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iology is the study of complicated
things that give the appearance of
having been designed for a purpose.

Richard Dawkins
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Chapitre 1

1.1. La cuticule des plantes

1.1.1. Une innovation essentielle a la colonisation du
milieu terrestre

L’origine des plantes est trés ancienne, elle remonte au Méso- ou Néoprotérozoique (il
y a entre 700 et 1 500 millions d’années) ou I’ancétre de la « lignée verte » évoluait dans
les océans. Au cours de leur évolution les plantes colonisérent les eaux douces puis la
terre ferme, il y a environ 450 millions d’années, donnant naissance aux plantes ter-
restres (Leliaert etal., 2011). Cet événement évolutif clé pour la vie sur Terre, associé a
la diversification des plantes, a profondément modifié I'environnement terrestre. Ce
nouvel habitat ou les rayons du soleil ne sont plus filtrés par I’eau apporta un atout con-
sidérable aux plantes pour développer leur activité photosynthétique. Néanmoins, les
premiéres plantes terrestres ont di alors faire face a d’importants défis tels que la des-
siccation, les températures extrémes, la gravité, |’exposition aux radiations UV ou encore
I’attaque par de nouveaux micro-organismes pathogenes. Cela a entrainé I’évolution de
nouvelles caractéristiques chez ces plantes, telle que la cuticule. La cuticule est une
couche lipidique hydrophobe translucide, recouvrant les cellules épidermiques des par-
ties aériennes de la plante, leur permettant de retenir I’eau dans des habitats de plus en
plus secs. L’apparition de la cuticule fut donc un trait adaptatif vital pour la terrestriali-
sation et sans doute une des innovations les plus importantes dans |’histoire de |’évolu-
tion des plantes.

1.1.2. Structure et composition

La cuticule est présente chez tous les végétaux mais varie dans sa composition, son
épaisseur (20 nm a 200 um), ou son organisation en fonction des espéces, des organes,
du stade de développement de la plante ou des conditions environnementales. Sur les
feuilles, la cuticule recouvre a la fois la face adaxiale et abaxiale ( ) (Jeffree,
2006).

D’un point de vue structurel, la cuticule est complexe, composée majoritairement de
molécules de cutine liées de maniere covalente, et de lipides de nature variable appelés
cires. Bien qu’elle soit généralement considérée séparément de la paroi cellulaire poly-
saccharidique, ces deux structures sont liées physiquement. La cuticule est souvent or-
ganisée en deux parties : une couche sous-jacente de cutine dans laquelle s’enchevé-
trent des polysaccharides de la paroi appelée en anglais « cuticular layer » et une couche
externe riche en cutine et en cires appelée « cuticle proper » ( ). Les cires
peuvent étre soit intégrées a la matrice de cutine (cires intracuticulaires), soit déposées
a la surface (cires épicuticulaires), sous la forme d’un film ou de cristaux ( ).
Les films de cires épicuticulaires sont par exemple responsables de |’aspect brillant des
feuilles et des fruits tandis que les cristaux de cires causent |’aspect terne des feuilles du
brocoli ou des tiges d’Arabidopsis (Yeats and Rose, 2013). Par ailleurs, la cuticule est gé-
néralement plus épaisse au-dessus des cellules anticlinales (convexes), et s’enfonce pro-
fondément entre les parois des cellules adjacentes ( ).
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Figure 1.1. Structure dela cuticule

(A) Représentation schématique de la cuticule a la surface d'une feuille. Les différentes caractéris-
tiques structurelles de la cuticule sont indiquées. Les cristaux de cires épicuticulaires ne sont pas
toujours présents. (B) Image de microscopie électronique a transmission de la cuticule et de la paroi
de cellules épidermiques d’une tige d'Arabidopsis thaliana. Echelle = 500 nm. (C) Image de micros-
copie électronique a balayage de I'épiderme et de sa cuticule d'une feuille d'Arabidopsis thaliana,
vue en coupe. Echelle = 5 um. (D) Image en microscopie photonique montrant la cuticule d'un fruit
de Tomate au stade vert-mature, coloré au Rouge Sudan et les parois polysaccharidiques colorées au
Bleu Alcian. Echelle = 50 um. (E) Image de microscopie électronique a transmission de |'épiderme
d'un fruit de Tomate a un stade de développement précoce. cut: cuticule; cw: paroi; ep: cellule épi-
dermique. Echelle = 5 um. (A-D : d’apres Yeats and Rose, 2013, E : d'aprés Dominguez et al., 2011)

1.1.2.1. Lacutine

Les monomeres de cutine sont constitués typiquement d’acides gras a longues chaines
contenant 16 ou 18 atomes de carbone (16C ou 18C) hydroxylés (Figure 1.2A). lls sont
liés entre eux par des liaisons esters impliquant la fonction acide d’un monomeére et un
groupement hydroxyle du monomeére voisin, formant ainsi de longues chaines linéaires.
La présence de groupements hydroxyles en milieu de chaine, ainsi que de glycérol ou
d’acides carboxyliques permet également de créer des liaisons entre les monomeres de
cutine et de former un réseau (Figure 1.2B ; Fich etal., 2016). Grace a ces liaisons cova-
lentes, la cutine résiste aux dommages mécaniques et forme |I’ossature de la cuticule.
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Figure 1.2. Composition de la cutine

(A) Monomeéres majeurs présents dans les cutines C16 et C18 (d’aprés Dominguez et al., 2011). (B)
Différents types de liaisons sont possibles au sein de la cutine (d’apres Fich et al., 2016). Trois types
de structures moléculaires sont possibles pour la cutine, en fonction des monoméres impliqués. 1.
Chaine linéaire. 2. Les groupements hydroxyles en milieu de chaine permettent la formation de ré-
seaux. 3. Les diacides (en orange) servent de liaisons de pontage entre les différentes chaines de
cutine et permettent I'incorporation de glycérol (en rouge) dans le polymére.

1.1.2.2. Le cutane

Le cutane est un autre biopolymere lipidique qui est présent dans certaines cuticules
végétales, soit comme une alternative ou en combinaison avec la cutine. Il est composé
de chaines alkyles, principalement liées par des liaisons éther. Les relations entre le cu-
tane et la cutine semblent complexes et restent encore peu documentées de par la dif-
ficulté d’analyse du composé.

1.1.2.3. Les cires

Les cires, quant a elles sont composées d’un mélange complexe de dérivés d'acides gras
saturés a trés longue chafne (VLCFA), contenant 22 a 48 C (Bernard and Joubes, 2013).
Ces composés aliphatiques comprennent des alcanes (C21-C35), des aldéhydes (C24-
C36), des cétones (C21-C35), des alcools primaires (C22-C40) et secondaires (C21-C35),
mais aussi certains métabolites secondaires tels que des triterpénes, des flavonoides et
des stérols ( ; Jetter et al., 2006). Cette diversité importante des cires se carac-
térise au niveau microscopique par une grande diversité de structures cristallines a la
surface des organes ( ).
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Figure 1.3. Les principales classes de cires cuticulaires (d’aprés Yeats and Rose, 2013)
La plupart des classes de cires peuvent contenir une grande variété de longueur de chaine, les com-
posés sont représentées ici comportent une longueur de chaine carbonée moyenne.

Figure 1.4. lllustration de la variété morphologique des cires épicuticulaires en fonction des espéces
(d'apres Jeffree, 2006)

Les images ont été prises en microscopie électronique a effet de champs a basse température. (A)
Surface abaxiale d'une feuille de Quercus pubescens, montrant des cristaux de cires plats. Echelle =1
um. (B) Surface adaxiale d'une jeune feuille de Mahonia aquifolium, montrant des tubes creux de
type 10 nonacosanol. Echelle = 200 nm. (C) Rubans en spirales sur une feuille de Cerinthe major pur-
purascens. Echelle = 200 nm. (D) Une couche dense de tubes de B-dicétones sur une feuille de Hosta
sieboldiana. Echelle = 3 um. (E) Un réseau filamentaire sur la surface abaxiale de Rosa sp. Les fila-
ments semblent avoir une coupe transversale en forme de triangle. Echelle = 1 um. (F) Cires formant
un film a la surface d'un trichome d'une cosse d'un Laurier de Saint-Antoine (Chamerion angustifo-
lium). Echelle =500 nm.



Chapitre 1

Les plantes possedent également d’autres barriéres lipidiques protectrices, telles que la
subérine ou la sporopollénine. La subérine estrelativement similaire a la cutine mais elle
est située au niveau de I’endoderme et de I’exoderme des racines, a |’extérieur des té-
guments de la graine ou encore dans le liege des arbres, tandis que la sporopollénine
recouvre la paroi externe (exine) des grains de pollen (Pollard et al., 2008; Samuels et
al., 2008).

1.1.3. Biosynthésedelacuticule

Un grand nombre de génes codant pour des protéines impliquées dans la biosynthese
ou la régulation de la composition et de la structure de la cuticule ont été identifiés ces
vingt dernieres années.

La biosyntheése de tous les composants de la cuticule commence par la production
d’Acyl-CoA, molécule clé a deux carbones utilisée dans un grand nombre de voies de
biosynthese, produite a partir du citrate, de I’oxydation des acides gras ou bien du pyru-
vate. Le complexe de synthése des acide gras ou FAS, situé dans le stroma des plastes
(Ohlrogge and Browse, 1995), produit les acides gras C16 et C18 en faisant subira I’Acyl-
CoA une succession de cycles permettant I’ajout de 2 atomes de carbone a chaque fois.
Chaque cycle comprend quatre réactions: condensation, réduction, déshydratation et
réduction. Chaque réaction utilise un groupement Acyl-Carrier-Protein (ACP) comme co-
facteur, ce qui résulte en la production de molécules C16-ACP et C18-ACP qui sont en-
suite hydrolysées par les acyl-ACP-thioestherases A ou B (FATA ou FATB) qui libérent un
acide gras et un ACP. Ces acides gras C16 et C18 libres sont ensuite activés en acyl-CoA
thioesters gras par des enzymes appelées Long-Chain acyl CoA Synthetase (LACS) et fi-
nalement exportés en dehors des plastes et transférés vers le réticulum endoplasmique
(RE) (Harwood, 2005) ou ils vont subir une série de modifications afin de devenir des
composants finaux de la cutine ou des cires ( ).

1.1.3.1. Biosyntheése de lacutine

Dans la voie de biosynthése de la cutine, les acides gras importés des chloroplastes su-
bissent dans le RE une série de modifications qui vont permettre de produire des esters
d’acides gras-glycérol oxygénés appelés monoacylglycérols. Bien que |’ordre exactde ces
réactions reste incertain, des travaux suggéerent que les acides gras sont d’abord activés
par conjugaison avec un CoA, puis hydroxylés avant le transfert du groupement acyl sur
un glycérol (Li-Beisson et al., 2009).
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Figure 1.5. Voies de biosynthése dela cuticule (adapté de Yeats and Rose, 2013)
Les enzymes sont représentées en vert, les composés cuticulaires en gris. Détails dans le texte.

Chez Arabidopsis, la cutine des feuilles et des tiges est riche en acides gras dicarboxy-
liques (DCA) tandis que celle des fleurs est composée majoritairement de polyhydroxya-
cides, suggérant que la composition des cutines varie entre les différents organes d’une
méme espece de plantes (Bonaventure et al., 2004; Franke et al., 2005; Delude et al.,
2016).

Les acyltransferases qui synthétisent I’acyl-CoA sont codées par les genes de la famille
LACS, qui compte neuf membres chez Arabidopsis, et ce sont les protéines LACS1 et
LACS2 qui semblent étre responsables de la biosynthése des monomeéres de cutine C16
(LG etal., 2009; Schnurr et al., 2004) ( ).

L’hydroxylation du carbone terminal et/ou des carbones centraux des acides gras est
réalisée respectivement par les sous-familles CYP86 et CYP77 de la famille des cyto-
chromes P450. La caractérisation des mutants /cret attl a montré que LCR (CYP86AS8) et
ATT1 (CYP86A2) sont les deux cytochromes P450 majeurs impliqués dans |’hydroxylation
des monomeéres de cutine dans les feuilles et les tiges d’Arabidopsis (Wellesen et al.,
2001; Xiao et al., 2004). Le mécanisme responsable de la conversion en DCA reste incer-
tain mais |’oxydoreducatase HOTHEAD (HTH) pourrait étre impliquée, bien que son ex-
pression ne soit pas spécifique de I’épiderme (Krolikowski et al., 2003; Kurdyukov, Faust,
Trenkamp, et al., 2006).
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De plus, il a été montré qu’une enzyme supplémentaire, une glycerol-3-phosphate acyl-
transferase (GPAT) est requise pour transférer le groupement acyl sur un glycérol. Chez
Arabidopsis les enzymes GPAT4 et GPAT8 agissent dans les feuilles et les tiges tandis que
GPAT6 agit dans les fleurs (Li et al., 2007; Li-Beisson et al., 2009).

Tres récemment, une époxyde hydrolase d’Arabidopsis appelée EH1 a été identifiée
comme un nouveau membre de la voie de biosynthése de la cutine (Pineau et al., 2017).
Cette enzyme convertit les époxydes des acides gras a 18 C en glycol et participe donc a
la formation des monomeres de cutine.

1.1.3.2. Biosynthése des cires

1.1.3.2.1. Les complexes FAE

Dans le réticulum endoplasmique, la chalne acyl des C16 et C18 est estérifiée puis les
C16-CoA et C18-CoA deviennent des substrats pour les complexes d’élongation des
acides gras (FAE) ( ). Ces complexes de quatre enzymes catalysent |’ajout de 2C
dérivés du malonyl-CoA a I’acyl-CoA en un cycle de quatre étapes qui est décrit dans la

. Apres une succession de cycles, les acides gras comportent alors 20 a 36C et
sont appelés acides gras a trés longue chaine (VLCFA).

Malonyl-CoA

Acyl-CoA R-C-S- N
R-CH, CONDENSATION | KCS
Acyl-CoA n+2 CoASH CER6
NADP- FIDDLEHEAD

ECR REDUCTION “_'A Kes
CER10 /NADPH H* /
( (0]
1l
enoyl-CoA R-CH=CH-C-S-CoA FATTY Acip ELonGase R-C-CH B-keto acyl-CoA
/ NADPH,H*
HCD DESHYDRATATION _,.,-/ REDUCTION KCR
PAS2 NADP- KCR1
OH
R- C CH

B-hydroxyacyl-CoA

Figure 1.6. Le complexe d’élongation des acides gras (FAE) (adapté de Bernard and Joubeés, 2013)
Le complexe d’élongation des acides gras catalyse la synthése des VLCFA par des cycles répétés qui
ajoutent deux carbones a la chaine acyl initiale. La premiéere étape du cycle d’élongation est la con-
densation de deux carbones du malonyl-CoA vers la chaine acyl-CoA, qui est catalysée par une -
ketoacyl-CoA synthase (KCS). Le B-ketoacyl-CoA formé est ensuite réduit par une B-ketoacyl-CoA re-
ductase (KCR) pour donner un B-hydroxy acyl-CoA qui est alors déshydraté par une B-hydroxy acyl-
CoA déshydratase (HCD). Enfin, une enoyl-CoA reductase (ECR) permet d’obtenir I'acyl- CoA n+2 par
une nouvelle réduction.
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Il existe enréalité différents complexes FAE, composés de membres différents des quatre
familles d’enzymes citées précédemment. Des études ou |'activité élongase des cellules
a été bloquée ont suggéré que ces différents complexes FAE pourraient fonctionner en
série ou en paralléle pour produire la grande diversité de longueur de chaine retrouvée
dans les VLCFA (von Wettstein-Knowles, 1982). Chez Arabidopsis, les enzymes KCR, HCD
et ECR impliquées sont tres généralement KCR1, PAS2 et CER10, respectivement. En re-
vanche, le génome d’Arabidopsis compte vingt-et-un génes KCS putatifs. Six d’entre eux
(KCS1, KCS2, KCS10/FDH, KCS13/HIC, KCS20 et KCS6/CER6) ont été caractérisés, et leur
réle potentiel dans la synthése des précurseurs de cuticule a été proposé (Millar et al.,
1999; Todd et al., 1999; Yephremov et al., 1999; Pruitt et al., 2000). Parmi eux, seul CER6
semble spécifique a la synthese des cires. En effet, chez le mutant cer6, |'accumulation
des cires de la tige est pratiguement supprimée (Millaretal., 1999; Hooker et al., 2002).

1.1.3.2.2. Lavoie des alcools etla voie des alcanes

Les VLCFA-acyl-CoAs peuvent ensuite étre transformés en VLCFA libres ou servir de subs-
trat a deux voies distinctes, la voie des alcools ou la voie des alcanes, afin de produire les
diverses cires finales composant la cuticule ( ).

La voie des alcanes est responsable de la synthése de plus de 80% des cires totales de la
rosette d’A. thaliana (Bernard and Joubes, 2013). Les VLCFA sont d’abord probablement
réduits en aldéhydes intermédiaires puis convertis en alcanes, qui comportent un car-
bone de moins. Des études ont montré que CER1 et CER3 forment un complexe enzy-
matique permettant la conversion de VLC acyl-CoAs en VLC alcanes (Bernard et al.,
2012). Dans les feuilles d’Arabidopsis les alcanes sont les produits finaux de la voie des
alcanes tandis que dans les tiges ces molécules peuvent par la suite étre modifiées en
alcools secondaires et en kétones. Ces deux réactions d’oxydation sont réalisées par une
hydrolase, Midchain Alkane Hydrolasel (MAH1/CYP96A15), appartenant a la famille des
cytochromes P450 (Greer et al., 2007).

