoyl malate) d’Atcomtl par
BAdCOMT®6 suggere que BACOMT®6 est capable de produire leurs précurseurs alors que ces

composés seraient absents ou minoritaires chez les Poacées.

5.3. La COMT associée a la synthése des monolignols ne serait pas impliguée dans la

svynthése de ’acide férulique lié aux xylanes

BACOMT®6 ne semblerait pas intervenir dans la synthése de 1’acide férulique li¢ aux xylanes
puisque la teneur en acide férulique libéré par thioacidolyse des parois n’est pas affectée par
la mutation de BACOMT®6 alors que la teneur en unité S est, elle, modifiée. Nos résultats
confirment ceux obtenus chez les mutants COMT du mais bm3 et du sorgho bmrl2 ou il
n’avait pas non plus été observé de diminution de I’acide férulique li¢ aux parois (Piquemal et
al, 2002, Barriére, 2004). Afin de confirmer cette hypothése, il serait intéressant d’obtenir un

mutant « knock-out » ou un mutant affecté dans le site actif de BACOMTS6.
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Une approche nouvelle et prometteuse de mutagénése dirigée par [’utilisation de la

technologie « CRISPR/Cas9 » pourrait étre envisagée (Bortesi & Fisher, 2015).

5.4. Critique du choix de la COMT

Le choix du candidat COMT était motive par le fait que des COMT de plusieurs especes sont
capables « in vitro » de transformer 1’acide caféique en acide férulique (Davin & Lewis, 1992
; Humphreys et al, 1999 ; Osakabe et al, 1999 ; Li et al, 2000 ; Parvathi et al, 2001). De plus
une association genétique avait été mise en évidence entre un variant de COMT de blé et la
teneur en arabinoxylanes féruloylés (Charmet et al, 2009). L’analyse de la BACOMT®6 était
donc justifiée mais présentait également un coté opportuniste puisque des mutants de B.
distachyon pour le géne BACOMT6 venaient d’étre identifiés. L’analyse du mutant bm3 de
mais n’avait pas montré d’effet sur 1’acide férulique. Selon la littérature, le mais ne
possederait qu’une seule protéine identifiée comme une COMT (Guillet-Claude et al, 2004 ;
Courtial et al, 2013). Chez B. distachyon, tout comme chez le riz, la COMT appartient a une
famille multigénique d’aprés des analyses effectuées par homologies de séquences. La
présence de plusieurs genes COMT nous avait suggéré une éventuelle spécificité de certaines
de ces COMT. Nos analyses montrent que BACOMT®6 est une COMT classique impliquée
dans la synthése des unités S de lignines et ne serait pas impliquée dans la synthese de 1’acide
férulique. La poursuite de 1’étude des mutants COMT nous a fourni des résultats intéressants
et nouveaux comme ceux obtenus apres la complémentation du mutant comtl d’A. thaliana
par la BACOMT6 sauvage et mutée (voir 5.2). Nous avons mis en évidence 1’expression de
deux genes COMT dans les tiges et les grains, la fonction de ces COMT-like n’a pas été
recherchée faute de temps. Nous avions décidé de nous focaliser sur une autre famille ’OMT
impliquées dans la méthoxylation en position C3, les CCoAOMT qui produisent du
féruloylCoA pouvant étre transféré sur les xylanes. Nous avons mis a profit le temps
nécessaire a la génération de lignées transgéniques ciblant ces CCoOAOMT pour approfondir

’analyse des mutants de la COMT nous permettant d’obtenir des résultats publiables.

5.5. Obtention de plantes mutantes pour la CCoAOMT

Chez B. distachyon, les génes CCOAOMT appartiennent a une famille multigénique.
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Plusieurs candidats CCoAOMT-like potenticllement impliqués dans la synthése de I’acide
férulique lié aux xylanes ont été identifiés chez B. distachyon rendant 1’obtention de mutants
TILLING délicate puisqu’il y aurait eu plusieurs génes a cribler, de nombreuses familles de

mutants a génotyper et a analyser chimiquement et histologiquement.

Notre choix s’est porté sur I’exploitation des collections de mutants d’insertion et sur la
création de lignées transgéniques miARN pour les génes pour lesquels il n’y avait pas de
mutants disponibles. Les mutants d’insertion étudiés n’étant pas affectés dans la séquence
codante des génes cibles cette stratégie n’a pas abouti et nous n’avons donc pas obtenu de
mutants pour BACCoAOMT3 la CCoAOMT orthologue des CCOAOMT impliquées dans la

synthese des lignines chez d’autres espéces.

L’obtention de lignées transgéniques ciblant plusieurs génes CCOAOMT a pris beaucoup de
temps, nous avons essuyeé plusieurs échecs avant de réussir a produire des transformants. Des
analyses préliminaires effectuées sur les plantes régénérées a partir des embryons transformeés
ont montré que les parois des tiges des transformants contenaient des esters d’acide férulique.
Les générations suivantes sont en cours d’étude. Nous avons notamment identifié des lignées
de seconde génération affectées dans I’expression des CCOAOMT. Ces lignées ne montrent
pas de phénotype visible. Les premiéres analyses ont révélé une lignée affectée dans la teneur
et la composition en lignines, dans la teneur en pAC mais pas de facon drastique dans la

teneur en acide férulique.

5.6. Limites des méthodes employées

Les méthodes employées pour les analyses chimiques présentent des limites. Le dosage des
acides hydroxycinnamiques présentent un biais. En effet, on ne dose que ce qui est libéré par
les diverses méthodes employées (thioacidolyse, acidolyse, pyrolyse analytique), mais pas la
totalité des acides hydroxycinnamiques présents dans la paroi, notamment de 1’acide
férulique. D’autre part, une proportion importante de 1’acide férulique est présent sous formes
de diméres et trimeres dans les parois responsables de la réticulation des parois (Saulnier &
Thibault, 1999 ; Grabber et al, 2000). L’acide férulique composant ces dimeéres et triméres n’a
pas été analysé dans notre étude. De méme, I’analyse de la composition des lignines ne
correspond pas a la totalité des lignines mais a un type de lignines spécifiques de la méthode

d’extraction puis d’analyse (la thioacidolyse libéere les liaisons de type éther).
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5.7. Autres propositions d’approches

L’analyse ciblée par génétique inverse de génes candidats, comme ici la BACOMTG et les cing
génes CCoAOMT, ne permet pas toujours d’obtenir des réponses satisfaisantes, méme si,
comme dans notre cas, ce choix repose sur des indices préliminaires. Un criblage global de
I’ensemble de la collection de mutants B. distachyon de I'lJPB de Versailles aurait été
intéressant. La culture de I’ensemble des lignées mutées suivie du prélévement et de 1’analyse
de la teneur en acides hydroxycinnamiques des tiges et des grains auraient pu nous permettre
de détecter des individus affectés dans leur composition pour ces molécules. Il aurait ensuite

été possible d’identifier les genes modifiés dans les lignées affectées.

Cette stratégie n’a cependant pas pu étre mise en place en raison de contraintes de temps, les

méthodes d’extraction et d’analyse des composés phénoliques n’étant pas encore a haut débit.

L’utilisation du mais comme plante modéle aurait pu étre un autre choix intéressant. L’acide
férulique lié aux xylanes est détecté dans les tiges et les grains du mais. Le péricarpe du grain
de mais est le tissu le plus riche en acide férulique décrit jusqu’a présent (Saulnier et al, 1995,
Harris & Tretheway, 2010) et ¢’est un tissu treés peu lignifi¢ (Chanliaud, 1995). Le génome de
mais est séquencé et en cours d’annotation. Des analyses transcriptomiques ont été conduites
et sont disponibles en ligne avec des données déja existantes sur le péricarpe (Sekhon et al,
2011). Des mutants et des plateformes de transformation sont disponibles. L’analyse de génes
candidats chez le mais pourrait donc étre entreprise. D’autres stratégies sont utilisées chez le
mais dans le cadre de la recherche des déterminants de la digestibilité du mais ou des genes
candidats ont été co-localisés avec des QTL pour la teneur en acide férulique lié aux parois
(Courtial et al, 2013).

Une approche telle que celle publiée par Jung et al en 2010 et 2011 identifiant parmi 12 000
plantes mutées le mutant sfe affecté dans sa teneur en acide férulique dans les tiges chez la
canne a sucre aboutissant a une meilleure dégradabilité des parois pourrait étre réalisée chez
le mais et chez B. distachyon. Cependant, des différences existent entre les Pooidées (dont
font partie B. distachyon ou encore le blé et 1’orge) et les Panicoidées (dont fait partie le mais)

justifiant le choix d’une plante modé¢le telle que B. distachyon.
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5.8. Conclusion

L’acide férulique a un rdle déterminant dans D’architecture des parois de Poacées par
I’établissement de liaisons entre les polymeres de ces parois, notamment entre les xylanes et
les lignines. L’acide férulique intervient dans la récalcitrance des parois végétales a la
dégradation. Les lignines sont quant a elles nécessaires au port érigé de la plante ainsi qu’a sa
résistance aux stress biotiques et abiotiques. Leur présence constituant un frein a la
dégradation des parois végétales et a 1’accessibilité aux composés comme la cellulose, le
contréle voir la diminution de la teneur en lignines et en acide férulique pourrait étre
intéressant pour une exploitation de la biomasse issue des cultures de Poacees dans la

production de biocarburant ainsi que la digestibilité et 1’ingestibilité par les animaux.

Dans le grain, le taux de réticulation des arabinoxylanes feruloylés par des ponts diféruliques
affecte les propriétés mécaniques des parois et la solubilité des polyméres. Ces propriétés et
leurs variations impactent vraisemblablement le développement du grain avec des
conséquences sur les technologies de mouture, et peuvent avoir des effets comme
I’augmentation du taux de fibres solubles, ce qui est recherché en alimentation humaine et
plutdt négatif pour ’alimentation des volailles. Un meilleur contréle des propriétés des parois
nécessite la compréhension des mécanismes qui les régulent parmi lesquels le taux d’acide
férulique demeure une piste prometteuse. Le contréle des propriétés des parois pourrait passer
par I’amélioration des cultures par des stratégies classiques d’amélioration en ciblant des

alleles favorables de génes candidats.
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Chapitre 6 : Matériel et méthodes
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6.1. Matériel végétal et bactérien utilisé et conditions de culture

6.1.1. Plantes et génotypes utilisés

La lignée Bd21 de B. distachyon séquencée en 2010 a été utilisée pour les expériences
d’hybridation sur puce Affymetrix.

La lignée Bd21-3 de B. distachyon séquencée en 2011 a été utilisée pour toutes les autres
experimentations.

Arabidopsis thaliana écotype Col-0 séquencé en 2000 et la lignée d’insertion ADN-T
SALK 002373 (Alonso et al ; 2003) nommées mutant Atcomtl et ayant une insertion dans
At5g54160 ont été utilisées pour la transformation.

6.1.2. Conditions de culture des plantes

Les plants de B. distachyon ont été cultivés en serre non chauffée pour les expériences de
génotypage et de multiplication des lignées. lls ont été cultivés en terre dans des pots de 1 L
en chambre de culture a 20 heures de lumiére, 23°C jour et 18°C nuit avec 60% d’humidité
pour les expériences nécessitant un contrdle des conditions de cultures.

Les plants d’A. thaliana ont été cultivés en serre non chauffée.

6.1.3. Liste des souches bactériennes utilisées

La souche d’E. coli DH10b de génotype F* mcrA A(mrr-hsdRMS-mcrBC) ®80dlacZAM15
AlacX74 endAl recAl deoR A(ara,leu)7697 araD139 galU galK nupG rpsL A rendue
thermo-compétente ou électro-compétente a été utilisée lors des clonages. Elle a été utilisée
afin d’amplifier les plasmides.

La souche d’E. coli Rosetta™(DE3) pLysS de génotype F~ ompT hsdSg(rs” ms?) gal decm
(DE3) pLysSRARE (CamR) rendue thermo-compétente a été utilisée lors des productions de
protéines recombinantes. Elle possede un plasmide permettant la production d’acides aminés
rares chez les bactéries et nécessaires a la production de protéines recombinantes eucaryotes.
La souche d’Agrobacterium tumefaciens AGL1 (Lazo et al, 1991) est une souche
hypervirulente rendue thermo-compétente et a été utilisee pour la transformation stable de la
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plante monocotylédone B. distachyon. Cette souche est resistante a la rifampicine et a la

carbenicilline.
La souche d’A. tumefaciens C58pMP90 (Koncz and Schell, 1986) est une souche a virulence
modérée rendue thermo-compétente et a été utilisée pour la transformation stable de la plante

eudicotylédone A. thaliana. Elle apporte la résistance a I’hygromycine.

6.1.4. Conditions de culture des bactéries

Les bactéries E. coli ont été cultivées a 37°C pendant 16h, sous agitation s’il s’agissait de
cultures liquides.

Les bactéries A. tumefaciens ont été mises en croissance & 28°C pendant 2 a 3 jours.

6.2. Bioinformatique

6.2.1. Construction des arbres phylogénétigues

Le logiciel gratuit et accessible en ligne www.phylogeny.fr a été utilisé afin de créer les arbres
phylogénétiques (Dereeper et al, 2008). L’alignement des séquences protéiques a été réalisé
en premier lieu par le logiciel Muscle version 3.7 puis a été affiné par le logiciel Gblocks
version 0.91b. L’arbre a été calculé par le logiciel PhyML version 3.0 avec un bootstrap de
100 et le logiciel TreeDyn version 198.3 a permis de le dessiner.

6.2.2. Liste des numéros d'accessions des protéines

Les séquences protéiques utilisées pour construire les arbres phylogénétiques des COMT ont
¢té prédites a partir des loci et numéros d’accession suivants : At1g21100.1 (AtCOMT?9),
At1g62900.1 (AtCOMT15), At3g62000.1 (AtCOMT16), At1g21120.1 (AtOMTL13),
At1g21130.1 (AtOMT14), At1g33030.1 (AtOMT12), Atlg51990.1 (AtOMT3), At1g63140.2
(AtOMT4), Atlg76790.1 (AtOMT7), Atlg77520.1 (AtOMT5), Atlg77530.1 (AtOMT6),
At3g53140.1 (AtOMTS8), At4g35150.1 (AtOMT2), At4g35160.1 (AtOMT17), At5g37170.1
(AtOMT10), At5g53810.1 (AtOMT11), At5g54160.1 (AtOMT1), X71430.1 NtCOMT,
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POPTR_0012500670.1 (PtCOMT), Os02g57760.1 (OsOMT2), Os04g01470.1 (OsOMT3),
0s04g09604.1 (OsOMT4), Os04g09654.1 (OsOMT5), 0s04g09670.1 (OsOMTS),
0s04g09680.1 (OsOMT7), Os08g06100.1 (OsOMT1), 0s12g09770.1 (OsOMTS),
0s12g10140.1 (OsOMT9), 0s12g10170.1 (OsOMT10) Os12g13800.1 (OsOMT11),
AF153825.1 (FaCOMT), AF033538.1 (LpCOMT), AAB46623.1 (MsCOMT), HQ645965.1
(PvCOMT), AC196475.3 (ZmMCOMT), AY217766.1 (ShCOMT).

Les séquences protéiques utilisées pour construire les arbres phylogénétiques des CCOAOMT
ont été prédites a partir des loci et numéros d’accession suivants: LICCOAOMTL1
(DQ431233), LICCOAOMT2 (DQ431234), MsCCoAOMT (Q40313.1), NtCCoAOOMT
(024144), PrCCoAOMT (HQ444753), PtCCOAOMT1 (XM_002313089), PtCCoAOMT2
(XM_002298693) et ZMCCoAOMT (EU952463.1).

6.3. Matériel et protocoles de biologie moléculaire

6.3.1. Liste des plasmides utilisés

Le plasmide pDONR207 est utilisé lors des clonages en systeme Gateway® (voir 6.3.15) pour
I’amplification des séquences. Il confére aux bactéries transformées la résistance a la

gentamycine.

Le plasmide pHbm42GW?7 est utilisé lors de la fabrication des vecteurs amiARN en réalisant
une double recombinaison Gateway® (voir 6.3.15). Ce plasmide permet I’introduction de
deux séquences d’ADN issus de deux vecteurs compatibles avec le systetme Gateway® et
possédant les séquences bordantes attR2 et attR4 ainsi que la méme séquence attL. Les
séquences des deux vecteurs s’associent au niveau de la séquence attL commune avant de se
recombiner au plasmide pHbm42GW?7 grace a la présence de séquences bordantes
particulieres nommées ici attR2 et attR4. Ce plasmide confére la résistance a la streptomycine,

a la spectinomycine ainsi qu’a I’hygromycine (Invitrogen™ life technologies).

Le plasmide pEN L4 BAGLU RI est utilisé lors de la fabrication des vecteurs amiARN pour la

réalisation d’une recombinaison Gateway®. Ce plasmide a permis la conversion du
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promoteur du gene BAGLU en promoteur compatible avec le systéme Gateway grace a 1’ajout

des séquences bordantes attL 4 et attR1. Il confére la résistance a la kanamycine.

Le plasmide pDEST17 est un vecteur d'expression utilisé pour produire les protéines
recombinantes fusionné a une étiquette polyhistidine positionnée en N-terminal de la protéine
sous l’action d’un promoteur fort. Ce plasmide confeére la résistance a 1’ampicilline

(Invitrogen™ life technologies).

Le plasmide pETG10A est un vecteur d'expression utilisé pour produire les protéines
recombinantes fusionnées a une étiquette polyhistidine positionnée en N-terminal de la
protéine sous ’action d’un promoteur fort inductible a 'IPTG. Il permet la résistance a

I’ampicilline.

Le plasmide pIPKb2 est un vecteur binaire pour la transformation des plantes médiée par
Agrobacterium tumefaciens. Il a été utilisé pour I’expression des amiARN, et du géne
BACOMT®6 dans A. thaliana et dans B. distachyon sous le contréle du promoteur fort ZmUBI,
initialement promoteur du gene codant I’ubiquitine de mais et s’exprimant dans toute la plante
cible. Le plasmide confere la résistance a la streptomycine et a la spectinomycine chez les

bactéries et a I’hygromycine chez les plantes (Himmelbach et al, 2007).

Le plasmide pNW55 OsmiR528 est utilisé lors de la fabrication des amiARN, il contient la
séquence du microARN (miR) du riz OsamiR528 dans le site multiple de clonage (addgene).

6.3.2. Extraction de ’ADN génomique de Brachypodium distachyon

La méthode au CTAB (Cetyltrimethylammonium bromide) a été employée pour extraire

I’ADN génomique.

- Des fragments de feuilles de 0,5 cm? sont prélevés et placés dans des tubes de 2 mL a fond
plat sur glace. 300 uL de tampon CTAB (CTAB Hexadecy!l trimethyl-ammonium bromide 2%, NaCl
1,4 M, EDTA 20 mM, Tris-HCI 100 mM, B-mercaptoéthanol 0,2%) préchauffé & 60°C au bain-marie,
ainsi qu’une bille de céramique et une bille de silice sont ajoutés.

- Les feuilles sont broyées pendant 1 min au Fastprep (Krackeler Scientific) puis les tubes sont

incubés a 60°C pendant 15 min.
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- 300 pL de mélange chloroforme/alcool isoamylique (24 :1) sont ajoutés aux broyats afin
d’isoler les acides nucléiques des autres constituants. Les tubes sont mélangés par retournement
pendant 30 s.

- Les tubes sont ensuite centrifuges a 13000 rpm pendant 10 min (Sigma 6K15, rotor 12130-H).
- De nouveaux tubes de 1,5 mL sont préparés avec 180 uL d’isopropanol a température
ambiante.

- Les surnageants des broyats contenant les acides nucléiques sont transférés dans ces nouveaux
tubes o, sous I’action de 1’isopropanol, les acides nucléiques sont précipités.

- Les nouveaux tubes sont mélangés par retournements avant d’étre centrifugés a 13000 rpm
pendant 15 min (Sigma 6K 15, rotor 12130-H).

- Les surnageants sont éliminés délicatement a la pipette et les culots lavés avec 200 uL
d’éthanol 70% a température ambiante.

- Les tubes sont mélangés au vortex avant d’étre centrifugés a 13000 rpm pendant 8 min (Sigma
6K15, rotor 12130-H).

- Les surnageants sont prélevés délicatement a la pipette et les culots sont laissés a sécher 30
min sous la hotte a flux laminaire.

- Une fois les culots secs, ils sont repris dans 30 uL de tampon d’élution (Tris EDTA 0,1 mM
pH8) additionné de RNase (50 pug/L) et 120 uL d’eau stérile avant d’étre incubés 30 min a température
ambiante afin que la RNase ajoutée dégrade les ARN présents.

- Les ADN génomiques extraits sont laissés a 4°C pour une utilisation dans la journée ou a -

20°C pour une plus longue conservation.

6.3.3. Extraction d’ADN plasmidique

Le kit EZ-10 Spin Column Plasmid DNA MiniPreps de Bio Basic Inc. a été employé afin de
réaliser les purifications de plasmides.

- 1,5 a 5 mL d’une culture saturée de bactéries sont centrifugés a 12000 rpm pendant 2 min
(Eppendorf mini-spin, rotor 15299).

- Apres avoir jeté le surnageant, le culot bactérien est remis en suspension dans 100 pL de
solution de re-suspension (solution 1) et incubé 1 min sur la paillasse afin de lyser les bactéries.

- 200 pL de solution de lyse (solution II) sont ajoutés et 1’échantillon est mélangé par
retournements avant d’étre incubé sur la paillasse pendant 1 min afin de neutraliser la soude contenue

dans la solution 1.
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- 350 upL de solution de neutralisation (solution Il1) sont ajoutés avant de mélanger par
retournement et d’incuber sur la paillasse pendant 1 min. Le tube est centrifugé a 12000 rpm pendant 5
min (Eppendorf mini-spin, rotor 15299).

- Le surnageant est transféré sur une colonne EZ-10 contenant une membrane de silice fixant les
ADN en présence d’une solution tampon a forte concentration en sel et centrifugé a 10000 rpm
pendant 2 min (Eppendorf mini-spin, rotor 15299).

- Le tube collecteur est vidé et 750 uL de solution de lavage sont ajoutés sur la colonne. Le tube
est centrifugé & 10000 rpm pendant 2 min (Eppendorf mini-spin, rotor 15299). Cette étape est réalisee
deux fois.

- Le tube collecteur est vidé et la colonne est centrifugée a 10000 rpm pendant 1 min
(Eppendorf mini-spin, rotor 15299).

- La colonne est alors transférée sur un tube de 1,5 mL propre et 50 uL de tampon d’élution
contenant une salinité faible sont ajoutés sur la membrane. L’échantillon est incubé a température
ambiante pendant 2 min avant d’étre centrifugé a 10000 rpm pendant 2 min (Eppendorf mini-spin,
rotor 15299).

- L’ADN plasmidique obtenu est gardé a 4°C pour une utilisation dans la journée ou conservé a
-20°C pour stockage.

6.3.4. Extraction d'ARN totaux de grains de B. distachyon pour hybridation sur puces & ADN

Une méthode a été mise au point afin d’extraire les ARN des différents organes de B.
distachyon qui ont été utilisés lors des hybridations sur puces Affymetrix. Cette méthode a été
adaptée de celle employée par Li & Trick (2005) sur le grain de riz.

- 50 a 100 mg de grains entiers sans les glumes ou de grains décortiqués sont placés dans des
tubes & vis de 2 mL. 394 uL de tampon | (100 mM Tris, pH 8, 150 mM LiCl, 50 mM EDTA, 1,5%
SDS) et 6 uL de B-mercaptoéthanol sont ajoutés a chaque tube.

- Les échantillons sont broyés pendant 2 min au Fastprep (Krackeler Scientific). 250 uL du
mélange phénol-chloroforme (1:1, pH 4,7) sont ajoutés et les échantillons sont mélangés par
retournements avant d’étre centrifugés a 13000 rpm, 4°C pendant 15 min (Sigma 6K15, rotor 12130-
H).

- De nouveaux tubes de 1,5 mL contenant 250 uL de tampon Il (70% sulfate de guanidinium
(m/v), 0,75 M citrate de sodium, 10% de lauryl sarcosine, 2 M d’acétate de sodium, pH 4) sont
préparés. Les surnageants (environ 250 pL) sont ajoutés aux nouveaux tubes avant d’étre mélangés par

retournements.
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- Les échantillons sont incubés a température ambiante pendant 10 min puis 200 uL du mélange
chloroforme — alcool isoamylique (1 :1) y sont ajoutés.

- Les tubes sont centrifugés a 10000 rpm, 4°C pendant 15 min (Sigma 6K 15, rotor 12130-H).

- Les surnageants (environ 450 uL) sont transférés dans de nouveaux tubes de 1,5 mL auxquels
300 pL d’isopropanol et 250 uL de chlorure de sodium 1,2 M sont ajoutés.

- Aprés avoir été mélangés par retournements, les échantillons sont incubés sur glace pendant
15 min. Les tubes sont alors centrifugés a 120000 rpm, 4°C pendant 15 min (Sigma 6K 15, rotor 12130-
H).

- Les surnageants sont jetés et les culots sont lavés avec de I’éthanol 70°.

- L’éthanol est enlevé a la pipette et les culots sont mis a sécher sous la hotte a flux laminaire a
température ambiante pendant 15 & 20 min.

- Les culots sont repris dans 30 uL d’eau sans RNase et conserves a — 80°C.

6.3.5. Extraction d’ARN totaux de grains entiers, de grains décortiqués, de tiges, de feuilles, de

partie aérienne de jeunes plantules et de partie racinaire de jeunes plantules avec le kit EZ-10

Spin Column Plant RNA Mini-Preps de Bio Basic Inc.

Le kit EZ-10 Spin Column Plant RNA Mini-Preps_de Bio Basic Inc. a été employé afin de
réaliser les extractions d’ARN utilisés lors des RT-PCR.

- Des plantes cultivées en chambre de culture ont été utilisées lors des prélevements de grains,
de tiges et de feuilles. Des grains entiers (sans les glumes) et décortiqués ont été prélevés a 11, 21 et
31 jours apres anthése. Des grains ont été semés sur milieu gélosé afin d’obtenir des jeunes plantules
dont les parties aériennes et racinaires ont été prélevées. Les tissus ont été plongés directement dans
I’azote liquide apres prélévement et stockés a -80°C.