La voie des alcools primaires est responsable de la synthése d’environ 20% des cires cu-
ticulaires. Dans cette voie les VLCFA-CoA sont réduits en alcools primaires par|’action de
CER4, une Alcohol-Forming Fatty Acyl-CoA Reductase (FAR), puis WSD1, une enzyme de
synthese des cires WS (Wax Synthases), estérifie les alcools primaires en esters d’alcools
(Rowland et al., 2006; Li et al., 2008). Cette derniere enzyme utilise également comme
substrat des acyl-CoA en C16, et par ailleurs la majorité des esters d’Arabidopsis com-
portent 16 carbones, signifiant que cette solution est prédominante pour la formation
des esters d’alcools chez cette plante.

1.1.3.2.3. Transportdes cires et des monomeres de cutine

Apres leur synthése dans le RE, les précurseurs cuticulaires hydrophobes sont transpor-
tés a travers le cytoplasme hydrophile puis exportés a travers la membrane plasmique
vers |’extérieur des cellules épidermiques ( ). Plusieurs mécanismes ont été pro-
posés pour le transport a travers le cytoplasme et I’étude de mutants affectés dans le
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trafic vésiculaire et le systéeme de sécrétion de protéines suggere que ce transport im-
plique une voie vésiculaire et/ou une voie sécrétoire utilisant I’appareil de Golgi (McFar-
lane et al., 2014).

Une fois que les composants de la cuticule ont atteint la membrane plasmique, leur ex-
portation vers la matrice extracellulaire est prise en charge par des protéines transmem-
branaires comme les ATP binding cassette (ABC) transporteurs. Chez Arabidopsis,
CER5/ABCG12 et ABCG11 forment un hétérodimere jouant un role dans |’export des cires
(Pighin et al., 2004; Bird et al., 2007; Panikashvili et al., 2007) tandis qu’ABCG11 peut
également former un homodimere ou un hétérodimere avec une autre protéine incon-
nue pour le transport des monomeéres de cutine (McFarlane et al., 2010). Plus récem-
ment, un autre transporteur de type ABC a été identifié chez Arabidopsis comme essen-
tiel a la formation de la cuticule, il s’agit de PEC1/ABCG32 (Fabre etal., 2016).

Enfin, des protéines de la famille des Lipid Transfer Protein (LTP) permettent I’exporta-
tion des composants des cires vers la matrice extracellulaire. Plus particulierement, les
LTPG (Glycosylphosphatidylinositol (GPI)-Anchored Lipid Transfer Protein) sont des pro-
téines possédant une cavité hydrophobe et une ancre GPI qui les lie a la membrane plas-
mique. Par exemple, LTPG1 et LTPG2 ont un réle dans la formation de la cuticule (Debono
et al., 2009; Kim et al., 2012). A ce jour il n’a pas pu &tre démontré que les LTP seraient
capables de se détacher de leur ancre GPI, ce qui permettrait de libérer la protéine po-
tentiellement chargée d’un lipide. Par conséquent, le r6le de ces protéines dans le trans-
port des lipides a travers la paroi pecto-cellulosique de la cellule reste toujours hypothé-
tique (Bernard and Joubes, 2013). C’'est pourquoi il a été proposé que des LTPs apoplas-
tiques pourraient jouer ce role bien que des preuves génétiques ou biochimiques man-
qguent a ce jour. Un autre mécanisme a prendre en considération est la diffusion passive
a travers la paroi des composés lipidiques vers la cuticule nécessitant une plus faible
quantité d’énergie (Fich et al., 2016).

La derniére étape de la synthése de la cutine estla transformation des monomeres en
polymeres. Ce mécanisme reste largement méconnu méme si une cutine synthase ex-
tracellulaire de tomate (GDSL1/CD1) a été identifiée (Girard et al., 2012; Yeats et al.,
2012). Cette enzyme semble catalyser in planta |'estérification des monomeres au ni-
veau des chafnes centrales de 2-monoacylglycerol (Yeats etal., 2014). De maniere cohé-
rente, la quantité de cutine polymérisée est plus faible chez le mutant cd1 comparée a
des plantes sauvages. Un orthologue de CD1 chez Arabidopsis nommé CUTINE SYN-
THASE 1 (CUS1)/LI-TOLERANT LIPASE 1 (LTL1) catalyse la polymérisation de la cutine in
vitro et le mutant cus1/Itl1 présente les caractéristiques typiques des mutants déficients
en cutine (Shi et al., 2011). Récemment, I’homologue de CUS1/LTL1, nommé CUS2 a été
montré comme requis pour la formation des crétes cuticulaires a la surface des pétales
d’Arabidopsis (Hong etal., 2017).

D’autres genes semblent jouer un role dans la formation de la cuticule mais les fonctions
biochimiques précises des protéines restent encore a déterminer afin de les placer dans
une partie spécifique de la voie de biosynthése. C’est le cas de BODYGUARD (BDG), qui
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code pour une protéine a/B-hydrolase localisée dans la partie externe de la paroi cellu-
laire, et dont le mutant perte de fonction d’Arabidopsis a été examiné. Une premiére
étude a révélé que les plantes bdg présentaient une cuticule désorganisée au niveau
microscopique, une plus grande perméabilité, mais paradoxalement une plus grande
quantité de cutine et de cires (Kurdyukov, Faust, Nawrath, et al., 2006). Une seconde
étude, plus récente, a montré que deux autres mutants alléliques de bdg (bdgé6 et bdg7)
présentaient une diminution d’environ 60% de la quantité de cutine, dans les jeunes
feuilles et les fleurs (Jakobson et al., 2016). Cependant, la quantité de cutine dans les
feuilles de ces mutants augmente au cours de leur développement, jusqu’a dépasser
légerement celle du sauvage chez les plantes adultes, confirmant ainsi les résultats de la
premiéere étude. Ces données démontrent que BDG participe a la synthese de la cutine,
et suggerent qu’il pourrait agir dans les jeunes feuilles en expansion, puis d’autres pro-
téines, partiellement ou totalement redondantes avec BDG, pourraient étre produites
dans les stades plus tardifs du développement foliaire afin de compenser la perte de BDG
chez les mutants bdg. De plus, la surexpression de BDG provoque une augmentation de
certains monomeres de cutine et notamment une augmentation des taux de mono-
meres en C18 dans les feuilles. Les auteurs ont donc proposé un role de BDG dans la
synthese ou l'incorporation des monomeéres en C18 insaturés (Jakobson et al., 2016).
Cependant, BDG pourrait aussi agiren tant que transacylase, comme cela a été montré
pour d’autres protéines /B hydrolase (Lenfant et al., 2013) et ainsi agir surla polyméri-
sation des monomeres de cutine en C18.

1.1.4. Régulation delabiosynthése dela cuticule

Différentes études ont montré qu’un grand nombre de facteurs de transcription (FT) sont
impliqués dans la régulation de la biosynthese et |’accumulation des composants de la
cuticule. La plupart de ces FT appartiennent a I’une de ces trois familles: les facteurs de
réponse a I’éthyléne (ERF), les FT myeloblastosis (MYB) et les homeodomain-leucine zip-
per class IV (HD-Zip IV). La surexpression de ces FT méne a des changements dans |’ac-
cumulation et/ou la composition de la cuticule, et souvent a une plus grande tolérance
aux stress chez diverses plantes transgéniques. Cependant, malgré les effets positifs sur
la protection des plantes, |’expression ectopique de certains FT a également un effet né-
gatif surla croissance et le rendement (Aharoni et al., 2004; Zhang et al., 2007).

Le premier FT a avoir été identifié comme jouant un réle dans la régulation de la biosyn-
these de la cuticule est WAX INDUCER1/SHINE1 (WIN1/SHN1). Chez Arabidopsis,
WIN1/SHN1 fait partie d’'une sous-famille de trois membres appartenant a la famille des
APETALA2/ethylene-responsive factors (AP2/ERF), qui est caractérisée par la présence
d’'un domaine de liaisona I’ADN de type AP2. La surexpression de WIN1/SHN1 produit
des plantes aux feuilles plus brillantes, accumulant plus de cires épicuticulaires, mais
également plus de cutine, ce qui permet a ces plantes d’étre plus résistantes a la séche-
resse (Aharoni et al., 2004). Cependant, I'inactivation des trois génes de la sous-famille
cause une diminution de la quantité de cutine mais pas d’altération de la quantité des
cires (Shi et al., 2011). Il a également été démontré que ces FT activent directement les
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promoteurs de divers génes de la voie de biosynthése de cutine, renforcant leur réle
primordial dans la régulation de la cutine et ayant aussi un effet en aval sur les cires (Shi
etal., 2011).

D’autres FT de la famille AP2/ERF jouent un role dans la régulation de la cuticule. C’est
le cas par exemple de WXP1 et WXP2 qui, une fois surexprimés chez Medicago trunca-
tula, induisent une production de cires plus importante, ainsi qu’une augmentation de
la tolérance a la sécheresse (Zhang et al., 2005; Zhang et al., 2007). La quantité de n-
alcanes est plus importante chez les lignées surexprimant WXP1 ou WXP2 par rapport
aux plantes sauvages mais la quantité d’alcools primaires augmente chez les plantes su-
rexprimant WXP1 tandis qu’elle diminue chez les lignées surexprimant WXP2. D’autres
différences sont également notables entre les deux genes: les plantes surexprimant
WXP1, ol la perméabilité de la cuticule n’est pas affectée, sont plus tolérantes au froid,
tandis que les plantes surexprimant WXP2, avec une perméabilité de la cuticule dimi-
nuée, y sont plus sensibles.

Deux FT de type MYB, MYB106 et MYB16 ont été identifiés comme régulateurs de la
biosynthése de cutine et fonctionnant de maniére similaire a WIN1/SHN1. Ces deux FT
activent de maniére directe I’expression de WIN1/SHN1 mais également d’autres géne
impliqués dans la biosynthése de cuticule (Oshima et al., 2013).

MYB96 est un FT induit par I’ABA qui confére une tolérance ala sécheresse chez Arabi-
dopsis, en partie grace a une induction de la production de cires. Ce FT active un grand
nombre de genes de la voie de biosynthése des cires, en particulier ceux codant pour les
enzymes responsables de la production de VLCFA (Seo et al., 2011). La liaison directe de
MYB96 aux promoteurs de nombreux génes de la voie de biosynthése des cires a pu par
ailleurs étre détectée (voir section 1.5.2 “La sous-famille MYB-R2R2 S1”). Récemment, il
a été démontré que MYB96 et MYB94 ont un effetadditif sur la biosynthese de cires (Lee
et al., 2016). En effet, I’expression de MYB94 complémente le phénotype du mutant
myb96 a la fois en conditions controles et de sécheresse, et le phénotype du double
mutant myb94myb96 est plus marqué que celui des mutants simples, au niveau de la
diminution de cires et de la diminution d’expression des genes de biosynthése des cires.
Enfin, les deux FT partagent les mémes genes cibles et interagissent avec les mémes ré-
gions des promoteurs de ceux-ci (Lee et al., 2016).

A I'inverse de MYB96 et MYB94, MYB41 régule négativement la biosynthése de cutine
en réponse a la sécheresse. MYB41 est induit en réponse a I’ABA, la sécheresse et le
stress osmotique. Des données montrent que MYB41 interagit avec et est phosphorylé
par la protéine MAP kinase MPK6, ce qui a pour conséquence d’améliorer sa liaison a
I’ADN (Cominelli et al., 2008; Hoang et al., 2012).

Enfin, le FT MYB30, sujet central de cette étude, est induit durant l’infection par des
agents pathogenes, et capable d’activer I’expression de 13 genes reliés a la synthése de
la cuticule, dont plusieurs génes du complexe FAE (Raffaele et al., 2008). Il a été démon-
tré que la surexpression de MYB30 provoque une accumulation importante de VLCFA et
une altération mineure de la composition en cires. Cependant, aucune différence dans
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I’épaisseur de la cuticule ni dans I’aspect des cellules épidermiques n’a pu étre observée
chez les plantes adultes dérégulées pour I’expression de MYB30, tout comme d’autres
phénotypes classiques de mutants cuticulaires tels que la fusion d’organes, la diminution
de la fertilité, ou encore la diffusion de chlorophylle dans |I’éthanol. Le réle de MYB30
dans la réponse immunitaire est décrit plus en détail dans la section 1.5.4.

Ayant décrit ces généralités sur la cuticule et sa biosynthése chez les plantes, dans la
prochaine section nous allons nous intéresser a une cuticule particuliére: la cuticule em-
bryonnaire. Mais avant cela, il est nécessaire de rappeler quels sont les événements qui
se déroulent lors du développement de la graine et en particulier de I'embryon, afin
d’avoir une vue globale du contexte dans lequel cette cuticule est mise en place.

1.2. La cuticule embryonnaire

1.2.1. Le développementdelagraine d’Arabidopsis

La graine est la structure qui contient et protége |’embryon végétal, et assure la dissémi-
nation de I'espece. La graine est formée de trois tissus d’origines différentes: I’embryon
et I'albumen sont issus de la double-fécondation, tandis que les téguments, qui entou-
rent les deux premiers tissus, sont d’origine maternelle.

1.2.1.1. Ladouble fécondation

Chez les Angiospermes, la reproduction se fait par le mécanisme de double fécondation
entre un grain de pollen contenant deux noyaux spermatiques haploides (n) et I'ovule,
ce qui donnera naissance a deux zygotes a I'origine de la graine. L’une des cellules sper-
matiques du grain de pollen féconde la cellule ceuf (n), ce qui donne I’embryon diploide
(2n). L’autre fusionne avec les deux noyaux polaires de la cellule centrale, formant un
tissu triploide (3n) appelé albumen qui servira a nourrir I’embryon (Russell, 1993).

1.2.1.2. L’embryogéneése

Suite a la double-fécondation, la cellule unique du zygote suit un schéma de divisions
asymétriques et de différenciations cellulaires afin de former I’embryon mature.

Apres fécondation, le zygote s’allonge avantde se diviser asymétriqguement, formant une
petite cellule apicale, et une plus grande cellule basale (Zhang and Laux, 2011) (

). La cellule basale se divisera ensuite de maniére symétrique, formant le suspenseur,
une structure attachant I’embryon aux tissus maternels qui I’entoure. Le suspenseur est
ensuite éliminé un peu plus tard dans le développement via un processus de mort cellu-
laire programmée encore mal compris (Ingram, 2017).
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Figure 1.7. Développement embryonnaire précoce d’Arabidopsis (d’aprés Hove et al., 2015)
Schéma de coupes longitudinales d’un embryon d’Arabidopsis en développement. Les stades de dé-
veloppement de I’embryon sont indiqués dans la ligne du haut. Les cellules sont colorées selon leur
lignée, comme indiqué dans la Iégende. cell: cellule(s); CQ: centre quiescent.

La cellule apicale quant a elle va tout d’abord se diviser symétriquement, établissant un
axe apico-basal en formant un étage supérieur et un étage inférieur au stade octant. Le
passage du stade octant au stade dermatogéne nécessite un changement de plan de
division (les cellules se divisent pratiquement en diagonale) ce qui résulte dans |’établis-
sement d’un autre axe, I’axe radial. Les cellules situées le plus al’extérieur sont appelées
cellules protodermales, et vont subir plusieurs divisions symétriques afin de former les
tissus épidermiques. Lors de la transition vers le stade globulaire précoce, les premiers
tissus internes sont établis. A la suite d’une série de divisions asymétriques, les cellules
internes forment les précurseurs des tissus vasculaires et du parenchyme. Toujours a ce
stade, la cellule la plus apicale du suspenseur, appelée hypophyse, est incorporée a |’em-
bryon et donnera plus tard une partie de I’apex racinaire. Les étapes qui suivent le stade
globulaire tardif peuvent étre considérées comme les plus importantes pour le dévelop-
pement de I’embryon. Durant la transition du stade globulaire précoce au stade globu-
laire tardif, I’hypophyse se divise asymétriquement pour former une petite cellule api-
cale et une plus grande cellule basale. La premiére deviendra le centre quiescent, et la
seconde la columelle, tous deux faisant partie du méristéme apicale racinaire (Hove et
al., 2015).

Dans les stades suivants, les cellules continuent de se diviser et de se différencier, ac-
compagnées par la mise en place du méristéme apical et du méristéme racinaire. L’ini-
tiation des cotylédons au stade triangulaire provient d’une croissance localisée située a
deux poles opposés de la région apicale. Lorsque I’embryon est au stade coeur, les or-
ganes majeurs de la plantule ainsi que les différents tissus sont ébauchés : hypocotyle,
cotylédons, radicule, mais également les tissus provasculaires, le protoderme et le cor-
tex. Passé le stade coeur, le méristeme apical caulinaire est mis en place. Aprés la forme
coeur, il deviendra torpille, puis cotylédons courbés, et enfin embryon mature (

).
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Figure 1.8. Embryogenése d’Arabidopsis (d’aprés West and Harada, 1993)

Images en microscopie photonique a contraste interférentiel d’embryons d’Arabidopsis thaliana en
développement. (A) Zygote. a : cellule apicale ; b : cellule basale. (B) Stade deux ou quatre cellules.
(C) Stade octant. (D) Stade globulaire précoce. p : protoderme. (E) Stade transition. h : hypophyse ;s
:suspenseur. (F) Stade coeur précoce. ax: axe; c: cotylédons. (G) Stade cceur tardif. (H) Stade torpille.
ra : apex racinaire ; sa : apex caulinaire. () Stade cotylédons courbés. (J) Stade embryon mature.
Echelles : A3 E=25um, FalJ =50 um.

1.2.1.3. Le développement de I’albumen

Dans la plupart des plantes a fleurs I'albumen fournit des nutriments a I’embryon, assu-
rant ainsi son développement et, dans certains cas, sa germination. Par ailleurs, des
études suggerent qu’il aurait aussi pour role de réguler la formation de la surface de
I’embryon et sa croissance (Ingram, 2010 ; et voir section 1.2.2.2.) L’albumen peut avoir
une existence éphémere, comme c’est le cas chez de nombreuses espéeces dont Arabi-
dopsis thaliana, ou il est consumé par le développement de I’embryon, ou il peut étre
une structure persistante de la graine, comme chez les céréales. En effet, |’albumen des
céréales est la source la plus importante de calories alimentaires et de matiére premiére
pour la fabrication de nombreux produits alimentaires ou de biofuel a travers le monde.
Apres la double fécondation, le génome de I’albumen a un ratio 2:1 d’origine mater-
nelle/paternelle a I'inverse du ratio 1:1 de I’embryon (voir section 1.2.1.1.). Chez la plu-
part des plantes a fleurs, le développement de I’albumen est divisé en deux phases prin-
cipales: une phase syncytiale, puis une phase cellularisée qui sont décrites plus en dé-
tails dans la Figure 1.9,
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Figure 1.9. Principales étapes du développement de I’albumen d’Arabidopsis (d’aprés Berger, 2003)
La double fécondation du sac embryonnaire parles gamétes males donne naissance a deux zygotes:
un zygote principal issu de la fécondation de I’cospheére (Z) et un zygote accessoire, I’albumen, déri-
vant de la fécondation de la cellule centrale diploide (EZ). Le développement de I’albumen est divisé
en deux phases, tout d’abord une phase syncytiale, puis une phase cellularisée. Les stades du déve-
loppement sont définis par une succession de mitoses pseudo-synchrones. Trois domaines mito-
tigues sont définis depuis le pble antérieur (A) jusqu’au pole postérieur (P). Ces domaines sont appe-
Iés albumen micropylaire (jaune), albumen périphérique (orange) et albumen chalazal(rose). Le hui-
tiéme cycle mitotique est suivi par une cellularisation de I’albumen périphérique syncytial. S : syner-
gides.

L’albumen entre ensuite dans un processus de maturation, accumulant des molécules
de stockages comme des protéines, des lipides, et de I’amidon afin de subvenir aux be-
soins de I’embryon pendant son développement. Enfin, I’embryon continue sa crois-
sance et remplit la cavité au détriment de I’albumen, au point qu’il ne reste plus qu’une
seule couche cellulaire d’albumen au stade mature chez Arabidopsis.

1.2.1.4. Le développement des téguments

Les téguments (ou testa) constituent la couche la plus externe de la graine et ont un role
protecteur pour I’embryon face aux conditions extérieures, mais ils transmettent égale-
ment les signaux environnementaux vers l’intérieur de la graine afin que celle-ci ajuste
son métabolisme (Radchuk and Borisjuk, 2014).

Dérivant directement des téguments de |’ovules, les téguments de la graine sont d’ori-
gine maternelle, et comportent cing assises cellulaires: les téguments externes sont
constitués de deux couches cellulaires alors que les tégumentsinternes en comptent
trois ( ). Les cellules des téguments subissent une croissance tres rapide dans
les premiers jours aprés la fécondation, a travers des phénomenes de division et d’ex-
pansion cellulaire (Haughn and Chaudhury, 2005). Les cellules de la couche la plus in-
terne (I'endothélium, ) synthétisent des proanthocyanidines (PA), des poly-
meres de flavonols aussi appelés tanins condensés et qui donnent sa couleur brune ala
graine. De maniére intéressante, la paroi des cellules de I’endothélium faisant face a I’al-
bumen semble bordée par une structure riche en composés lipidiques, ressemblant a
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une cuticule (Beeckman et al., 2000). Les deux couches des téguments externes accu-
mulent ensuite temporairement des amyloplastes, servant au stockage de I’amidon. La
couche la plus interne des deux ( , tel) produit également une paroi plus
épaissesurla faceinterne de ses cellules, tandis que la couche épidermique ( ,
te2) synthétise et sécréte une grande quantité de mucilage (un complexe essentielle-
ment pectique) dans I’apoplaste (Haughn and Chaudhury, 2005). Au cours de la sécrétion
du mucilage, la vacuole des cellules épidermiques se contracte, laissant apparaitre une
colonne de cytoplasme au centre de la cellule entourée d’un espace apoplastique rempli
de mucilage. Apres la synthése du mucilage, une paroi secondaire est déposée qui vient
compléter I'espace occupé par la colonne cytoplasmique, formant la columelle. Enfin,
durant les derniers stades de développement de la graine, les cellules de toutes les
couches des téguments meurent. La structure des cellules épidermiques est conservée
par le mucilage et la columelle, et les assises cellulaires restantes sont compactées en-
sembles (Haughn and Chaudhury, 2005).
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Figure 1.10. Structure des téguments de la graine d’ Arabidopsis thaliana (d’aprés Debeaujon etal,

2003)
(A) Coupe longitudinale colorée au Bleu de Toluidine d’une graine au stade coeur de développement

embryonnaire. Les fleches indiquent la limite de la couche til’. Echelle = 65um. (B) Schéma d’anato-
mie de la graine. Les couches des téguments sont nommées d’apres Beeckman et al. (2000). L’endo-
thélium correspond a la couche til. AP : albumen périphérique ; C : chalaze; cd : chalaze distale ; cp
: chalaze proximale ; EM : embryon ; F : funicule ; FC : faisceau conducteur ; M : micropyle ; N : nodule
; nu :nucelle ; S :suspenseur ; te: tégument externe; ti: tégumentinterne ; VAC : vésicule de |’albu-

men chalazal; VC : vacuole centrale.

1.2.1.5. Maturation et dessiccationdela graine

Au cours de la maturation de la graine, I’embryon et I'albumen synthétisent trois types
de réserves: des sucres, des lipides et des protéines. Chez Arabidopsis, ou |’albumen
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n’est pas persistant, elles sont majoritairement stockées dans les cotylédons, alors que
les céréales en emmagasinent la plus grande partie dans I’albumen (Baud etal., 2002).

Apres la période d’accumulation des réserves, la graine entre dans la derniere étape de
maturation, appelée dessiccation. Cette étape est associée a une perte en eau impor-
tante (la graine d’Arabidopsis perd par exemple environ 90% de sa teneur en eau) et
rend la graine séche en prévision de la période quiescente. L’expression des genes et le
métabolisme de la graine restent cependant actifs pendant cette phase (environ 30% du
génome d’A. thaliana est reprogrammé) notamment afin de produire des protéines de
la famille maturation (MAT), associées a la maturation, mais aussi des protéines de la
famille des Late Embryogenesis Abundant (LEA), et des protéines Hsp (Heat-Shock Pro-
teins), associées a la quiescence et a la tolérance a la dessiccation (Angelovici et al.,
2010).

Cette étape construit donc des mécanismes de protection afin que la graine survive a la
déshydratation et a la quiescence et prépare la graine a la germination.

1.2.1.6. Dormance et germination de la graine

Le controle de la germination des graines, a la fois de maniere temporelle et spatiale, est
crucial pour la survie et la prolifération des plantes. Les plantes ont donc évolué de ma-
niére a ce qu’a la fin de leur développement les graines entrent en dormance, une sup-
pression temporaire de la germination sous des conditions favorables. Aprés un certain
temps cette inhibition de la germination est levée. La régulation hormonale de la dor-
mance est un mécanisme trés conservé chez les plantes a graine. En effet, |’induction et
le maintien de la dormance par I’acide abscissique (ABA) et |a levée de la dormance par
les gibbérellines (GA) et I’éthyléne sont observées chez de nombreuses espéces (No-
nogaki, 2014; Corbineau et al., 2014).

Une fois la dormance levée, la germination de la graine commence par |'imbibition, pro-
cessus passif qui permet a la graine d’absorber I’eau qui I’entoure. Le premier signe vi-
sible de la germination correspond a la croissance de la radicule qui sort par le micropyle.
Les molécules nutritives de la plante, en particulier celles stockées dans les cotylédons,
sont dégradées pour apporter de |’énergie pour la croissance des racines. Peu de temps
apres le début de la croissance de la racine, la tigelle commence a se développer et la
plantule compléte estainsi formée.

1.2.2. La mise en placedelacuticuleembryonnaire

1.2.2.1. Une cuticuleunique

Bien que I’'on sache qu’au cours de I'embryogenése les cotylédons se recouvrent d’une
couche cuticulaire (Sterk et al., 1991), la biogenése de la cuticule embryonnaire reste
tres mal connue.

L’épiderme de la plante est formé tres tot dans le développement, au stade dermato-
géne de I'’embryon, ou 8 cellules les plus externes forment le protoderme (voir section

21



Chapitre 1

1.2.1.2.). Cependant, des marqueurs de I’identité épidermique, incluant le géne ATML1,
sont exprimés dés le stade embryonnaire deux cellules suggérant que |’épiderme ou du
moins le protoderme pourrait étre un état par défaut, en tout cas chez I’embryon. Ce-
pendant, des données transcriptomiques in silico générées a partir de tissus de graines
d’Arabidopsis capturés par microdissection laser suivi d’une analyse microarray (Le et
al., 2010) montrent que de nombreux composants clés de la voie de biosynthese de la
cuticule, dont LACS2, FDH, et BDG1, sont déja fortement exprimés chez I’embryon pré-
globulaire, suggérant que la biogenese et le dépot de la cuticule sont certainement ini-
tiés trés tét durant le développement embryonnaire.

La cuticule embryonnaire est unique, car tout comme |’épiderme embryonnaire, elle est
synthétisée de novo, contrairement aux cellules épidermiques de la plante a un stade
plus avancé, qui résultent d’une division de cellules déja existantes et sont donc “pré-
équipées” d’une couche cuticulaire (Javelle et al., 2011). De plus, la cuticule embryon-
naire n’est pas en contact avec I’air ou une autre surface cuticularisée. En effet, il n'y a
aucune preuve dans la littérature ni de données de microscopie électronique (Delude et
al., 2016); V. Duplan, données non publiées) qui montre que I’albumen produise une
cuticule a sa jonction avec I’embryon. La cuticule embryonnaire émerge donc dans un
contexte tres particulier, et il est tentant d’imaginer qu’il existe des mécanismes molé-
culaires et cellulaires spécifiques qui permettent la mise en place correcte de la cuticule
embryonnaire et par conséquent la séparation efficace entre I’embryon et I’albumen qui
I’entoure.

1.2.2.2. Lavoie ECF (Embryo Cuticle Functionality)

Des travaux récents ont mis en évidence chez Arabidopsis une voie de signalisation spé-
cifique alagraine, qui implique a la fois des acteurs moléculaires de I’embryon mais aussi
de I'albumen, et qui est nécessaire pour la formation d’une cuticule embryonnaire fonc-
tionnelle et pour la séparation physique entre embryon et albumen. Cette voie est ap-
pelée voie ECF, pour “Embryo Cuticle Functionality”. Les cing composants clés de cette
voie identifiés a ce jour sont montrés dans la
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Figure 1.11. Controle transcriptionnel de la biosynthése de la cuticule durant le développement
(adaptéde Deludeet al., 2016)

Les facteursde transcription ZOU et ICE1 sont exprimés dans la zone de I’albumen qui entoure I'em-
bryon et activent la transcription du géne codant pour la serine-protéase ALE1. |l est supposé qu’ALE1
clive une protéine cible, produisant un ligand peptidique percu par les récepteurs kinases GSO1 et
GS02, situés dans la membrane plasmique (MP) des cellules épidermiques de I’embryon. GSO1 et
GS02 agissent ensuite de maniére redondante pour la signalisation menant a la mise en place de la
cuticule embryonnaire.

Les deux premiers composants de la voie ECF sont des FT de type basic Helix-Loop-Helix
(bHLH): ZHOUPI (ZOU)/RGE1 qui est exprimé spécifiquement dans I’albumen entourant
I’embryon (Kondou et al., 2008, p.1; Yang et al., 2008; Xing etal., 2013), et ICE1/ SCREAM
qui agit en hétérodimere avec ZOU (Denay et al., 2014), mais est également impliqué
dans divers processus développementaux et physiologiques (Shirakawa etal., 2014; Ka-
naoka et al., 2008; Chinnusamy et al., 2003; Lee et al., 2005; Miura et al., 2007). Les
mutants d’Arabidopsis zou et icel présentent tous les deux des défauts de formation de
la cuticule embryonnaire (Denay et al., 2014) et leurs embryons sont incapables de se
détacher correctement de I’albumen au cours du développement (Yang et al., 2008).
Toutefois, une couche cuticulaire est présente a la surface des embryons des plantes zou.
De plus, aucune altération de I’expression de marqueurs épidermiques (Denay et al.,
2014; Xing et al., 2013; Yang et al., 2008) ni de génes impliqués dans la biosynthése de
cuticule (G. Ingram, F. Domergue, données non publiées) n’est détectée chez ces deux
mutants.

Letroisieme géneimpliqué dans cette voie est également exprimé de maniéere spécifique
dans la région de I'albumen qui entoure I'embryon, et code pour une protéine appelée
ABNORMAL LEAF SHAPE1 (ALE1), une protéase de la famille des subtilases qui est né-
cessaire pour le développement de la cuticule de I’embryon et pour la séparation em-
bryon/albumen (Tanaka et al., 2001). La protéine ALE1 est prédite pour étre adressée a
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I’apoplaste via la voie de sécrétion, et représente donc un élément de communication
cellule a cellule de la voie. L’expression d’ALE1 est contrblée par les FT ZOU et ICE], sa
transcription étant completement abolie chez les mutants de ces deux génes. En accord
avec le fait que ZOU et ALE1 agissent dans la méme voie génétique, les phénotypes de
leurs mutants ne montrent pas d’additivité chez le double mutant (Yang etal., 2008). De
plus, I'expression ectopique d’ALE1 chez des plantes zou complémente partiellement
leurs défauts cuticulaires (Yang etal., 2008; Xing etal., 2013; Denay etal., 2014).

Enfin, GASSHO1 (GSO1) et GSO2 sont deux génes génétiquement proches codant pour
des récepteurs kinases, qui sont fortement exprimés au cours du développement em-
bryonnaire et qui agissent de maniere redondante pour promouvoir la production d’une
cuticule embryonnaire fonctionnelle et la séparation embryon/albumen (Tsuwamoto et
al., 2008). Le double mutant gsol gso2 posséde un phénotype similaire au mutant alel
et ce phénotype n’est pas additif avec celui de alel ou zou, confirmant le réle trés pro-
bable de GSO1 et GSO2 dans un processus de signalisation impliquant la communication
entre I'albumen et I'embryon, tous deux en développement, nécessaire a la biogenése
de cuticule embryonnaire (Waters et al., 2013; Xing et al., 2013).

(d)

Embryon
normal

sauvage
Rephement le long
) de la paroi interne
(©
Attachement
gsoi-1 gso2-1
Croissance

transverse

(a

Repliement inverse

Figure 1.12. Mécanisme potentiel pour le repliement anormal des embryons gsol gso2 (d’apreés
Tsuwamoto etal., 2008)

Au stade coeur, aucune différence n’est notable entre le sauvage et le double mutant gsol gso2 (a).
L’embryon sauvage continue de croitre, avec ses cotylédons droits (b). A I'inverse, la formation de
cotylédons concaves et écartésest observée chezles embryons gsol gso2 a ce stade (c). De plus, di
aux structures épidermiques anormales, telle qu’une cuticule imparfaite, I’embryon croit et une par-
tie apicale del’embryon adhere a I’albumen périphérique. Au stade torpille tardif, I’embryon sauvage,
qui posséde une structure épidermique intacte, se recourbe le long de la paroi interne (d), donnant
un embryon mature normal (f) ; chez 'embryon gsol gso2, le cotylédon attaché a I'albumen péri-
phérique stoppe le développement vertical normal (e), et cause un repliement inversé de I’embryon

(g)-

24



Chapitre 1

Les génes GSO1 et GSO2 sont exprimés dans les siliques, les graines, les fleurs, les bour-
geons et les racines mais leur expression est tres faible dans les feuilles ou les tiges. Plus
précisément dans la graine, GSO1 est fortement exprimé dans I’embryon et GSO2 est
fortement exprimé dans I’embryon et les téguments (Belmonte et al., 2013), tandis que
dans les racines, les transcrits de GSO1 sont présents en trés faible quantité et GSO2
n’est pas exprimé (Tsuwamoto et al., 2008). L’absence de GSO1 et GSO2 cause des effets
pléiotropiques chez les embryons et les plantules d’Arabidopsis. En effet, lors de I’em-
bryogenése du double mutant gsolgso2, les défauts de cuticule embryonnaire entrai-
nent un attachement anormal des cotylédons a I’albumen qui les entoure, empéchant
ainsi I’embryon de croitre verticalement, et causant un recourbement inverse de |’'em-
bryon lors de sa croissance ( ).