- 450 pL de tampon de lyse (tampon Rlysis-PG) sont versés dans des tubes de 1,5 mL.

- 25 a 50 mg d’échantillons congelés sont broyés au mortier et pilon dans de ’azote liquide. La
poudre obtenue est transférée dans le tube contenant le tampon de lyse. Le tube est mélangé par
retournements et laissé 5 min a température ambiante. Le tube est centrifugé a 12000 rpm pendant 5
min (Sigma 6K15, rotor 12130-H).

- Le surnageant est transféré dans un nouveau tube de 1,5 mL auquel %2 volume d’éthanol
absolu sont ajoutés. Le tube est mélangé par retournement et la solution est transférée sur une colonne
Plant RNA Mini-Preps dont la membrane de silice va piéger les ARN. La colonne, placée sur un tube
collecteur, est centrifugé a 12000 rpm pendant 30 s (Sigma 6K15, rotor 12130-H).
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- Le tube collecteur est vidé et 0,5 mL de tampon de nettoyage (tampon GT) sont versés sur la
colonne. La colonne est centrifugée & 12000 rpm pendant 1 min (Sigma 6K 15, rotor 12130-H).

- La colonne est transférée sur un nouveau tube de 1,5 mL et 50 puL. d’eau stérile sans RNase
sont versés délicatement sur la membrane. La colonne est incubée 2 min a température ambiante avant
d’étre centrifugée a 12000 rpm pendant 30 s (Sigma 6K 15, rotor 12130-H).

- 30 puL d’eau sans RNase sont de nouveau versés sur la membrane. Aprés une incubation de 2
min & température ambiante, la colonne est centrifugée a 12000 rpm pendant 30 s (Sigma 6K15, rotor
12130-H).

- Les ARN totaux extraits sont alors conservés a 4°C pour une utilisation dans la journée ou
stockés & -80°C.

6.3.6. Purification et concentration des ARN totaux extraits

Un traitement permettant 1’¢limination des traces d’ADN génomique présent dans les ARN
totaux extraits est réalisé. La DNase commerciale du kit RNase-free DNase Set de QIAGEN
est utilisée. Les ARN sont ensuite nettoyés et concentrés en utilisant le kit RNeasy MinElute
Cleanup de QIAGEN.

- 80 uL d’ARN totaux sont mélangés a 10 puL. de tampon RDD et a 2,5 uL de I’enzyme DNase
I. 7,5 pL d’eau stérile sans RNase sont ajoutés. Les échantillons sont laissés 30 min a température
ambiante.

- 250 uL d’éthanol absolu sont ajoutés aux ARN précédemment traités a la DNase afin de les
précipiter. Les échantillons sont mélangés par retournement avant d’étre transférés sur la colonne
RNeasy MinElute contenant une membrane de silice qui va piéger les ARN. Les tubes sont centrifugés
a 10000 rpm pendant 15 s (Eppendorf mini-spin, rotor 15299).

- Les tubes collecteurs sont vidés et 500 uL de tampon de nettoyage (tampon RPE) sont versés
sur la colonne afin d’éliminer les traces d’éthanol et de sels. Les tubes sont centrifugés a 10000 rpm
pendant 15 s (Eppendorf mini-spin, rotor 15299).

- Les tubes collecteurs sont vidés et 500 pL d’éthanol 80% sont versés sur la colonne. Les tubes
sont centrifugés a 10000 rpm pendant 2 min (Eppendorf mini-spin, rotor 15299).

- Les tubes collecteurs sont vidés et replacés sous les colonnes pour étre centrifugés a 10000
rpm pendant 5 min afin de sécher la membrane (Eppendorf mini-spin, rotor 15299).

- Les colonnes sont placées sur de nouveaux tubes de 1,5 mL et 15 pL d’eau stérile sans RNase
sont ajoutés delicatement sur chaque membrane. Les tubes sont alors centrifugés a 10000 rpm pendant

1 min (Eppendorf mini-spin, rotor 15299).
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- La concentration des ARN est mesurée a I’aide d’un spectrophotométre (Nanodrop de Thermo

Scientific ou Epoch de BioTek).
La qualité des ARN est contrblée. Le rapport d'absorbance A260/A230 nm mesuré a ’aide du

spectrophotometre doit étre compris entre 1,8 et 2. Une électrophorése en gel d’agarose a 0,8% permet

de visualiser I'absence d’/ADNg et I'absence de dégradation des ARN.

6.3.7. Analyse de I’expression des génes par puces Affymetrix

Des extractions d’ARN totaux de grains entiers et d’albumens décortiqués a 11, 21 et 21 jours
apres anthése ont été réalisées en suivant la méthode adaptée de Li & Trick, 2005 décrite
précédemment. Apres quantification des ARN au Nanodrop, ils ont été envoyes au MPIMP de
Golm (http://csbdb.mpimp-golm.mpg.de) en carboglace pour y étre hybridés sur puces
Affymetrix. Les résultats sont disponibles sur le site «PlaNet » (http://aranet.mpimp-
golm.mpg.de/).

6.3.8. Rétro-transcription

Avant d’exploiter les ARN en PCR, il est nécessaire de réaliser une transcription inverse afin
d’obtenir des ADN complémentaires. Le kit First Strand cDNA Synthesis for RT-PCR de
Roche a été utilisé.

- 500 ng d’ ARN sont utilisés pour réaliser une réaction de transcription inverse.

- 2 uL d’hexameres aléatoires (60 pM) sont ajoutés aux 500 ng d’ARN totaux. De 1’eau stérile
sans RNase est ajoutée jusqu’a atteindre 9,5 pL de solution.

- Les ARN totaux sont incubés 10 minutes a 65°C afin de les dénaturer puis transférés sur glace.
- 4 uL de tampon 5x RT, 0,5 puL de RNAse inhibitor (20U), 0,5 pL de dNTP (1mM chacun) et
0,5 pL de Reverse Transcriptase sont ajoutés a chaque échantillon.

- Les tubes sont mélangés au vortex, centrifugés et incubés 10 min a 25°C pour 1’hybridation
des amorces puis 1h a 50°C afin que I’enzyme « Reverse Transcriptase » rétro-transcrive les ARN en
ADN complémentaires.

- A la fin de la réaction, les échantillons sont incubés 5 minutes a 85°C afin d’inactiver

I’enzyme et transférés sur glace.
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- Les ADN complémentaires obtenus sont gardés a 4°C pour une utilisation dans la journée ou

conservés a -20°C pour stockage.

Une PCR est pratiquée a partir d'un aliquot du produit de la réaction de transcription inverse
pour contrbler la synthése des ADNc. Des amorces ciblant le gene de ménage BdSamDC
s’exprimant dans tous les tissus ont été utilisées afin de vérifier 1’efficacité de la réaction de

transcription inverse.

6.3.9. Amplification des ADN par PCR

Les amplifications d’ADN sont réalisées par PCR. Si I’amplification a pour but de génotyper
des plantes, de vérifier 1’efficacité d’une transcription inverse, de confirmer la présence d’un
insert dans un plasmide ou une amplification sans visée de clonage, I’enzyme utilisée est la
One Tag® Hot Start DNA Polymerase produite par New England BioLabs® Inc. Cette enzyme
est peu onéreuse mais bien qu’ayant une activité 3°-5’ exonucléase, elle réalise en moyenne
une erreur toute les 140.10° bases. Si I’amplification a pour but le clonage ou la construction
d’un microARN artificiel, ’enzyme utilisée est la Phusion® High-Fidelity DNA Polymerase
produite par New England BioLabs® Inc. Cette enzyme est plus chére mais posséde une
activité 3’-5’ exonucléase et un taux d’erreur trés faible, 50 fois inférieur a celui de la Taq

Polymerase faisant d’elle une polymérase de haute-fidélité idéale pour ce type d’expérience.

6.3.9.1. PCR réalisée avec I’enzyme One Taq® Hot Start DNA Polymerase :

- Pour une réaction, 300 ng ou 1 pg a 1 ng de plasmide de matrice sont mélangés au tampon 5X
de ’enzyme contenant du tampon Tris et les sels nécessaires a 1’activité de ’enzyme. 150 mM de
chacune des deux amorces sont ajoutés ainsi que 10 mM de chacun des quatre dNTP. 1,25 U
d’enzyme sont ajoutés et de I’eau stérile jusqu’a atteindre 25 L de solution.

- La solution est mélangée et distribuée dans des barrettes de PCR.

- Les barrettes sont placées dans un thermocycleur (Applied Biosystems 2720 Thermal Cycler)
et le programme, spécifique de chaque couple d’amorce, est enregistré.

- Une premiére étape de dénaturation & 94°C de 5 min a lieu permettant de séparer les deux
brins d’ADN. Elle est suivie d’une dénaturation a 94°C pendant 15 s, d’une étape d’hybridation
pendant laquelle les amorces ajoutées s hybrident sur les brins d’ADN a TM-15°C des amorces (TM
ou température de fusion, température correspondant a la fusion c’est-a-dire la séparation des brins

d’ADN calculée pour chaque amorce dépendant de sa composition en nucléotide et de la composition
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du milieu réactionnel) pendant 20 s et d’une étape d’élongation a 68°C pendant 1 min par kilobase a
amplifier pendant laquelle ’enzyme va polymériser I’ADN a partir de 1’amorce et en utilisant pour
référence I’ADN complémentaire. Ces trois étapes sont répétées pendant 35 a 40 cycles. Une derniere
¢étape d’¢longation a 68°C pendant 5 min est réalisée afin de permettre la fin de I’¢longation de tous les
fragments commencés puis un retour a 4°C termine le programme.

- Les tubes contenant les produits PCR sont alors gardés a 4°C pour une utilisation dans la
journée ou conservés a -20°C pour stockage.

6.3.9.2. PCR réalisée avec I’enzyme Phusion® High-Fidelity DNA Polymerase :

- Pour une réaction, 500 ng de matrice d’ADNg ou ADNc ou 1 pg a 1 ng de plasmide sont
mélangés au tampon 5X HF de I’enzyme. 100 mM de chaque amorce sont ajoutés ainsi que 10 mM de
chacun des ANTP. 1 U d’enzymes sont ajoutés et de I’eau stérile jusqu’a atteindre 25 uL de solution.

- La solution est mélangée et distribuée dans des barrettes de PCR. Les barrettes sont placées
dans un thermocycleur (Applied Biosystems 2720 Thermal Cycler) et le programme est enregistré.

- Une premiére dénaturation a 98°C de 30 s a lieu. Elle est suivie d’une dénaturation a 98°C
pendant 10 s, d’une étape d’hybridation a TM-20°C des amorces pendant 30 s et d’une étape
d’élongation a 72°C pendant 30 s par kilobase a amplifier. Ces trois étapes sont répétées pendant 35 a
40 cycles. Une derniere étape d’élongation a 72°C pendant 5 min avant un retour a 4°C termine le
programme.

- Les tubes de PCR sont alors gardés a 4°C pour une utilisation dans la journée ou conservés a -

20°C pour stockage.

6.3.9.3. Liste des amorces utilisées en PCR ou en séquencage

Les températures de fusion ont été calculées a 1’aide du logiciel en ligne « applied

biosystems » (www6.appliedbiosystems.com).

Tableau 39: Liste des amorces utilisées.

Nom Séquence Caractéristiques | Utilisation
Bradilg14870 ATGGTCGTCCCGGGCGCG T™M =72,61°C Amplification
fw ATG-STOP
Bradilg14870 CTATTTGGTGTACTCAATGGCCCAGGAGTTGG TM =72.46°C Amplification
rev ATG-STOP

291




Bradi3g16530 ATGGGTTCCACGGCGGCG TM =70.37°C Amplification
fw ATG-STOP
Bradi3g16530 CTACTTGGTGAACTCGATGGCCCACG TM =70.84°C Amplification
rev ATG-STOP
Bradi2g02380 | ATGGCCGAGGAGGAGGCGTG TM =69.68°C Amplification
fw ATG-STOP
Bradi2g02380 CTACTTGGTGTACTCGATGGCCCAGAAGTTT TM = 69.72°C Amplification
rev ATG-STOP
Bradi2g02390 | ATGGCGGAAGAGGAAGCCGG TM=68.45°C Amplification
fw ATG-STOP
Bradi2g02390 CTACTTGGTGTACTCGATGGCCCAGAAGTC TM = 69.69°C Amplification
rev ATG-STOP
Bradilg14870.1 | GAAGCAACGCCTAGGGCACGG T™M =69,61°C RT-PCR

fw

Bradilg14870.1 | GCATAGATGTAGGTTGTCCTAACGCTCGC TM =68,77°C RT-PCR

rev

Bradi3g16530.1 | GAGGCCACCCCAAAGGCACAAG TM =69,61°C RT-PCR

fw

Bradi3g16530.1 | CAAGGCAGAAGTGGAGATCGATCTCATC TM =68,69°C RT-PCR

rev

Bradi2g02380 CAGTGCGAGGGGCTTGATCCAG TM =69,04°C RT-PCR

fw

Bradi2g02380 CTAGCAGCGAGCAGCAGCAACTAGATATG TM = 68,46°C RT-PCR

rev

Bradi2g02390 CGCAGGGGTTGATCAGCGTTG TM =68,79°C RT-PCR

fw

Bradi2g02390 CAGAAGTCGGCGTAGATGTAGGTGGC TM = 68,42°C RT-PCR

rev

Attb1 GGGGACAAGTTTGTACAAAAAAGCAGGCTCCATGGGTTC | TM = 89,92°C clonage
bradi3g16530 CACGGCGGCGGACAT

fw

Attb?2 GGGGACCACTTTGTACAAGAAAGCTGGGTCCTACTTGGT | TM = 85,86 clonage

bradi3g16530

GAACTCGATGGCCC
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rev

16530 mut5139 | CCAGAAGGTCCCCTCGGACGATGCCATCC TM =79,31°C mutagénése
fw dirigée
16530 mut5139 | GGATGGCATCGTCCGAGGGGACCTTCTGG TM =79,31°C mutagénése
rev dirigée
BdSamDC fw | CGGCAAGCTTGCTAATCTGCTCCAAT TM=6956°C | RT-PCR
BdSamDC rev | CAGAGCAACAATAGCCTGGCTGGC TM=6873°C | RT-PCR
Attbl GGGGACAAGTTTGTACAAAAAAGCAGGCTCCATGGCCA | TM =89,53°C | clonage
Bradilg48370 CCACGGCGACCG

Atth2 GGGGACCACTTTGTACAAGAAAGCTGGGTCTCACTTGAC | TM = 88,50°C | clonage
Bradi1g48370 GCGGCGGCAGAG

Attbl GGGGACAAGTTTGTACAAAAAAGCAGGCTCCATGGCGA | TM = 87,47°C | clonage
Bradi3g39380 CCTACCGGCCG

Atth2 GGGGACCACTTTGTACAAGAAAGCTGGGTCTCACTTGAG | TM = 87,80°C | clonage
Bradidg393gn | CCCCCEGCAG

Attbl GGGGACAAGTTTGTACAAAAAAGCAGGCTCCATGACGA | TM =87,17°C | clonage
Bradi3g39390 GCTACAGGCGGTCGG

Atth2 GGGGACCACTTTGTACAAGAAAGCTGGGTCTCACTTGAG TM = 87,80°C Clonage
Bradidg393g0 | CCCCCEGCAG

Attbl GGGGACAAGTTTGTACAAAAAAGCAGGCTCCATGGCGG | TM = 89,63°C | clonage
Bradi3g39400 | CCAAGGECEGC

Atth2 GGGGACCACTTTGTACAAGAAAGCTGGGTCTCAGGCGAC | TM = 89,82°C | clonage
Bradi3g39400 | CCCECECC

Attbl GGGGACAAGTTTGTACAAAAAAGCAGGCTCCATGACGA | TM =89,77°C | clonage
Bradi3939410 CCGGCAGCGTGGCC

Atth2 GGGGACAAGTTTGTACAAAAAAGCAGGCTCCATGACGA | TM = 88,70°C | clonage
Bradi3g39410 CCGGCGGCGTTG

Attbl GGGGACAAGTTTGTACAAAAAAGCAGGCTAATGACGAC | TM =86,23°C | clonage
Bradi3g39420 CGGCGGCGTTG

Atth2 GGGGACCACTTTGTACAAGAAAGCTGGGTCTCAGACGAG | TM = 88,68°C | clonage

Bradi3g39420

GCGGCGGCAG
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GGGGACAAGTTTGTACAAAAAAGCAGGCTCCATGGCCG

Attbl TM =90,20°C clonage
Bradidg33340 | CCACCGECGC
Atth2 GGGGACCACTTTGTACAAGAAAGCTGGGTCTCAGGCGAC | TM =89,82°C | clonage
Bradi4g33340 | CCCECECC
48370midfw GCACCGTCAGTCCCCCAATCCAATCC TM =74,79°C | séquencage
48370midrev GGATTGGATTGGGGGACTGACGGTGC TM=7879°C | séquencage
39380midfw GATCGAGAAGGCCGGCGTCGC TM =72,89°C | séquencage
39380midrev GCGACGCCGGCCTTCTCGATC TM =72,89°C | séquencage
39390midfw CGTCGCCCACAAGGTGGACTTC TM =68,85°C | séquencage
39390midrev GAAGTCCACCTTGTGGGCGACG TM = 68,85°C séquencage
39400midfw GATCGTCGCCATCGACATCAACCG TM =72,14°C séquencage
39400midrev CGGTTGATGTCGATGGCGACGATC TM =72,14°C séquencage
39410midfw CGTCAGAAGGGACTACTTCGACATGGGC TM=7158°C | séquencage
39410midrev GCCCATGTCGAAGTAGTCCCTTCTGACG TM=7158°C | séquencage
39420midfw CGACCCGGACAGGGAGTGCTACG TM =71,51°C séquencage
39420midrev CGTAGCACTCCCTGTCCGGGTCG TM =7151°C | séquencage
33340midfw CGTGTTCACCGGGTACTCGCTGC TM =7055°C | séquencage
33340midrev GCAGCGAGTACCCGGTGAACACG TM =70,55°C séquencage
IPKb2debfw CGTCATGCATTACATGTTAATTATTACATGCTTAACG TM=68,38°C | Séquencage
pIPKb2
IPKb2debrev CGTTAAGCATGTAATAATTAACATGTAATGCATGACG TM =68,38°C | Séquencage
pIPKb2
IPKb2finfw CTAGTACCTGCAGAAGTAACACCAAACAACAGG TM=67,72°C | Séquencage
pIPKb2
IPKb2finrev CCTGTTGTTTGGTGTTACTTCTGCAGGTACTAG TM=67,72°C | Séquencage
pIPKb2
16530midfw GGATGAAGAACCACTCCATCATCATCACC TM =69,78°C | Séquencage
Bradi3g16530
16530midrev GGTGATGATGATGGAGTGGTTCTTCATCC TM=69,78°C | Séquencage
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Bradi3g16530

16530debfw ATGGGTTCCACGGCGGCG TM =70,37°C Séquencage
Bradi3g16530

16530debrev CGCCGCCGTGGAACCCAT TM =70,37°C Séquencage
Bradi3g16530

16530finfw GTGGGCCATCGAGTTCACCAAGTAG ™M = 67,52°C Séquengage
Bradi3g16530

16530finrev CTACTTGGTGAACTCGATGGCCCAC ™M = 67,52°C Séquengage
Bradi3g16530

Primer | | AGTCCCTGGCGGAAGTCCACCTTCAGGAGATTCAGTTTG | TM =81,04°C | AmMIARN 5

CCoAOMTs | A

Primer Il | TGAAGGTGGACTTCCGCCAGGGACTGCTGCTGCTACAGC | TM = 85.59°C | AmMIARN 5

CCoAOMTa | °©

Primer 11l | CTAAGGTCGACATCCGCCAGGGATTCCTGCTGCTAGGCT ™ = 83’04°C AmMiARN 5

CCoAOMT*s | ©

Primer IV | AATCCCTGGCGGATGTCGACCTTAGAGAGGCAAAAGTGA | TM = 80,33°C | AMIARN 5

CCoAOMT*a | A

Primer | miR | AGTATATACTGGTAGAGTTGCGCCAGGAGATTCAGTTTG M = 72,66°C AmMIARN 1

CCoAOMTa | A

Primer Il miR | TGGCGCAACTCTACCAGTATATACTGCTGCTGCTACAGC TM =77,49°C AmiARN 1

ccoAOMTbh | ©

Primer Il miR | CTGCGCATCTCAACCAGTATATATTCCTGCTGCTAGGCTG | TM = 77,09°C AmiARN 1

CCoAOMT ¢

Primer IV miR | AATATATACTGGTTGAGATGCGCAGAGAGGCAAAAGTG | TM = 74,21°C | AmIiARN 1

CCoAOMTd | AA

G4368 CTGCAAGGCGATTAAGTTGGGTAAC TM=6458C | AmIARN

G4369 GCGGATAACAATTTCACACAGGAAACAG TM =66,98°C | AmIARN

G11491 TCGGATCCCAGCAGCAGCCACAGCAAA TM =78,23°C AmiARN

G11494 TCGGTACCGCTGCTGATGCTGATGCCAT TM=17693°C | AmiARN

Atth1-11491 GGGGACAAGTTTGTACAAAAAAGCAGGCTATCGGATCCC | TM = 87,83°C | AmIARN

AGCAGCAGCCACAGCAAA
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Attb2-11494 GGGGACCACTTTGTACAAGAAAGCTGGGTTCGGTACCGC | TM = 88,97°C | AmiARN
TGCTGATGCTGATGCCAT
proxyAttL1fw TCGCGTTAACGCTAGCATGGATCTC TM = 67,94°C Séquencage
(seqLA) pDONR207
proxyAttL2rev | GTAACATCAGAGATTTTGAGACAC TM =53,34°C Séquencage
(SeqLB) pDONR207
pHbm42  mid | GGGAGAGTAAGCCGATAATGTGGCAGG TM =69,67°C Séquencage
fw pHbm42
pHbm42mid CCTGCCACATTATCGGCTTACTCTCCC TM = 69,67°C Séquencage
rev pHbm42

6.3.10. Génotypage des lignées de Brachypodium distachyon « TILLEES » pour le locus
Bradi3g16530

La méthode du TILLING a permis d’identifier quinze familles de plantes mutées dans le locus
Bradi3g16530. Pour chacune de ces quinze familles une vingtaine de graines ont été semées et
cultivées en serre. A partir du stade quatre feuilles, soit environ un mois aprés le semis, des
prélevements de feuilles ont été réalisés sur chaque plante dans le but d’extraire de I’ADNg
par la méthode du CTAB (voir 6.3.2). Des PCR ont été réalisées avec des amorces encadrant
la région ou les mutations ponctuelles avaient été détectées. Apres vérification par
¢lectrophorese sur gel d’agarose a 0,8% de la qualité des produits d'amplification, ceux —Ci
ont été séquencés. Pour chaque échantillon séquencé, un chromatogramme est obtenu et
analysé. A chacun des quatre nucléotides est associée une couleur sur le chromatogramme et
la présence de 1’'un des nucléotides dans la séquence ADN sera associée a 1’apparition d’un

pic de la couleur correspondante.

La vérification des chromatogrammes obtenus a permis d’identifier :

- soit des individus possédant a la position attendue un seul pic de la couleur associée au
nucléotide retrouvé dans la forme sauvage du géne étudié. Ces individus sont qualifiés
d’azygotes et ils possédent deux alleles sauvages du géne d’intérét mais dans un fond

génetique muté,
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- soit des individus possédant a la position attendue un seul pic de la couleur associee au
nucléotide retrouvé dans la forme mutée du gene étudié. Ces individus sont qualifiés
d’homozygotes et ils possédent deux alléles mutés du géne d’intérét,

- soit des individus possedant a la position attendue deux pics superposés de deux couleurs
différentes associée au nucléotide retrouvé dans la forme sauvage mais aussi au nucléotide
retrouvé dans la forme mutée du géne étudié. Ces individus sont qualifiés d’hétérozygotes et

ils possedent un allele sauvage et un alléle muté du géne.

Les semis sont renouvelés en cas d’absence d’identification d’individus hétérozygotes ou
homozygotes. Lors de I’identification d’un individu hétérozygote, les grains de celui-ci sont
semés de nouveau dans le but de détecter la présence d’un individu homozygote dans sa

descendance.

6.3.11. Culture et génotypade de lignées d'insertion T-DNA de Brachypodium distachyon

Des cultures de B. distachyon sont réalisées sur un milieu gélosé Murashige & Skoog
contenant de I’hygromycine afin d’¢éliminer les plantes ne contenant pas I’ADN-T. Les
graines étant issues de culture en « bulk », une récolte contient les graines de plusieurs plantes
hétérozygotes et la ségrégation des genes fait que les plantes ne contiennent pas toutes
I’ADN-T donc le géne de résistance a I’hygromycine.

L’ ADNg des plantes est extrait suivant la méthode CTAB (voir 6.3.2).

L’amplification de I’ADN est réalisée par PCR avec un couple d’amorces ciblant I’ADN-T
puis avec un couple d’amorces ciblant le gene (partie codante, UTR ou promoteur) ou devrait
se trouver I’ADN-T ou une amorce ciblant I’ADN-T et une amorce ciblant le géne cible.

Les résultats de 1a PCR sont observés apres ¢lectrophorese sur un gel d’agarose 0,8%.

6.3.12. Purification de produits de PCR par Dutilisation du kit "EZ-10 Spin Column PCR

Products Purification (Bio Basic Inc.)"

- 5 volumes de tampon B3 sont ajoutés au produit de la PCR. Aprés avoir mélangé par
retournement, la solution est transférée sur une colonne EZ-10 contenant une membrane de silice
capable de fixer les acides nucléiques puis laissée a température ambiante pendant 2 min. Les
colonnes sont ensuite centrifugées & 10000 rpm pendant 2 min (Eppendorf mini-spin, rotor
15299).
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- Les tubes collecteurs sont vidés et 750 L de solution de lavage sont verses sur les colonnes qui
sont alors centrifugées a 10000 rpm pendant 2 min (Eppendorf mini-spin, rotor 15299). Cette
étape est réalisée deux fois.

- Le tube collecteur est vidé et la colonne est centrifugée & 10000 rpm pendant 1 min afin d’éliminer
les résidus éventuels de solution de lavage (Eppendorf mini-spin, rotor 15299).

- Les colonnes sont placées sur de nouveaux tubes de 1,5 mL. 50 uL. de tampon d’¢lution sont
versés sur les membranes qui sont laissées a température ambiante pendant 2 min. Les colonnes
sont centrifugées & 10000 rpm pendant 2 min (Eppendorf mini-spin, rotor 15299).

- Les tubes de produits de PCR purifiés sont alors gardés a 4°C pour une utilisation dans la journée
ou conservés a -20°C pour stockage.

6.3.13. Electrophorése en gel d’agarose

L’agarose posséde la capacité a former un maillage moléculaire ralentissant la migration de
composés tels que les molécules d’ADN suivant leur taille. Dans un champ électrique, une
molécule d’ADN chargée négativement migrera vers le pdle positif du champ électrique. La
vitesse de migration est proportionnelle a la taille de la molécule. Les molécules les plus
petites migreront plus vite et se retrouveront plus proche du péle positif. La densité du
maillage souhaité est directement liée a la taille des molécules étudiée. Un gel a 0,8%
d’agarose, donc a mailles larges, est utilis¢é quand on souhaite séparer des fragments d’ADN
de plus de 500 paires de bases et un gel a 2% d’agarose, a mailles plus fines, est utilisé quand

on souhaite séparer des fragments d’ADN de moins de 500 paires de bases.

Pour un gel de 100 mL :

- 0,8 g ou 2 g d’agarose (Fisher Scientific) sont pesés et dissous dans 100 mL de tampon TAE
(pour Tris acétate EDTA) 0,5X (Invitrogen™ life technologies) par chauffage. Une goutte de bromure
d’éthidium 0,5 mg/ml (BET) (Merck) est ajoutée avant de couler le gel.

- Une fois le gel polymérisé, 1’électrophorése est réalisée dans une cuve contenant du tampon
TAE 0,5X. Les échantillons sont mélangés a du tampon de charge (Bleu de Bromophénol 2,5 mg/ml,
Glycérol 50%, Tris-HCI 5 mM, EDTA 0,5 mM pH8)) avant d’étre déposés dans chaque puits. Suivant
la taille attendue des acides nucléiques, le marqueur de taille Quick-Load® 1 kb DNA ladder (New
England BioLabs® Inc.) ou Quick-Load 100 pb DNA ladder (New England BioLabs® Inc.) est utilisé.

- La migration est réalisée a 100 Volt pendant 30 min. Les bandes sont observées par exposition

aux UV grace au Molecular Imager® Gel Doc™ XR System (Bio-Rad).
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6.3.14. Purification d'ADN a partir de gel d'électrophorése par utilisation du kit "EZ-10 Spin
Column DNA Gel Extraction (Bio Basic Inc.)"

Lorsqu’un échantillon d’ADN comporte des fragments de différentes tailles et qu'un seul de
ces fragments nous intéresse, il est nécessaire de procéder a une purification d’ADN a partir

du gel d’électrophorése.

- Apres électrophoreése en gel d’agarose, les bandes d’ADN sont découpées et transférées dans
des tubes de 1,5 mL. 400 pL de tampon Binding Buffer Il sont ajoutés pour 100 mg d’agarose. Les
tubes sont incubés a 60°C pendant 10 min et mélangés au vortex régulierement afin de dissoudre
I’agarose.

- Une fois 1’agarose dissout, la solution est transférée sur une colonne contenant une membrane
de silice et laissée a température ambiante pendant 2 min avant d’étre centrifugée a 10000 rpm
pendant 2 min (Eppendorf mini-spin, rotor 15299).

- Le tube collecteur est vidé et 750 pL de solution de lavage sont versés sur la colonne. Aprés
une centrifugation d’une minute a 10000 rpm, le tube collecteur est vidé et cette étape est renouvelée
(Eppendorf mini-spin, rotor 15299). Le tube collecteur est vidé et la colonne est centrifugée a 10000
rpm pendant 1 min afin d’éliminer les résidus éventuels de solution de lavage (Eppendorf mini-spin,
rotor 15299).

- Les colonnes sont placées sur de nouveaux tubes de 1,5 mL. 50 pL de tampon d’élution sont
versés sur les membranes qui sont laissées a température ambiante pendant 2 min. Les colonnes sont

centrifugées a 10000 rpm pendant 2 min (Eppendorf mini-spin, rotor 15299).
La concentration des ADN purifiés est alors mesurée au spectrophotométre (voir section
6.3.6). Les ADN sont gardés a 4°C pour une utilisation dans la journée ou conserveés a -20°C

pour stockage.

6.3.15. Clonage par la méthode Gateway® (Invitrogen™ life technologies)

Le systéme Gateway® permet de réaliser des clonages par recombinaison grace a 1’ajout de
sites de recombinaison de part et d’autre du fragment d’ADN que ’on souhaite cloner. Cette
technique a été développée sur la base de la recombinaison réalisée par le phage lambda afin
d’intégrer son ADN dans le chromosome bactérien de E. coli. Une premiére étape nommée

BP permet le transfert du fragment d’ADN dans un plasmide d’amplification tel que le
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pDONZ207 grace a la présence des séquences de recombinaisons AttB et AttP. Une seconde
¢tape nommée LR permet le transfert du fragment d’ADN dans un plasmide d’expression tel
que pDEST17, pETG10A ou encore pHbm42GW?7 grace a la présence des séquences de
recombinaisons AttL et AttR.

Il faut préalablement réaliser une PCR afin d’intégrer au fragment d’ADN a cloner les

séquences AttB1 et AttB2 nécessaires a la recombinaison par BP.

6.3.15.1. BP : transfert d’un fragment d’ADN dans le plasmide d’amplification

- 150 ng de pDONR207 sont mélangés a 300 ng de produit de PCR et a 1 uL d’enzyme BP
Clonase du kit "Gateway® BP Clonase® Il Enzyme mix" (Invitrogen™ life technologies). De 1’eau
stérile est ajoutée pour atteindre 5 L de solution.

- La préparation est laissée sur glace pendant 2 min, mélangée au vortex et incubée a
température ambiante pendant 1h30.

- 2,5 UL de la préparation sont alors utilisés pour une transformation de bactéries DH10b par
électroporation. Le reste est conservé a -20°C dans 1’éventualité ou la transformation n’aurait pas

fonctionné.

6.3.15.2. LR : transfert d’un fragment d’ADN dans un plasmide d’expression

- 300 ng de pDONR207 contenant le fragment d’ADN a cloner sont mélangés a 150 ng du
plasmide d’expression et & 1 pL de I’enzyme "LR Clonase kit Gateway® LR Clonase® II Enzyme
mix" (Invitrogen™ life technologies). De 1’eau stérile est ajoutée pour atteindre 5 pL de solution.

- La préparation est laissée sur glace pendant 2 min, mélangée au vortex et incubée a
température ambiante pendant 4h.

- 2,5 UL de la préparation sont alors utilisés pour une transformation de bactéries DH10b par
électroporation. Le reste est conservé a -20°C dans 1’éventualité ou la transformation n’aurait pas

fonctionné.

6.3.16. Construction d’un microARN artificiel :

Un microARN artificiel peut étre construit a partir de la séquence d’un microARN connu
appartenant a une plante proche de celle d’intérét. Ici, le microARN miR528 de riz a été

utilisé comme matrice et les séquences spécifiques a I’extinction du gene initial ont été
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modifiées afin de cibler un ou plusieurs genes. Cette modification se fait par des PCR
successives en utilisant PADN polymérase de haute-fidélité Phusion® High-Fidelity DNA
Polymerase.

CAGCTGGCGAAAGGGGGATGTGCTGCAAGGCGATTAAGTTGGGTAACGCCAGGGTTTTCCCAGTCACGACGTTGTAAAACGACGGCCAGTGAATTGTAATACGACTCACTATAGGGCGAATTG
GTCGACCGCTTTCCCCCTACACGACGTTCCGCTAATTCAACCCATTGCGGTCCCAAAAGGGTCAGTGCTGCAACATTTTGCTGCCGGTCACTTAACATTATGCTGAGTGATATCCCGCTTAAC

-
primer G-4368(s) o primer T7
Sacll
Dsal Eagl BamHI
Sacl  Bstxl Notl ¥bal  Spel  BamHl

GAGCTCCACCGCGATGGCGGCCGLTCTAGAACTAGTGGATCCCCCTC
CTCGAGGTGECGCCACCGCCGGCGAGATCTTGATCACCTAGGGGGAG

CCAGCAGCAGCCACAGCAAAATTTGGTTTGGGATAGGTAGGTGTTATGTTAGGTCTGGTTTTTT
GGTCOTCGTCAGTGTCGTTTTAAACCAAACCCTATCCATCCACAATACAATCCAGACCARARAL
-

primer G-11491 -.—
AGTGGAAGGGGCATGCAGAGGAGCA AGCTGGACT CTCTCCTGTGCTTGCCTCTTCCATT TTCTGTGGAAGT
TCACCTTCCCCGTACGTCTCCTCGT TCGACCTGA GAGAGGACACGAACGGAGAAGGTAA AAGACACCTTCA
osa-mliR-528 mIRNA*
- .
primer | (miR-s) primer Il (miR*-s)
-

primer 11 (mIR-a) primer IV (miR*-a)
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Pstl  EcoRl EcoRV Hindill Clal Acd  Xhol Eco0109IKpnl

TTGCAGAGTTTATATTATGGGTTTAATCGTCCATGGCATCAGCATCAGCAGE
AACGTCTCAAATATAATACCCAAATTAGCAGGTACCGTAGTCGTAGTCGTCG

-l
|

CGAGGGCTGCAGGAATTCGATATCAAGCTTATCGATACCGTCGACCTCGAGGGGGGGCCCGGTACC
GCTCCCGACGTCCTTAAGCTATAGTTCGAATAGCTATGGCAGCTGGAGCTCCCCCCCGGGLCATGG

primer G-11494

AGCTTTTGTTCCCTTTAGTGAGGGTTAATTTCGAGCTTGGCGTAATCATGGTCATAGCTGTTTCCTGTGTGAAATTGTTATCCGCTCACAATTCCACACAACATACGAGCCGGAAGCATAAAG
TCGAAAACAAGGGAAATCACTCCCAATTAAAGCTCGAACCGCATTAGTACCAGTATCGACAAAGGACACACTTTAACAATAGGCGAGTGTTAAGGTGTGTTGTATGCTCGGCCTTCGTATTTC
- -

a primer T3 primer G-4369(as)
MCS MCS
v
—
— -f— = - e -——
primer G-4368 primer Il primer Il primer G-4369
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b
Figure 84 : Modification des séquences de OsaMiR528.

- Dans un premier temps, trois PCR indépendantes sont effectuées afin de modifier le miR528.
Une premiere PCR est réalisée a partir de 500 ng du plasmide pNW55_OsamiR528 en utilisant les
amorces G4368 s hybridant sur le miR528 et miR II (primer |1 sur la Figure 1 b) contenant la section
modifiée,

Une seconde PCR est réalisée a partir de 500 ng du plasmide pNW55_OsamiR528 en utilisant les
amorces miR | (primer I sur la Figure 1 b) et miR IV (primer 1V sur la Figure 1 b) contenant les

sections modifiées,
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Une troisieme PCR est réalisée a partir de 500 ng du plasmide pNW55_ OsamiR528 en utilisant les
amorces G4369 (s’hybridant sur le miR528) et miR III (primer Il sur la Figure 1 b) contenant la
section modifiée.

- Le programme suivant est utiliseé pour ces trois PCR: une premiere étape de
dénaturation a 98°C pendant 30 s est suivie d’une dénaturation a 98°C de 10 s, d’une
hybridation a 55°C de 30 s et d’une ¢longation a 72°C de 20 s. Ces trois derniéres étapes sont
répétées 35 fois. Une étape d’¢longation finale a 72°C de 5 min termine le programme.

- Une électrophorése en gel d’agarose 2% est réalisée a partir de 5 pL de produit de
PCR afin de contrdler I'amplification. Les tailles des amplicons attendues pour la premiére et
troisieme PCR sont d’environ 300 pb et pour la deuxiéme PCR d’environ 100 pb.

- Lorsque les PCR ont produit des fragments de taille attendue, ceux-ci sont purifiés en
utilisant le kit "EZ-10 Spin Column PCR Products Purification" (Bio Basic Inc.) décrit
paragraphe 6.3.14.

- Une quatrieme PCR utilisant comme matrice 300 ng de chaque produit des PCR
précédentes est réalisée en présence des amorces G4368 et G4369. Le programme utilisé est
le méme que précédemment.

- Une électrophorése en gel d’agarose 2% est réalisée comme précédemment et la taille des
produits d'amplification attendue est d’environ 400 pb.

- Les fragments sont ensuite purifiés comme précédemment.

- Le produit de PCR purifié est séquencé a partir des amorces G4368 et G4369 ou G11491 et
G11494 pour vérifier que le microARN produit contient bien les modifications prévues.

- Une cinquiéme PCR est réalisée afin d’introduire les sites Attbl et Attb2 nécessaires au
clonage par Gateway®. Pour cela, 300 ng du produit de la quatriéme PCR purifié et séquencé sont
utilisés en présence des amorces Attbl1-11491 et Atth2-11494. La PCR, l'électrophorése, et la
purification du produit PCR sont réalisées comme décrit précédemment.

- Le produit purifié de la cinquieme PCR est introduit dans le plasmide pDONR 207 par
recombinaison BP (paragraphe 6.3.15.1).

- Des bactéries DH10b électro-compétentes sont transformées par le produit de BP et mises en
culture sur une bofte de milieu LB contenant de la gentamycine.

- Les plasmides pDONR207 amiARN sont extraits a partir d’une solution saturée de bactéries
en utilisant le kit "EZ-10 Spin Column Plasmid DNA MiniPreps de Bio Basic Inc". comme décrit
paragraphe 6.3.3. L’efficacité de I’extraction est contrdlée par électrophorése en gel d’agarose 0,8% de
5 uL de plasmides purifiés. Les tailles attendues sont de 5586 pb pour le pPDONR207 vide et de 3632
pb pour le pPDONR207 contenant la construction amiARN.

Apres avoir dosé la quantité de plasmides purifiés, ils sont séquencés a partir des amorces SeqLA et

SeqLB qui se fixent en amont et en aval de la région modifiée.
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- Aprés avoir obtenu la séquence du pDONR207_amiARN, une recombinaison LR est effectuée
en utilisant le pPDONR207_amiARN et le pIPKb2 comme décrite dans la section 6.3.15.2.

- Des bactéries DH10b électro-compétentes sont transformées par le produit de la réaction de
LR et mises en culture sur une boite de milieu LB contenant de la spectinomycine et de la
streptomycine.

- Les plasmides pIPKb2 contenant la construction amiARN sont extraits a partir d’une solution
saturée de bactéries en utilisant le kit "EZ-10 Spin Column Plasmid DNA MiniPreps de Bio Basic
Inc.". L’efficacité de I’extraction est controlée par électrophorése en gel d’agarose 0,8% de 5 pL de
plasmides purifiés. Les tailles attendues sont de 13992 pb pour le pIPKb2 vide et de 12599 pb pour le
pIPKb2 contenant la construction amiARN.

- Aprés avoir dosé la quantité de plasmides purifiés, ils sont séquencés avec les amorces IpKb2
fw et IPKDb2 rev.

6.3.17. Modification d’un nucléotide par mutagénése dirigée, utilisation du kit ""QuickChange 11

Site-Directed Mutagenesis'" de Agilent

Le kit "QuickChange Il Site-Directed Mutagenesis" de Agilent permet, a partir d’un plasmide
contenant la séquence ADN a modifier, de créer une mutation. Pour cela, des amorces en
orientation "sens" et "anti-sens" s’hybridant sur la séquence a modifier et contenant la

mutation souhaitée sont nécessaires.

Mutant Strand Synthesis
Perform thermal cycling to:
1) Denature DNA template
2) Anneal mutagenic primers

containing desired mutation
3) Extend primers with
PfuUltra DNA polymerase

4

7 s\ Dpn | Digestion of Template
I 1 Digest parental methylated and
A “ " hemimethylated DNA with Dpn |

Transformation
Transform mutated molecule
info competent cells for nick repair

O-0-0-©

Figure 85 : Modification d’une séquence d’ADN par mutagénése dirigée.

303



- Une PCR est réalisée avec pour matrice 50 ng de plasmide contenant la séquence a modifier
dans un mélange réactionnel composé d’une solution tampon 1x, de 125 ng de chaque amorce, de 1
mM de chaque dNTP, de 2,5 U d'ADN polymérase "PfuUltra HF DNA polymerase" et d’eau distillée
jusqu’a atteindre un volume réactionnel de 50 pL. Le programme de PCR commence par une
dénaturation de 30 s a 95°C suivie d’une dénaturation de 30 s a 95°C, d’une hybridation de 1 min a
55°C et d’une élongation de 5 min a 68°C. Ces trois étapes sont répétées 12 fois comme préconisé par
le protocole car la modification a réaliser est une mutation ponctuelle. 1l est possible de déposer 10 L
de produit de PCR sur gel d’agarose 0,8% afin de vérifier I’efficacité de la PCR.

- Apres avoir refroidi les tubes en les laissant 2 min sur glace, 10 U de I’enzyme Dpn I sont
ajoutés. L’enzyme Dpn I est capable de dégrader I’ADN méthylé du plasmide initial. Il ne restera que
le plasmide copié lors de la PCR contenant la modification qui n’est pas issu d’une bactérie et donc
non méthylé. La solution est mélangée par pipetage et incubée 1 h a 37°C.

- 5 uL de la solution finale sont utilisés pour la transformation des bactéries.

6.4. Protocoles de transformations stables de bactéries et de plantes

6.4.1. Transformation des bactéries

6.4.1.1. Transformation de bactéries E. coli DH10b par électroporation

- 300 ng de plasmides sont ajoutés a des bactéries rendues électro-compétentes.

- Le mélange est transféré dans une cuve d’électroporation de 1 mm de distance entre les
¢lectrodes et laissé 10 min sur glace. L’¢lectroporateur de cellules (Biorad) est réglé a une intensité de
2 V aprés y avoir placé la cuve. Le bouton « pulse » est actionné deux fois. Il permet de délivrer un
courant électrique qui, en traversant la cuve, va provoquer des trous dans la membrane des bactéries
permettant ’entrée des plasmides. L’efficacité de la transmission du courant peut &tre vérifiée en
appuyant sur « time constant », cette valeur doit étre comprise entre 3,2 et 4,4.

- Les bactéries sont alors rapidement mises en suspension dans 1 mL de milieu LB liquide et
incubées 1h a 37°C.

- 150 pL de cette suspension de bactéries sont étalés sur une boite de Petri contenant du milieu
LB agar avec I’antibiotique adéquat.

- Le reste de la suspension est centrifugée a 10000 rpm pendant 2 min et 700 pL de milieu LB

sont enlevés (Eppendorf mini-spin, rotor 15299). Le culot de bactéries est remis en suspension dans le
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LB liquide restant avant d’étre étalé sur une deuxiéme boite de LB agar contenant 1’antibiotique
adéquat.
- Les boites sont incubées 16h a 37°C.

6.4.1.2. Transformation de bactéries A. tumefaciens (souche AGL1) par

électroporation

- 40 pL d’agrobactéries électro-compétentes sont mélangées a 300 ng de plasmides. Le mélange
est transféré dans une cuve a électroporation de 1 mm froide. La cuve est placée dans 1’¢lectroporateur
et une décharge électrique de 1,25 V est appliquée.

- Le mélange est remis en suspension dans 1 mL de milieu LB liquide et transféré dans un tube
de 1,5 mL. Le tube est incubé a 28°C pendant 4 h.

- 150 pL de cette suspension de bactéries sont étalés sur une boite de LB agar contenant
I’antibiotique adéquat.

- Le reste de la suspension est centrifugée a 10000 rpm pendant 2 min et 700 pL de milieu LB
sont enlevés (Eppendorf mini-spin, rotor 15299). Le culot de bactéries est remis en suspension dans le
LB liquide restant avant d’étre étalé sur une boite de LB agar contenant I’antibiotique adéquat.

- Les boites sont incubées 2 a 3 jours a 28°C.

6.4.1.3. Transformation de bactéries E. coli Rosetta™(DE3) par choc thermigue

- Les bactéries thermo-compétentes mélangées a 300 ng de plasmides sont laissés 30 min sur
glace. Elles sont plongées dans un bain-marie a 42°C pendant 40 s avant d’étre transférées sur glace
pendant 2 min. Les bactéries sont mises en suspension dans 1 mL de milieu LB liquide et incubées 1 h
a 37°C.

- 150 pL de cette suspension de bactéries sont étalés sur une boite de LG agar contenant
I’antibiotique adéquat.

- Le reste de la suspension est centrifugée a 10000 rpm pendant 2 min et 700 pL de milieu LB
sont enlevés (Eppendorf mini-spin, rotor 15299). Le culot de bactéries est remis en suspension dans le
LB liquide restant avant d’étre étalé sur une boite de LB agar contenant I’antibiotique adéquat.

- Les boites sont incubées 16h a 37°C.

6.4.1.4. Transformation de bactéries A. tumefaciens (souche C58) par choc thermigue

- Les agrobactéries congelées sont laissées 20 min sur glace.

- 300 ng de plasmides sont mélangés aux bactéries avant de les laisser reposer 10 min sur glace.
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- Les tubes d’agrobactéries mélangées aux plasmides sont plongés dans de I’azote liquide
pendant 5 min avant d’étre laissés a température ambiante pendant 10 min.

- Les bactéries sont mises en suspensions dans 1 mL de milieu LB liquide et incubées 12 h a
28°C.

- Les tubes de bactéries sont centrifugés a 10000 rpm pendant 5 min. 750 uL de milieu LB sont
éliminés (Eppendorf mini-spin, rotor 15299). Le culot de bactéries est remis en suspension dans le LB
liquide restant et étalé sur une boite de Pétri contenant du milieu LB agar et un antibiotique adapté.

- Les bactéries sont incubées 2 a 3 jours a 28°C.

6.4.2. Transformation stable d’Arabidopsis thaliana via Agrobacterium tumefaciens

Les lignées d’Arabidopsis thaliana a transformer sont semées environ 5 semaines avant la
transformation pour étre a un stade de floraison peu avancé ou les fleurs sont encore fermées
afin que la fécondation n’ait pas encore eu lieu (hampes florales d’environ 10 cm environ).
Les plantes peuvent étre préparées en coupant les siliques déja formées, ce qui augmentera la

proportion de graines transformées.

- 500 mL de culture d’agrobactéries dans du milieu LB additionné d’antibiotiques sont préparés
la veille de la transformation. La densité optique de la culture mesurée au spectrophotométre a 600 nm
doit étre comprise entre 0,6 et 0,8.

- Les agrobactéries sont centrifugées a 6500 rpm a 4°C pendant 10 minutes (Sigma 6K15, rotor
12500). Le surnageant est éliminé et les culots de bactéries sont remis en suspension dans 250 mL de
milieu d’infiltration (25 g de saccharose, 100 mL de Silwet et de I’eau stérile jusqu’a atteindre 500
mL). Cette préparation contient un adjuvant qui va renforcer I’action des agrobactéries dans la plantes.
- Les boutons floraux sont trempés pendant 2 minutes dans la suspension d’agrobactéries.

- Les plantes apres infiltration sont laissées en culture jusqu’a leur séchage et leurs graines sont

récoltées, séchées et stérilisées.

6.4.3. Transformation stable de Brachypodium distachyon via Agrobacterium tumefaciens

La méthode consiste a transformer de cals embryogénes issus d’embryons immatures de B.
distachyon par A. tumefaciens et a régénérer des plantes transgéniques par embryogenese
somatique. Toutes les étapes de culture in vitro du processus de transformation doivent se
faire en conditions stériles sous une hotte a flux laminaire afin d’éviter toute contamination.

La méthode est délicate et plusieurs étapes constituent des points critiques pour la réussite du
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processus (conditions de culture de la plante mére, choix des embryons immatures, choix du
type de cal pour la transformation, choix de I’agent de sélection, stade auquel 1’embryon

somatique est isolé pour enracinement).

Production de plantes méres :

- Des graines de Bd21-3 sont trempées dans de 1’eau pendant 5 jours a 4°C pour stratification.

- Une ou plusieurs graines sont ensuite semées par pot a 1cm de la surface du terreau humide.

- Les pots sont placés en chambre de culture dont la photopériode est de 20 h de lumiere,
I’intensité lumineuse de 320 pmol.m2.s%, I’hygrométrie de 60 % et la température de 24°C.

- Aprés 6 a 8 semaines de cultures, les plantes mére arrivent a épiaison. Les épis sont prélevés a
partir de 10 jours aprés 1’épiaison. Les épis encore verts et contenant des grains tendres mais bien

remplis sont prélevés pour I’extraction des embryons immatures.

Production de cals embryogeénes :

- Les épis immatures sont prélevés en chambre de culture et stérilisés pendant 30 min dans un
mélange d’eau de javel (une pastille de barychlore contenant 1,5 g de chlore actif dissoute dans 800 ml
d’eau stérile) et de savon Gevic (10 mL de savon préalablement dissout au 1/5). Les épis sont
récupérés sous une hotte a flux laminaire avec une pince stérile et placés dans un pot stérile avant
d’étre rincés deux fois avec de 1’eau distillée stérile.

- L’eau est éliminée mais pas complétement afin de garder les épillets humides pour une
meilleure manipulation.

- Les épis sont sortis un par un pour étre disséqués en conditions stériles. Les épillets puis les
grains sont séparés a 1’aide d’une pince et d’un scalpel stériles. Sous une loupe binoculaire placée sous
la hotte a flux laminaire, la glume est enlevée et le grain est décortiqué afin de dégager et récupérer
I’embryon. L’embryon se trouve a 1I’extrémité inférieure du grain, sur la face dorsale.

- Seuls les stades trés juvéniles d’embryons produisent du cal embryogéne (figure 86).