L’étude des plantes gsolgso2 a révélé que les plantules de ces mutants présentent éga-
lement des défauts de croissance et des défauts morphologiques. Effectivement, plus de
deux-tiers des plantules montrent une fusion des cotylédons par leurs faces adaxiales et
I’hypocotyle de ces plantules est significativement (2,6 fois) plus court que celui du sau-
vage (Tsuwamoto et al., 2008). En accord avec cela, I’observation en microscopie élec-
tronique a balayage a montré que les cellules épidermiques de I’hypocotyle du double
mutant sont significativement plus courtes que celles du sauvage et semblent compres-
sées et rugueuses | ). Cette méme technique de microscopie a montré
aussi que les cotylédons du mutant gsolgso2 posseédent plus de stomates que ceux du
sauvage, et qu’ils sont regroupés par “grappes”, certains d’entre eux étant méme adja-
cents, une distribution qui n’est pas retrouvée a la surface du sauvage (Tsuwamoto et
al., 2008). Enfin, il a été noté que pratiguement toutes les cellules du mésophylle de
gsolgso2 sont plus grosses que celles du sauvage, donnant lieu a des cotylédons environ
deux fois plus grands que ceux du sauvage. Aucune de ces anomalies n’a été observée
sur les vraies feuilles, suggérant que le réle de GSO1 et GSO2 est confiné a I’embryon.
En accord avec le role de GSO1 et GSO2 dans la formation de cuticule embryonnaire,
Tsuwamoto et collaborateurs ont montré que les plantules gso1gso2 sont fortement per-
méables a des colorants hydrophiles, comme le Bleu de Toluidine ( ), et
sont également trés sensibles a la dessiccation. Sous des conditions d’humidité élevée,
les plantules survivent et peuvent par la suite donner des plantes fertiles (Tsuwamoto et
al., 2008; Xing et al., 2013).
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Figure 1.13. Phénotype du double mutant gsol gso2 (d’aprés Tsuwamoto et al., 2008)

(A-D): images en microscopie électronique a balayage des structures de surface de plantules sau-
vages Col-0 (A,C) et du double mutant gsol gso2 (B,D). A et B: hypocotyles. C et D: agrandissements
de A et B, respectivement. (E et F): perméabilité par coloration au bleu de toluidine des plantules de
6 jours du sauvages Col-0 (E) double mutant gsol gso2 (F). Echelles: A-D = 50 um; E et F =1 mm.

Aucun de ces phénotypes n’est visible chez les plantes mutantes simples gsol ou gso2
ainsi que pour les plantes gsolgso2 transformées avec GSO1 ou GSO2, confirmant lelien
de cause a effet entre ces RLK et les phénotypes décrits et montrant aussi la redondance
fonctionnelle entre ces deux géenes.

En plus de leur implication dans la formation de la cuticule embryonnaire, ila été montré
que GSO1 et GSO2 jouent un réle dans la formation d’une autre barriére apoplastique,
la bande de Caspary ainsi que dans la régulation de la croissance racinaire. En effet, une
étude a montré que GSO1 et GSO2 sont nécessaires pour la croissance racinaire chez
Arabidopsis en maintenant I’activité de prolifération cellulaire des méristemes racinaux
proximal et distal. Les deux RLK régulent aussil’identité des cellules épidermiques en
contrélant le plan de division des cellules souches racinaires. De plus, la croissance sur
milieu contenant des sucres métabolisables permet de pallierles défauts de prolifération
mais pas ceux de plan de division cellulaire des doubles mutants gsolgso2 suggérant
que GSO1 et GSO2 contrélent la croissance racinaire en modulant la réponse au sucrose
apres germination (Racolta et al., 2014). Récemment, deux peptides hormonaux pro-
duits dans le cylindre central des racines ont été découverts et appelés Casparian strip
integrity factor 1 (CIF1) et CIF2 (Nakayama et al., 2017). Ces deux peptides se lient spé-
cifiqguement a GSO1 et GSO2, ce qui permet la formation d’une bande de Caspary fonc-
tionnelle dans les racines d’A. thaliana (déposition de lignine puis de subérine en
“bande” autour de I'’endoderme racinaire qui permet le filtrage des minéraux par I’en-
doderme racinaire) (Nakayama et al., 2017). Ces résultats placent GSO1 et GSO2 au cceur
d’une nouvelle voie de signalisation qui régulent I’homéostasie des ions minéraux dans
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les racines.

Tres récemment, une nouvelle structure entourant I’embryon pendant son développe-
ment a été décrite, et implique le FT ZOU, les récepteurs kinases GSO1 et GSO2, et un
peptide appelé KERBEROS (Moussu et al., 2017). Cette structure nommée gaine (sheath
en anglais) se forme a la surface de I’embryon lors du début de son élongation. La gaine
est déposée par-dessus la cuticule embryonnaire, et intégre des composants dérivés de
I’albumen riches en molécules de type extensines.ZOU est nécessaireala production de
la gaine, et a celle du peptide KERBEROS, qui est requis pour la formation d’une gaine
embryonnaire normale et pour la séparation embryon-albumen. Enfin, GSO1 et GSO2
sont nécessaires pour la déposition de la gaine a la surface de I’embryon mais pas pour
la production des composants de la gaine dans I’albumen (Moussu et al., 2017). Ces tra-
vaux révelent la présence d’une nouvelle structure, dont la formation dépend de la pro-
duction coordonnée de matériaux dans I’albumen et de la signalisation dans I’embryon,
mettant en avant I'interaction moléculaire complexe entre ces deux tissus durant le dé-
veloppement précoce de la graine.

1.3. Roles biologiques de la cuticule

Comme énoncé plus haut, la premiere fonction de la cuticule est d’empécher les pertes
d’eau excessives, permettant le contréle des échanges gazeux et de la transpiration par
les stomates. Mais la cuticule a également un certain nombre d’autres fonctions impor-
tantes pour la plante: elle joue un role central dans le développement de la plante en
établissant des barrieres entre les organes, agit comme un écran protégeant des rayons
UVs excessifs, permet une plus grande tolérance a certains stress biotiques et forme la
premiere barriere physique de défense contre les attaques de pathogéenes.

1.3.1. Lacuticuledansle développement

La cuticule joue un role important dans le développement de la plante, et comme nous
I’avons vu précédemment, pendant ’'embryogénése afinde créer des barrieres entre les
organes. En effet, de nombreux mutants dont la cuticule est altérée présentent des or-
ganes fusionnés (Jenks et al., 1995; Lolle et al., 1998; Yephremov et al., 1999; Zheng et
al., 2005; Kurdyukov, Faust, Trenkamp, et al., 2006; Kurdyukov, Faust, Nawrath, et al.,
2006). Parmi les mutants affectés dans la production de cires, seul cer3 montre des fu-
sions d’organes et, de maniére surprenante, la synthése de cutine ne semble pas impac-
tée chez ce mutant, indiquant que seul le défaut de production d’aldéhydes observé chez
cer3 serait a I'origine de son phénotype (Chen et al., 2003; Rowland et al., 2007). La
mutation de CER10, KCR1 et PAS2, codant pour trois enzymes clés du complexe d’élon-
gation des acides gras, cause méme des malformations morphologiques encore plus sé-
veres allant jusqu’a la |étalité de I’embryon, suggérant que la régulation des VLCFA est
essentielle pour le développement de la plante (Bach et al., 2008; Beaudoin et al., 2009;
Zheng et al., 2005).

La cuticule joue aussiun réle dans d’autres processus développementaux tels que la ma-
turation du pollen, I'interaction pollen-stigma et I’hydratation du pollen (Javelle et al.,
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2011; Jessenet al., 2011; Li-Beisson et al., 2009; Wilson et al., 2011; Zinkl et al., 1999).
En effet, un certain nombre de mutants d’Arabidopsis, du riz et d’autres plantes défi-

cients pour la production de lipides polliniques sont male-stériles (Wilson and Zhang,
2009).

Certains régulateurs de la biosynthese de la cuticule semblent également jouer un role
dans laformation des stomates. Par exemple, la surexpression du FT WIN1/SHN1 résulte
en une diminution de la taille des stomates et une réduction de I’ouverture stomatale
(Aharoni et al., 2004). De plus, plusieurs mutants cer, affectés dans la production des
cires, montrent une augmentation importante du nombre de stomates (Bird and Gray,
2003).

Enfin, des études ont montré que le développement des trichomes pouvait étre affecté
chez des mutants déficients pour la production de la cuticule tels que fdh et Icr, suggé-
rant un lien entre la cuticule et la différentiation des cellules épidermiques (Bird and
Gray, 2003). De maniére intéressante, une étude récente arévélé que lacomposition des
cires a la surface des trichomes était différente de celle des autres cellules épidermiques
(Hegebarth et al., 2016). L’avantage biologique potentiel de cette cuticule riche en acides
gras a chaines plus longues reste cependant a déterminer.

1.3.2. L’effet Lotus

La cuticule confére la capacité aux feuilles d’éliminer I’eau a leur surface. L’eau, au con-
tact de la cuticule hydrophobe, va former des gouttes qui vont glisserjusqu’au sol, per-
mettant d’une part I’élimination de spores, et/ou d’agents pathogenes avant que ceux-
ciinfectent la plante, et d’autre part de collecter et de nettoyer les particules et les débris
de la surface de la feuille ( ). Ce mécanisme d’auto-nettoyage estappelé “effet
Lotus” d’apres le Lotus Sacré (Nelumbo nucifera), dont les feuilles présentent cette ca-
ractéristique. Les cristaux de cires épicuticulaires de I’épiderme de Nelumbo nucifera
forment un grand nombre de microstructures, ainsi, les gouttes d’eau en raison de leur
tension superficielle élevée ont tendance a rétrécir leur surface avec la cuticule et par
conséquent a atteindre une forme sphérique. L’efficacité de ce systéme varie suivant les
especes et le stade de développement des organes, mais elle a été corrélée avec |’abon-
dance de cristaux de cires épicuticulaires en surface (Barthlott etal., 2016).

Figure 1.14. lllustration de I'effet Lotus

(A) Feuille de Camellia japonica dont I’hydrophobicité entraine un changement de conformation des
gouttesd’eau, qui prennent des formes sphériques. (Photo: Furtureprospects). (B) Image de synthése
de l'effet Lotus. Trois gouttes d’eau reposent sur les microstructures d’une feuille. (©William Thie-
licke)
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Méme siaucune étude n’a démontré que |’effet Lotus apporte un avantage adaptatif a
la plante, les connaissances dans ce domaine ont permis le développement par biomi-
métisme de matériaux superhydrophobes (Bhushan, 2012).

1.3.3. Protectioncontrelaperteeneau

Chez Arabidopsis, il a été montré que la sécheresse et le stress osmotique provoquent
une accumulation des lipides constituant la cuticule, associée a une meilleure tolérance
a ces stress, suggérant que I'induction de la production de la cuticule fait partie des mé-
canismes de tolérance aux stress hydriques (Kosma et al., 2009).

Cependant, des études réalisées sur diverses especes indiquent qu’il n’y pas toujours de
corrélation entre I’épaisseur de la cuticule et la résistance a la dessiccation de la plante
(Riederer and Schreiber, 2001). En revanche, des défauts dans la composition ou |’orga-
nisation de la cuticule peuvent affecter fortement sa perméabilité (Bessire etal., 2011).
Néanmoins, comme le manque d’un composé cuticulaire est parfois accompagné
d’autres changements dans la composition de la cuticule, la contribution précise de
chaque composé cuticulaire et ses caractéristiques protectrices sont souvent difficiles a
évaluer. Une étude a montré que les cires contribuent environ a 95% de la tolérance a la
sécheresse chez les fruits de Tomate dépourvus de leur cires cuticulaires aprés un trai-
tement par un solvant organique (Leide et al., 2007). Les composés non polaires, tels
que les alcanes, semblent plus particulierement importants pour la perméabilité de la
cuticule étant associés a une diminution de la perméabilité, tandis que les composés non
aliphatiques, tels que les triterpenes, apparaissent moins efficaces contre la rétention
d’eau (Leide et al., 2007; Buschhaus and Jetter, 2012). Ce point fut démontré dans une
étude utilisant deux especes de Piment, opposées dans leur phénotype de tolérance a
la dessiccation. En effet, le taux d'alcanes, mais pas la quantité totale de cires, était né-
gativement corrélé a la perméabilité de la cuticule, I’espéce se desséchant le plus rapi-
dement ayant trois fois plus de cires que |I’autre (Parsons et al., 2012).

De méme, la quantité de cutine n’est pas nécessairement une indication de la perméa-
bilité de la cuticule. Par exemple, des études sur trois mutants de Tomate nommés cd1-
3, dans lesquels la cutine des fruits est pratiquement inexistante, n’ont révélé que de
trés faibles changements dans la perte d’eau (Isaacson et al., 2009). En revanche, le mu-
tant d’Arabidopsis attl chez qui la quantité de cutine totale est diminuée de 30%, pré-
sente une augmentation de la perméabilité cuticulaire (Xiao et al., 2004). De la méme
facon, le mutant pecl (permeable cuticlel), un mutant d’'une ATP binding cassette
(ABCG32) chez Arabidopsis, montre une diminution de 40% de la cutine ce qui entraine
une augmentation de la dessiccation chez les plantes mutantes (Bessire et al., 2011).

En résumé, les différentes études menées sont parfois contradictoires et ne permettent
pas de déterminer clairement qui des cires ou de la cutine joue un réle prédominant sur
la perméabilité de la cuticule. En revanche, la composition de la cuticule et donc son
architecture, plus que son épaisseur, semble primordiale a sa fonction de protection
contre les pertes en eau.
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1.3.4. ProtectioncontrelesUV

Les rayons UV et particulierement les UV-B émis par le soleil peuvent endommager
I’ADN, le systéme photosynthétique et les membranes des plantes (Rozema etal., 1997).
Une des propriétés de la cuticule est qu’elle protége les cellules des plantes de ces
rayons.

En effet, une étude réalisée sur des cuticules isolées de différentes espéces a montré
gu’elles bloquaient efficacement les UV-B tout en laissant passer les longueurs d’ondes
plus élevées, nécessaires a la photosynthése (Krauss et al., 1997). La cuticule permet
également de réfléchir de maniere tres efficace les UV mais aussi les autres longueurs
d’ondes de la lumiere blanche grace aux cristaux de cires (Holmes, 2002). Par exemple,
la plante succulente Dudleya brittonnii peut réfléchir jusqu’a 83% des UV-B, mais cette
valeur est fortement diminuée si les cires épicuticulaires lui sont retirées (Mulroy, 1979).
En accord avec cela, la réflectance des cuticules lisses est faible (<10%) tandis que celle
des cuticules pruineuses (aspect de surface poudreux, glauque, di a des poussiéres ci-
reuses, trouvé notamment chezla prune et le raisin) est plus élevée (20%) (Riederer and
Muller, 2008). Toutefois, plusieurs études ont montré que |’absorbance des radiations
UV par I’épiderme joue un role plus important que la réflexion par les cires dans la pro-
tection des plantes contre les longueurs d’ondes nocives (Shepherd and Wynne Griffiths,
2006).

1.3.5. Protectioncontrel’attaque des agents pathogénes

Au-dela des roles décrits précédemment, la cuticule constitue la premiere barriere phy-
sique contre |'attaque des agents pathogenes. Ces agents pathogenes peuvent étre de
natures différentes. Ici nous nous intéresserons aux études menées sur le réle de la cu-
ticule dans latolérance aux attaques par des bactéries, des champignons et des insectes.

1.3.5.1. Protection contre les bactéries

Tang et collaborateurs ont identifié une plante mutée dans le géne LACS2 comme étant
plus sensible a une souche avirulente (qui ne déclenche pas la maladie) de la bactérie
phytopathogéne Pseudomonas syringae pv. tomato (Pst) (Tang et al., 2007). Différents
degrés de nécrose ont pu étre observés sur les feuilles du mutant /acs2 trois ou quatre
jours aprés inoculation, ce qui représente des symptomes beaucoup plus sévéres que
ceux observés classiquement lors d’une infection d’une plante sauvage par une souche
virulente (qui déclenche la maladie). En outre, les plantes lacs2 possedent une cuticule
environ 1,6 fois plus fine que le sauvage et présentent également les phénotypes clas-
siques d’un mutant affecté dans la cuticule, tels que la sensibilité a la dessiccation, la
diffusion accélérée de la chlorophylle des feuilles dans I’éthanol, et la capacité des sur-
faces foliaires a permettre la germination du pollen sauvage (Tang etal., 2007).

Un autre mutant d’Arabidopsis sensible a P. syringae a été isolé lors d’un crible utilisant
une souche portant le géne bactérien avrPto fusionné a la luciférase (Xiao et al., 2004).
AvrPto est une protéine de virulence, délivrée a l'intérieur de la cellule de la plante par
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le systeme de sécrétion de type Il (SST3) de la bactérie, qui est activé lorsque la bactérie
reconnait le contact avec I’h6te a infecter. Le mutant d’Arabidopsis identifié fut appelé
“aberrant induction of type three genes 1” (attl) car apres infection, |’expression des
genes associés au SST3 de P. syringae était significativement augmentée (10 fois plus
gu’avec le sauvage 12 heures aprés infiltration). Le clonage du géne révéla qu’ATT1 code
pour une w-hydroxylase (CYP86A2) appartenant a la famille des cytochromes P450, re-
quise pour la biosynthése de la cutine (voir section 1.1.3.1). Le mutant attl montre une
diminution de 30% de la quantité de cutine totale et une augmentation de la perméabi-
lité cuticulaire, le rendant également plus sensible a la dessiccation (Xiao et al., 2004).
Ces résultats suggéerent que la cuticule de ce mutant est plus perméable, y compris a des
petites molécules provenant de I’hote, qui pourraient étre percues par la bactérie indui-
santainsi les génes de type lll. Il est également possible que le passage de |’eau a travers
une cuticule plus perméable vers les chambres sous-stomatiques, qui sont les lieux de
colonisation principaux de P. syringae, dilue un facteur d’alerte qui pourrait potentielle-
ment limiter |la propagation de la bactérie.

1.3.5.2. Protection contre les champignons

Dans les interactions plantes-pathogenes, la cuticule peut également avoir un réle de
signalisation. En effet, les spores de certains champignons ont besoin de signaux chi-
miques provenant de I'h6te pour initier la formation d’un appressorium afin de pénétrer
a l'intérieur de la cellule végétale (Kolattukudy et al., 1995). Par exemple, la formation
d’appressoriums chez Magnaporthe grisea (qui cause la pyriculariose chez le riz) peut
étre induite sur des surfaces de verre recouvertes de cires cuticulaires ou méme d’acides
gras a longues chafnes et d’alcools gras ou d’alcanes de synthese (Hegde and Kolattu-
kudy, 1997). Il a également été démontré que les acides gras w-hydroxylés provenant de
la cutine ont un effet positif sur la pénétration des spores de Fusarium solani f. sp. pisi
et activent I’expression de son géne de cutinase (Woloshuk and Kolattukudy, 1986).