Figure 86 : Photographies d’embryons de Bd21-3 a différents stades de croissances. Les 4
premiers embryons a gauche donneront du cal embryogéne. Les 2 gros embryons a droite

donneront du cal non embryogene (on observe alors une coloration jaune des embryons).
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- L’embryon est posé sur un milieu d’induction de cal (milieu MS M0222.0050 Duchefa 4,4
g/L, saccharose 30g/L, MES 14%, BCP 0,16%, CuSO. 0,6 mg/L, 1’agent gélifiant Phytagel 2g/L et de
I’acide 2,4-dichlorophénoxyacétique 2,5 mg/L dans 1 L d’eau distillée) sans I’enfoncer dans la gélose.
Ce milieu contient des éléments permettant le développement de cals embryonnaires a partir
d’embryons jeunes.

- Une fois tous les embryons préleves, les boites sont scellées grace a une bande de paraffine et
placées a I’obscurité et a 28°C pendant 6 semaines. Au cours de cette période, deux repiquages sont
réalisés 3 puis 5 semaines aprés la mise en culture sur des milieux frais d’induction de cals afin

d’assurer une bonne croissance des cals et d’éviter I’épuisement du milieu nutritif (figure 87).

Figure 87 : Photographies de cals embryogénes et non embryogénes. A gauche, une photo de
cal capable de produire des cellules embryogénes qui pourront redonner une plante entiére. A
droite, une photo de cal non embryogéne issu d’un embryon trop mature et qui ne pourra pas

donner des cellules embryogenes et une plante entiére.

Transformation via Agrobacterium tumefaciens

- Deux semaines avant la date prévue de transformation des cals, des bactéries A. tumefaciens
de la souche AGL1 sont transformées avec le plasmide contenant la construction que I’on souhaite
introduire dans la plante. La transformation est vérifiée par PCR a partir des plasmides extraits des
bactéries AGL1 transformées.

- Quatre jours avant la date prévue de transformation, la culture de A. tumefaciens est repiquée
sur un nouveau milieu et incubée 2 a 3 jours a 28°C. Une suspension bactérienne est réalisée en
mélangeant les bactéries issues de la culture et le milieu de co-culture (200 mL de Milieu S30,
acétosyringone 30 mg/L, de I’acide 2,4-dichlorophénoxyacétique 2,5 mg/L et pluronic 10 pL/L). Le
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milieu de co-culture contient des composés favorisant 1’action des agrobactéries (acétosyringone).
L’absorbance a 600 nm de la suspension doit étre comprise entre 0,6 et 0,8.

- Les cals embryogenes sont placés dans des tubes de 50 mL en présence de la suspension
bactérienne. La co-culture est mélangée par retournement et laissée a température ambiante pendant 5
min. La suspension bactérienne est éliminée par aspiration puis par égouttage sur du papier filtre 2 fois
pendant 2 min.

- Les cals sont ensuite placés en co-culture sur un papier filtre stérile dans une boite de Petri a
I’obscurité pendant 3 jours a 23°C. A la fin de la co-culture, les cals doivent &tre secs afin d’éviter la
surcroissance des agrobactéries lors des étapes suivantes.

- Les cals sont transférés sur un milieu de sélection (milieu MS M0222.0050 Duchefa 4,4 g/L,
saccharose 30 g/L, MES 14%, BCP 0,16%, CuSO. 0,6 mg/L, I’agent gélifiant Phytagel 2g/L, de
’acide 2,4-dichlorophénoxyacétique 2,5 mg/L, trimentin 250 mg/L et hygromycine 40 mg/L dans 1 L
d’eau distillée). Les boites de Petri sont scellées par une bande de paraffine et elles sont placées a
I’obscurité, a 28°C pendant 3 semaines.

- Les cals sélectionnés (figure 88) sont repiqués sur un milieu gélosé de régénération qui va
favoriser leur croissance grace a la présence de molécules régulant la croissance cellulaire (milieu MS
M0222.0050 Duchefa 4,4 g/L, maltose 30 g/L, MES 14%, BCP 0,16%, 1’agent gélifiant Phytagel
2¢/L, kinétine 0,2 mg/L, trimentin 250 mg/L et hygromycine 40 mg/L dans 1 L d’eau distillée) et

placés en chambre de culture in vitro a 28°C a 16h de lumiére.

Figure 88 : Photographies de cals transformés et non transformés. A gauche, une photo de cal
non sélectionné car ne contenant pas le vecteur et la résistance a I’hygromycine. A droite, une

photo de cal sélectionné car résistant a I’hygromycine grace au vecteur qu’il a intégré.

- Lorsque la partie aérienne des plantules régénérées mesure environ 2 cm et la racine
commence a se former (figure 89), chaque plantule est isolée dans un tube en verre dédié a la culture

in vitro (figure 90) contenant un milieu gélosé pour enracinement (milieu MS M0222.0050 Duchefa
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4,4 ¢/L, saccharose 10g/L, MES 14%, BCP 0,16%, 1’agent gélifiant Phytagel 2g/L et de I’AIB (acide
B-indolbutyrique, hormone membre de la famille des auxines) 0,25 mg/L dans 1 L d’eau distillée).

Figure 89 : Photographie de plante en régénération. Régénération de plantules en boite de

Petri, 3 semaines apres transfert sur milieu de régénération.

Figure 90 : Photographie de plantes en phase d’enracinement. Enracinement en tube, 2

semaines apres isolation des plantules.

- Lorsque les plantules font 5 a 6 cm et sont bien enracinées (figure 90), elles sont transférées en
chambre de culture (20 h de lumiere, 24°C le jour et 18°C la nuit, 60% d’humidité) dans des pots
contenant du terreau humide (figure 91). Une mini-serre est utilisée pour recouvrir les pots pendant les

4 premiers jours pour éviter le dessechement des plantules.

Figure 91 : Photographie de plante transformée, régénérée et transférée en serre depuis trois

semaines.
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Les plantes obtenues sont hémizygotes, elles possedent 1’insert muté sur un seul de ses deux
chromosomes. Elles donneront des grains qui seront pour % d’entre eux de type homozygote,
pour ¥4 de type sauvage et pour %2 de type hétérozygote. Une analyse des plantes obtenues a
partir de ces grains par genotypage est réalisée pour trouver les plantes homozygotes pour le

transgene.

6.5. Protocoles de cytologie

6.5.1. Coloration GUS

- Des sections transversales de 2000 um de grains réalisées au vibratome sont préfixées dans de
I'acétone 90% glacial (-20°C) et laissées au repos pendant 20 minutes sur glace.

- Les sections sont rincées a l'eau distillée 2 a 3 fois afin d’éliminer 1’acétone.

- Quelques gouttes de tampon GUS (tampon phosphate 50 mM pH7, potassium ferricyanide 10
mM, potassium ferrocyanide 10 mM, Triton 0,5%, XGluc 0,25 mM et de I’eau osmosée) sont versées
sur les coupes avant de les incuber une nuit a 37 °C. Si les tissus étudiés expriment le géne codant
pour la protéine R-glucuronidase, I’enzyme va hydrolyser son substrat, le XGlu (pour acide 5-bromo-
4-chloro-3-indolyl-B-D-glucuronique) qui prendra une couleur bleue.

- Les coupes sont rincées a I'eau distillée et décolorées quelques minutes dans de I'alcool a 70%.

Les coupes peuvent étre observées a la loupe binoculaire ou au microscope photonique.

6.5.2. Coloration de Malile (adapté de Lorenzen et al, 1996)

Les colorations de Mailile sont toujours réalisées en paralléle sur les échantillons mutés et sur
les échantillons témoins. Les mémes quantités de réactifs et les mémes durées doivent étre
respectées. C’est une coloration qui permet de colorer qualitativement les unités syringiles des

lignines en rouge et les unités coniféryles en orange.

- Des sections transversales de tiges d'épaisseur 2000 pm (réalisées au vibratome) et de grains

d'épaisseur 50 um (réalisées au cryotome) sont déposées sur des lames de verre.
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- Aprés élimination de 1’exces d’eau, quelques gouttes de KMnOa4 (1%) sont déposées sur
chaque coupe et laissées 5 min. Le KMnOs est éliminé et les coupes sont rincées a 1’eau jusqu’a
disparition du KMnOs..

- Les coupes sont ensuite décolorées par une goutte de HCI (30%) pendant 1 min. L’acide est
¢liminé puis 1'échantillon est rincé a 1’eau osmosée pendant 1 min. Dans le cas des grains, ils sont alors
recouverts d’une fine couche d’agar a 2% avant le ringage a I'eau pour que la coupe se tienne.

- Aprés élimination de 1’eau, quelques gouttes de NaHCO3 (5%) sont déposées sur les sections.
Une lamelle est alors déposée sur les coupes qui doivent étre rapidement observées au microscope

optique ou au macroscope.

6.5.3. Coloration au phloroglucinol (réactif de Wiesner)

Les colorations au phloroglucinol sont toujours réalisées en paralléle sur les échantillons
mutés et sur les échantillons témoins. Les mémes quantités de réactifs et les mémes durées
doivent étre respectées. L’intensité de la coloration dépend du niveau de lignification des
¢chantillons traités. C’est une coloration spécifique des cinnamaldéhydes qui permet de
colorer en rouge/rose les groupements coniferaldéhydes terminaux et en rouge/violet les
groupements sinapaldéhydes terminaux (Kim et al, 2002). Cette coloration donne une idée

générale de la quantité de lignines présentes dans les échantillons analysés.

- Des sections transversales de 2000 um des échantillons mutés et des témoins sont déposées sur
des lames.

- Apreés élimination de I’exces d’eau, deux gouttes de phloroglucinol (50 mg/mL) sont déposées
sur les coupes a I’aide d’une pipette pasteur et laissées pendant 2 min.

- Le réactif est éliminé par plusieurs ringages par de I’eau osmosée.

- Les échantillons sont alors préts a étre observés.

- Le ringage par un mélange d’éthanol et de HCI (9:1) est effectué si les observations sont

réalisées dans les jours suivants.

6.5.4. Immunohistochimie

Prélévements et préparation des échantillons :
- Des tiges matures et des grains de B. distachyon sont prélevés a 11, 21 et 31 jours aprés
anthese. Des grains secs sont dégermés et mis & imbiber en boite de Petri sur papier filtre saturé d’eau

a4°C pendant 24 h.
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- Des sections transversales d’environ 1 mm d’épaisseur sont coupées a la lame de rasoir, sous

la loupe binoculaire pour la microscopie photonique.

Fixation des échantillons :

- Sous la sorbonne, les échantillons sont rapidement placés dans des tubes a vis contenant une
solution de paraformaldéhyde 3%, glutaraldéhyde 1% dans du tampon phosphate PBS 0,1 M pH 7,4
(NaClasg8g/L; KCla0,2g/L ; Na;HPOs a 1,44 g/L et KH,PO4 a4 0,24 g/L).

- Les tubes sont mis sous vide jusqu’a ce que les échantillons tombent dans le fond du tube, puis
ils sont conserveés a 4°C pendant au plus 2 jours.

- Sous la sorbonne, la solution de fixation est éliminée. Trois rincages de 10 min sont réalisés
avec le tampon phosphate 0,1 M pH 7,4. Sept ringages supplémentaires de 10 min sont réalisés avec

de I’eau millipore afin d’6ter toute trace résiduelle de fixateur.

Déshydratation :

La résine "London Resin (LR) White Hard Grade™" (réf : R1280 de Agar Scientific, revendu
par Oxford Instrument) est utilisée pour I’imprégnation et 1’inclusion. Cette résine étant
miscible a 1’alcool, les échantillons sont déshydratés progressivement par des solutions de

concentration de plus en plus élevée en éthanol permettant 1’élimination de 1’eau.

- La déshydratation commence par une premiére incubation de 30 min dans de 1’éthanol
a 30%, suivie d’une incubation de 45 min dans de 1’éthanol a 50% puis d’une incubation de 1
h dans de I’éthanol 70%.

- Une incubation de 1 h15 dans de 1’éthanol 85% est réalisée, suivie d’une incubation de
1 h30 dans de I’éthanol 95% et de 2 incubations successives de 1 h dans de I’éthanol 100%.

- La déshydratation se termine par une incubation des échantillons d’une nuit dans de

I’éthanol 100% a 4°C.

Imprégnation dans la résine :

A cette etape, I’éthanol est remplacé progressivement par la résine "LR White Hard Grade".

- L’imprégnation commence par une premicre incubation de 45 min dans un mélange composé
de 80% d’éthanol absolu et de 20% de résine, suivie d’une incubation de 45 min dans un mélange
composé de 60% d’éthanol absolu et de 40% de résine, puis d’une incubation de 1 h dans un mélange

composé de 40% d’éthanol absolu et de 60% de résine.

313



- Une incubation de 1h30 dans un mélange composé de 20% d’éthanol absolu et de 80% de
résine est réalisée, suivie d’une premiére incubation de 1 h dans de la résine pure.
- Cette étape est suivie d’une incubation de 2 h des échantillons dans de la résine pure.

- Les échantillons sont enfin incubés dans de la résine pure une nuit a 4°C.

Inclusion dans la résine :

L’inclusion des échantillons se fait a I’abri de 1’air, dans des capsules en gélatine.

- Chaque échantillon est immergé dans de la résine "LR White Hard Grade" contenu dans une
capsule en gélatine.

- Les capsules d’échantillons sont fermées et placées a 1’étuve a 55°C pendant 4 jours.

Les inclusions peuvent se conserver indéfiniment en boites a compartiments en plastique

transparent a 1’abri de I’humidité.

Réalisation de coupes des échantillons pour observations en microscopie photonique :
Des coupes semi-fines de 1000 um sont réalisées grace a un ultramicrotome (LEICA EM
UC6) et les observations sont réalisées au microscope photonique lié a une caméra Nikon DS-

1QM et d’une platine X-Y motorisee gérées par le logiciel NIS.

Immunomarquages :

- Afin d’éliminer les B-glucanes mixtes, polymére abondant dans les parois de Brachypodium et
notamment dans le grain, les coupes de grains sont incubées pendant 12 h a 40°C avec 40 U de
lichénase (endo-1,3(4)-B-Glucanase, de Bacillus sp., commercialisée par Megazyme EC 3.2.1.73,
CAZY Family: GH16, contaminé par de I’a-amylase < 0.0001%), pH6,5.

- Les coupes sont rincées 5 fois pendant 5 min dans I’eau millipore avant d’étre bloquées par
une incubation de 30 min dans une solution PBS et de sérum albumine bovine (BSA) 3%.

- Les sections de grains et de tiges sont incubées avec ’anticorps primaire. préalablement dilué
au 1/20¢ pour anti-AX1 (Guillon et al, 2004), 1/2000¢ pour anti-5-O-Fer-Ara (Philippe et al, 2007), 1/3
pour INRA-COUL (Tranquet et al, 2009), non dilué pour KM1 et KM2 (Kiyoto et al, 2013) et non
dilué pour KM3 (communication Dr. Yoshinaga) dans une solution de PBS, BSA 1%, Tween 20
0,05%. L’anticorps FerARA étant polyclonal, le sérum pré-immun du lapin 21 a été dilué au 1/2000°
et utilisé comme controéle.

- Apreés 6 ringages de 5 min dans la solution de PBS, BSA 1%, Tween 20 0,05%, les coupes
sont incubées pendant 1 h avec ’anticorps secondaire GAM (pour Goat Antibody) Alexa 546
préalablement dilué au 1/100¢ dans une solution de PBS, BSA 1%, Tween 20 0,05%.
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- Pour finir, les coupes sont rincées 3 fois pendant 5 min dans du PBS puis 5 fois pendant 65

min dans de I’eau millipore.

6.6. Protocoles d’analyse biochimique des polysaccharides pariétaux

6.6.1. Préparation de matériel insoluble a I’alcool (MIA)

Cette technique permet 1’élimination des composés solubles dans 1’éthanol et d’inactiver tous
les systémes enzymes enzymatiques.

- Des grains entiers, albumens décortiqués ou tiges secs et déshydratés sont réduits en fines
particules dans un ultra-broyeur a azote liquide.

- 100 mg de chaque échantillon sont incubés pendant 30 min dans 2 mL d’éthanol 80% a
100°C.

- Apres avoir refroidi les tubes, ils sont centrifugés a 8000 rpm pendant 10 min, a température
ambiante (Sigma 3K3, rotor 12154-H). Le surnageant contenant les composés solubles est éliminé.

- 2 mL d’éthanol 80% sont ajoutés dans chacun des tubes qui sont mélangés au vortex et
centrifugés a 8000 rpm pendant 10 min, a température ambiante (Sigma 3K3, rotor 12154-H). Le
surnageant est éliminé.

- Les tubes sont laissés ouverts a température ambiante pendant 1 a 2 heures sous la hotte a flux
laminaire afin que 1’éthanol s’évapore.

- Les tubes sont ensuite placés a 1I’étuve a 40°C, sous vide pendant une nuit.

6.6.2. Dosage des oses neutres par chromatographie en phase gazeuse

Cette expérience est toujours réalisée en dupliquant les MIA d’échantillons. Elle consiste en
une hydrolyse acide des polysaccharides en monomeéres d’oses neutres. Les 0ses neutres sont
ensuite convertis en acétates d’alditols qui sont des composés volatils et qui permettent une

simplification de la détection en chromatographie car chaque ose ne donne alors qu’un seul

pic.

- 20 mg de poudre de MIA sont incubés dans une solution de H,SO, 26N pendant 30 min a
25°C dans un tube en verre a vis de 10 mL. Cette étape de pré-hydrolyse est nécessaire pour doser le

glucose d’origine cellulosique dans les échantillons.
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- 1,76 mL d’eau distillée (ou milliQ) et 0,4 mL d’inositol 5 mg/mL (étalon interne, 0se présent
dans la nature mais pas dans les polysaccharides) sont ajoutés. Les échantillons sont mélangés au
vortex.

- 0,5 mL d’un mélange d’oses neutres composé¢ de rhamnose, d’arabinose, de xylose, de
mannose, de galactose, de glucose et d’inositol a 1 mg/mL sont mélangés a 0,5 mL de H>SO. 4N.
Préparés en triplicata, ces mélanges constituent les standards de la réaction et subissent les mémes
étapes de préparation que les échantillons a analyser, sauf la pré-hydrolyse.

- Aprés la pré-hydrolyse, la concentration en H2SO, est de 2N. Une hydrolyse est réalisée en
incubant les échantillons a 100°C pendant 2h en mélangeant réguliérement au vortex.

- Apres refroidissement a température ambiante, les tubes sont centrifugés a 3000 rpm pendant
10 min (Eppendorf Centrifuge 5804R, rotor A4-44).

- 800 pL de surnageant sont transférés dans de nouveaux tubes (1,3 mL de surnageant restant
sont conservés dans des tubes Eppendorf a -20°C pour étre utilisé lors du dosage des oses acides).
L’acide sulfurique est neutralisé¢ par 1’ajout de 0,3 mL d’ammoniaque 25%. Apres avoir mélangé au
vortex, le pH des tubes est vérifié¢ a ’aide de papier pH, il doit étre supérieur a 7.

- Les oses neutres sont ensuite réduits par 1’ajout de 0,1 mL d’une solution de NaBH4 a 100
mg/mL préparé dans de I’ammoniaque 3N. Apres avoir mélangé au vortex, les tubes sont incubés a
40°C pendant 1h.

- Apres que les tubes aient refroidi, 50 pL d’acide acétique pur sont ajoutés 2 fois a chaque
échantillon (cette réaction produit beaucoup de chaleur). Les tubes sont ensuite mélangés au vortex et
laissés plusieurs minutes dans de la glace.

- Les oses réduits sont enfin acétylés. 150 puL. de I’hydrolysat réduit sont mélangés a 2 mL
d’anhydride acétique pur et a 0,2 mL de N-méthylimidazole pur. Aprés avoir mélangé les échantillons
au vortex, ils sont incubés a température ambiante pendant environ 20 min.

- Les oses neutres modifiés en acétates d’alditols sont alors extraits. Pour cela 5 mL d’eau
osmosée et 1,5 mL de dichlorométhane sont ajoutés a la solution précédente et les échantillons sont
bien mélanges.

- Apreés décantation, la phase aqueuse est éliminée. 5 mL d’eau osmosée sont ajoutés avant de
mélanger fortement les tubes au vortex.

- De nouveau, aprés décantation, la phase aqueuse est éliminée. La phase organique est

transférée dans un vial en verre qui est scellé avant d’étre injectée ou conservée a -20°C.

Les échantillons sont injectés sur un chromatographe en phase gazeuse (Autosystem XL,
Perkin-Elmer) équipé d’une colonne capillaire en silice fondue greffée chimiquement avec
une phase de type OV-225 d’une longueur de 25 m, d’un diamétre de 0,32 mm et d’une

épaisseur de 0,25 um. L’hydrogeéne est utilisé comme gaz vecteur a une pression de 70 kPa et
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la colonne est maintenue a une température de 205°C. Le volume injecté est de 2 puL en mode

split (fuite de 100 mL/min). Les températures de 1’injecteur et du détecteur sont de 220°C.

6.6.3. Dosage des oses acides par la méthode au MHDP en auto-analyseur

En milieu acide sulfurique concentré et a chaud, les polysaccharides sont hydrolysés et les
oses formes sont transformés en dérives furfuriques. Ces dérivés ont la capacité de se
condenser avec différents composés phénoliques afin de donner un complexe coloré. Dans le
cas des acides uroniques, le 3-phényl-phénol (métahydroxydiphényl ou MHDP) forme un
complexe spécifique avec leurs dérivés furfuriques dont le maximum d’absorption se situe a
520 nm. Le dosage est réalisé sur un auto-analyseur (Skalar) selon les conditions décrites par
Thibault (1979).

- Les échantillons sont hydrolysés par une solution d’acide sulfurique concentré
contenant du tétraborate de sodium et par une solution d’acide sulfurique concentré sans
tétraborate, pour distinguer acide glucuronique et acide galacturonique dans 1’échantillon. En
effet ’acide galacturonique donne une réponse équivalente avec ou sans tétraborate, tandis
que 1’acide glucuronique répond environ dix fois moins sans tétraborate (Thibault, 1979)

- des gammes d’acide galacturonique et d’acide glucuronique de 10, 20, 30, 40 et 50 ug/mL
sont prépareées.

- Une gamme de glucose est réalisée en tenant compte de la quantité de glucose détectée et
mesurée dans les MIA. Ici, une gamme de 100, 200, 300, 400 et 500 pg/mL de glucose a été réalisée a
partir d’une solution mere a 1 mg/mL. Cette gamme permet de tenir compte de I’interférence possible
des oses neutres dans la méthode au MHDP.

- 320 pL d’échantillon issu des MIA hydrolysés et conservés a -20°C sont mélangés a 1280 pL

d’eau osmosée.

6.6.4. Dosage de I’amidon

Le dosage de I’amidon contenu dans les MIA est réalis¢é a I’aide de deux enzymes, ’a-

amylase et I’amyloglucosidase qui sont capables de dégrader I’amidon en glucose.

- 10 mg de MIA et 5 mg d’amidon de mais sont pesés. L’amidon de mais correspond au témoin.
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- 100 pL de solution de rhamnose a 20 mg/mL et 200 yuL de tampon MOPS (acide 3-(N-
Morpholino) propanesulfonique 1,15 mg/mL et chlorure de calcium 0,74 mg/mL dans de I’eau
désionisée, pH7), sont ajoutés dans les tubes contenant les MIA. Le rhamnose sert d’étalon interne.

- Apres les avoir mélangé au vortex, les tubes sont laissés une nuit a température ambiante.

- Le lendemain, 200 pL de la solution de rhamnose & 20 mg/mL et 200 pyL de tampon MOPS
sont ajoutés aux témoins amidon de mais. Les tubes sont agités au vortex.

- Les échantillons et les témoins sont incubés 5 min a 120°C puis transférés dans un bain sec a
100°C. 300 uL d’a-amylase thermostable & 100 U/mL sont alors ajoutés. Les tubes sont incubés 6 min
a100°C en les agitant au vortex toutes les 2 min.

- Les tubes sont ensuite transférés a 50°C. Apres 5 min, 0,4 mL de tampon acétate de sodium
200 mM, pH 4,5 ainsi que 0,1 mL d’amyloglucosidase 20 U sont ajoutés. Les tubes sont agités au
vortex et incubés 30 min a 50°C.

- Les échantillons sont centrifugés a 12000 rpm pendant 10 min (Eppendorf Centrifuge 5804R,
rotor A-4-44). Le surnageant est prélevé et conservé a -20°C pour stockage.

- Avant P’analyse, 10 pL. de surnageant sont dilués dans 990 pL d’eau désionisée pour les
échantillons et 2 pL dans 998 pL d’eau pour les témoins. Les solutions sont filtrées sur des
membranes a 0,45 pm.

- Les échantillons dilués sont dosés par HPAEC (High Performance Anion Exchange
Chromatography) sur une colonne PA-1 (4x250 mm, Dionex) éluée a 1 mL/min par une solution de
NaOH 100 mM. .20 uL de solution sont injectés. Une gamme de glucose et de rhamnose de 2, 4, 6, 12,
20, 30 et 40 pg/mL est utilisée pour la quantification.

6.7. Protocoles d’analyse biochimique des lignines et des composés hydroxycinnamiques

6.7.1. Obtention du résidu pariétal (RP)

Cette technique permet 1’élimination des composés solubles dans I’éthanol et d’inactiver tous
les systemes enzymes enzymatiques.

- Des tiges seches et déshydratés sont réduites en fines particules dans un ultra-broyeur a azote
liquide.

- 100 mg de chaque échantillon sont incubés pendant 30 min dans 2 mL d’éthanol 80% a
100°C.

- Apres avoir refroidi les tubes, ils sont centrifugés & 8000 rpm pendant 10 min, & température

ambiante (Sigma 3K3, rotor 12154-H). Le surnageant contenant les composés solubles est éliminé.

318



- 2 mL d’éthanol 80% sont ajoutés dans chacun des tubes qui sont mélangés au vortex et
centrifugés a 8000 rpm pendant 10 min, & température ambiante (Sigma 3K3, rotor 12154-H). Le
surnageant est éliminé.

- Les tubes sont laissés ouverts a température ambiante pendant 1 & 2 heures sous la hotte a flux
laminaire afin que I’éthanol s’évapore.

- Les tubes sont ensuite placés a I’é¢tuve a 40°C, sous vide pendant une nuit.