De maniére surprenante, plusieurs mutants d’Arabidopsis affectés dans la synthése de
cutine ont été trouvés comme plus résistants au champignon nécrotrophe Botrytis cine-
rea. La lignée d’A. thaliana CUTE, qui exprime de maniére ectopique une cutinase extra-
cellulaire de Fusarium solani f.sp. pisi (Sieber et al., 2000), ne montre en effet aucun
symptdme apres inoculation avec B. cinerea. En revanche, cette lignée est plus sensible
a trois autres nécrotrophes: Plectosphaerella cucumerina, Alternaria brassicicola or Scle-
rotinia sclerotiorum (Chassot, 2006; Chassot et al., 2007). Cette résistance semble indé-
pendante des trois voies de signalisation majeures impliquant les phytohormones acide
salicylique (SA), acide jasmonique (JA) et éthylene (ET). Une analyse transcriptomique a
permis de mettre en évidence huit genes différentiellement exprimés chez les plantes
CUTE, trois membres de la famille des LTP, deux membres des peroxydases (PO), et deux
membres des inhibiteurs de protéines (Pl). Ces trois familles de protéines ont déja été
montrées comme pouvant jouer un role dans la défense contre I’attaque des agents pa-
thogenes (Chassot et al., 2008).

Le mutant bodyguard, qui présente des défauts cuticulaires, est également résistant a
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B. cinerea. Cette absence de symptémes est accompagnée du relargage de composés
antifongiques et de I’'augmentation de I’expression des mémes geénes dont |’expression
est dérégulée chez les plantes CUTE (Chassot etal., 2007). De maniere similaire, il a été
montré que le mutant /acs2 est plus résistant a B. cinerea, et il a été proposé que cette
résistance soit probablement due aux mémes mécanismes que pour les mutants précé-
demment cités, impliquant une activité antifongique accrue (Tang etal., 2007).

Le cultivar de Tomate Delayed Fruit Deterioration (DFD) est lui aussi plus résistanta B.
cinerea ( ), mais il semblerait que cette résistance soit due a un taux de cutine
et de cires plus élevées que d’autres cultivars, tel qu’Ailsa Craig (AC). Les fruits du mu-
tants DFD montrent en effet au dernier stade de maturation 36% de cires en plus qu’AC,
une quantité de cutine doublée, mais une épaisseur de cuticule identique (Saladié et al,,
2007). Des analyses biochimiques et biomécaniques indiquent que la matrice de cutine
de DFD est bien plus dense que celle d’AC, ce qui pourrait expliquer sa résistance au
champignon nécrotrophe.

Figure 1.15. Sensibilité a B. cinerea chez la Tomate (d’apreés Saladié et al., 2007)

Des fruits intacts, au stade rouge-mature, des cultivars Ailsa Craig (AC) et Delayed Fruit Deterioration
(DFD) ont été infectés avec B. cinerea par application en surface. En plus d’étre résistant a B. cinerea,
DFD est tolérant a la sécheresse, et présente des taux de cires et de cutine plus élevés qu’AC au stade
rouge-mature.

D'autre part, des études ont montré que I’application par spray de monomeéres ou d’hy-
drolats de cutine permet la protection partielle d’un cultivar trés sensible d’orge contre
Erysiphe graminis f. sp. hordei (Schweizer et al., 1996). Des études plus récentes ont dé-
montré que la cutine a un effet sur I’expression des génes de défense et la production
de peroxyde d'hydrogene (H202), qui sert a la signalisation de diverses réponses défen-
sives des plantes (Kim et al., 2008; J., H., Park et al., 2008). Plus récemment, L’Haridon
et collaborateurs ont trouvé une corrélation positive entre un défaut de synthése de la
cuticule, la perméabilité de celle-ci et la production constitutive des espéces réactives
de I'oxygéne (ROS) qui déclenche la résistance a B. cinerea (L’Haridon et al., 2011).

Ces données ont permis d’avancer deux hypothéses pour expliquer la résistance des
plantes présentant un défaut de cuticule. Premiérement, des composés spécifiques de
la cuticule pourraient agir comme signaux intracellulaires pour activer les défenses de la
plante, et la production et/ou le relargage de composés antifongiques. Dans la deuxiéme
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hypothéese, la cuticule plus perméable des mutants pourrait permettre a des molécules
élicitrices provenant de B. cinerea ou du milieu PDB (potato dextrose broth, utilisé
comme milieu d’inoculation) de pénétrer plus facilementa l’intérieur des cellules végé-
tales, activant plus rapidement les défenses de la plante.

1.3.5.3. Protection contre les insectes

La cuticule forme non seulement une barriere physique contre |’attaque d’insectes, mais
les cires cuticulaires en particulier peuvent servir de piége aux pollinisateurs ou aux
proies potentielles. Rowe et collaborateurs ont examiné comment les cires de trois
plantes carnivores différentes, Nepenthes ventrata, Brocchinia reducta et Catopsis ber-
teroniana, influencent I’attachement et la mobilité de la mouche Calliphora vomitoria
(Gaume etal., 2004). L’étude révéla que le cires épicuticulaires qui recouvrent |’intérieur
des pieges en forme d’urne des trois plantes recouvrent les setae (poils microscopiques)
des pattes de la mouche, la faisant ainsi glisser et diminuant fortement sa capacité a
quitter la plante (Gaume et al., 2004).

Ayant décrit les réles de défense de la cuticule en réponse a différents stress biotiques, la
prochaine section décrit les réponses immunitaires de la plante ainsi que le réle clé joué
par la régulation transcriptionnelle dans la mise en place d’une réponse de défense ap-
propriée.

1.4. Les réponses immunitaires

En plus de posséder des défenses physiques, passives, telles que la cuticule ou la paroi,
les plantes sont capables de percevoir activement la présence de pathogenes, et de dé-
clencher diverses réponses immunitaires pour se défendre.

Contrairement aux animaux, les plantes n’ont pas de cellules immunitaires spécialisées
et chaque cellule végétale a la capacité de déclencher ces réponses immunitaires de ma-
niére autonome. Cette immunité innée déclenche des réponses a la fois locales et systé-
miques, permettant a la plante de combattre les agents pathogenes de maniéere rapide
et localisée mais aussi étendue dans le temps et dans |’espace. Le systeme immunitaire
des plantes est classifié en deux niveaux décrits ci-apres.

1.4.1. LaPTI

Le premier niveau de défense fait intervenir des récepteurs situés a la surface cellulaire
appelés PPR (pattern recognition receptors), conduisant a un ensemble de réactions de
défenses basales appelé PTI (PRR-triggered immunity). En effet, la PTI repose sur la per-
ception par des PRRs de motifs moléculaires spécifiques qui sont reconnus par la plante
comme des signaux de danger. Ces signaux peuvent provenir de |’agent pathogene,
comme les motifs moléculaires associés aux microbes ou pathogénes (MAMP/PAMP),
ou de la plante, comme les motifs moléculaires associés aux dommages (DAMP) qui sont
libérés aprés perception du pathogene ou aprés des dommages causés a la cellule parle
pathogéne (Boller and Felix, 2009). Les protéines d’Arabidopsis FLS2 (Flagellin Sensing2)
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et EFR (EF-Tu receptor), reconnaissant respectivement les PAMP bactériens flagelline et
facteur d’élongation EF-Tu, sont les PRRs les mieux caractérisés (Zipfel, 2014).

La PTI comprend une large gamme de réponses, de la cellule a I’organisme tout entier,
visant a freiner la réplication du pathogéne et la propagation de la maladie. Les premiers
événements cellulaires incluent la production rapide d’especes réactives de I’oxygene
(ROS), I'activation de mitogen-activated protein kinases (MAPK), et I’expression de
genes de défense (Boller and Felix, 2009). La PTl est suffisante pour repousser la plupart
des microbes, et la meilleure preuve de son importance biologique est le fait que les
pathogénes ont évolué de maniére a échapper ou a supprimer activement cette pre-
miere couche de défense, afin de développer la maladie (Dodds and Rathjen, 2010; Dou
and Zhou, 2012). De plus, les plantes qui sont privées de leurs PRR ou de certains com-
posants de signalisation de la PTI sont souvent plus sensibles aux agents pathogéenes
(adaptés ou non a contourner la PTI) (Macho and Zipfel, 2014).

1.4.2. L’ETI

La coévolution entre les plantes et les agents pathogénes a poussé ces derniers a déve-
lopper une batterie de facteurs de virulence appelés effecteurs, qui sont injectés a I'in-
térieur des cellules de la plante grace a leur systeme de sécrétion de type lll, afin de
diminuer les défenses basales (Deslandes and Rivas, 2012). En retour, les plantes ont
développé des moyens de détecter ces effecteurs, déclenchant un second niveau de dé-
fense de plus grande amplitude appelée effector-triggered immunity (ETI), qui arréte la
croissance de I'agent pathogéne (Jones and Dangl, 2006). Les deux acteurs de cette coé-
volution renouvellent sans-cesse leurs armes moléculaires afin de contourner les méca-
nismes de I’adversaire, créant ainsi des cycles d’attaque et de contre-attaque perpétuels
pour le contréle de la santé de la plante ( ; Jones and Dangl, 2006).
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Figure 1.16. Le modéle zigzag (adapté de Jones and Dangl, 2006)

Le modele zigzagillustre I'intensité des réponses de défense de la plante mises en place lors de I’in-
teraction avec un agent pathogene. Dans la phase 1, la plante détecte les motifs moléculaires asso-
ciés aux microbes ou agents pathogénes (MAMP/PAMP, losange bleu) via les PRR afin de déclencher
un ensemble de réactions de défenses basales appelé PTI (PRR-triggered immunity). Dans la phase
2, des agents pathogénes ayant réussi a infecter la plante délivrent des effecteurs qui interférent avec
la PTI, ou qui permettentla nutrition ou la dispersion de I’agent pathogéne, ce qui entraine la sensi-
bilité de la plante ou ETS (effector-triggered susceptibility). Dans la phase 3, un effecteur (indiqué en
vert) est reconnu par une protéine NB-LRR, activant I'ETI (effector triggered immunity), une version
amplifiée de la PTI qui dépasse souvent le seuil d’induction de la réponse hypersensible (HR). Dans la
phased, des individus pathogenes qui ont perdu I’effecteur vert sont sélectionnés, et ont éventuel-
lement gagné de nouveaux effecteurs par transfert de géne horizontal (en rouge) qui peuvent aider
I’agent pathogene a supprimer I'ETI. Dansla phase 5, la sélection favorise de nouveaux alléles de NB-
LRR de plantes qui peuvent reconnaitre un de ces effecteurs nouvellement acquis, déclenchant a
nouveau I'ETI.

Pour induire I’ETI, les plantes utilisent une famille de récepteurs intracellulaires polymor-
phiques “nucleotide-binding/leucine-rich-repeat” (NB-LRR), similaires aux récepteurs de
type NOD (NLR) chez les animaux, qui interceptent de maniére directe ou indirecte les
facteurs de virulence injectés a l'intérieur des cellules de I’h6te par les agents patho-
genes. Le génome des plantes compte généralement plusieurs centaines de genes co-
dant pour des NB-LRR (environ 150 chez Arabidopsis par exemple ; Meyers etal., 2003).
D{ a la pression exercée par les attaques constantes des agents pathogenes, ces genes
évoluent tres rapidement: leur nombre augmente et leurs séquences se diversifient au
fil de I’évolution afin d’améliorer les capacités de reconnaissance des récepteurs (Guo et
al., 2011; Jacob etal., 2013; Karasov et al., 2014).

Laréponse avalde I'ETlest en partie similaire a celle de la PTI, elle comprend notamment
des flux rapides de calcium, la production de ROS, I’activation en cascade de MAPK, la
production de phytohormones et une reprogrammation de I’expression génique (Cui et
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al., 2015). Cependant, dans I’ETI, ces phénomenes sont amplifiés ou de plus longue du-
rée que dans la PTI (Tsuda and Katagiri, 2010). Un aspect qui reste largement méconnu
a ce jour concerne les voies de signalisation qui operent immédiatement en aval de I’ac-
tivation des NB-LRR et qui font le lien avec les réponses en aval. La reprogrammation
transcriptionnelle, une étape clé pour la mise en place de la réponse défensive, est dé-
taillée dans la section suivante.

Enfin, I’ETI est souvent accompagnée par une forme de mort cellulaire programmée au
site d’infection appelée réponse hypersensible (HR), qui limite la propagation du mi-
croorganisme dans la plante ( ). Bien que souvent utilisée comme un mar-
queur de I’ETI, HR et résistance ne sont pas toujours couplées (Bendahmane etal., 1999;
Gassmann, 2005; Coll etal., 2010; Heidrich et al., 2011).

Figure 1.17. lllustration de la Réponse Hypersensible (d’aprés Mur et al., 2008)

(A) Feuille d’Arabidopsis 24h apreés infection avec 1x10° cellules.ml? de la bactérie pathogéne Pseu-
domonas syringae pv. tomato DC3000 avrRpm1. Echelle = 1 cm. (B) Détail d’une feuille de Nicotiania
tabacum cv. Samsun NN 72h apreés infection avec le Virus de la Mosaique du Tabac (TMV). Echelle =
0,5cm.

1.4.3. Régulation transcriptionnelle des réponses de
défense

Dans la cellule, la régulation de I’expression des genes est controlée par un certain
nombre de processus comme la méthylation de I’ADN, I’organisation de la chromatine
ou la liaison de FT a des séquences spécifiques de régions régulatrices de I’ADN.

Les FT possedent un domaine de liaison a I’ADN leur permettant de se lier a des sé-
qguences promotrices cis situées surleurs genes cibles, ainsi qu’un domaine d’activation
ou de répression de la transcription. L’action des FT peut étre modulée au niveau trans-
criptionnel et post-traductionnel, par des associations a des interacteurs protéiques ou
par des modifications post-traductionnelles (MPT). Les plantes possédent un grand
nombre de génes codant pour des régulateurs transcriptionnels, et par exemple chez
Arabidopsis, entre 6 et 10% du génome code pour des FT (Pireyre and Burow, 2015). Sur
la base de leur structure et sur la comparaison des séquences des domaines de liaison a
I’ADN, les FT ont été classés en plusieurs familles (Pabo and Sauer, 1992).
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Chez les plantes, plusieurs familles de FT, dont les AP2/ERF, bHLH, basic domain Leucine
Zipper (bZIP), MYB, TGA bZIP (TGAbasic leucine zipper), Whirly et les WRKY ont été mon-
trés comme étant impliqués dans la régulation des réponses de la plante face aux stress
biotiques (Buscaill and Rivas, 2014; Eulgem and Somssich, 2007; Dubos et al., 2010). La
reprogrammation transcriptionnelle des cellules implique des changements majeurs
dans I’expression des genes afin de privilégier la défense par rapport a d’autres proces-
sus tels que la croissance ou le développement. En effet, il a été démontré que certains
régulateurs sont responsables du compromis (trade-off en anglais) entre croissance et
immunité afin de permettre une réallocation des ressources selon le contexte, et per-
mettre ainsilasurvie de la plante (Fanet al., 2014; Lozano-Duran etal., 2013; Malinovsky
et al., 2014). De plus, des travaux indiquent que jusqu’a 25% des genes d’Arabidopsis
voient leur niveau de transcription modifié suite a I’infection par un agent pathogéene
(Maleck et al., 2000; Tao et al., 2003). Ainsi, de nombreuses études ont révélé le role clé
des FT dans I'établissement de la résistance aux maladies engendrées par |’attaque d’un
agent pathogene, et certaines revues résument par ailleurs ces travaux (Buscaill and Ri-
vas, 2014; Tsuda and Somssich, 2015).

Mon travail de these ayant été focalisé sur |’étude du FT d’Arabidopsis MYB30, la section
suivante est se concentre sur la description de la famille de FT de type MYB, les réactions
de défense contrélées par MYB30, et les mécanismes de régulation de ce FT.

1.5. MYB30, un régulateur positif de la réponse
hypersensible

1.5.1. Les facteursdetranscriptionde type MYB

Les protéines MYB sont caractérisées par un domaine de liaisona I’ADN trés conservé:
le domaine MYB. Ce domaine peut contenir jusqu’a quatre répétitions (R) imparfaites
de séquences d’environ 52 acides aminés, chacune formant trois hélices alpha (Dubos
etal., 2010, ). La seconde et |a troisiéme hélice de chaque répétition contien-
nent trois résidus tryptophane (ou hydrophobes) régulierement espacés qui, ensemble
forment un cceur hydrophobe (Ogata etal., 1996). La troisieme hélice de chaque répéti-
tion est I’hélice de reconnaissance qui est en contact direct avec I’ADN, et s’intercale
dans le sillon majeur (Jia et al., 2004).

Les protéines MYB sont classées en différents groupes en fonction du nombre des répé-
titions MYB qu’elles contiennent (une, deux, trois ou quatre, ). Toutes les
classes sont retrouvées chez les plantes, ce qui en fait le taxon avec la plus grande diver-
sité de protéines MYB.
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Figure 1.18. Les classes de facteurs de transcription de type MYB chez les plantes (adapté de Dubos
etal., 2010)

Les protéines MYB des plantes sont classées en fonction du nombre de répétitions MYB (R) adja-
centes qu’elles contiennent. Les structures primaires et secondaires d’une protéine MYB-R2R3 ty-
pigue sont indiquées. C: coude; H: hélice; W: Tryptophane; X: acide aminé aléatoire.