6.7.2. Dosage des lignines par Lignine-Klason

Cette méthode gravimétrique permet de doser les lignines acido-insolubles. La solubilisation
des polysaccharides pariétaux est réalisée dans 1’acide sulfurique concentré a température
ambiante. L’hydrolyse totale des polysaccharides est achevée dans I’acide dilué et a reflux
étape qui permet d’insolubiliser les lignines acido-insolubles. Le résidu obtenu, appelé lignine

Klason, est récupéré par filtration avant d’étre lavé sur filtre, séché et pesé.

- 300 mg de résidu pariétal sont placés dans un petit bécher de 25 ml et 3 ml d’acide
sulfurique concentré a 72% (p/v) sont ajoutés. La suspension est placée a température
ambiante durant 2 h, en agitant a 1’aide d’une baguette de verre toutes les 30 min.

- Le contenu du bécher est ensuite transvase dans un ballon a col rodé de 250 ml avec
suffisamment d’eau de ringage pour amener la concentration en acide a 5% (p/v).

- La suspension diluée est portée a reflux grace a un bain de sable pendant 3 h.

- La suspension refroidie est filtrée sur un creuset filtrant en Pyrex (porosité N°1)
protégé par un filtre en fibres de verre (GF/A Whatman), I’ensemble creuset et filtre ayant été
préalablement taré.

Le résidu insoluble recueilli est lavé a I’eau sur le creuset.

- L’ensemble (creuset, filtre et résidu) est séché la nuit a 105°C avant d’étre refroidi en
dessiccateur et pesé pour obtenir la masse de LK.
- L’ensemble est ensuite incinéré a 550°C pour déduire de la masse de LK obtenue une

éventuelle fraction de cendres sulfuriques (cette correction est le plus souvent négligeable).

6.7.3. Répartition des lignines par thioacidolyse

Cette méthode provoque la rupture des liaisons ester et d’une partie des liaisons éther f-O-4
grace a la presence de BF3 étherate dans un mélange dioxane/éthanethiol (Lapierre et al.
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1995). Seules les unités H, G ou S de lignines liees par ces liaisons labiles, vont étre
thioéthylés. Les monomeres sont extraits et analysés par chromatographie en phase gazeuse
couplée a la spectrométrie de masse sous forme de dérivés triméthylsilylés.
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Figure 92 : Rupture des liaisons ester et d’une partie des liaisons éther (B-O-4) par
thioacidolyse (communication C. Lapierre)

- Une solution fraiche de thioacidolyse est préparée en versant 10 mL d’éthanethiol et 2,5 mL
de BF; étherate dans une fiole jaugée de 100 mL contenant 20 mL de dioxane. La fiole jaugée est
complétée a 100 mL avec du dioxane afin d’obtenir un mélange de dioxane/éthanethiol (9/1, v/v) en
présence de 0,2 M de BF; étherate.

- 10 mg de résidu pariétal ou de MIA sont placés dans un tube en verre a bouchon a vis en
téflon de 30 mL et 7 mL de solution de thioacidolyse fraiche ainsi que 0,1 mL d’étalon interne
(heicosane C21, 2,5 mg/mL dans du CH.ClI,) sont ajoutés.

- Les tubes sont fermés et chauffés a 100°C (bain d’huile) pendant 4 h et mélangés doucement
régulierement.

- Apreés avoir été refroidis dans de 1’eau glacée, 7 mL de 0,2 M de NaHCOj3 sont ajouté a chaque
tube afin de neutraliser I’excés de BF; étherate.

- 0,1 mL d’une solution a 6 M de HCI sont ajoutés afin de s’assurer que le mélange réactionnel
ait un pH inférieur a 3.

- 7 mL de dichlorométhane sont ajoutés a chaque tube avant de les mélanger.
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- Environ la moitié de la phase organique de chaque tube est prélevée a 1’aide d’une pipette
Pasteur et séchée a 1’aide de ’agent desséchant sulfate de sodium anhydre.

- L’extrait est ensuite concentré sous pression réduite & un volume final d’environ 1 mL. 5 pL
de cette solution sont triméthylsilylé (TMS) avec 100 mL de N,O-bis(triméthylsilyl)trifluoroacétamide
et 10 uL d’ACS-grade pyridine pendant 1 h a température ambiante.

Les échantillons silylés sont injectés sur un chromatographe en phase gazeuse couplé a un
spectrométre de masse (GC-MS Varian 4000) équipé d’une colonne VF-1 ms (15 m x 0.25
mm, Agilent technologies) dans les conditions décrites par Méchin et al, 2014.

6.7.4. Dosage des composés hydroxycinnamigues par hydrolyse alcaline douce

Dans les résidus pariétaux de tiges et les MIA de grains, I’'pAC et I’AF liés par des liaisons de type
ester sont libérés par hydrolyse alcaline douce selon le protocole publié par Bouvier d"Yvoire et al.
2013.

-==-Xyl-Xyl-Xyl-Xyl-Xyl-Xyl- Xyl/—XyI-XyI-XyI-XyI-XyI-XvI-le-Xv[,;XyI-)?yl-XyI-XyI-XyI-XyI-XyI-XyI-XyI-)syl----
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Figure 93 : Rupture des liaisons ester par hydrolyse alcaline douce (communication C.

Lapierre)
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- 10 a 20 mg d’échantillon sont placés en tube plastique a hémolyse auxquels sont additionnés 1
ml de NaOH 1M et 0,1 ml d’étalon interne (solution méthanolique d’éthylvanilline ou d’acide o-
coumarique a 1 mg/ml). L’échantillon est incubé 4 h a 40°C ou la nuit a température ambiante, a 1’abri
de la lumiére et avec rotation du tube sur a I’aide d’un carrousel.

- Apres acidification par ajout de 0,3 ml d’une solution a 6 M de HCl, le milieu réactionnel est
centrifugé a 2000 g pendant 10 min a 8°C.

- Le surnageant est déposé sur cartouche SEPACK C18 (Waters) préalablement conditionnée
par un lavage de 2 ml de MeOH, puis par un second lavage de 2 ml d’eau contenant 0,1% HCOOH.

- La cartouche est lavée a 1’eau acidulée et les composés phénoliques retenus sont ensuite élués
par 1 ml de MeOH.

- La solution filtrée est placée 20 min a -20°C afin d’accélérer la précipitation des impuretés
avant d’étre ultrafiltrée.

- 1 pL du filtrat est injecté sur une colonne HPLC couplée a une détection UV (barette de
diodes).

La colonne employée en HPLC est une colonne Nucleoshell RP18 (dimensions: 50 x 2 mm,
granulométrie : 2,7 um ; Macherey-Nagel) munie de la précolonne correspondante. L’analyse HPLC
est réalisée a un débit de 0,5 ml/min en utilisant un gradient de solvants A (eau milliQ contenant 0,1%
HCOOH) et B (acétonitrile contenant 0,1% HCOOH), selon le programme suivant : 0-3 min, 100% A
; 3-12 min, 100-80% A ; 12-13 min, 80-20% A ; 13-16 min, 20-100% A. La quantification est réalisée
par détection UV 280 nm, a I’aide du standard interne et aprés calibration a 1’aide de composés de

référence. Les isoméres E (majoritaire) et Z (minoritaire) d’pAC ou d’AF sont pris en compte.

6.7.5. Acidolyse douce pour guantifier le pAC-Arabinose et le AF-Arabinose

Cette méthode de dosage du CA-Ara et FA-Ara a été publiée dans Petrik et al, 2014 11 s’agit
d’une extraction au dioxane a chaud qui permet d’hydrolyser les liaisons glycosidiques
arabinose-xylose sans dégrader les liaisons acide hydroxycinnamique-arabinose.

- 10 mg de résidu pariétal ou de MIA sont mis en suspension dans 2 mL de mélange
dioxane/eau (9/1, v/v) et de HCI 0,2 M contenant 0,05 mg de standard interne C21 une nuit a 50°C sur
un carrousel. Puis 2 mL d’eau sont ajoutés et les échantillons sont extraits avec 3x 4 mL d’EtOAc. Les
extraits organiques combinés sont séchés avec du Na2SO4 et concentrés pour obtenir un volume de
0,5a 1 mL. 10 uL d’échantillon sont silylés avec 100 uL. de BSTFA et 10 uL de pyridine pendant 1 h
a 50°C. Puis les échantillons sont injectés sur un systeme GC-SM (Supelco) avec une colonne de
méthylsilicone 15 m x 0.32 x 0.25 pm d’épaisseur de film, en utilisant I’Hélium comme gaz vecteur

(1,5 mL/ min) et les températures suivantes : de 45 a 180°C a 30°C/min, puis de 180 a 280°C a
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+3°C/min. Les déterminations quantitatives sont faites a partir des chromatogrammes d’ion a m/z
(57+71+85) pour le standard interne C21 (heneicosane), a (308+293) pour pAC-TMS, a (338+323)
pour AF-TMS, et a 219 pour pAC-Ara-TMS, le per-TMS éther de 5-O-p-coumaroyl arabinose, et &
249 pour AF-Ara-TMS, le per-TMS éther de 5-O-feruloyl arabinose.

6.7.6. Pyrolyse analytigue (d’aprés Ralph et al, 1991 et Dignac et al, 2009)

0,5 a 1 mg de I’échantillon (poudre de MIA) sont déposés au fond d’un tube de quartz puis
placés dans une unité de pyrolyse (GSG Curie-Point Pyrolyser 1040 PSC). L’échantillon est
pyrolysé a une température augmentant toutes les 15s jusqu’a atteindre 650°C avec un temps
de pause de 10 s en utilisant I'nélium comme gaz vecteur. Un Hewlett Packard HP 5890 GC
équipée d’une colonne capillaire de quartz (60 m, 0.32 mm, épaisseur de 0.25 pum), recouvert
d’une phase polaire de PEG (colonne SolGelWax, SGE) a été utilisée. La température du CG
augmente de 30 a 280°C (2°C/min) La température finale est maintenue pendant 15 min.

6.7.7. Dosage des acides phénoligues par HPLC

Cette technique permet de libérer les acides phénoliques estérifiés aux arabinoxylanes et aux
pectines par saponification. Aprés extraction a 1’éther et acidification, les acides phénoliques

sont dosés par chromatographie en phase inverse.

- Une solution standard d’AF a 1mg/mL contenant du 3,4,5-triméthoxy-trans-cinnamique
(TMCA, étalon interne) a Img/mL est préparée et conservée a 1’abri de la lumiére afin d’éviter que
I’adie férulique trans ne devienne cis.

- 20 mg de MIA sont pesés et additionnés de 2 mL de NaOH a 2 N. Les MIA sont solubilisés au
Vortex.

- Les tubes sont protégés de la lumiere par du papier aluminium avant d’étre incubés a 35°C
pendant 30 min dans un bain a agitation latérale.

- 200 pL de TMCA 1mg/mL dilué dans du NaOH 0,2 N a chaque tube avant de bien mélanger
au Vortex.

- Si I’échantillon contient des résidus insolubles, il est nécessaire de les centrifuger a cette étape
afin de faire s’agréger les résidus dans le fond du tube.

- 1 mL de surnagent sont préleves (attention a ne pas prelever les résidus isolubles) et acidifiés
par I’ajout de 1 mL de HCI 2 N. Le pH est vérifié¢ a I’aide de bandelettes et doit étre égal a 2.
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- 3 mL d’éther éthylique sont versés dans chaque tube avant de les agiter fortement et de les
centrifuger afin de bien séparer les deux phases. La phase éthérée (phase supérieure) contenant les
acides phénoliques saponifiés, acidifié et extraits est prélevée.

- La phase éthérée est évaporée sous un flux d’azote a 30°C pendant une nuit.

- Les échantillons sont repris dans un mélange méthanol/eau (50/50) avant d’étre injectés.
20 pL d’extraits sont injectés sur une colonne C18 greffée de silice. Cette dernicre interagit
avec les molécules apolaires. L’élution se fait grace a un gradient d’acétonitrile contre du

tampon acétate (4,5 g d’acétat de sodium trihydraté et 2,2 mL d’acide acétique dissous dans 1

L d’eau) a pH 4,6. La détection des acides phénoliques est réalisée par un détecteur UV.

6.8. Protocoles d’analyse biochimique des protéines

6.8.1. Quantification de protéines par dosage "‘BCassays Protein Quantification"

(Interchim.com)

Une gamme étalon de BSA de 0, 20, 40, 60, 80, 100, 120, 150 et 200 pg/mL est préparée a
partir d’une solution mere de BSA 4 200 pg/mL.

La solution de dosage est réalisée en mélangeant 98% du réactif A a 2% du réactif B du kit
"BCassays Protein Quantification” (Interchim.com).

200 pL de la solution obtenue sont déposés dans chaque puits d’une plaque de 96 puits type
Elisa (F96 Maxisorp Nunc Immunoplate). 10 puL de chaque dilution de la gamme étalon sont
ajoutés dans chacun des puits ainsi que différentes quantités d'échantillons protéiques a doser.
La plaque est scellée et mise a incuber a 60°C pendant 1 h. Aprés 30 min a température
ambiante, I'absorbance de chacun des puits est lue a une longueur d'onde de 540 nm grace a
un spectrophotomeétre (KC4, BioTech).

La gamme étalon permet de tracer une droite dont I’équation permet de calculer la quantité de
protéines contenue dans les échantillons a analyser. Si les échantillons sont trop concentrés et

qu’ils se trouvent en dehors de la gamme, il faut les diluer et recommencer 1’expérience.

6.8.2. Electrophoreése sur gel de polyacrylamide en présence de SDS (SDS-PAGE)

La présence des protéines recombinantes est observée a 1’aide d’électrophorése en gel
d’acrylamide et en conditions dénaturantes.
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Gel de concentration : polyacrylamide 0,68 mL

eau 2,25 mL
Tris 1,5 M, pH 8,8 1mL
SDS 10% 40 pL
Tetramethylethylenediamine (TEMED) 10 uL
AmmoniumPerSulfate (APS) 10% 10 pL
Gel de separation 12% : polyacrylamide 3mL
eau 2,56 mL
Tris 1,5 M, pH 8,8 1,87 mL
SDS 10% 75 uL
TEMED 12,5 pL
APS 10% 12,5 pL

- Le gel de séparation est préparé et coulé jusqu’au % de la cassette d’électrophorese. De
I’éthanol 70% permet de niveler le gel, les gels sont laissés a température ambiante pour
polymérisation. L’éthanol 70% est enlevé une fois le gel de séparation polymérisé.

- Le gel de concentration est préparé et coulé jusqu’en haut de la cassette. Les peignes sont alors
placés et les gels sont laissés a température ambiante pour polymérisation.

L’échantillon protéique additionné de 5 uL de tampon de charge (Tris 0,25 mol/L glycérol
20% en volume, SDS 4% en masse et du B-mercaptoéthanol a 10% en volume et rajoutés
extemporanément) sont incubés pendant 5 min a 100°C afin de dénaturer les protéines puis
centrifugés 2 min a 10000 rpm (Eppendorf mini-spin, rotor 15299).

- Les plaques, cassettes et cuves sont montées avant de déposer 20 pL d’échantillons préparés
par puits.

- 5 uL de marqueur de masse moléculaire (Euromedex) sont déposés dans un puits par gel.

La migration se déroule pendant 30 min a 15 mA par gel dans un premier temps puis 45 min a
20 mA par gel dans un second temps. Elle s’effectue dans du tampon de migration (100
mmol/L de Tris, 100 mM d’HEPES, 0,1% de SDS, pH proche de 8). Les gels sont colorés
dans une solution de bleu de Coomassie (pour 1 L : 1,5 g de bleu de Coomassie G250, 455
mL d’éthanol pur, 75 mL d’acide acétique pur, gsp 1 litre a I’eau distillée.) sous agitation

pendant une nuit avant d’étre décolorés 2 h dans de 1’eau. Les gels sont alors scannés.
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6.8.3. Production de protéines recombinantes

La veille, 5 mL de milieu LB liquide contenant de I’ampicilline (50 mg/L) et du
chloramphénicol (15 mg/L) sont inoculés par la bactérie Rosetta pLys transformée avec le
plasmide pDEST17 contenant le gene BACOMT a exprimer. La solution est cultivée a 37°C
sous agitation pendant la nuit.

Les 5 mL de pré-culture sont transvasés dans un erlenmeyer contenant 250 mL de LB liquide,
de I’ampicilline (50 mg/L) et du chloramphénicol (15 mg/L). L’erlenmeyer est placé dans une
¢tuve a 37°C sous agitation. L’absorbance a une longueur d’onde de 600 nm de 1 mL de
culture est mesurée au spectrophotometre. Le blanc utilisé correspond a 1 mL de milieu de
culture prélevé avant transfert des bactéries.

Lorsque 1’absorbance est comprise entre 0,6 et 0,8, la production de protéines recombinantes
est induite par I’ajout de 20 mM d’IPTG (isopropyl B-D-1-thiogalactopyranoside). Cette
molécule est un analogue non hydrolysable du lactose et en se fixant sur le promoteur
inductible LacZ, il va permettre I’activation du promoteur et de la transcription. La culture de
bactéries est alors transférée a 37°C ou a 20°C pendant 18 h. De I’ampicilline, du

chloramphénicol et de ’IPTG sont rajoutés 6 h apres le début de la production.

Les protéines contenues dans les tubes sont quantifiées par la méthode BCassays Protein

Quantification” (6.8.1) avant d’étre vérifiée par électrophorése sur gel d'acrylamide (6.8.2).

6.8.4. Purification d’une protéine recombinante par chromatographie d’affinité

6.8.4.1. Extraction des protéines recombinantes

- La culture de bactéries est transférée dans un gros pot de 250 mL et équilibrée avant d’étre
centrifugée pendant 20 min a 3000 rpm a 4°C (Sigma 6K 15, rotor 12500).

- Le surnageant est jeté et le culot bactérien est remis en solution dans 20 mL de solution de lavage
(Tris HC1 0,1 M, pH 6.8) avant d’étre transféré dans un tube de 50 mL. Le pot est ensuite rincé
avec 5 mL de solution de lavage également transférés dans le tube de 50 mL.

- Le tube de 50 mL est centrifugé pendant 20 min a 5000 rpm a 4°C (Sigma 6K 15, rotor 12169-H).
Le surnageant et le culot sont séparés et conservés a 4°C pour une utilisation dans la journée ou

congelés a -20°C pour une utilisation ultérieure.
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- Le culot bactérien est remis en suspension dans 10 mL de solution de lyse (Tris HCL 50 mM, pH
7,5, NaCl 20 mM, imidazole 20 mM, eau stérile gsp 100 mL d’une demi pastille d’anti-protéases
"Complete Protease Inhibitor Cocktail Tablets EDTA-free", Roche).

- Les bactéries sont lysées au sonicateur (amplitude 80, durée 2 min et pulsation 6 s) en les
conservant bien dans la glace.

Les acides nucléiques contenus dans le lysat bactérien sont dégradés par I’ajout de 2,5 uL de DNAse

(100 pg/mL) et 10 uL. de RNAse (50 pg/mL) suivie d’une incubation de 1 h a 37°C en mélangeant par

inversion toutes les 15 min.

Le tube de 50 mL est centrifugé 25 min a 5000 rpm & 4°C (Sigma 6K15, rotor 12169-H). Le

surnageant est conservé a 4°C et doit étre utilis¢é dans la journée pour un dosage d’activité

enzymatique ou une purification de protéines recombinantes.

6.8.4.2. Purification des protéines par chromatographie d’affinité sur colonne de nickel

La chromatographie d’affinité permet, a partir de I’ensemble des protéines d’un lysat
bactérien, la purification de protéines spécifiques. La colonne utilisée est une colonne de type
Nickel qui fixe préférentiellement des acides aminés positifs comme les histidines. La
protéine recombinante que I’on souhaite purifiée a été clonée en fusion avec une étiquette
polyhistine en position N-terminale favorisant son interaction avec la colonne, 1’élution
s s’effectue en appliquant une concentration d’imidazole spécifique. L’imidazole est
également positive et de taille plus petite que la protéine. L’augmentation de sa concentration
va favoriser le décrochage de la protéine d’intérét. L’ensemble de ces étapes est suivie a I’aide

d’un détecteur UV.

- 2 h avant le dépdt, la colonne de nickel de 1 mL (GE Healthcare) est placée sur la colonne de
chromatographie AKTA (Prime Amersham Pharmacia Biotech). Les tubes sont rincés pendant 10 min
avec de I’eau puis la colonne est équilibrée avec une solution de 20 mM d’imidazole a 1 mL/min
pendant 30 min (la ligne des UV affichée par le logiciel Chromeleon ne doit plus fluctuer).

- La colonne est chargée avec la solution correspondant au surnageant du lysat bactérien
précédent a 0,5 mL/min.

- Une fois la charge terminée, la solution de 20 mM d’imidazole est injectée de nouveau afin
d’éliminer les protéines qui ne s’accrochent pas a la colonne. Cette phase est suivie a 1’ordinateur,
plusieurs pics doivent étre observés avant un retour de la ligne des UV a son niveau de base ce qui

correspond a la sortie de la colonne de I’ensemble des protéines ne s’étant pas accrochées a celle-Ci.
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- L’élution est alors lancée avec un gradient de 20 a 300 mM d’imidazole atteint en 42 mL avec
un débit de 0,8 mL/min. Les éluats sont automatiquement collectés dans des tubes par fraction de 2
mL.

- Une fois le programme terminé, les tubes et la colonne sont lavés avec de 1’eau distillée

pendant 2 ha 1 mL/min.
Les tubes collectés sont conservés a 4°C jusqu’au lendemain. Les protéines contenues dans
les tubes sont quantifiées par la méthode BCassays Protein Quantification” avant d’étre

vérifiée par électrophorese sur gel d'acrylamide.

6.8.5. Dosage de ’activité enzymatique d’une COMT

6.8.5.1. Mesure d’activité enzymatique par fluorescence (adapté de Palmer et al 2010)

Il a été démontré que "in vitro™ la COMT est capable de méthoxyler en position 3 du carbone
de I’acide caféique et de produire ainsi de I’AF. Une méthode publiée par Palmer et al, en
2010 permet de mesurer ’activité enzymatique de la COMT par une réaction couplée qui va
produire de la fluorescence (voir principe dans la partie 3.8). L’activité de la COMT, en
présence d’une seconde enzyme, la S-adénosylhomocystéine ou SAHH, va étre mesurée par

I’émission de fluorescence du ThioGlol.

- 150 uL de milieu réactionnel (5 mL de Tris 200 mM pH 7,5, 100 pL de la solution de S-
adénosylméthionine ou SAM a 62.7 mM, 15 pL. de SAHH, 100 uL de la solution & 250 uM d’acide
caféique, 100 pL de TioGlol (15 uM) et compléter a 10 mL avec de I'eau stérile) sont placés dans les
puits d'une plagque a 96 puits "Microplate 96 black".

- 0 & 50 pL d’extrait sont ajoutés.

- La lecture est réalisée a I’aide d’un "Synergy IHT Microplate Reader" de Biotek. La plaque est
maintenue a 37°C et une lecture est réalisée toutes les 3 min avec une longueur d'onde d'excitation a
340 nm et une longueur d'onde d'émission a 516 nm. La sensibilité utilisée est de 180.

- Une gamme étalon de glutathion réduit (GSH) de 0, 25, 50, 100, 500, 1000, 1550 et 2000
pmol est utilisée afin de vérifier la fluorescence émise par le ThioGlol augmente. 100 puL de milieu
réactionnel (2,5 mL de Tris 200 mM pH 7,5, 50 uL de ThioGlol et compléter a 5 mL avec de l'eau
stérile) sont déposés par puits et 10 puL de chaque dilution de GSH sont ajoutés. La lecture est réalisée

dans les mémes conditions que précédemment avec une sensibilité de 130.
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6.8.5.2. Dosage d’activité enzymatique par HPLC

- 15 mL de milieu réactionnel (7,5 mL de tampon Tris HCI 200 mM pH 7,5, 20 pL de SAM a
62,7 mM, 60 uL d'acide caféique a 62.5 mM, 180 uL de COMT recombinante et gsp 15 mL d’eau
milliQ) sont incubés & 37°C sous agitation pendant 45min.

- Toutes les 5 min, 1 mL de milieu réactionnel sont prélevés et transférés dans un tube en verre.
50 pL de TMCA (3, 4, 5-triméthoxy-trans-cinnamique) & 1mg/mL dans de la soude 0,2 M (étalon
interne) et 25 uL de HCI 2M sont ajoutés et mélangés au vortex. Le pH est alors égal a 2. Ceci permet
d’arréter la réaction enzymatique et de mettre les acides phénoliques sous forme acide, ils sont alors
plus solubles dans 1’éther que dans 1’eau.

- 3 mL d’éther éthylique sont ajoutés et les tubes sont fortement agités. La phase éthérée
(supérieure) contenant les acides phénoliques est prélevée puis évaporée sous un flux d’azote a 30°C.