- Les protéines MYB-1R

Ce groupe hétérogéne comprend des protéines avec une seule répétition MYB (R3-MYB)
ou une répétition MYB incompléte (R1/2-MYB) ( ), et sont collectivement dé-
signés en anglais par MYB-related. Chez Arabidopsis on retrouve 68 protéines de ce
groupe (Du et al., 2013), pour beaucoup impliqués dans la morphogenese végétale
(Pesch and Hulskamp, 2009; Wang and Chen, 2014), dans le métabolisme secondaire
(Dubos et al., 2010; Nemie-Feyissa et al., 2014) ou dans la régulation du cycle circadien
(Nguyen and Lee, 2016). Certains ont été décrits comme des régulateurs transcription-
nels controlant I’homéostasie du phosphate (Nagarajanet al., 2016). D'autres sont ca-
pables de contréler I’expression génique de fagon indirecte a travers la modification des
histones ou le remodelage de la chromatine (Boyer et al., 2002; Boyer et al., 2004; Ma-
rian and Bass, 2005; Clapier and Cairns, 2009).

- Les protéines MYB-2R (ou MYB-R2R3)

Les protéines MYB-R2R3 contiennent deux répétitions MYB, constituent le groupe le plus
étendu des FT de type MYB chez les plantes, avec 126 membres chez Arabidopsis (Dubos
et al., 2010, ), et sont absentes chez les animaux. Il a été proposé que les
R2R3-MYB ont évolué a partir d’'un ancétre R1R2R3-MYB, par la perte de la répétition R1
puis par I'expansion de cette famille de génes (Rosinski and Atchley, 1998; Du et al.,
2013). Sur la base de la conservation du domaine de liaison a I’ADN situé dans la partie
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N-terminale de la protéine et de motifs d’acides-aminés conservés localisés dans la par-
tie C-terminale, les FT MYB-R2R3 ont été divisées en 23 sous-groupes (Dubos et al., 2010,

). De nombreuses études ont permis de révéler I'implication de cette classe
de FT de type MYB dans le métabolisme primaire et secondaire, la différenciation cellu-
laire, les processus développementaux ainsi que dans les réponses aux stress biotiques
et abiotiques (Ambawat et al., 2013).

- Les protéines MYB-3R

Les protéines MYB-3R sont caractérisées par la présence de trois répétitions MYB appe-
lées R1, R2 et R3 ( ). Chaque répétition de MYB-3R identifiée chez le Tabac ou
chez Arabidopsis présente plus de similarité de séquence avec les répétitions MYB des
vertébrés qu’avec celles des autres protéines MYB de plante. Par conséquent, les pro-
téines MYB a trois répétitions de plantes et d’animaux représentent un groupe distinct
dans la superfamille MYB et sont communément appelées MYB-3R (Ito, 2005). Ces pro-
téines sont codées par cing genes chez Arabidopsis et sont retrouvées dans la plupart
des organismes eucaryotes, suggérant gu’elles représentent une classe de genes conser-
vés qui dérivent des MYB-R2R3 (Stracke et al., 2001; Ambawat et al., 2013). Les MYB-3R
sont associées a la régulation transcriptionnelle des cyclines et de ce fait interviennent
dans le contréle du cycle cellulaire (Haga etal., 2007; Ambawat et al., 2013).

- Les protéines MYB-4R

Les protéines MYB-4R contiennent quatre répétitions MYB et constituent la plus petite
des classes de protéines MYB ( ). Une seule protéine MYB-4R semble étre co-
dée par le génome de différentes espéces végétales et a ce jour, son rble n’a pas encore
été identifié (Ambawat et al., 2013).

1.5.2. FonctionsdesFT de type MYB

Alors que les vertébrés ne possédent que trois protéines MYB (c-Myb, A-Myb et B-Myb)
(Lipsick etal., 2001), les membres de la famille des FT de type MYB chez les plantes sont
sur-représentés. Chez les vertébrés, ces protéines forment une petite famille jouant un
réle central dans la prolifération cellulaire et le développement. Chez les plantes, |'ex-
pansion des protéines MYB-R2R3 pourrait étre apparue en réponse a leur adaptation a
un mode de vie sessile. Les FT de type MYB sont impliqués dans une grande diversité de
fonctions chez les plantes supérieures (Dubos et al., 2010) incluant la régulation du mé-
tabolisme primaire et secondaire (Lepiniec et al., 2006; Gigolashvili, Yatusevich, et al.,
2007; Gigolashvili, Berger, et al., 2007; Gigolashvili et al., 2008; Zhou et al., 2009), le con-
trole du développement cellulaire (Kang et al., 2009) et du cycle cellulaire (Haga etal,,
2007), les réponses de défense a divers stress biotiques et abiotiques (Seo et al., 2009),
la synthése d’hormones (Seo and Park, 2010) et la transduction de signaux (Shin et al.,
2007).

En effet, les FT de type MYB jouent d’importants roles en tant que régulateurs des ré-
ponses de défense contre |'attaque d’agents pathogenes chez différentes espéces. Par
exemple, chez Nicotiona tabacum, I’expression de plusieurs genes MYB-R2R3 est induite

39



Chapitre 1

en réponse a des éliciteurs (Sugimoto et al., 2000). Chez I’Orge (Hordeum vulgare),
HvVMYB6 est un régulateur positif des réponses immunitaires face a B. graminis (Chang
et al., 2013). Chez Oryza sativa, un géne de type MYB apparenté a AtMYB78 a été dé-
montré comme étant exprimé en réponse aux attaques fongiques (Leeetal., 2001). Chez
Arabidopsis, le FT MYB-R2R3 MYB108/BOS1 est un régulateur positif de défense,
puisque le mutant d’Arabidopsis bos1 présente de plus grands symptomes apres infec-
tion par divers agents pathogénes biotrophes ou nécrotrophes (Mengiste et al., 2003).
De plus, le FT MYB-R2R3 MYB72 fut identifié comme |'un des geénes significativement
induit dans les racines d’Arabidopsis en réponse a Pseudomonas fluorescens WCS417r
(Verhagen et al., 2004). Ce FT spécifique des racines est un facteur de la signalisation
précoce qui fonctionne comme un noeud de convergence de la résistance systémique
induite (ISR) déclenchée par divers microorganismes bénéfiques (Van der Ent et al.,
2008). Enfin, MYB44 agit comme un intégrateur du cross-talk entre les voies de signali-
sation SA et JA durant les réponses de défense (Shim and Choi, 2013).

1.5.3. La sous-famille MYB-R2R3 S1

Parmi les MYB-R2R3, la sous famille S1 est composée de cing membres ( ),
dont MYB30, sujet d’étude de cette thése. Afin d’avoir une vision plus globale des fonc-
tions des plus proches homologues de MYB30, cette section décrit les réles connus des
autres membres de cette sous-famille.
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Figure 1.19. Représentation schématique des relations entre les différents sous-groupes de
protéines MYB-R2R3 (d’aprés Dubos et al., 2010)

L’arbre a été construit en utilisant le logiciel Clustal X2, grace a la méthode de neighbor joining et
1000 bootstraps avec des séquences pleines longueurs d’acides aminés de protéines MYB. Sur la base
de la conservation du domaine de liaison a I’ADN et des motifs d’acides aminés du domaine C-termi-
nal, les protéines MYB-R2R3 ont été divisées en 23 sous-groupes. Le sous-groupe S1, auquel appar-
tient MYB30, est encadré en rouge.
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- MYB60

La protéine MYB60 a tout d’abord été décrit comme agissanten aval de la cascade de
signalisation de I’ABA dans des conditions de sécheresse afin de réguler |’ouverture des
stomates et la croissance racinaire (Cominelli et al., 2005; Oh et al., 2011). Une autre
étude également a montré que le géne MYB60 d’Arabidopsis est capable d’inhiber la
biosynthese des anthocyanes chez la laitue (J.,-S., Park et al., 2008). En effet, la surex-
pression de MYB60 est corrélée a la diminution d’accumulation des anthocyanes chez
cette plante.

- MYB31

Tres peu de choses sont connues concernant MYB31. Une étude transcriptomique a dé-
tecté que I'expression de MYB31 était induite 30 minutes apres traitement a la chitine
(Libault etal., 2007) tandis qu’une seconde étude indique que ce géne estexprimé apres
traitement avec diverses phytohormones telles que les gibbérellines, I’auxine et I’acide
salicylique (Yanhui et al., 2006).

- MYB94 et MYB96

MYB94 et MYB96 ont clairement été identifiés comme des régulateurs positifs de la pro-
duction des cires cuticulaires, et ce notamment afin de promouvoir la tolérance ala sé-
cheresse (voir également section 1.1.4 “Régulation de la biosynthése de la cuticule”). En
effet, les deux genes sont induits en condition de sécheresse et apres traitement a I’ABA,
et semblent agirdans une partie spécifique de la voie de signalisation de I’ABA, en aval
des kinases SnRK2, afin d’activer la biosynthése de cires cuticulaires (Seo et al., 2009;
Seo etal., 2011; Lee and Suh, 2015; Cui etal., 2016; Lee etal., 2016). Il a notamment été
démontré que MYB94 et MYB96 sont capables de se lier directement aux promoteurs
de certains genes de la voie de biosynthese des cires tels que KCS1, KCS2, KCS6, KCR1
CER2, CER3, FAR3, ECR et WSD1, et qu’ils partagent méme certains sites de liaison sur
ces promoteurs (Seo et al., 2011; Lee and Suh, 2015; Lee et al., 2016). En accord avec
ces données, il a été montré que les mutants simples myb94 et myb96 étaient plus sen-
sibles a la sécheresse, et de maniere intéressante, |I’effet de leurs mutations est additif,
montrant que les deux FT régulent positivement la tolérance a la sécheresse indépen-
damment |'un de I'autre (Lee et al., 2016). Par ailleurs, la surexpression de MYB96 d’Ara-
bidopsis dans la brassicacée Camelina sativa cause chez ces plantes transgéniques une
plus grande accumulation de cires cuticulaires et confere une plus grande tolérance a la
sécheresse (Lee et al., 2014). De plus, une autre étude montre que MYB96 est capable
de se lier directement au promoteur de LTP3 afin d’activer son expression, et que LTP3
est nécessaire a la tolérance a la sécheresse et au gel (Guo etal., 2013). Cependant, bien
gu’en réponse au froid, I’expression de MYB96 soit induite et que le FT semble jouer un
réle dans latolérance a ce stress, ces deux phénomeénes semblent indépendants de I’ABA
(H., G., Lee and Seo, 2015).

Au-dela de ses rbles dans la tolérance aux stress abiotiques, MYB96 joue un role dans
des processus développementaux. Effectivement, des études montrent que ce FT coor-
donne les processus de dormance et de germination de la graine a travers la régulation
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de deux événements distincts. D’'une part, MYB96 active I’expression du gene ABA-IN-
SENSITIVE 4 (ABI4), un FT régulateur négatif de la germination, ce qui a pour consé-
guence de supprimer la consommation des lipides de réserve de I’embryon, et donc
d’inhiber la germination (K., Lee and Seo, 2015). D"autre part, MYB96 induit la dormance
de la graine en stimulant la biosynthése d’ABA, de maniéere indépendante d’ABl4 (Lee et
al., 2015).

Enfin, MYB96 joue aussi un réle dans la résistance aux attaques d’agents pathogénes.
En effet, la signalisation de I’ABA contrélée par MYB96 semble améliorer la résistance
des plantes adultes eninduisant la biosynthése de SA (Seo and Park, 2010).

1.5.4. Rolede MYB30dansl’immunité

MYB30 fut identifié pour dans un crible différentiel d’une librairie de cDNA préparée a
partir de cellules d'Arabidopsis inoculées avec la bactérie pathogéne Xanthomonas cam-
pestris pv. campestris (Xcc) (Lacomme and Roby, 1999). L’expression de MYB30 est pré-
coce, transitoire et spécifique aprés traitement avec différentes bactéries avirulentes, et
précede la mise en place de la HR (Daniel et al., 1999) ( ). De plus, la surex-
pression de MYB30 chez Arabidopsis ou le Tabac méne a une HR accélérée et intensifiée,
une plus grande accumulation des marqueurs moléculaires de la HR, et une plus grande
résistance auxagents pathogénes avirulents ( ). Al’inverse, la diminution d’ex-
pression de MYB30 via la surexpression d’'une construction MYB30 en antisens méne a
une forte diminution voire une suppression de la HR (Vailleau et al., 2002). L’ensemble
de ces données identifient donc MYB30 comme un régulateur positif de la voie de si-
gnalisation qui contréle la HR en réponse a une attaque pathogéne.
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Figure 1.20. MYB30 régule positivement I'expression des génes de synthése des VLCFA et la mise
en place dela HR

(A) Expression relative déterminée par Q-RT-PCR de MYB30 chez des plantes Col-0 aprés inoculation
avec Pst DC3000 AvrRpm1 (5x107 cfu.ml?t). Les valeurs d’expression ont été normalisées en utilisant
le gene SAND comme standard interne. Les valeurs de moyenne et d’erreur-type ont été calculées a
partir de trois expériences contenant chacune quatre réplicas (données non publiées). (B) Dévelop-
pement de la HR d’une plante sauvage d’Arabidopsis Col-0 et d’une lignée surexprimant MYB30
(MYB30o0x) 4 jours aprés inoculation avec Pst DC3000 AvrRpm1 a faible concentration. Les feuilles ont
été infiltrées sur une surface d’environ 1cm? sur la moitié gauche (d’aprés Raffaele et al., 2008). (C)
Liste des 18 genes identifiés comme cibles potentiels de MYB30. a: Numéro de sonde Affymetrix; b:
Numéro de I’Arabidopsis Genome Initiative et fonction potentielle associée. La derniére colonne
montre la différence relative d’expression du sauvage inoculé par rapport au sauvagea TO (WT,/WT,)
et de la lignée MYB30ox par rapport a la lignée sauvage, toutes deux inoculées avec Xcc 147 (Ox/WT).
Les données d’expression sont obtenues aprés deux expériences indépendantes (d’aprés Raffaele et
al., 2008).

L’expression de MYB30 en réponse a l’attaque d’agents pathogeénes est dépendante de
I’accumulation de SA (Raffaele et al., 2006). La modulation de I’expression de MYB30
altere le niveau de SA et des génes associés au SA chez Arabidopsis, et la mutation de
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genes responsables de I’accumulation du SA abolie la HR accélérée conférée par la su-
rexpression de MYB30 (Raffaele etal., 2006). Ces résultats suggerent donc que MYB30
estimpliqué dans une boucle d’amplification ou une cascade de signalisation qui module
la synthése de SA, phytohormone nécessaire a la mise en place de la mort cellulaire.

Une analyse transcriptomique révéla que les génes cibles potentiels de MYB30 sont im-
pliqués majoritairement dans la voie de biosynthése des VLCFA (Raffaele et al., 2008 ;

). En effet, I’expression ectopique de MYB30 active les genes codant pour les
sous-unités du complexe FAE telles que KCS1, KCS2, KCS10/FDH, KCR1/GL8, HCD1, PAS2,
CER10, et d’autres genes de la voie de synthése des cires comme CER2 et CER3, mais
aussides genes impliqués dans la synthése de la cutine comme GPAT4 et ATT1/CYP86A2.
En accord avec ces données, cette étude montra que les feuilles des plantes d’Arabidop-
sis surexprimant MYB30accumulent plus de VLCFA que les plantes sauvages, et que cette
augmentation est encore plus importante apres inoculation avec un agent pathogene
bactérien. D’autre part, la composition en cires épicuticulaires est |égérement altérée
chez les feuilles des plantes surexprimant MYB30, qui montrent en particulier une aug-
mentation de la quantité d’alcanes C29 et C31. De plus, le phénotype lié a la défense des
plantes dérégulées pour |’expression de MYB30 est dépendant de |a voie de biosynthese
des VLCFA, renfor¢ant I'idée que MYB30 module la signalisation menant a la mort cellu-
laire en accroissant la synthése de VLCFA ou de leurs dérivés (Raffaele etal., 2008). Les
VLCFA peuvent servir de précurseurs aux sphingolipides et aux cires. La production de
cires est altérée par la surexpression de MYB30 mais pas par |’extinction de son expres-
sion, suggérant que des activateurs de la synthese de cires pourraient compenser le
manque d’expression de MYB30. En conclusion, MYB30 semblerait donc réguler la pro-
duction des sphingolipides qui pourraient jouer le role de signaux de mort cellulaire lors
des réponses immunitaires (Berkey et al., 2012).

1.5.5. Roles de MYB30dansd’autres processus

En plus de son role de régulateur positif des réponses de défense, MYB30 est recruté
pour la régulation d’autres processus de signalisation.

Les brassinostéroides (BR) jouent des roles importants dans de nombreux processus dé-
veloppementaux et de croissance, mais aussi dans la résistance aux stress/maladies.
BES1 (bril-Ethylmethane Sulphonate suppressor 1) et BZR1 (brassinazole-resistant 1)
sont deux FT impliqués dans la signalisation des BR qui régulent des centaines de génes
cibles impliqués dans cette voie de signalisation. Une analyse microarray et des expé-
riences de chromatin immunoprecipitation (ChIP) ont permis d’identifier MYB30 comme
une cible directe de BES1 (Li et al., 2009, p.30). Un traitement avec des BR induit |’ex-
pression de MYB30 dans les plantules d’Arabidopsis, et les plantes mutées pour MYB30
montrent une expressiondes genes de réponse aux BR diminuée, corrélée avec des phé-
notypes de réponses aux BR atténués, indiquant que MYB30 active |’expression d’un lot
de genes cibles des BR. Enfin, MYB30 et BES1 sont capables d’interagir ensemble et se
lient aux mémes séquences sur leurs genes cibles communs (Li et al., 2009). L’'ensemble
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de ces résultats démontrent donc que MYB30, cible directe de BES1, amplifie la signali-
sation des BR en coopérant avec BES1 pour activer I’expression des genes cibles des BR.