- Les échantillons sont repris dans un mélange méthanol/eau (50/50) avant d’étre injectés sur
une colonne C18 (Purospher, Merck). L’analyse HPLC est réalisée a un débit de 1 ml/min en utilisant
un gradient de solvants A (Acétonitrile) et B (Tampon acétate 50 mM, pH 4,6), selon le programme
suivant : 0-6 min, 15% A ; 6-26 min, 15-35% A ; 26-27 min, 35-15% A ; 27-30 min, 15% A. La
quantification est réalisée par détection UV 320 nm, a I’aide du standard interne et apres calibration a
I’aide de composés de référence. Les isoméres E (majoritaire) et Z (minoritaire) d’pAC ou d’AF sont

pris en compte.
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Abstract

The new model plant for temperate grasses, Brachypodium distachyon offers great potential as a tool for functional
genomics. We have established a sodium azide-induced mutant collection and a TILLING platform, called “BRACHYTIL", for
the inbred line Bd21-3. The TILLING collection consists of DNA isolated from 5530 different families. Phenotypes were
reported and organized in a phenotypic tree that is freely available online. The tilling platform was validated by the isolation
of mutants for seven genes belonging to multigene families of the lignin biosynthesis pathway. In particular, a large allelic
series for BACOMT6, a caffeic acid O-methyl transferase was identified. Some mutants show lower lignin content when
compared to wild-type plants as well as a typical decrease of syringyl units, a hallmark of COMT-deficient plants. The
mutation rate was estimated at one mutation per 396 kb, or an average of 680 mutations per line. The collection was also
used to assess the Genetically Effective Cell Number that was shown to be at least equal to 4 cells in Brachypodium
distachyon. The mutant population and the TILLING platform should greatly facilitate functional genomics approaches in
this model organism.
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Introduction culture step that is required for T-DNA-induced mutagenesis
) ] ) ) [12,13]. An efficient method to identify new alleles for target genes
Brachypodium distachyon is a valuable model plant for economically is TILLING. This method developed a decade ago has been
important temperate grasses such as wheat, barley and oat [1]. successfully applied to many plant species [14,15]. In the

Attractive features are the small size, simple culture conditions and TILLING method, seeds are mutagenized, the resulting MI
the small (272 Mb), diploid (2n = 10) and fully sequenced genome ) )

X plants are self-fertilized, and the M2 generation of individuals is
[2]. B. distachyon is currently being used as a model for the study of

mreeor . - used to prepare DNA samples for mutational screening, while
domestication in grasses [1,2,3,4,5], plant pathogen interactions, seeds of the M3 families can be stored and distributed. DNA
root and culm development, biomass production and cell wall

biosynthesis. Important progress has been made in the develop-
ment of efficient transformation protocols [6,7,8] and sequence-
indexed T-DNA insertion collections [9]: the BrachyTAG
collection at the John Innes Centre (5000 lines) ([10], http://
www.brachytag.org/) and the USDA Brachypodium Genome
Resources collection (8491 lines) [11]. To extend the panel of

samples are pooled and subjected to gene-specific PCR. The
amplification products are incubated with an endonuclease that
preferentially cleaves mismatches in heteroduplexes between wild
type and mutant. Upon detection of a mutation in a pool, the
individual DNA samples are similarly screened to identify the
plant carrying the mutation. TILLING populations have been
i LA . i established for grasses including wheat, sorghum, barley, rice and
resources for functional genomics in this species, we have . 115 1617,18,19,20,21,22,23] but to our knowledge not yet for
developed a mmagemzed population and a HLLING (lz}rgetmg Brachypodium distachyon. Here we report on the development of a
Induced Local Lesion IN Genome) platform. Chemically-induced mutagenized population and a TILLING platform and demon-

mutants are complementary to insertion mutants in several g the efficiency of the TILLING method with the identifica-
aspects: (1) mutation rates are higher and hence screens can be

done on smaller mutant populations, (ii) single base pair changes,
as opposed to insertion mutants, more likely yield allelic series of
partial loss-of-function, conditional or gain-of-function mutants
and (iii) somaclonal variation is avoided in the absence of an i vitro

tion of a series of allelic mutants for an O-methyl transferase,
mvolved in the lignification of the internodes.
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Figure 1. Production of Brachypodium mutants. A. 3000 M1 mutagenized individual plants growing in greenhouse. B. Percentage of seeds
germinating after 2 hours imbibition in different NaNs; concentrations. C. Percentage of M2 albino seedlings observed according to NaNs
concentrations. D. Percentage of M2 dwarf/miniature plants observed according to NaN; concentrations. In each experiment (B-D) 100 seeds per

concentration were sowed.
doi:10.1371/journal.pone.0065503.g001

Materials and Methods

Plant Material and Growth Conditions

Brachypodium ~ distachyon (L.) Beauv. inbred line Bd21-3 was
kindly provided by John Vogel. Bd21-3 seeds were grown in a
greenhouse under long-day conditions (18 h light, 400 watt
sodium lamps). Day and night temperatures were 23°C and
18°C, respectively. The relative humidity was about 60%. Plants
were grown in soil (one-liter pots) and watered twice a week.

Chemical Mutagenesis

For the production of mutants, dry seeds were pre-soaked in
distilled water for 2 h. Portions of 5000 seeds were then suspended
mn 200 mL of fresh sodium azide (NaNj) solution diluted in
phosphate buffer (0.1 M, pH 3) for 2 h under the hood and with
gentle shaking. The seeds were washed 3 times in water for 1 h
and then kept at +4°C for 72 h before sowing in pots. For
establishment of the kill curve, 500 seeds were mutagenized with

0.5, 1, 1.5, 3 or 10 mM NaNj.

Genomic DNA Extraction and Pooling

Four M2 plants per family were grown for one month in a
greenhouse. DNA was extracted from 3 cm-long portions of the
median foliar part. The collected samples were pooled and placed
in 96-well plates containing 2 steel beads per well. Samples were
lyophilized and ground using a bead mill. Genomic DNAs were
isolated using the DNeasy 96 Plant Kit (Qiagen, Hilden,
Germany). All genomic DNAs were both quantified on a 1%
agarose gel with A DNA (Invitrogen, Carlsbad, CA, USA) as a
concentration reference using a NanoDrop spectrophotometer
2000 ¢ (Thermo Fisher Scientific, MA, USA). DNA concentration
was normalized to 6 ng.uL.”" and pooled ecightfold in a 96-well
format.

PLOS ONE | www.plosone.org

PCR Amplification and Detection of Mutations

DNA amplification is based on nested-PCR. The first PCR
amplification is a standard PCR reaction with target-specific
primers and 10 ng of Brachypodium genomic DNA. One pl of the
first PCR product served as a template for the second nested PCR
amplification, with a combination of specific primers carrying
MI13 tail and MI13 universal primers, M13F700 (5'-CAC-
GACGTTGTAAAACGAC-3') and MI3R800 (5'-GGATAA-
CATTTCACACAGG-3'), labelled at the 5’end with infra-red
dyes IRD700 and IRD800 (LI-COR®, Lincoln, Nebraska, USA)
respectively. Mutation detection was carried out as described
previously except for the second PCR. This PCR was carried out
using 0.05 uM of specific primers carrying M13 tail and 0.1 pM of
M13 universal primers. The identity of the mutations was
determined by sequencing.

Sequence Analysis Tools

The CODDLE software (Codons Optimized to Discover
Deleterious Lesions, http://www.proweb.org/coddle/) was used
to identify regions of the target gene in which G/C to A/T
transitions are most likely to result in deleterious effects on the
protein. The PARSESNP software (Project Aligned Related
Sequences and Evaluate SNPs, http://www.proweb.org/
parsesnp/) was used to illustrate the distribution of mutations
within the gene and to indicate the nature of each single mutation.
The SIFT software (Sorting Intolerant from Tolerant, http://sift.
jeviorg/www/SIFT_seq_submit2.html) was used to predict the
impact of the mutation on the protein. Multiple sequence
alignment of full-length protein sequences was performed with
ClustalW software (http://www.ebi.ac.uk/Tools/clustalw?2).

Phylogenetic Tree and 3D-structure Prediction

Protein sequences of COMT from several vascular plants were
identified by protein blast (http://www.ncbhi.nlm.nih.gov/and
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Figure 2. Examples of phenotypes detected in the Brachypodium mutant collection. A. Spikelets of wild-type plants. B-D Aborted or
abnormal spikelets in mutants. E. Ligule of wild-type plant. F. Abnormal ligule in mutant. G, H. Mis-shaped leaves in mutants. |. Crumple stem in
mutant. J. Coloured stem in mutant. K. adventitious roots in mutant. L. Curved stems in mutant. M. Segregant phenotype for tiller formation in M2

plants compared to WT (right). N. Floppy stems in mutant.
doi:10.1371/journal.pone.0065503.g002

http://www.greenphyl.org) and aligned with Clustawl2 (pairwise
alignment) at (http://www.ebi.ac.uk/Tools/msa/clustalw?). Phy-
logenetic analysis was performed with TreeTop (http://www.
genebee.msu.su/services/phtree_reduced.html). Cluster algorithm
was used and 100 bootstrap were done. Final construction of tree
was made with TREX (Treeview Newick Viewer option) at
http://www.trex.uqam.ca/. Bootstrap values are expressed in
percentages and placed at nodes of the trees. The 3D-structure of
the BACOMT6 protein was predicted from the crystallized
ryegrass enzyme [24] with the molecular modeling program
Geno3D (http://geno3d-pbil.ibep.fr/) and UCSF Chimera soft-

ware (http://www.cgl.ucsf.edu/chimera/).

Lignin Analyses

All reagents and solvents were high-quality grade commercial
reagents employed without further purification. Dried mature
stems (3 month old) from wild-type (W'T) plants or from azygous
(mutagenized plants seggregating the W7 allele for the studied
locus) or homozygous mutant plants were ground to 0.5 mm
before exhaustive extraction with water, then ethanol in a Soxhlet
apparatus. The lignin content was measured on the recovered
extractive-free samples and by the Klason method [25]. Lignin
structure was evaluated by thioacidolysis performed from 10 to
20 mg of extractive-free sample put together with 0.5 mg of C21
internal standard in 10 mL of reagent (dioxane/ethanethiol 9/
1 V/V, containing 0.2 M BF; etherate) and incubated at 100°C
for 4 h. After the reaction, the lignin-derived monomers were
extracted with methylene chloride as previously described [26], the

combined organic extracts were concentrated to about 2 mL and
then 4 pL of the sample were silylated by 100 uL. BSTFA and
5 uL pyridine before injection onto a DBI supelco capillary
columns (carrier gas helium, constant flow rate 1 mL/min)
operating from 40 to 180°C at +30°C/min, then 180 to 260°C
at +2°C/min and combined with an ion trap mass spectrometer
(Varian Saturn2100) operating in the electron impact mode
(70 V), with ions detected on the 50-600 m/z range. The surface
area of the p-hydroxyphenyl (H), guaiacyl (G), syringyl (S) and 5-
hydroxyguaiacyl (5-OH G) monomers were measured on specific
ion chromatograms, at m/z 239, 269, 299, and 357 respectively.

Results and Discussion

Production of a Mutagenized Collection

When grown under long-day conditions in our greenhouses
(18 h light, Figure 1A), the life cycle was about 12 weeks. Sodium
azide (NaNj3) was used to mutagenize B. distachyon Bd21-3 seeds.
This compound is commonly used for mutagenesis of grasses [15]
and the frequency of chromosome breakage is relatively low. To
establish a dose-response kill curve, we determined the fraction of
MI seeds that germinated after imbibition with increasing NaNj
concentrations (Figure 1B). The lowest germination frequency was
28% for 10 mM NaNj. The frequency of albino M2 seedlings
(Figure 1C) and miniature/dwarf plants (Figure 1D) also showed a
dose-dependent increase with for instance a maximum frequency
of 3.3% and 1.3% albinos respectively for 10 mM and 3 mM
NaNj (Figure 1D). We concluded that 3 mM and 10 mM NaNj
provided a good compromise combining high mutation rate and

Table 1. Types of phenotypes observed on 565 phenotyped lines (3360 plants).

Major category Phenotype sub-category?®

Number of families affected

% of families affected

Dead Not emerged or early death 340

Plant devlopment Delay Plant development 87 15.4

Plantlet Albino 20 35

Leaf Size 129 228
Color 121 214
Appearance 125 221
Shape and arrangements 9 1.6

Stem Shape 112 19.8
Color 19 33

Node Shape 1 0.2

Spike Flowering time 52 9.2
Spike organisation 62 1
Reproductive organs 15 2.6
Spike color 62 1

Plant architecture Architecture 394 69.7
Height and appearance 146 25.8
Tillers 70 124
Branching type 47 83

“phenotypes are available at http://urgv.evry.inra.fr/UTILLdb.

doi:10.1371/journal.pone.0065503.t001
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Table 2. Tilled genes and mutation frequency in the mutant collection with 5530 M2 families screened.

Target names Accession number

Amplicon size (bp)

GC content (%) Identified mutants Mutation frequency

CcomT Bradi3g16530 1245
Laccase Bradi1g74320 2372
Laccase Bradi1g66720 2607
4CL Bradi3g05750 735
C4H Bradi2g31510 643
C4H Bradi2g53470 728
C4H Bradi3g43160 829
TOTAL 9159

65 23 1/300 kb
43 17 1/771 kb
51 18 1/801 kb
68 17 1/239 kb
65 14 1/254 kb
63 12 1/335 kb
61 27 1/170 kb
59 128 1/396 kb

doi:10.1371/journal.pone.0065503.t002

sufficient germination frequency. These concentrations were used
to generate the mutagenized population of 5530 individual
families.

Plant Phenotyping

The phenotypes (shape, color and size) of a subset of mutants
were recorded, using an ontology developed for sorghum [27], at
three developmental stages: Germination/seedling stage, vegeta-
tive stage (before flowering) and reproductive stage (after
flowering). Phenotypes were organized in a phenotypic tree
available at http://urgv.evry.inra.fr/UTILLdb. Figure 2 and
Table 1 illustrate the most striking phenotypes of greenhouse-
grown mutants.

TILLING Genes Involved in Lignin Biosynthesis

B. distachyon is increasingly used as a model for bioenergy grasses
[28,29] Lignins are the main obstacle in the enzymatic conversion
of cellulose into fermentable sugars. We therefore chose to screen
the mutant collection for genes involved in lignin biosynthesis as a
validation of the tilling method [29]. We focused on seven genes
belonging to multigene families that are potentially involved in
monolignol biosynthesis (Table 2): one caffeic acid O-methyltrans-
ferase gene (Bradi3g16530), two laccase genes (Bradilg74320,
Bradilg66720), one 4-coumarate:coenzyme A ligase gene (Bra-

di5g05750) and three cytochrome P450 genes (BradiZ2g51510,
Bradi2¢53470, Bradi5g43160).

We identified a total of 128 mutations. The nucleotide changes
induced by NaNj are mainly G/A and C/'T substitutions similar
to those induced by ethyl methane sulfonate (EMS) for instance
[30,31]. Only 9% other mutations were detected (Table 3). We
identified 63% non-synonymous mutations (including 53% and
5% inducing amino acid changes or stop codons, respectively).
One line showed a mutation in a splicing region. Extrapolating
from this small set of genes, we calculated an average mutation
rate of one in around 400 kb (Table 2) or 700 mutations per
genome for a genome size of 272 Mb [2], This frequency of
induced mutations is similar to that found in EMS-mutagenized
rice (1/294 kb, [23]) or in barley treated with NaNj (1/374 kb,
[22]) or EMS (1/500 kb, [20]).

We also used our mutagenized population to estimate the
‘Genetically Effective Cell Number (GECN)’. This is the number
of cells within the shoot meristem of the embryo that will
contribute to the seed output. The GECN is usually estimated by
determining the proportion of mutant seedlings in M2 families
[32,33]. We took advantage of our sequencing data on M2 families
from individual M1 plants segregating mutations in 4 genes. In
584 lines from 30 different families (between 9 and 49 M2
independent lines were analyzed per family) we detected 38

Table 3. Frequencies of induced mutations types in tilled gene-coding regions.

Unusual nucleic

Accession number Missense® Nonsense® Splicing® Silent? transition®
COMT Bradi3g16530 13 0 0 10 0
Laccase Bradi1g74320 8 3 0 6 0
Laccase Bradi1g66720 8 0 1 5 3
4CL Bradi3g05750 13 0 0 4 4
C4H Bradi2g31510 10 1 0 3 1
C4H Bradi2g53470 6 1 0 4 1
C4H Bradi3g43160 13 1 0 13 2
TOTAL 71 6 1 45 11
TOTAL (%) 57.7 4.8 0.8 36.7 8.6

T _o

o

nucleic acid transition is located in splicing motif.

other nucleic acid transition than guanine to adenine and cytosine to thymine.
doi:10.1371/journal.pone.0065503.t003

PLOS ONE | www.plosone.org

nucleic acid transition is a non-synonymous mutation and induce amino acid change in the translated protein.
nucleic acid transition produces a stop codon and may induce a truncated protein.

dnucleic acid transition induces a synonymous mutation and then no change in the translated protein.
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doi:10.1371/journal.pone.0065503.g003

homozygous mutations corresponding to a ratio of 1:15.3 (=38/
584). The 1:15 ratio corresponds to a GECN of 4. This is higher
than in Arabidopsis (GECN=2) but in accordance with the
number found in other grass species [33,34].

Identification of a Caffeic acid O-methyltransferase
(COMT) Gene Potentially Involved in Internode
Lignification

B. distachyon lignins, like those in other grasses, are mainly
composed of guaiacyl (G) and syringyl (S) units, with low amounts
of p-hydroxyphenyl (H) units [35] [36]. These H, G and S lignin
units respectively originate from the three monolignols, namely p-
coumaryl, coniferyl, and sinapyl alcohols that differ only in the

PLOS ONE | www.plosone.org

degree of methoxylation of the phenolic ring [37]. The main role
of the COMT involved in lignification is the methylation of 5-
hydroxyconiferaldehyde to produce sinapaldehyde, which is
reduced by another enzyme to sinapyl alcohol, the precursor of
S lignin units. The COMT enzyme belongs to the S-Adenosyl
methionine (SAM)-dependent O-methyltransferases. It is active as
a homodimer and does not need any metal ion as cofactor. The
hallmark of transgenic or mutant angiosperms with strongly
repressed COMT activity is a reduction of the amount of S lignin
units (or of the S/G ratio) together with the appearance of easily
detectable amounts of 5-hydroxyguaiacyl (5-OH G), which is
present only in trace amounts in the WT [38] [39,40,41,42].
Another trait of some COMT-mutant grass lines, referred to as the
brown-midrib mutants, is a lower lignin level resulting in a higher
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Table 4. Allelic series of mutations in BACOMT6 gene
identified by TILLING.

Nucleic acid Amino acid

transition® substitution®  SIFT® Family name
G37A Asp13Asn 0.18 5645

G117A Leu39Leu - 5714

C498T Asp166Asp - 5588

G588A Glu196Glu - 8240

C600T Tyr200Tyr = 5827

G616A Gly206Ser 0.01 6840

G638A Gly213Asp 0.26 3380

G638A Gly213Asp 0.26 211

G672A Gly224Gly = 3725

G708A Gly236Gly - 5338

G721A Gly241Arg 0.02 4688

G737A Gly246Asp 0 4604

G737A Gly246Asp 0 7480

C762T Pro254Pro - 5115

G767A Gly256Asp 0 5139

G767A Gly256Asp 0 7549

C840T Cys280Cys = 5348

C854T Pro285Lys 0.02 7391

G969A Gly323Gly - 3730

G976A Glu326Lys 0 4142

G1013A Glu338Asp 0.14 5200

G1063A Ala355Thr 0.01 4927

G1071A Glu357Glu - 185

Position of transition in mutants are relative to the starting ATG on the coding
sequence.

Pposition of substitution in mutants are relative to the starting methionine of
the encoded protein.

‘numbers are predictive score from the SIFT software (http://sift.bii.a-star.edu.
Z%?1 0.1371/journal.pone.0065503.t004

enzymatic degradability [43], and reduced levels of p-coumaric
acid (CA) ester-linked to the cell walls [44].

To unambiguously identify the B. distachyon COMT gene
specifically involved in lignification, protein sequences of orthologs
in several species were BLASTed onto the B. distachyon predicted
proteome sequence. Eight proteins were identified: BACOMT1
(Bradilg14870), BACOMT2 (Bradi2g02380), BACOMT3 (Bra-

di2g02390), BACOMT4 (Bradi2g19830), BdCOMT5 (Bra-
di2g19850), BACOMT6 (Bradi3gl6530), BdCOMT7 (Bra-
di3g55890), BACOMTS8 (Bradi4g20020). We performed a

phylogenetic analysis with the most exhaustive list of encoded
OMT proteins found in Orza sativa, Arabidopsis thaliana and Zea
mays genomes [45,46,47] (Figure 3, Information S1). In addition,
we added to the phylogenetic analysis the protein sequences for
which biological data (transgenics or mutants) support indisputably
a role of the corresponding protein in lignification of several grass
(maize, ryegrass, tall fescue, switchgrass, sorghum) and poplar
[24,39,42,48,49,50,51]. AtOMTI1 was clearly identified by our
group as a unique gene involved in sinapyl alcohol biosynthesis in
Arabidopsis since the knockout mutant displays a lignin devoid of
S units [52]. Therefore, AtOMT1 is a reference model for dicot
COMT proteins as well as maize ZmCOMT1 (BM3) is a
reference for grasses [49]. The phylogenetic analysis shows that

PLOS ONE | www.plosone.org
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Figure 4. Klason lignin (KL) level of extractive-free mature
stems of Bd47142, Bd4604 and Bd5139 lines as compared to
control samples. Control samples are either wild-type (Bd21-3) or
azygous plants grown together with the corresponding mutants. The
KL level is expressed as weight percentage of the extractive-free
sample. Data are means and SD from 4 or 5 plants analyzed per line.
Asterisks indicate significant difference compared to the control
(ANOVA value at P<0.05).

doi:10.1371/journal.pone.0065503.g004

both dicot proteins (AtOMT1, PtOMT) cluster together whereas
four members of BdCOMTs (BACOMT3, BdCOMT?2,
BdCOMT1 and BACOMT®6) are grouped with the genuine grass
COMT proteins, BACOMT®6 being the closest ortholog (figure 3).
Consequently, BICOMT6 was chosen for TILLING. It is worth
noting, that despite no com¢ mutant was identified in rice to our
knowledge this analysis suggests strongly that OsOMT]I
(Os08g06100) is involved in monolignol formation.

Mutations in BdCOMT6 Affect the Lignification of Mature
Stems

We identified 25 lines, corresponding to 22 different mutations,
among which eleven missense mutations cause changes in the
BdCOMT6 amino acid sequence (Table 4). No induced stop
codon mutation were identified. A first analysis using the SIFT
software (using 0.05 as significant threshold) indicated that the
substitutions caused by the mutations in lines Bd6840, Bd4688,
Bd4604, Bd7480, Bd5159, Bd7549, Bd7391, Bd4142 and Bd4927
may partially or totally disrupt the COMT activity. Among them,
mutations in lines Bd5139 and Bd7549 were found redundant, as
well as those in lines Bd7480 and Bd4604, thereby reducing the
number of mutations potentially affecting COMT activity to
seven.

We next isolated homozygous lines for the all com¢ mutants,
except for Bd7480. Indeed, this line failed to produce viable seeds
at heterozygous stage. All genotyped plants were indistinguishable
from WT plants when grown in the greenhouse except for
homozygous Bd211, which was dwarfed. The dwarfism presum-
ably is independent from the mutated COMT allele since Bd3380,
which carries the same mutations was not dwarfed (Table 4). We
therefore excluded Bd211 from the subsequent analyses. We next
studied the lignin composition in mature stems using thioacidolysis
(reviewed in [53]). Thioacidolysis identifies H, G and S
thioethylated monomers from arylglycerol-B-ether-linked H, G
and S units. In addition, it allows the identification of 5-OH G
monomers as observed in maize dm3 mutants [54]. Among the
various mutants analyzed (data not shown), three lines (Bd4142,
Bd4604, and Bd5139), released 5-OH G thioacidolysis monomers
in higher amounts, compared to the trace amounts detected in the
control lines (Table 5). Together with the increased frequency of 5-
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Table 5. Relative frequency (% molar) of p-hydroxyphenyl H. guaiacyl G. syringyl S and 5-hydroxyguaiacyl 5-OH G monomers
released by thioacidolysis of mature and extractive-free stems from control (Ctrl) and mutant Bd4142, Bd4604, Bd5139 lines.

Culture Sample (n?) % H % G % S % 5-OH G S/G molar ratio

1 Azygous Control (4) 5.9 (0.3) 379 (1.9 55.7 (1.0) 0.5 (0.0) 1.47 (0.15)
Bd4142 (4) 6.2 (0.5) 46.5 (3.1)* 45.3 (3.3)* 2.0 (0.3)* 0.98 (0.14)*

2 Wild-type Control (2) 3.5(0.3) 30.8 (2.3) 65.4 (2.7) 0.2 (0.0) 2.14 (0.25)
Bd4604 (2) 3.2 (0.0) 38.4 (0.3)* 55.1 (3.3)* 3.3 (0.3)* 1.44 (0.02)*

3 Wild-type Control (5) 3.5 (0.5) 31.4 (2.0 64.8 (2.4) 0.3 (0.1) 2.08 (0.22)
Bd5139 (5) 4.0 (0.6) 42.4 (0.4)* 49.5 (1.4)* 4.1 (1.5)* 1.17 (0.04)*

Ctrl (azygous line for Bd4142 and wild-type line for Bd4604 and Bd5139) and corresponding mutant samples were recovered from plants grown together and in identical
conditions.

“number of replicates. The data represent the means and SD (between brackets). Asterisks indicate significant differences compared to the corresponding Ctrl (ANOVA,
value at P<0.01).

doi:10.1371/journal.pone.0065503.t005

Figure 5. Structural representation of the amino acid substitution of BACOMT6 protein in the line Bd4742. A. 3-D model of wild-type
protein highlighting three amino acids important for proper enzymatic activities. B. 3-D model of the protein in Bd47142 line in which Glu-326 is
substitued by Lys-326. SAH, S-Adenosyl-L-homocysteine is shown to illustrate the proximity of the substitued amino acid in the substrat binding
pocket.

doi:10.1371/journal.pone.0065503.9005
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OH G thioacidolysis monomers, we found that S monomer levels
were substantially reduced (by 30 to 40% of the control value). In
contrast, H monomers were obtained as minor components (3—6%
range) and no substantial difference between mutants and controls
was detected. Based on the S levels or S/G thioacidolysis ratio
suggests, we hypothesize that COMT activity is lower in Bd5159
and Bd4142 compared to Bd4604. This hypothesis was further
supported by the lignin level of the extractive-free stems as
measured by the Klason method. Compared to the corresponding
control, this level was reduced by 15%, 10% and 0% in Bd5159,
Bd4142 and Bd4604 respectively (Figure 4).

To further investigate how amino acid substitutions may affect
BdCOMT®6 activity, we used the 3-D structure, determined for the
closely related (90% amino acid sequence identity) Lolium perenne
OMT, LpOMT [24] to compare WT with mutant proteins. Both
COMT enzymes belong to the plant type-1 family of SAM-
dependent O-methyltransferases, have 360 amino acid residues
and possess an auxiliary N-terminal domain that may functions in
homodimerization [55,24]. The Bd4142 mutation induces a Glu-
326-Lys substitution (Figure 5). Glu-326 is thought to be one of the
catalytic bases that activate the hydroxyl group of the substrate/
ligand [24], whereby Glu-326 provides the hydrogen bond
acceptor in an interaction with the His-266 and contributes
indirectly to the deprotonation of the phenolic substrate [24]. The
Glu-326-Lys substitution, inverts the charge of the aminoacid and
therefore is expected to alter proper protein activity and explain
the severe reduction of S units detected in this line (Table 5).