MYB30 est également impliqué dans la régulation de la signalisation de I’ABA. Zheng et
collaborateurs ont montré que les plantes n’exprimant plus MYB30 étaient hypersen-
sibles a I’ABA durant la germination et |a croissance des plantules, tandis que les plantes
qui surexpriment MYB30 sont insensibles a cette phytohormone (Zheng et al., 2012 ;

). La protéine MYB30 est cible de SUMOylation par la protéine SUMO-ligase
SIZ1, ce qui meéne a sa stabilisation et affecte |’activation transcriptionnelle par MYB30
de plusieurs génes de réponse a I’ABA (Zheng et al., 2012). Ces résultats soulignent I’'im-
portance de la SUMOylation de MYB30 pour la régulation de la signalisation de I’ABA
pendant la germination.

S ! _‘4
0.3 uM ABA

Figure 1.21. MYB30 estimpliqué dans la réponseal’ABA (d’aprés Zhengetal., 2012)

Sensibilité a I’ABA de plantules sauvages Col-0 et mutantes myb30. Les photos ont été prises 8 jours
apres semis sur milieu MS sans (A) ou avec 0,3 uM d’ABA (B). La germination du mutant myb30 est
hypersensible al’ABA.

D’autre part, la surexpression de MYB30 dans le phloeme accélere la floraison des
plantes d’Arabidopsis. Cette floraison précoce semble due a I’augmentation de |’expres-
sion du FT FLOWERING LOCUS T par MYB30 (Liu et al., 2014). De facon intéressante, ce
contréle de la floraison par MYB30 semble indépendant des niveaux de SA (phytohor-
mone capable d’accélérer la floraison) et de FLC (FLOWERING LOCUS C), un régulateur
négatif de FLOWERING LOCUS T (Liuet al., 2014). Ces données identifient donc MYB30
comme un régulateur de la floraison, et compte-tenu du réle de MYB30 dans I'immunité,
les auteurs de cette étude proposent MYB30 comme candidat pour contréler le “cross-
talk” entre perception des stress biotiques et temps de floraison.

MYB30 semble également participer alatolérance a I’hypoxie. En effet, le mutant myb30
montre une hypersensibilité a deux types de traitements hypoxiques, indiquant que
MYB30 joue un réle essentiel dans la réponse a ce stress. De plus, des plantes n’expri-
mant ni MYB30, ni ACBP3 (gene codant pour une protéine de la famille des acyl-CoA-
binding proteins, impliquées dans la perception des niveaux d'oxygéne) montrent une
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plus grande tolérance aux stress hypoxiques, d’une maniére similaire aux plantes n’ex-
primant pas ACBP3. De plus, ACBP3 est capable de se lier aux VLCFA et d’altérer le con-
tenu en lipides de la cellule. Ces résultats suggerent donc qu’ACBP3 agit en aval de
MYB30 pour la signalisation a I’hypoxie, a travers le contréle de la production des VLCFA
(Xie et al., 2015).

Trés récemment, une étude a révélé que MYB30 régule les réponses aux stress oxydatif
et thermique en contrélant les taux de calcium cytosolique lors de ces stress. En effet,
apres traitement avec de I’H202 ou des températures élevées, les plantes n’exprimant
plus MYB30 présentent des taux élevés de Ca?* cytosolique, et une induction d’un cer-
tain nombre de génes ANNEXIN (ANN), codant pour des protéines membranaires de liai-
son au Ca?* qui modulent les signatures calciques cytosoliques. Il a notamment été dé-
montré que la protéine MYB30 se fixe directement aux promoteurs des génes ANN1 et
ANN4 et réprime leurs expressions. Les taux anormaux de Ca?*cytosoliques en réponse
aux stress oxydatif et thermique chez les plantes myb30 sont dépendants de I’activité
des protéines ANN, démontrant que MYB30 régule les réponses a ces deux stress a tra-
vers la signalisation calcique, en partie dépendantes d’ANN1 et ANN4 (Liao et al., 2017).

1.5.6. Régulation de MYB30

Les différentes études réalisées sur MYB30 au sein de notre équipe et par d’autres labo-
ratoires ont mis en évidence une forte régulation de ce FT a travers des mécanismes de
régulation transcriptionnelle, des interactions protéines-protéines et des modifications
post-traductionnelles. Ce contréle tres précis de |’activité de MYB30 est cohérent avec
son role de régulateur de la mort cellulaire, un processus énergétiquement colteux pour
la plante.

1.5.6.1. Régulation transcriptionnelle

Lors des premieres études sur MYB30, une analyse RT-PCR a révélé qu’au cours du dé-
veloppement son transcrit n’était détectable que chez les jeunes plantules, mais ne
I’était pas chez les plantes matures en absence d’inoculation (Daniel et al., 1999). Puis,
afin de mieux comprendre le réle de MYB30 dans la défense, la génération des lignées
d'Arabidopsis surexprimant MYB30 sous le controle d’un promoteur constitutif 355 a été
entamée. Cependant, aucune lignée surexprimant fortement MYB30 n’a pu étre obte-
nue, suggérant un mécanisme moléculaire régulant négativement son expression in
planta. Une analyse plus approfondie révéla que I’expression de MYB30 était régulée
négativement par un mécanisme de silencing, chez les jeunes plantules et chez les
plantes adultes. A I'inverse, un mécanisme de silencing indirect pourrait étre respon-
sable de I'induction de I’expression de MYB30 apres inoculation bactérienne, via la dé-
gradation d’un régulateur négatif de son expression encore inconnu (Soléne Froidure et
al., 2010)

1.5.6.2. Interacteurs protéiques
A la suite d’un crible double hybride chez la levure utilisant comme appat une version
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de MYB30 délétée de son domaine d’activation de la transcription (MYB30AAD), dix-sept
protéines ont été identifiées comme des interacteurs potentiels de MYB30.

Cellule infectée 7
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Figure 1.22. Modéle simplifié de la régulation simultanée de MYB30 par ses partenaires protéiques
connus pendant la HR (adapté de Raffaele and Rivas, 2013)

L’action de MIEL1, SBT5.2(b), sPLA,-a et XopD sur le développement de la HR dépendant de par
MYB30 est présenté dans les cellules infectées (A) ou les cellules périphériques (B). Détails dans le
texte.

Parmi elles sPLA2-a, une phospholipase A2 sécrétée, fut caractérisée plus en détail. En
présence de MYB30, sPLA>-a est spécifiguement relocalisée depuis des vésicules cyto-
plasmiques vers le noyau de la cellule, ou elle interagit avec le FT (S. Froidure et al.,
2010). Cette interaction protéique conduit a la répression de I’activité transcriptionnelle
de MYB30 et a la régulation négative de la HR (Figure 1.22). De fagon intéressante,
I’adressage nucléaire de sPLA2-a, son interaction avec MYB30, la répression de I’activité
de MYB30 et du développement de la HR semblent étre indépendants de I’activité enzy-
matique de la phospholipase. Par conséquent, il a été proposé que sPLA-a contréle la
réponse dépendante de MYB30 grace a son interaction avec ce dernier, I’empéchant
ainsi d’activer ses génes cibles. De facon intéressante, I’expression de MYB30 est induite
4h apres inoculation dans les cellules infectées mais pas dans les cellules entourant la
zone d’infection, tandis que I’expression de sPLA2-a est la plus forte autour de 6h apres
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inoculation dans les cellules périphériques mais pas dans les cellules infectées (S. Froi-
dure et al., 2010). Cela suggere que sPLA2-a pourrait contribuer a restreindre le déve-
loppement de la HR a la zone infectée, empéchant ainsi la mort cellulaire de s’étendre a
toute la feuille ( ).

Récemment, une protéase atypique de la famille des subtilases, appelée SBT5.2(b) a été
démontrée comme étant un régulateur négatif de |’activité de MYB30, indépendamment
de son activité enzymatique (Serrano et al., 2016). Le gene SBT5.2 produit deux transcrits
différents, codant pour une subtilase canonique sécrétée SBT5.2(a) et une protéine in-
tracellulaire SBT5.2(b). Aprés inoculation bactérienne, I’expression de SBT5.2(a) est ré-
primée, tandis que celle de SBT5.2(b) est induite et suit un profil d’expression trés simi-
laire a celui de MYB30. SBT5.2(b) est localisée a la surface de vésicules endosomales ou
elle interagit avec MYB30 et I’y séquestre. Cette exclusion nucléaire de MYB30 conduit a
la réduction de son activité transcriptionnelle et par conséquent a la suppression des
défenses de la plante (Serrano et al., 2016 ; ). Ce mode de régulation d’une
subtilase était jusque-la inconnu et illustre la complexité des mécanismes de controle
transcriptionnel impliqués dans les réactions immunitaires.

Des données générées par I’équipe montrent que I’expression de MYB96 est induite
apres inoculation bactérienne. MYB96 interagit avec MYB30 dans le noyau et collabore
avec ce dernier pour réguler positivement la HR (données non publiées). De maniere
intéressante, des données générées dans I’équipe d’accueil indiquent que MYB30 acti-
verait I’expression de MYB96 tandis ce dernier inhiberait I'activation transcriptionnelle
de MYB30, suggérant une régulation complexe entre ces deux facteurs de transcription.
Cette boucle de régulation, associée a |’interaction physique, et la possible compétition
pour les mémes genes cibles témoignent d’une régulation précise et subtile du métabo-
lisme des lipides par ces deux membres de la méme sous-famille MYB ( ).

Certains effecteurs d’agents pathogénes peuvent interagiravec des FT de la plante, afin
de contourner les réponses immunitaires. C’est le cas de XopDez1oo, une protéine de la
souche B100 de la bactérie Xanthomonas campestris pv. campestris (Xcc), qui est adres-
sée vers le noyau de la cellule végétale et cible MYB30. L’expression de XopDg1oo méne a
I’accumulation de MYB30 dans des vésicules nucléaires contenant XopDsgioo, et I'interac-
tion entre I’effecteur bactérien et le FT conduit a une réduction de I’expression des genes
liés a la production des VLCFA (genes cibles de MYB30), et par conséquent a la suppres-
sion des réponses de défense de la plante lors d’une infection par XccB100 (Canonne et
al., 2011 ; ). Le domaine hélice-boucle-hélice (en anglais helix-loop-helix, ou
HLH) de XopDg1oo est nécessaire et suffisant pour l'interaction avec MYB30 et la répres-
sion de son activité transcriptionnelle ainsi que la répression des défenses de la plante.
De maniére cohérente, la protéine XopD de la souche 8004 de Xcc (XopDsgooa), ne possé-
dant pas de domaine HLH, estlocalisée de fagcon homogene dans le noyau de la cellule
végétale, n’est pas capable d’interagir avec MYB30 et n’a aucun effet sur I’activité trans-
criptionnelle de MYB30 ou les réponses immunitaires controlées par ce dernier. En-
semble, ces données soulignent I'importance de MYB30 sur I’activité de la voie de pro-
duction des VLCFA pour déclencher les réponses de défense de la plante.
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1.5.6.3. Modifications post-traductionnelles (MPT)

De nombreuses MPT peuvent moduler I’activité des FT. MYB30 est sujet a plusieurs
d’entre elles, qui seront décrites dans la prochaine section. L’ubiquitination est une MPT
fréquente, impliquée dans de nombreux processus chez les plantes, et qui joue notam-
ment un réle crucial dans la régulation de la signalisation immunitaire. Dans la cascade
d’ubiquitination, les E3-ligases sont les enzymes qui conferent la spécificité de substrat
et quisont les mieux caractérisées. De nombreuses études montrent que les E3 Ub-ligases
sont impliquées dans chacune des étapes de la réponse immunitaire, de la perception du
pathogéne a la reprogrammation transcriptionnelle, en passant par les voies de signali-
sation immunitaires. De plus, I'importance de leur réle dans la défense est soulignée par
le fait que certaines E3 Ub-ligases sont ciblées par des effecteurs microbiens. Un article
de revue résumant ce réle clé joué par les E3 Ub-ligases dans la résistance de la plante
est présenté au début de cette section.
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Reversible protein ubiquitination plays a crucial role during the regulation of plant immune
signaling. E3 ubiquitin (Ub)-ligase enzymes, which are classified into different families
depending on their structural and functional features, confer the specificity of substrate
and are the best characterized components of the ubiquitination cascade. E3 Ub-ligases of
different families have been shown to be involved in all steps of plant immune responses.
Indeed, they have been involved in the first steps of pathogen perception, as they appear
to modulate perception of pathogen-associated molecular patterns by pattern-recognition
receptors at the plasma membrane and to regulate the accumulation of nucleotide-binding
leucine-rich repeat-type intracellular immune receptors. In addition, E3 Ub-ligase proteins
are also involved in the regulation of the signaling responses downstream of pathogen
perception through targeting vesicle trafficking components or nuclear transcription factors,
for instance. Finally, we also discuss the case of microbial effector proteins that are able
to target host E3 Ub-ligases, or to act themselves as E3 Ub-ligases, in their attempt to
subvert the host proteasome to promote disease.

Keywords: E3 ubiquitin-ligase, microbial effector, plant immunity, 26S proteasome, ubiquitination

INTRODUCTION

Reversible protein conjugation with ubiquitin (Ub), or ubiquiti-
nation, is a key regulatory mechanism that controls a variety of
cellular processes in eukaryotic cells, including DNA repair, gene
transcription, protein activation or receptor trafficking, although
the best characterized function of Ub involves selective pro-
tein degradation through the 26S proteasome (Vierstra, 2009).
Ub becomes covalently attached to lysine residues of intracellu-
lar targets via an ATP-dependent reaction cascade that involves
the sequential action of three enzymes: E1 (Ub-activating), E2
(Ub-conjugating), and E3 (Ub-ligase). The importance of the Ub-
related pathway is underlined by the finding that the Arabidopsis
genome encodes more than 1600 genes (> 6% of the total genome)
involved in Ub/26S proteasome system (UPS)-related functions.
Most of these genes (> 1400) encode putative E3 Ub-ligases (Maz-
zucotelli etal., 2006). E3 proteins are classified into four main
subfamilies depending on their structural features and mecha-
nism of action: HECT (Homologous to E6-associated protein
C-Terminus), RING (Really Interesting New Gene), U-Box and
CRL (Cullin-RING Ligases; Vierstra, 2009). HECT proteins form
an Ub-E3 intermediate before transfer of Ub to the substrate
(Downes etal., 2003). RING and U-box proteins are structurally
related single polypeptides that, respectively, use zinc chelation
and hydrogen bonds/salt bridges to transfer Ub from the Ub-E2
intermediate to the target (Stone etal., 2005; Yee and Goring,
2009). Ub-ligases containing a RING domain can act indepen-
dently or as part of a multisubunit CRL complex such as the
SCF (Skp1, Cullin, F-box)-type ligase. In this complex, substrate
recognition is provided by the F-box protein, whereas the RING
protein binds to the E2 (Hua and Vierstra, 2011). By contrast, some

RING-type Ub-ligases act independently and determine substrate
specificity allowing the interaction between the E2 and the target
protein by tethering them in close proximity (Vierstra, 2009).

Plants have developed a multi-layered defense system to ensure
their survival in a microbe-rich environment. A first line of
pathogen detection is activated after recognition of highly con-
served PAMPs/MAMPs (pathogen-/microbe-associated molecular
patterns) by specific plant PRRs (pattern-recognition receptors),
leading to a form of basal resistance called PTT (PAMP-triggered
immunity; Jones and Dangl, 2006). Thriving pathogens evolved
to secrete virulence effectors that inactivate crucial PTI regula-
tors thereby counteracting plant defenses. In turn, plants gained
the ability to recognize these effectors through resistance (R)
proteins, for the most part intracellular NB-LRR (nucleotide-
binding-leucine-rich repeat) immune sensors, that lead to a more
efficient form of resistance called ETI (effector-triggered immu-
nity; Jones and Dangl, 2006). This specific resistance is frequently
associated to development of the hypersensitive response (HR), a
form of programmed cell death at the infection site that prevents
pathogen spreading (Coll etal., 2011).

In plants, the UPS pathway, and more particularly E3 Ub-ligase
proteins, have been shown to be involved in responses to a vari-
ety of stimuli (Vierstra, 2009; Robert-Seilaniantz etal., 2011).
Since the finding that the SCF complex-interacting protein SGT1
(Suppressor of G2 allele of skpl) is an essential component of
R gene-triggered disease resistance provided a first connection
between the UPS and plant immune signaling (Azevedo etal.,
2002), evidence that E3 Ub-ligase proteins act as regulators of plant
immunity has increasingly accumulated (Trujillo and Shirasu,
2010; Marino etal., 2012). Indeed, modulation of the expression
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of E3 Ub-ligase-encoding genes has been reported following elic-
itor treatment or inoculation with different pathogens. Moreover,
misregulation of E3 Ub-ligase gene expression, using overexpress-
ing, RNA interference (RNAi) and/or mutant lines, results in
modulation of plant defense responses following pathogen inocu-
lation [reviewed in (Marino et al.,2012)]. Therefore, it has become
increasingly evident that plant E3 Ub-ligase proteins play impor-
tant roles in the regulation of immune signaling, although the
proteins targeted by Ub-ligases are only known in a limited num-
ber of cases, and our current knowledge of the involved molecular
mechanisms is thus only partial. Here we review positive and
negative roles played by E3 Ub-ligases during the regulation of
various steps of plant immunity, from pathogen recognition to
downstream signaling during both PTI and ETI responses. Due to
space limitations, we focus on recent reports about E3 Ub-ligases
for which a target protein has been identified during the plant
response to bacterial or fungal pathogens, since these particular
examples provide insight into the cellular processes involved in
regulation of immune signaling. For an overview on UPS-related
pathways in response to viral infection we refer the reader to a
recent review (Alcaide-Loridan and Jupin, 2012). We also discuss
the case of microbial effectors that, to promote disease, either
target host E3 Ub-ligases or act as Ub-ligases inside plant cells
(Figure 1).