The substitution observed in lines Bd5139 and Bd7549 is a
glycine to aspartic acid at position 256, which is part of a loop
facing a B-sheet carrying an amino acid involved in the substrate
binding. It is worth noting that two residues (Phe-250 and Asp-
248) in the vicinity of Gly-256 are also placed in this loop and are
essential for stabilisation of the ligand (SAM/SAH). We speculate
that the size and the charge modifications in this mutant could
impact the PB-sheet and destabilize the SAM binding site,
disturbing its function as methyl donor and in consequence
reduce the activity of the protein.

Finally, Bd4604 carries a Gly-246-Asp substitution. This residue
is located at the periphery of the protein but still in the SAM/SAH
binding domain and adjacent to a o-helical layer and a B-sheet
both involved in SAM/SAH binding site conformation. The
lateral chain of the aspartic acid in the mutant may turn towards
residues involved in the binding of the cofactor. The size and
charge differences may modify this site thus hampering the
binding of SAH and the activity of the protein.
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In conclusion, the three mutant lines that have an altered lignin
content and/or composition share at least a mutation located in
the vicinity of the SAM/SAH binding and catalytic domain. It is
worth noting that the three COMT mutants do not show coloured
leaf veins as observed in the brown-midrib mutants of maize, pearl
millet or sorghum [56]. In addition, the levels of S units is still high
in the mutants (as revealed by the 45 to 55% of S thioacidolysis
monomers). This result suggests that enzymatic methoxylation at
C5 of the phenolic ring of monolignol is still present in these lines.
It remains to be shown whether it is due to residual enzymatic
activity of the mutated proteins as shown in a similar allelic series
in sorghum [57]. Finally, no grass COMT-deficient mutants or
transgenic lines described so far are completely devoid of S units,
in contrast to what has been reported in dicots, for example in the
Arabidopsis Atcomt] mutant [52]. This observation suggests that an
alternative pathway may produce S units in grasses.

Conclusion

We have generated a large collection of chemically-induced
mutants useful for forward genetics in B. distachyon. A subset of the
phenotypes can be consulted at http://urgv.evry.inra.fr/
UTILLdb. In addition, BRACHYTIL provides and efficient
platform for reverse genetics. This study illustrates the power of
this approach by the isolation of an allelic series for BACOMT6
involved in monolignol biosynthesis. Next generation sequencing
techniques will now greatly accelerate reverse genetics approaches
in this collection.
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Highlights: First evaluation of lignification in Brachypodium distachyon grain.
Moderately down-regulated BACOMT6 alters grain and stem lignification, which
improves stem saccharification without major detrimental effect on grain

development and composition.
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Abstract

Cereal crops by-products are a promising source of renewable raw material for the
production of biofuel from lignocellulose. However, their enzymatic conversion to
fermentable sugars is detrimentally affected by lignins. Here we report on the
characterization of the Brachypodium Bd5139 mutant provided with a single
nucleotide mutation in the caffeic acid O-methyl transferase BACOMTG6 gene. This
BACOMT®6-deficient mutant displayed a moderately altered lignification in mature
stems. The lignin-related BACOMTG6 gene was also found to be expressed in grains
and the alterations of Bd5139 grain lignins were found to nicely mirror those
evidenced in stem lignins. The Bd5139 grains displayed similar size and composition
as the control. Complementation experiments carried out by introducing the mutated
gene into the AtCOMT1-deficient Arabidopsis mutant demonstrated that the mutated
BdCOMT®6 protein was still functional. Such a moderate down-regulation of lignin-
related COMT enzyme reduced the straw recalcitrance to saccharification, without

compromising the vegetative or reproductive development of the plant.

Keywords : Brachypodium distachyon, COMT, ferulic acid, grains, para-coumaric

acid, lignins, straw saccharification

Abbreviations : ABL, Acetyl bromide lignin; AIR, alcohol insoluble residue; Ara,
arabinose; Bd, Brachypodium distachyon; COMT, caffeic acid O-methyl transferase;
CWR, cell wall residue; DAF, days after flowering; DAG, days after germination;
CA, p-coumaric acid; FA, ferulic acid; G, guaiacyl; H, p-hydroxyphenyl; KL, Klason
lignin; S, syringyl; 5-OH G, 5-hydroxyguaiacyl.

I ntroduction

Grass lignocellulosics are important potential feedstocks for the production of
cellulosic ethanol. Cereal by-products, such as wheat straw or corn stover, and
dedicated-energy grass crops, such as miscanthus or switchgrass, are mainly
composed of cellulose, hemicellulose and lignins. However, their enzymatic
saccharification into fermentable sugars is detrimentally affected by lignins and their
cross-linking to wall carbohydrates. Indeed, lignins limit the accessibility of enzymes

to polysaccharides and make necessary the use of costly pretreatments aimed at

3
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improving this accessibility (Yang and Wyman, 2008). Lignins are currently the
target of biotechnology with the objective to design plant cell walls more amenable
to the saccharification process. Lignin genetic engineering is still more challenging
for grass lignins due to the specificities of lignified grass cell walls. While grass
lignins are made of guaiacyl (G) and syringyl (S) units together with a lesser amount
of p-hydroxyphenyl (H) units, like any other angiosperm lignins, their major
peculiarity is that p-coumaric acid (CA) and ferulic acid (FA) substantially
participate to their assembly in the cell wall (Ralph, 2010). FA acylates the arabinose
substituents of arabinoxylans and grass lignins are oxidatively cross-linked to these
ferulate esters (Jacquet et al., 1995). CA acylates mainly S lignin units (Ralph, 2010)
and to a lower extent arabinose units (Mueller-Harvey et al., 1986). Designing grass
cell walls more amenable to bioethanol production requires to use appropriate model
plants provided with the unique specificities of grass lignins. So is Brachypodium
distachyon, a plant species whose genomic sequence is released for the Bd21l
accession (IBI, 2010) and which has recently been championed as a model grass to
identify genes important for cereals and energy grasses (Draper et al., 2001; Vogel et
al., 2006; Opanowicz et al., 2008; Bevan et al., 2010; Brkljacic et al., 2011; Mur et
al., 2011; Rancour et al., 2012). In the challenging context of designing grass cell
walls with improved end-uses properties, a Brachypodium distachyon
(Brachypodium) mutant collection associated with a TILLING (Targeting Induced
Local Lesion IN Genome) platform has been recently developed (Dalmais et al.,
2013). Using these tools, several Brachypodium mutants affected in a lignin-related
caffeic acid O-methyltransferase (COMT) activity were identified (Dalmais et al.,
2013).

In this paper, we focused our investigation on the Bd5139 line displaying a single
point mutation in the BACOMT®6 gene to demonstrate that this lignin-related gene (or
its homologues in other grasses) is a promising target for lignin genetic engineering.
The prospect of a sustainable use of cereal crops will rely on breeding programs to
improve by-products potential for bioethanol production while preserving grain
quality. We report on the impact of the Bd5139 mutation on the cell wall phenolics
occurring not only in Brachypodium lignified stems, the most conventionally studied
organ in lignin-deficient mutants or transgenics, but also in Brachypodium grains.

This grain study was performed from the statement that lignins, CA and FA may
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have important roles in the conductive and protective tissues of grass grains
(Beaugrand et al., 2004; Barron et al., 2007). It was therefore important to evaluate
the impact of the lignin-targeted mutation not only on stems, but also on seeds. We
demonstrate that this single mutation substantially affects the cell wall phenolics of
both stems and grains and improves the saccharification of Brachypodium mature

stems without impairing grain development and composition.
Material and methods

Plant material and growth conditions

The Bd5139 mutant line mutated in the BACOMT6 gene was selected from a
Brachypodium mutant collection as previously described (Dalmais et al., 2013).
Brachypodium distachyon L. Beauv. inbred line Bd21-3 was used as control plants.
Brachypodium plants were grown in one-liter soil pots in the greenhouse or growth
chambers (18 h light at 23°C, then 6 h dark at 18°C photoperiod; 60% relative
humidity). Stems were harvested at 40 days after germination (DAG), 60 DAG or 90
DAG (dried plants). Grains were harvested in batch from at least 30 plants grown in

a growth chamber at 11, 21 and 31 days after flowering (DAF) or from dried plants.

The Arabidopsis comt-1 mutant (SALK_002373 line, Alonso et al., 2003) with a T-
DNA insertion in AT5G54160 was used for complementation experiments.
Arabidopsis transformants were selected on Murashige and Skoog medium (MS)
with hygromycin 100 uM. For soluble phenolic compound analyses, seeds were
sown on the same medium without hygromycin. After 4 days at 4°C, seeds were
transferred in continuous light conditions at 21°C with a light intensity of 110 mE.m’
25 (cool-white fluorescent tungsten tubes; OSRAM). For the analyses of soluble
phenolics, some plantlets were harvested at 5 DAG, weighted and immediately
dropped into methanol-water mixture (80/20, v/v). The methanol suspensions were
then stored at -80°C before analyses. Inflorescence stems were harvested at full

maturity.
Cloning of the BACOMT®6 coding sequence and mutagenesis

Stems from 60 DAG Bd21-3 plants were snap-frozen and grinded in liquid nitrogen.
Total RNA was extracted using the EZ-10 Total RNA Miniprep Kit (Bio Basic).
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Contaminant DNA was removed using RNase-free DNAse set (Qiagen) and DNA-
free RNA was concentrated using the RNeasy MinElute Cleanup Kit (Qiagen)
following manufacturer's instructions. RNA (0.25 pg) was reverse transcribed using
the Transcriptor First strand cDNA Synthesis kit (Roche) with random hexamers in a

20 pl reaction volume.

The wild-type BACOMT®6 (Bradi3g16530) full length coding sequence was amplified
from 1.5 pl of cDNA in a total of 25 pul with the primers BACOMT6ALttbl ATG
5'GGGGACAAGTTTGTACAAAAAAGCAGGCTCCATGGGTTCCACGGCGGC
GGACAT3 and BACOMTG6ALth2_stop
5'GGGGACCACTTTGTACAAGAAAGCTGGGTCCTACTTGGTGAACTCGATG
GCCC3' using the KOD Hot Start DNA polymerase (Novagen) and cloned into the
vector pDONR207 using the Gateway© technology (Life Technology). The
QuickChange Il Site-Directed Mutagenesis Kit (Agilent) was used to introduce the
G767A point mutation corresponding to the mutation in the Bd5139 line following
manufacturer's  instructions and using the primers BdCOMT6mut fw
5'CCAGAAGGTCCCCTCGGACGATGCCATCC3' and  BdCOMT6mut_rev
5'GGATGGCATCGTCCGAGGGGACCTTCTGG3'. The mutated BACOMT6 gene
(BACOMT6E*®) was transferred into the pIPKb2 vector containing the maize
ubiquitin promoter (Himmelbach et al., 2007). The recombined plasmid was checked

by sequencing.

Genetic complementation of AtCOMT1-deficient Arabidopsis mutant with the
mutated BACOMTG6 gene

The T-DNA-insertion comt-1 mutant available from the SALK collection
(SALK_002373) and in the Columbia Col-0 background was used for
complementation assays with the BACOMT6>** gene according to a previously
published procedure (Bouvier d’Yvoire et al.,, 2013). plPKb2 containing
BACOMT6>** was introduced into the Agrobacterium tumefaciens C58pMP90 strain
(Koncz and Schell, 1986) and comt-1 plants were infiltrated as described in (Zhang
et al., 2006). Transgenic plants were selected on Murashige and Skoog medium

containing 50 mg. I hygromycin.

Analyses of cell wall phenolics from stem or grain samples
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The stem or grain samples ground to 0.5 mm were exhaustively extracted by cold

water, then 60°C ethanol before freeze-drying to obtain a cell wall residue CWR.

The Klason lignin (KL) content of stem CWR was measured by the Klason method
as previously described (Méchin et al., 2014). The lignin content of grain CWR,
available in lower amount, was measured by the spectrophotometric acetyl bromide
method as follows. About 10 mg of dry CWR were put in a 2 ml glass screw capped
reaction vial (Teflon lined) together with 1 ml of freshly made 25% (v/v) acetyl
bromide/glacial acetic acid mixture. A blank vial was included which contained the
digestion reagent without any sample. The reaction vials were incubated at 55°C for
2h30 in an Eppendorf Thermomixer and with stirring at 500 rpm. The reaction
mixture was then cooled and 200 ul of the clear supernatant was diluted with 3 ml of
50/9 (v/v) acetic acid/2 M NaOH mixture and 500 pl of 0.5 M aqueous
hydroxylamine hydrochloride solution. The UV spectrum of the diluted solution was
registered between 400 and 250 nm and against a blank cell prepared by similar
dilution performed on the blank vial reaction mixture. The acetyl bromide lignin
(ABL) concentration was calculated from the absorbance peak at 280 nm and using

an extinction coefficient value of 20 g™*.l.cm™.

The lignin structure of stem CWR was investigated using the simplified
thioacidolysis protocol, as previously described (Méchin et al. 2014). The lignin
structure of grain CWR was studied in a similar way, but using a modified
thioacidolysis reagent made from 9/1 dioxane/ethanethiol mixture containing 0.1M
tetrafluoroboric acid dimethylether complex (Sigma-Aldrich) as previously described
(Greffeuille et al., 2006). The specific lignin-derived thioacidolysis monomers were
analyzed by gas-chromatography-mass spectrometry (GC-MS) of their
trimethylsilylated (TMS) derivatives (Méchin et al., 2014). The determination of the
H, G, S and 5-hydroxyguaiacyl (5-OH G) TMS derivatives was carried out on ion
chromatograms respectively reconstructed at m/z 239, 269, 299, and 357, as
compared to the internal standard C21 hydrocarbon evaluated on the ion

chromatogram reconstructed at m/z (57+71+85).

The analysis of p-coumaric (CA) and ferulic (FA) acids ester-linked to the cell walls
was carried out by mild alkaline hydrolysis performed from about 10 mg of stem or
grain samples put together with 1 ml NaOH 1 M and 0.1 (for stem CWR) or 0.05 (for

7
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grain CWR) mg o-coumaric acid internal standard overnight and on a carousel. The
reaction mixture was then acidified with 0.2 ml HCI 6 M. After centrifugation (1500
g, 10 min), about 0.5 ml of the supernatant were deposited onto a solid-phase
extraction cartridge (Waters Sep-pack t18) preconditioned before use (washed with 2
x 3 ml MeOH, then with 2 x 3 ml of water containing 0.01% HCOOQOH). The sample-
loaded cartridge was washed with acidified water and eluted with 2 ml of HPLC-
grade methanol. The recovered methanolic sample was stored 30 min at (-20°C) for
complete precipitation of insoluble components before ultrafiltration (0.45 um) and
analysis by high performance liquid chromatography combined to a diode array
detection (HPLC-DAD). For HPLC separation, 1 pl of sample was injected onto a
RP18 column (4 x 50 mm, 2.7 um particle size, Nucleoshell, Macherey-Nagel) with
a flow rate of 0.5 ml/min. The eluents were 0.1% formic acid in water (A) and 0.1%
formic acid in acetonitrile (B) and the gradient was as follows: 0-3 min, 0% B; 12
min, 20% B; 14 min, 80% B; 16 min, 0% B. The quantitative determination of alkali-
released CA and FA was performed from the 250-400 nm DAD chromatograms and

after calibration with authentic compounds.

In addition to the analysis of CA and FA ester-linked to the cell walls, the
determination of p-coumaroylated arabinose (CA-Ara) and of feruloylated arabinose
(FA-ara) units occurring in cell wall arabinoxylans was performed according to a

recently developed mild acidolysis procedure (Petrik et al., 2014).
Analyses of soluble phenolics from Arabidopsis plantlets

The liquid chromatography-mass spectrometry (LC-MS) analyses of soluble
phenolics extracted from 5-day old Arabidopsis plantlets was carried out as
previously described (Do et al., 2006).

Saccharification assays of mature stem samples

The CWRs obtained from dry stems were subjected to a saccharification assay.
About 30 mg of stem CWR was put into a 5 ml disposable plastic tube together with
4 ml of 5 mM acetate buffer (pH 4.7) containing 4 mg.mlI™ of a commercial cellulase
preparation (cellulase Onozuka-R-10 from Trichoderma viride, Serva) and 0.1

mg.ml™ NaNs. A blank tube was prepared containing the enzyme solution without
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any CWR. The reaction tubes (biological triplicates for each genotype plus the blank
tube) were put at 45°C for 72 hours and on a carousel. After centrifugation (1500 g,
10 min), the supernatant was subjected to glucose determination as follows. In a
disposable 1 ml spectrophotometric cuvette, 50 pl of the supernatant were mixed
together with 1 ml of Biomerieux reagent (Biomerieux Glucose RTU Kit,
Biomerieux, Lyon, France) and the colorimetric reaction was allowed to proceed for
30 min. The absorbance was read at 505 nm (against a cuvette containing 50 ul H,O
and 1 ml reagent) and corrected for the glucose from the blank assay. The glucose
amount released by enzymatic hydrolysis of the stem CWR was calculated after
appropriate calibration with standard glucose solutions. The pellets obtained from the
CWR subjected to cellulase treatment were washed twice with water (with
centrifugation 10 min at 1500 g between each washing) before freeze-drying and

weight determination.
Polysaccharide analysisin grain samples

The mature grain polysaccharide content and composition was analyzed after
recovering alcohol insoluble residue (AIR) containing cell wall polysaccharides and
starch. AIR was obtained as described in Guillon et al. (2011). Polysaccharides
content and composition were determined following their hydrolysis by monitoring
the individual neutral sugar content as described in Dervilly et al. (2000) according

to the method of Englyst and Cummings (1988).
Histochemistry analyses

Pieces of Brachypodium and Arabidopsis stems were embedded in 8% agarose, cut
into 100 um sections and stained using the Maiile and the Wiesner (phloroglucinol-
HCI) reagents as described in Bouvier d'Yvoire et al. (2013). Cross-sections were
observed using a Leica DMRB microscope equipped with a Progress C10plus

camera.

To facilitate sectioning, dry grains were placed onto a moist paper for 24 h (the

embryo was removed prior to imbibition).
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Grains were cut with a cryotome into 20 um-thick sections to visualize the structure
or into 50-um-thick sections for staining using the Malile or the Wiesner reagents.
Grain sections were stained as described for stem in Bouvier d"Yvoire et al. (2013).
Observations were carried out using a Multizoom macroscope (AZ100M, NIKON).
Grains were fixed overnight in 3% (w/v) paraformaldehyde and 0.5% (w/v)
glutaraldehyde in 0.1 M Na-phosphate buffer saline pH 7.2 (PBS). Fixed samples
were washed, impregnated and embedded with London Resin White acrylic as
described in Chateigner-Boutin et al. (2014). The fixed samples were cut into semi-
thin sections (1 um) with an ultramicrotome (UC7, LEICA) and used for differential
interference contrast (DIC) imaging, toluidine blue staining, and immunolabelling.
Sections were directly observed with a microscope (DMRB, LEICA) equipped with
standard DIC optics using a Plan-APO 20X objective and Nikon DS-1QM camera.
Toluidine blue staining was used to better visualize the testa cell layers. The sections
were stained with toluidine blue O 0.1% (w/v) as described in Chateigner-Boutin et
al (2014) before observation with a microscope (Axiovert 135, ZEISS) equipped
with a QImaging Retiga 2000R Scientific CCD Camera.

For immunolabelling, the semi-thin sections were incubated in a blocking buffer (1%
bovine serum albumin BSA, 0.1% NaN3 in TBS pH8.2) for 1 h at room temperature.
Thereafter, sections were incubated in KM1 ascites fluid (Kiyoto et al. 2013, 1:100
dilution in blocking buffer) for 2 days at 4°C. After three 5-min-long washes with
TBS, sections were incubated with goat anti-mouse 1gG Alexa Fluor 568 (Invitrogen,
USA, 1:50 dilution in blocking buffer) for 4 h at 35°C. After three 5-min-long
washes with TBS, sections were water-washed, dried and then observed under a
fluorescence microscope (BX50, OLYMPUS Japan) equipped with a filter set
(Semrock TxRed-4040C, Opto-Line Inc., Tokyo, Japan) and a CCD camera (DP72,
OLYMPUS Japan). A control experiment was conducted omitting the primary

antibody to check for autofluorescence and non-specific labelling.

Results and discussion

The lignin-related BACOMT6 gene is expressed both in stemand in grain

10
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In a recent study (Dalmais et al., 2013), Brachypodium mutants for the BACOMT6
gene were identified in a sodium azide-induced mutant collection established in the
Bd21-3 genetic background. Several mutant lines displayed a lower lignin content in
mature stems together with a reduced frequency of S lignin units and Bd5139 was the
most affected line (Dalmais et al., 2013). These results established that the
BACOMT®6 gene is involved in lignification of Brachypodium stems.

To further characterize the BACOMT6 gene, its expression pattern was obtained

using the online expression platform PlaNet/Brachypodium (http://aranet.mpimp-

golm.mpg.de/; Mutwil et al., 2011). This investigation revealed a wide expression
pattern of the BACOMT®6 gene. It was found to be expressed not only in vegetative
lignified organs, such as nodes and internodes, but also in grains (Supplementary
Figure S1). The BACOMT®6 expression level was found to be similar in the WT and
the BACOMTG6-deficient Bd5139 lines (Supplementary Figure S1).

The Bd5139 mutant has a normal growth phenotype, but an altered

lignification in stemand grain

As compared to the WT line, the Bd5139 mutant did not show any visible growth or
developmental phenotype when grown in a growth chamber or in a greenhouse even
though stem biomass was found slightly reduced (Supplementary Figure S2). In 40
day-old plants, Maiile staining revealed the occurrence of S lignin units (Nakano and
Meshitsuka, 1992) in the cell walls of several stem tissues (epidermis, sclerenchyma,
and vascular bundles) without any noticeable difference between the WT and the
Bd5139 lines (Figure 1). This result suggests that the Bd5139 mutation might not

affect the frequency of S lignin units to a large extent.

It is now well established that lignin-related COMT enzymes of angiosperm species
catalyze the 5-OH group methylation on the pathway towards sinapyl alcohol, the
precursor of S lignin units (Bonawitz and Chapple, 2010; Vanholme et al. 2010).
According to several studies, their most likely in vivo substrates would be 5
hydroxyconiferaldehyde and 5-hydroxyconiferyl alcohol (Zubieta et al., 2002; Louie
et al., 2010; Green et al., 2014). By contrast, caffeic acid, which has been shown to
be an in vitro COMT substrate converted into ferulic acid (FA) (Higuchi, 2006),
would be a poor in vivo candidate (Parvathi et al., 2001; Green et al., 2014).

Manipulation of lignin in plants has repeatedly been carried out by targeting the

11
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lignin-related COMT genes, which most often resulted in a deficit of S lignin units
and the appearance of unusual levels of 5-OH G units (reviewed in Rastogi and
Dwivedi, 2008). In agreement with a preliminary study on COMT-deficient
Brachypodium lines (Dalmais et al., 2013), both lignin content and lignin structure
were found to be affected by the single Gly256Asp mutation occurring in the Bd5139
line (Table 1). Relative to the WT level, the lignin content of Bd5139 stem CWR was
moderately reduced by about 10%. Lignin structure was more markedly affected by
the BACOMT6 mutation as revealed by thioacidolysis (Table 1). This method
provides specific monomers from lignin units that are only involved in labile 3-O-4
bonds. When expressed relative to the Klason lignin content, the total yield of
thioacidolysis monomers released from Bd5139 lignins was found lower than the WT
value. This reduced vyield is diagnostic for an increased frequency of resistant
interunit bonds in lignins. In addition, the relative frequency of S thioacidolysis
monomers was reduced by the mutation whereas 5-OH G monomers were recovered
in unusually high amount. As previously described in maize bm3 mutant (Lapierre et
al., 1988; Barriere et al., 2004), sorghum bnr12 mutant (Palmer et al., 2008),
Arabidopsis Atomtl mutant (Goujon et al., 2003), COMT1-silenced transgenic
tobacco (Pingon et al., 2001) or COMT-deficient transgenic poplars (Lapierre et al.,
1999; Jouanin et al., 2000), these alterations in lignification are the hallmarks of
lignin-related COMT deficiency in angiosperms, the most diagnostic signature being
the increased frequency of lignin 5-OH G units. While these 5-OHG units were
found to substantially build up in the lignins of Bd5139 stems (up to 5% of the total
amount of thioacidolysis monomers), the frequency of S thioacidolysis monomers
was found to be only moderately reduced (from 66% in WT to 57% in Bd5139,
Table 1). This result is consistent with the observation that the Maiile stain, specific
for S lignin units, was not affected to a large extent in Bd5139 mature stem cross
sections (Figure 1) in contrast to the observations made for severe comt mutants
(Jouanin et al., 2000; Pingon et al., 2001) . Taken together, these data reveal that the
biosynthesis of sinapyl alcohol is affected to a noticeable but limited extent in the
Bd5139 stems.

As BACOMT®6 was found to be expressed in grains and as it is now well established
that lignins occur in the outer layers of grass grains (Desvignes et al., 2006;

Grefeuille et al., 2006), the lignins from Brachypodium grains were studied. The

12
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occurrence and distribution of lignins in grain tissues were first studied on grain
cross sections using the Wiesner and the Malile tests, two commonly used stains
specific for lignified tissues. The Wiesner test stains reddish-purple the p-
hydroxycinnamaldehyde end-groups occurring in native lignins (mainly as
coniferaldehyde end-groups) while the Malile test stains deep-purple S lignin units
(Nakano and Meshitsuka, 1992). Brachypodium grains are hulled grains consisting of
the caryopsis surrounded by two husks, a large lemma and a small palea (Guillon et
al., 2011; Evers and Millar 2002). The lemma can be easily removed while the palea
adheres to the pericarp in the crease. In the palea, both the Wiesner and the Mailile
tests positively stained the epidermis and vascular bundles (Fig. 2E,G,H), which
establishes the occurrence of lignin coniferaldehyde end-groups and of S lignin units
in this protective husk. In addition, the outer layer of the seed testa (t2 in Fig. 2C,F)
was positively stained by the Maille reagent whereas no positive Maile staining
could be detected in the brownish-pigmented t1 layer. The Maule-stained t2 layer did
not positively react to the Wiesner test, a phenomenon likely accounted for by
distinct detection sensitivity level of these lignin staining methods. Consistently with
the positive Wiesner and Maiile stainings of the seed palea and t2 testa,
immunolabelling experiments carried out with an antibody targeting a -5 dimer of
coniferyl alcohol (Kiyoto et al., 2013) confirmed the occurrence of lignins in the

grain palea and testa (Figure 2J).

To evaluate the impact of BACOMT®6 deficiency on grain lignin level, the WT and
Bd5139 grain CWR were subjected to the acetyl bromide lignin (ABL)
determination. The ABL lignin content was found to be similar in the Bd5139 and
WT grain samples (Table 2), by contrast to the mature stem samples (Table 1). We
then subjected CWR samples prepared from whole grain to thioacidolysis with the
objective to find a more diagnostic lignin signature. In agreement with previous
studies performed on wheat grains (Desvignes et al., 2006; Grefeuille et al., 2006),
thioacidolysis unambiguously revealed the occurrence of H, G and S lignin units in
Brachypodium whole grains and from the detection of H, G and S thioacidolysis
monomers (Table 2). The relative frequency of H thioacidolysis monomers was
found to be higher from grain CWR compared to the levels observed from stem
CWR. In addition, the relative frequency of S thioacidolysis monomers was found to

be substantial (60% of thioacidolysis monomers for the WT sample, Table 2), in
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agreement with the Malile positive staining of the palea and of the outer t2 testa
layer. More importantly and relative to the WT sample, lignins of Bd5139 grain
displayed severe structural alterations, namely a reduced frequency of S monomers
together with an increased frequency of 5-OH G monomers (up to 10% of the
thioacidolysis monomers, Table 2 and Supplementary Figure S3). When expressed
relative to the ABL lignin content, thioacidolysis yield was found to be reduced by
the Bd5139 mutation, which reveals that Bd5139 grain lignins are richer in resistant
interunit bonds than WT ones. Taken together, the present results establish that the
alterations induced by the Bd5139 mutation in the lignins of mature grains mirror
those observed in mature stems. In both samples and relative to the WT, we can
observe marked lignin structural alterations, namely a lower frequency of S units
together with an increased frequency of 5-OH G units and of resistant interunit
bonds. In both Bd5139 stem and grain samples and surprisingly enough, the
frequency S units was found to be reduced, but only to a moderate extent. This
persistence of substantial levels of S units in Bd5139 lignins suggests that some

enzyme activity survives in the mutated BACOMT®6 protein.

Evaluation of p-coumaric and ferulic acid linked to Brachypodium stem and grain

cell walls

It is now well established that p-coumaric acid (CA) and ferulic acid (FA) are linked
to the polymers of grass cell walls (reviewed in Ralph, 2010). For many grass
species, such as maize, sorghum, miscanthus, or wheat, CA and FA units are quite
distinctly distributed between the wall polymers of lignified stems. While FA
predominantly acylates the arabinose substituents of arabinoxylans, CA is primarily
ester-linked to S lignin units. However, such a distinct distribution is not as clearly
observed in Brachypodium cell walls which contain a substantial proportion of CA

acylating arabinoxylans (Christensen et al., 2010; Petrik et al., 2014).

The effect of the Bd5139 mutation on the amount of CA or FA ester-linked to the
cell wall polymers was monitored by mild alkaline hydrolysis (Table 3). Mature stem
cell walls were found to contain higher amounts of CA and FA esters than mature
grain cell walls. This compositional trait reflects the higher abundance of lignins and
arabinoxylans in stems than in grains, as lignins and arabinoxylans respectively are

the major p-coumaroylated and feruloylated wall polymers.
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Relative to the WT level, the amount of FA released by mild alkaline hydrolysis was
not affected in the Bd5139 stem CWR and slightly decreased in the mutant grain
CWR. This result suggests that BACOMT®6 deficiency has no or little effect on the
level of FA released by mild alkaline hydrolysis of Brachypodium cell walls. By
contrast, mature internodes of COMT-deficient bm3 maize (Provan et al., 1997;
Marita et al., 2003; Barriere et al., 2004) or bnr12 sorghum (Palmer et al., 2008)
lines have been shown to release more FA when subjected to mild alkaline
hydrolysis, a phenomenon related to their markedly lower lignin level as measurable
FA is reduced by lignification (Grabber et al., 2004). These results confirm that in
planta the lignin-related COMT activity is not involved in the synthesis of FA that

subsequently acylates arabinoxylans.

Relative to WT values, the content of CA esters was reduced by 30 and 40% in
Bd5139 stem and grain samples, respectively (Table 3). A similar reduction of CA
units ester-linked to stem cell walls has been reported for maize bm3 and sorghum
brmr 12 mutant lines (Barriére et al., 2004; Palmer et al., 2008). On the rationale that
CA mainly acylates maize or sorghum S lignin units, the CA reduction observed in
these COMT-deficient lines could be directly assigned to the COMT deficiency-
induced reduction of S lignin units. Contrary to maize or sorghum cell walls, a
noticeable amount of CA units acylates the arabinoxylans of Brachypodium cell
walls. It was therefore necessary to clarify whether the lower level of CA esters in
Bd5139 samples affected only lignins or both lignins and arabinoxylans. To address
the issue of CA acylation targets, we employed a recently developed mild acidolysis
method which efficiently releases p-coumaroylated arabinose (CA-Ara) and
feruloylated arabinose (FA-Ara) from grass arabinoxylans (Petrik et al., 2014). The
CA-Ara quantities released from Bd5139 stem CWR were found to be very close to
the WT values (Supplementary Table 2). On this basis, we could ascertain that the
BACOMT6 mutation specifically reduces lignin p-coumaroylation in Bd5139 CWR
whereas the p-coumaroylation of arabinoxylans is not affected. Similar to what was
reported in COMT-deficient bm3 maize or bmr12 sorghum lines, the BACOMT6
mutation affects the biosynthesis of sinapyl alcohol and thereby of sinapyl p-

coumarate, the precursor of p-coumaroylated S lignin units.

Complementation experiments reveal that the mutated BACOMT6 protein is
still functional in the Bd5139 mutant
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The mutation in Bd5139 changed a relatively conserved glycine-256 residue into an
aspartic acid residue (Supplementary Fig S4). The overall impact of this single
mutation in the BACOMT®6 protein was found to mimic the impact of the bm3 or
bmr 12 mutations on the lignification of maize or sorghum mutant lines, respectively,
but to a less severe extent. Indeed, S thioacidolysis monomers accounted for about
56% of the total amount of thioacidolysis monomers recovered from stem Bd5139
lignins (versus 67% for the WT, Table 1). By contrast, their frequency was reduced
to a value close to zero in the lignins of a bmr12 sorghum mutant (Palmer et al.,
2008) and to a twice lower value relative to the WT level in bm3 lignins (Barriere et
al., 2004). To evaluate the functionality of the mutated BACOMT®6 protein
(BACOMT6'*), we performed complementation experiments in an Arabidopsis
comt-1 mutant which is almost completely depleted in S lignin units (Vanholme et
al., 2012; Van Acker et al., 2013). Such a complementation experiment was

5139
6

performed in order to determine to which extent the BACOMT allele was able to

rescue the biosynthesis of syringyl lignin units in the Arabidopsis comt-1 mutant.

Not unexpectedly, the Malle reagent specific for S lignin units negatively stained
Arabidopsis stem cross-sections from the comt-1 line (Fig. 3). A positive Maile
staining was restored in Arabidopsis comt-1 samples complemented with the
BACOMT6>* (Fig. 3). This result revealed that the BACOMT6>* protein has
conserved enough activity to catalyze the methylation step involved in the pathway
to sinapyl alcohol. To more precisely evaluate the functionality of the mutated
protein, we examined the impact of the complementation on the frequency of lignin-
derived H, G, S and 5-OH G thioacidolysis monomers specifically released from the
lignins of mature Arabidopsis stems (Table 4). As expected and relative to the WT
levels, the relative frequency of the 5-OH G monomers was dramatically increased
while that of S monomers was reduced to less than 3% in the comt-1 Arabidopsis
mutant. The transformation of this mutant with BACOMT6>** rescued the S lignin
units to a frequency that surprisingly exceeded that of the WT sample and for 3
different complemented lines (Table 4). In addition, the frequency of 5-OH G
thioacidolysis monomers was decreased to a value close to the WT one. These
thioacidolysis results unambiguously confirmed that the mutated BACOMT6 has
conserved enough enzyme activity so as to efficiently rescue the COMT-deficient

Arabidopsis mutant. The surprisingly higher frequency of S units in the
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complemented lines and relative to the control value might be accounted for by the
employed promoter, the strong maize ubiquitin promoter, which would lead to a non
specific overexpression of the mutated BdCOMT6™*

regulated wild-type AtCOMT1 transcript.

gene as compared to the

In previous studies, it has been shown that an Arabidopsis T-DNA mutant knockout
for the lignin-specific comtl gene was not only affected in stem lignification, but
also in the pool of soluble phenolics (Goujon et al., 2003; Do et al., 2007). This
mutant contained a severely reduced level of sinapoyl malate (SIM) and abnormal
amounts of 5-hydroxyferuloyl malate (5-OH FM). In addition and at the plantlet
stage, AtCOMT1 deficiency induced the complete disappearance of isorhamnetin
glycosides. These results established that the AtCOMTL1 enzyme is involved not only
in the lignin pathway, but also in the synthesis of sinapoyl malate and of methylated
flavonol derivatives (i.e. isorhamnetin derivatives). To further establish the
functionality of the mutated BACOMTG6 protein, we investigated the impact of the
complementation experiment on the soluble phenolics of comt-1 Arabidopsis 5-day
old plantlets. In agreement with previous results (Do et al., 2007) and relative to the
WT values, the comt-1 plantlets contained a severely reduced SIM level, this
reduction being partially compensated for by the appearance of 5-OH FM
(Supplementary Table 3). In addition, isorhamnetin derivatives that could be
observed as minor soluble phenolics of WT plantlets were entirely absent from comt-
1 plantlets. The complementation with the mutated BACOMT6 protein efficiently
restored the SIM and the isorhamnetin levels to the WT value and induced the total

disappearance of the 5-OH FM.

Taken together, these results ascertained that the mutated BACOMT®6 gene introduced
in the AtCOMT1-deficient Arabidopsis mutant was able to rescue not only its altered
stem lignification, but also its reduced pool of methylated soluble phenolics. A
similar rescue of syringyl units and of sinapate esters has been reported for the fah
Arabidopsis mutant complemented by the Eucalyptus globulus coniferaldehyde -5
hydroxylase (Garcia et al., 2014). In the present study, such an efficient
complementation was done with the mutated BACOMT6 gene, which definitely
established that the mutated BACOMT®6 protein is still functional.
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The Bd5139 mutant displays an improved saccharification of mature stems

without major alteration in grain quality

A promising breeding strategy of cereal crops would consist in making their straw
more amenable to saccharification, through appropriate changes in lignin content
and/or structure, without introducing deleterious effects on biomass production and
on grain quality. Indeed, as lignins are essential to plant health and development,
substantial lignin reduction would inevitably reduce the agricultural fitness of grass
crops (Pedersen et al., 2005).

Many studies of COMT-deficient transgenic or mutant angiosperms have established
that their reduced lignin level was associated with improved digestibility (Cherney et
al., 1991; Bernard-Vailhé et al., 1996; Sewalt et al., 1997; Goujon et al., 2003;
Barriere et al., 2004; Chen et al., 2004; Trabucco et al. 2013) or saccharification
(Chen and Dixon, 2007; Dien et al., 2011; Fu et al., 2011; Jung et al., 2012; Van
Acker et al., 2013; Baxter et al., 2014). The currently studied Bd5139 mutant
displayed moderate lignin reduction as the BACOMT6 mutated protein, provided
with a single point mutation, has kept enough enzyme activity to ensure a lignin level
reduced only by 10-15%. On this basis, we investigated the impact of the mutation

on the saccharification of mature stems.

A saccharification assay was conducted on small amounts (30 mg) of stem CWR
without any pretreatment and using a commercially available cellulase preparation
(cellulase Onozuka from T. viride, provided with cellulase, hemicellulase and beta-
glucosidase activities). The efficiency of cell wall enzymatic hydrolysis was
evaluated both as the weight loss induced by the enzyme treatment and as the
glucose amount released from the cell walls. Both evaluation methods consistently
revealed that the saccharification efficiency of the stem CWR was improved (by
about 20%) by the mutation and relative to the WT values (Table 5). Such a result is
consistent with the lower lignin level of Bd5139 stems as lignins detrimentally affect

the enzymatic degradation of lignocellulosic biomass.

Lignins are important components of the stem vascular tissues necessary to convey
water and nutrients to the developing grain. In addition, lignins occur in several grain
outer layers that fulfill protective and nutritive functions towards the developing

seed. Lignin mutants with seed defects have been reported. Maize field trials where
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bm3 lines were assessed revealed a reduced grain yield that was explained by a lower
number of ears per plant and by lower number of kernels per ear (reviewed in
Pedersen et al., 2005). Several Arabidopsis mutants altered in lignin polymerization
exhibit seed phenotypes such as defects in seed pigmentation, permeability and
germination (Liang et al., 2006) or increased number of siliques and enlarged seeds
(Wang et al., 2014). The Bd5139 line was assessed to evaluate the effect of moderate
changes in lignin content and composition on cereal grains. Grain size and
morphology were not affected in the Bd5139 line (Supplementary Figure S5). No
major effect was noticed on grain histology or development (Supplementary Figure
S5). No effect of the Bd5139 mutation could be evidenced on grain polysaccharide
storage compounds (Supplementary Table S3). Therefore, the moderate decrease in
grain lignins and CA esters does not seem to affect grain development and

polysaccharide composition.
Conclusion

In this study focused on the Bd5139 Brachypodium mutant, we have established that
modifying the lignin-related BACOMT6 gene induced alterations in grain lignins
which nicely mirrored those observed in stem lignins. The accumulation of 5-OH G
units, which is the most specific signature for COMT-deficiency, was reported here
for the first time in the grain of a COMT grass mutant. The single mutation in the
BdCOMT®6 protein did not completely annihilate its enzyme activity. It induced
substantial alterations in lignin structure but only a moderately reduced lignin level.
The moderate lignin reduction did not compromise the vegetative and reproductive
development of the Brachypodium plant model, but facilitated the straw
saccharification opening the possibility of a sustainable cereal grain production with

improved straw end-use potential.

Supplementary data

Supplementary Fig. S1 : Expression profile of BACOMT6

Supplementary Fig. S2 : Phenotype of Bd5139 compared to WT(Bd21-3) plants

Supplementary Fig. S3 : Partial GC-MS traces of the lignin-derived thioacidolysis
monomers (analyzed as their silylated derivatives) released from WT and Bd5139
grain CWR
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Supplementary Fig. $4 : Sequence alignment of BACOMT6 and characterized
COMTSs showing residues described as essential for COMT activity

Supplementary Fig. S5 : Grain development and grain size are not affected in
Bd5139

Supplementary Table S1 : Determination of p-coumaric acid (CA) and of 5-O-p
coumaroyl arabinose (CA-Ara) released by mild acidolysis (dioxane/water 9/1, vlv,
containing 0.2M HCI, 50°C overnight) of wild type (WT, accession Bd21-3) and

Bd5139 cell wall residues (CWR) prepared from mature stem samples.

Supplementary Table S2 : LC-MS determination of sinapoyl malate (SIM), 5-
hydroxy feruloyl malate (5-OH FM) and isorhamnetin-3-O-glucoside-7-O-
rhamnoside (IGR) extracted from 6-day old Arabidopsis plantlets. The examined
Arabidopsis genotypes are the wild-type (WT) ColO one, the comt-1 mutant and three
lines (Cp-line) obtained by complementation of the comt-1 mutant with the mutated
BACOMT®6 gene. The results are expressed in mg/g fresh weight.

Supplementary Table S3 : Sugar composition of the alcohol insoluble residues
prepared from whole grain of wild type (WT, accession Bd21-3) WT and Bd5139
lines. Arabinose (Ara), xylose (Xyl), glucose (Glu), mannose (Man) and galactose

(Gal) content was determined by gas-liquid chromatography of alditol acetates.
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Tables

Table 1. Lignin content and structure of cell wall residues (CWR) prepared from wild-type
(WT, accession Bd21-3) and Bd5139 3-month old mature stems. Lignin content is evaluated

as the Klason Lignin (KL) level and lignin structure is evaluated by thioacidolysis.

Main H, G, S and 5-OH G thioacidolysis monomers
(total yield and relative mol%)

Line % KL Yield
(umol/g %H %G %S %5-0OH G

KL)
WT 1957+030 1258+30 3.1+0.2 293+1.2 669 +1.1 0.8+0.0

Bd5139 17.66+0.93° 888+31" 29+02 364+127 556 +1.5" 51+04"

Values are means + SD from 3 different plants. The KL level is expressed as weight
percentage of the stem cell wall residue. Asterisks indicate significant differences (t-test)
compared to the WT value at “p < 0.05 or “p < 0.01
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Table 2. Lignin content and structure of cell wall residues (CWR) prepared from wild-type
(WT, accession Bd21-3) and Bd5139 whole grain samples. Lignin content is evaluated as the

acetyl bromide lignin (ABL) level and lignin structure is evaluated by thioacidolysis.

Main H, G, S and 5-OH G thioacidolysis monomers
(total yield and relative mol%)

Line % ABL Yield
(umol/g %H %G %S %5-OH G
ABL)

WT 3.66 +0.50 208 + 27 59+0.1 33.8+2.7 60.2 +2.7 Tr

Bd5139 3.62+0.15 115+31" 62+06 395+1.8" 441 +24" 101 +26"

Whole grain samples correspond to the whole caryopsis with the adhering palea. Four
biological replicates were prepared for each genotype, with 70 to 100 grains collected per
replicate. Values are means £ SD. The ABL level is expressed as weight percentage of the

sample cell wall residue. Tr: trace amount. Asterisks indicate significant differences (t-test)
compared to the WT value at “p < 0.01.
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Table 3. Determination of p coumaric acid (CA) and of ferulic acid (FA) released by mild
alkaline hydrolysis (NaOH 1M, room temp., overnight) of wild type (WT, accession Bd21-3)
and Bd5139 cell wall residues CWR prepared from mature stem or whole grain samples.

Line Mature stem CWR Mature whole grain CWR
CA mg/g FA mgl/g CA mglg FA mg/g
WT 8.88+0.41 5.25+0.48 0.98+0.1 1.83£0.47
Bd5139  6.30 £ 0.66* 5.33+0.17 0.59 +0.04* 1.55+0.11*

Whole grain samples correspond to the whole caryopsis with the adhering palea. Four
biological replicates were prepared for each genotype, with 70 to 100 grains collected per
replicate. Values are means + SD (n=3). Asterisks indicate significant differences (t-test)

compared to the WT value at *p < 0.05.
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Table 4. Relative molar frequency of the p-hydroxyphenyl (H), guaiacyl (G), syringyl (S)
and 5-hydroxyguaiacyl (5-OH G) monomers released by thioacidolysis of the cell wall
residues from Arabidopsis mature stems. The examined genotypes (in the Col0 background)
are the wild-type (WT) one, the comt-1 mutant and three lines (Cp-line) obtained by
complementation of the comt-1 mutant with the mutated BACOMT6 gene.

Genotype %H %G %S % 5-OHG
WT 0.83 £0.02° 69.3+0.2° 29.3+0.4° 0.51+0.02°
comt-1 0.84 £0.04° 90.4+06° 240+0.69°  6.34+0.09°
Cp line 4-7 1.63+0.10° 59.6+0.2° 382+0.3° 059+0.01°
Cp line 7-5 1.74+0.19° 59.7+0.3° 380%0.2° 0.60 +0.02°
Cp line 15-6 157 £0.12° 58.7+0.5° 39.1+04° 0.61+0.03°

Values are means = SD (with 3 biological replicates). Within each row, different superscripts

indicate significant differences (one way ANOVA) at p <0.01.

Tableb. Saccharification assays of wild type (WT, accession Bd21-3) and Bd5139 cell wall
residues CWR prepared from mature stem samples. Saccharification efficiency is measured
as the weight loss induced by the enzymatic treatment (as percentage of the initial weight)

and by the glucose released from the cell walls.

Line Weight loss % Glucose mg/g?
WT 23.0x15 80.9 £3.1
Bd5139  27.7 £ 1.0** 97.7 £ 2.5**

Values are means £ SD (n=6 with 3 biological replicates, each one analysed as analytical

duplicates). Asterisks indicate significant differences (t-test) compared to the WT value at
**p <0.01.

& expressed as anhydroglucose equivalent.
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Figurelegends

Figure 1: Malle staining of stem cross-sections of Brachypodium WT (Bd21-3)
and Bd5139 lines. Brachypodium Bd21-3 (WT; A) and Bd5139 (B) stem cross-
sections from 40 day-old plants were stained with the Malile reagent that stains in
pink S-lignin units. e: epiderm, if: interfascicular fibers, s: sclerenchyma, vb:

vascular bundle.

Figure 2: Cytological observations of Brachypodium grain. Brachypodium Bd21-
3 (WT) mature grain cross-sections. (A) Unstained sections of a whole grain with
labelled frames indicating the corresponding areas in the subsequent parts of the
figure. (B) Unstained section and (C) section stained with toluidine blue focusing on
the testa area to visualize the two layers of the testa t1 and t2. (D) Unstained section
focusing on one vascular bundle of the grain palea. (E) Section stained with
phloroglucinol-HCI revealing positive staining in the palea epidermis and vascular
bundle. (F, G, H) section stained with Maile reagent revealing positive staining in
the testa outer layer t2, in the palea epidermis and vascular bundle. (J) Section
labelled with KM1 an antibody targeting a lignin B-5 structure and showing a
positive signal in the testa and in the palea epidermis and vascular bundle, to be
compared with (I) the corresponding control without primary antibody. al: aleurone,
e: epiderm, ne: nucellar epidermis, p: pericarp, pal: palea, sc: silica cells, se: storage
endosperm, t: testa, tl: testa inner layer pigmented, t2: testa outer layer not

pigmented but lignified, vb: vascular bundle.

Figure 3: Arabidopsis comt-1 complementation assays using mutated
BdCOMT®6. Stem cross-sections of Arabidopsis thaliana stained using the Maiile
reagent to reveal S lignin units in pink. (A) WT (Col-0) with intense positive staining
in lignified interfascicular fibers, (B) comt-1 mutant depleted in S lignin units
(negative Maiile staining), (C) comt-1 line complemented with the mutated
BACOMT6 gene under the control of the maize ubiquitin promoter (restoration of

positive Maiile staining). Scale bar: 100 um (A,B,C).
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Exploration of ferulic acid biosynthesis pathways in grains and stems
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Résumé

L’acide férulique joue un rble clé dans les parois
cellulaires des Poaceae en permettant la réticulation
des chaines de polysaccharides entre elles et avec les
lignines. La connaissance de sa biosynthése peut
améliorer l'usage des céréales en permettant de
moduler les propriétés mécaniques des parois et leur
digestibilité enzymatique. La plante modéle des
Poaceae, Brachypodium distachyon, a été utilisée pour
explorer les voies de synthése de l'acide férulique. Une
stratégie de génétique inverse a été mise en place afin
d’étudier deux enzymes candidates, la COMT et la
CCoAOMT sélectionnées pour leur capacité a produire
in vitro respectivement [l'acide férulique et le
féruloylCoA. Ces OMT étant codées par des familles
multigéniques, la sélection des genes candidats a été
basée sur des analyses phylogénétiques et
transcriptomiques. Des lignées mutantes ont été
obtenues par mutagenése chimique et identifiées par
TILLING pour le géne BdCOMT6. L’analyse de ces
lignées a montré que BdCOMT6 est une COMT
impliquée dans la synthése des lignines des tiges et des
grains de B. distachyon. Elle ne serait pas impliquée
dans la synthese de I'acide férulique lié¢ aux parois. Des
lignées d’interférence  ARN ciblant cing génes
CCoAOMT appartenant a un clade spécifique des
Poaceae ont été générées. De I'acide férulique lié aux
parois a été détecté dans les tiges des plantes
régénérées. L'analyse des générations suivantes est en
cours pour déterminer la fonction de ces genes. Les
lignines des tiges de B. distachyon ont été étudiées en
détail ces derniéres années, ce travail de doctorat a
permis de caractériser pour la premiére fois les
structures des lignines présentes dans les grains.

Mots clés
Acides hydroxycinnamiques, COMT, CCoAOMT,
lignines, xylanes, paroi cellulaire, Poaceae, céréales

Abstract

Ferulic acid plays a key role in grass cell walls, allowing
the reticulation between chains of polysaccharides and
with lignins. The understanding of its biosynthesis could
improve cereals end-uses in allowing the modulation of
the cell wall mechanical properties and enzymatical
digestibility. The model plant of Poaceae, Brachypodium
distachyon, was used to explore the ferulic acid
biosynthesis pathways. A reverse genetic strategy has
been established to study two candidate enzymes, the
COMT and the CCoAOMT selected for their capacity to
produce in vitro ferulic acid and feruloylCoA
respectively. Since these OMTs are encoded by
multigenic families, a selection of candidate genes has
been performed based on phylogenetic and
transcriptomic analyses. Mutant lines have been
obtained through chemical mutagenesis and identified
by TILLING for the BACOMT6 gene. The analysis of
these lines showed that BACOMT®6 is a COMT involved
in lignin biosynthesis in B. distachyon stems and grains.
However it would not produce the ferulic acid linked to
cell walls. RNA interference lines targeting five
CCoAOMT genes belonging to a Poaceae specific clade
have been generated. Ferulic acid linked to stem cell
walls was detected by preliminary analyses of the
regenerated plants. Complementary analyses of the
next generations are in progress, they will allow to
determine if these CCoAOMT genes have a role in the
biosynthesis of ferulic acid linked to cell wall. Lignins
have been studied in details over the last few years,
only stem lignins were characterized in B. distachyon,
this doctoral work allowed to precisely characterize, and
for the first time, the structure of the grain lignins.

Key Words
Hydroxycinnamic acids, COMT, CCoAOMT, lignins,
xylans, cell wall, Poaceae, cereals