PLANT E3 UB-LIGASES INVOLVED IN REGULATION OF
PATHOGEN PERCEPTION

Several E3 ligase proteins have been identified as modulators of
the first steps of pathogen recognition by plant cells, as they
appear to be able to target both PRR and NB-LRR proteins in
order to prevent unnecessary activation of defense signaling. In
rice (Oryza sativa), the RING-type E3 Ub-ligase XB3 interacts
with the receptor-like kinase (RLK) protein XA21, which con-
fers resistance to bacterial blight caused by Xanthomonas oryzae
pv. oryzae (Xoo; Wang etal., 2006). XB3 has been shown to be
required for XA21 accumulation and XA21-mediated resistance
to Xoo, suggesting that it most likely targets a protein that mod-
ulates accumulation of XA21 (Wang etal., 2006). XA21 is able
to phosphorylate XB3 but the molecular mechanism underlining
activation of defense responses by XB3 remains to be elucidated.
Overexpression of members of the XB3 family from rice, Arabidop-
sis and citrus in Nicotiana benthamiana induces cell death and this
effect is dependent on XB3 catalytic activity, suggesting an evolu-
tionarily conserved role for the XB3 protein family in regulating
plant programmed cell death (Huang etal., 2013).

In Arabidopsis, the U-box E3 ligases Plant U-Box12 (PUB12)
and PUB13 have been involved in attenuation of PTI responses
triggered by perception of flagellin, or its active peptide derivative
flg22, by the PRRs Flagellin Sensing2 (FLS2) and its co-receptor
BAKI. In response to flg22, PUB12 and PUB13 form a BAK1-
dependent complex with FLS2 and are able to polyubiquitinate
FLS2,but not BAK1 (Luetal.,2011). BAK1 phosphorylates PUB12
and PUB13 and this phosphorylation is enhanced by flg22 and by
the FLS2/BAK1-associated kinase BIK1 (Lu etal., 2011). flg22-
dependent signaling is enhanced in pubI2 or pub13 mutant plants
and, in agreement with PUB12 and PUB13 promoting FLS2 degra-
dation, publ2 publ3 double mutant plants displayed increased

resistance to bacterial infection. These data are consistent with
the fact that FLS2 undergoes flg22-induced endocytosis and sub-
sequent degradation (Robatzek etal., 2006; Gohre etal., 2008;
Beck etal., 2012; Choi et al., 2013). However, whether stabilization
of FLS2 in publ2publ3 plants reflects FLS2 accumulation at the
plasma membrane or within an endosomal compartment remains
to be determined. A recent report showed that FLS2 degradation
occurs in a flg22 time- and dose-dependent manner, which may
play a significant role in turning over ligand-occupied FLS2, but
the role of PUB12 and PUBI13 in this process was not determined
in this study (Smith etal., 2013).

Similar to PRR proteins, intracellular NB-LRR immune recep-
tors are also targeted by E3 Ub-ligases, which appear to control R
protein accumulation at multiple levels. First, in Arabidopsis, the
F-box motif E3 Ub-ligase CPR1 interacts with and down-regulates
the accumulation of the NB-LRR R proteins Suppressor of npri-1
Constitutivel (SNC1) and Resistant to P. syringae2 (RPS2), result-
ing in attenuation of immune signaling (Cheng etal., 2011; Gou
etal.,, 2012). Second, accumulation of SNC1 and RPS4, an addi-
tional NB-LRR immune receptor, are also negatively regulated
by Suppressor of rps4-RLDI (SRFR1), a tetratricopeptide repeat
protein (Kim etal., 2010; Li etal., 2010). Since (i) SNCI1 levels
increased in CPR1-overexpressing plants treated with the protea-
some inhibitor MG132 (Gou etal., 2012); (ii) SRFR1 interacts
with SGT1; and (iii) increased SNC1 and RPS4 accumulation
was also observed in sgf] mutant plants (Li etal., 2010), stabil-
ity of SNC1 and RPS4 is likely regulated by SRFR1 through SGT1
interaction with the SCF complex, revealing an additional molec-
ular mechanism to prevent autoimmnunity. Third, mutation of
MOSI12 (modifier of sncl-12), that encodes an Arabidopsis Arg-
rich protein homologous to human cyclin L, resulted in altered
SNCI and RPS4 splicing patterns and protein levels (Xu etal.,
2012). Interestingly, MOSI12 interacts with the nuclear U-Box
E3 ligases MAC3A and MAC3B, which are required for full R
protein-mediated resistance, suggesting that MOS12, MAC3A,
and MAC3B contribute to the fine-tuning of R gene expression,
in a process that appears to be critical for directing appropriate
defense outputs (Monaghan etal., 2009; Xu etal., 2012). Finally, a
recent report showed an intriguing link between cell cycle reg-
ulation and defense signaling (Bao etal., 2013). Omission of
the Second Division (OSD1) and its homolog UV-B-Insensitive
4 (UVI4) are two negative regulators of the multisubunit E3
Ub-ligase APC/C (anaphase-promoting complex/cyclosome) that
regulates cell cycle progression in Arabidopsis. Overexpression of
either OSD1 or UVI4 leads to downregulation of APC/C activ-
ity, overaccumulation of the APC/C degradation target CYCB1;1,
upregulation of several R genes, including SNC1, and spontaneous
cell death and enhanced disease resistance to virulent bacteria (Bao
etal., 2013). These data provide further evidence of the intricate
control exerted on immune receptor levels in order to regulate
defense activation.

PLANT E3 UB-LIGASES INVOLVED IN REGULATION OF
DEFENSE-RELATED SIGNALING

Pathogen perception by PRRs stimulates a cascade of signal-
ing events including changes in ion fluxes across the plasma
membrane, production of reactive oxygen species (ROS),

Frontiers in Plant Science | Plant Genetics and Genomics

February 2014 | Volume 5 | Article 42 | 2


http://www.frontiersin.org/Plant_Genetics_and_Genomics/
http://www.frontiersin.org/Plant_Genetics_and_Genomics/archive

Duplan and Rivas

E3 Ub-ligases in plant immunity

XA21

D
o —1Lox/aos

v

PTI

| -u';"" J_ |—| VLCFAS

‘ 5

\ e HRfEﬂ

FIGURE 1 | Ub-ligase proteins during the regulation of plant immune
signaling. (A) Examples of positive and negative regulatory roles on plant
immunity by host E3 Ub-ligases. The RING-type protein XB3 is required for
the accumulation of the receptor protein XA21 and promotes downstream
HR and defense responses. U-box proteins PUB12 and PUB13 attenuate
flg22-mediated PTI signaling. The U-box protein PUB22 targets the exocyst
complex subunit Exo70B2, which leads to attenuation of PTI signaling.
Accumulation of the intracellular immune receptor SNC1 appears to be
controlled by the SCF complex through the interaction with both the F-box
CPR1 and the SGT1-interacting protein SRFR1. Modulation of SNCT levels
by the multisubunit cell cycle-related E3 ligase APC/C or the U-box proteins
MAC3A and MAC3B provide additional molecular mechanisms to control
immunity. The interaction between the RING-type E3 Ub-ligase EIRP1, and
the TF WRK11 results in suppressed transcriptional activation of WRKY11
target genes AOS and LOXT, thereby enhancing PTI. The RING E3 ligase
MIEL1 interacts with the MYB TF MYB30, which results in weakened

CERK1
chitin

transcriptional activation of VLCFA-related genes and therefore suppressed
HR and defense responses. The RING protein BOI1 interacts with and
ubiquitinates the MYB TF BOS1 that is required for pathogen resistance.
However, the effect of BOI1T on BOS1 accumulation and transcriptional
activation remains unknown. (B) Microbial effector proteins acting as or
interacting with E3 ligase proteins in the host. The bacterial effector
AvrPtoB is able to suppress both PTIl and ETI signaling though its respective
interaction with FLS2/CERK1 PRRs and the cytoplasmic kinase Fen. The
oomycete effector AVR3a suppresses INF1-induced cell death by interacting
with and stabilizing the host U-box E3 ligase CMPG1. The fungal effector
protein AvrPiz-t targets the RING E3 ligase APIP6, which in turn is able to
ubiquitinate AvrPiz-t, resulting in suppressed PTI. RING-, F-box- and
U-box-type E3 Ub-ligases are, respectively, represented by rectangles,
squares, and octagons. All proteins displaying E3 ligase activity are
represented in green. Effectors are represented by stars. See the text for
details.

induction of mitogen-activated protein kinases (MAPKs), modu-
lation of host gene transcription and callose deposition at the plant
cell wall. Amplitude and duration of these signaling responses
must be tightly regulated to ensure an appropriate response. In
addition to their role in internalization or degradation of recep-
tors to attenuate downstream signaling, E3 Ub-ligase proteins
also regulate the accumulation of plant components involved in
defense-related signaling.

Similar to PUB12 and PUB13, PUB22 acts in concert with
PUB23 and PUB24 to negatively regulate PTI responses in Ara-
bidopsis (Trujillo etal., 2008). Following elicitation with various
PAMPs, pub22/pub23/pub24 triple mutants displayed enhanced
early signaling responses, indicating that these three PUB proteins
target components involved in defense signaling triggered by dif-
ferent PRRs (Trujillo et al., 2008). Indeed, the exocyst complex sub-
unit Exo70B2 that is involved in vesicle tethering during exocytosis,
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has been identified as a cellular target of PUB22 (Stegmann etal.,
2012). PUB22 is stabilized in response to flg22 treatment (poten-
tially by inhibition of its autocatalytic ubiquitination activity),
leading to Exo70B2 ubiquitination and proteasomal degradation.
Ex070B2 is required for both immediate (ROS production, MAPK
activation) and later responses (PTI marker gene expression, root
growth inhibition) triggered by several PAMPs, indicative of a role
in signaling. Indeed, exo70B2 mutant plants displayed enhanced
susceptibility to pathogens (Stegmann et al., 2012). Together, these
data suggest a mechanism by which Exo70B2 levels are regulated
by quick changes in PUB22 turnover in response to PAMPs and
identify a first component of vesicle trafficking required for reg-
ulation of plant PTI signaling. In view of these data, it has been
proposed that Exo70B2 may contribute to recycling of plasma
membrane proteins involved in PAMP-triggered signaling, includ-
ing NADPH oxidases, ion channels or RLKs such as FLS2. Exo70B2
degradation by PUB22 would thus attenuate the recycling path-
way redirecting positive signaling components into the vacuolar
degradation pathway and downregulating signaling (Stegmann
etal,, 2012). As previously discussed, PUB12/PUB13-mediated
ubiquitination of FLS2 is expected to modulate its intracellular
trafficking (Lu etal,, 2011). Since degradation of integral mem-
brane proteins is mediated by the vacuole, signal attenuation
is probably simultaneously regulated at various levels of vesicle
trafficking.

In Chinese wild grapevine (Vitis pseudoreticulata), EIRP1 is
an active E3 Ub-ligase whose RING domain is necessary for its
activity and also mediates the interaction with the WRKY nuclear
transcription factor (TF) VpWRKY11 (Yu etal., 2013). Similar
to EIRPI, expression of VpWRKY11 was rapidly induced fol-
lowing fungal infection. VpWRKY11 activated the expression
of AOS (Allene Oxide Synthase) and LOX2 (Lipoxygenase2), two
JA-responsive genes that function as negative regulators of basal
resistance in Arabidopsis (Journot-Catalino et al., 2006). Addition-
ally, in agreement with the observation that co-expression with
EIRP1 results in proteasomal degradation of VpWRKY11, AOS
and LOX2 expression was, respectively, repressed and induced in
EIRP1-overexpressing and RNAi plants. Moreover, EIRP1 over-
expression in Arabidopsis conferred enhanced resistance to fungal
and bacterial pathogens, which correlated with reduced expres-
sion of WRKY11, AOS, and LOX2 (Yu etal., 2013). Together, these
data identify a RING-type Ub-ligase that plays a positive role in
activation of resistance by targeting a TF that acts as a negative
regulator of plant defenses.

In contrast, the Arabidopsis RING-type Ub-ligase MIEL1
acts as a negative regulator of plant resistance (Marino etal.,
2013). Indeed, MIEL1 interacts with the MYB TF MYB30,
which activates plant defense responses by up-regulating the
expression of genes involved in the production of very long
chain fatty acids (VLCFAs; Raffaele etal., 2008). The MYB30-
MIELI nuclear interaction leads to MYB30 proteasomal degra-
dation, reduced expression of VLCFA-related MYB30 target
gene expression and, therefore, attenuation of plant immune
responses (Marino etal., 2013). MIELI expression is rapidly
repressed in inoculated cells, suggesting that (i) in the absence
of the pathogen, MIEL1 may negatively regulate plant defense
activation through degradation of MYB30 and that (ii) after

pathogen inoculation, repression of MIELI expression may release
MYB30 negative regulation, triggering defense (Marino etal.,
2013).

BOI1 is an additional nuclear RING-type Ub-ligase that inter-
acts with and ubiquitinates the MYB TF BOS1, which confers
resistance to several pathogens in Arabidopsis (Mengiste etal.,
2003; Luo etal., 2010). This finding suggests that BOS1 may be
a target of BOIl. However, no effect of BOIl on BOSI tran-
scriptional activity has been reported and both bosI mutant and
BOI1 RNAi Arabidopsis plants (in which the BOSI protein is
expected to accumulate) display enhanced susceptibility to fun-
gal infection (Luo etal, 2010). Therefore, whether BOI1 is able
to directly regulate BOS1 protein accumulation remains to be
determined.

MANIPULATION OF HOST E3 UB-LIGASE PROTEINS BY
MICROBIAL EFFECTORS

The important role played by E3 Ub-ligases during the establish-
ment of plant immune responses to pathogen attack is highlighted
by the discovery of microbial effector proteins that evolved the
ability to interfere with these host UPS components to promote
disease. For example, the AvrPiz-t effector from the rice blast fun-
gus Magnaporthe oryzae is translocated into rice cells, where it is
able to mediate suppression of PAMP-induced ROS production,
inducing susceptibility to M. oryzae (Park etal., 2012). AvrPiz-t
appears to inhibit the Ub-ligase activity of APIP6, a rice RING-type
Ub-ligase that is also able to ubiquitinate AvrPiz-t in vitro (Park
etal., 2012). Interestingly, AvrPiz-t and APIP6 are both degraded
when transiently coexpressed in N. benthamiana. Since APIP6
positively regulates flg22-induced ROS generation, induction of
defense-related gene expression, and rice resistance to M. oryzae,
targeting of APIP6 by AvrPiz-t results in suppression of rice PTI
responses (Park etal., 2012).

The effector AVR3a from the oomycete Phytophthora infes-
tans prevents development of cell death induced by P. infestans
elicitin INF1. The finding that AVR3a targets and stabilizes the
U-box-type Ub-ligase CMPG1 revealed the molecular mechanism
behind AVR3a negative regulation of ICD (INFI-triggered Cell
Death; Bos etal., 2010). CMPG1 Ub-ligase activity is required
for ICD as well as for cell death following elicitor perception
at the plasma membrane (Gonzalez-Lamothe etal., 2006; Gilroy
etal, 2011). Considering that AVR3a is essential for P. infes-
tans virulence, stabilization of CMPG1 by AVR3a suggests that
this effector is able to suppress ICD during the biotrophic phase
of infection by modifying CMPG1 activity, impeding normal
proteasomal degradation of both CMPGI and its host targets
(Bos etal., 2010).

In addition to microbial effectors that are able to target host
E3 Ub-ligase proteins, examples of effectors that present E3
Ub-ligase-related domains have also been reported in a diver-
sity of pathogenic microbes including bacteria, fungi, oomycetes,
viruses and nematodes (Marino etal., 2012). The best charac-
terized example of microbial E3 ligases is the AvrPtoB effector
from Pseudomonas syringae that presents a C-terminal domain
with remarkable structural homology with RING- and U-box-type
Ub-ligases (Janjusevic etal., 2006). AvrPtoB is a modular effec-
tor able to suppress PTI signaling. Indeed, AvrPtoB N-terminal
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domain is able to interact with the PRRs FLS2 and the chitin recep-
tor CERK1, whereas its C-terminal Ub-ligase domain mediates
PRR proteasomal degradation (Gohre etal., 2008; Gimenez-
Ibanez etal., 2009). AvrPtoB is additionally able to target the
co-receptor protein BAK1 (Shan etal., 2008) and to interfere with
MAPK activation downstream of FLS2 (He et al., 2006), although
independently of AvrPtoB Ub-ligase activity. Remarkably, AvrPtoB
is also able to suppress ETI signaling. Indeed, AvrPtoB interacts
with and mediates proteasomal degradation of Fen, a tomato pro-
tein kinase that activates plant immunity in response to P. syringae
carrying Ub-ligase deficient forms of AvrPtoB, as well as cell death
responses when overexpressed in N. benthamiana (Rosebrock
etal., 2007).

CONCLUSIONS AND PERSPECTIVES

Evidence of the involvement of the UPS pathway in the regulation
of plant immunity is rapidly mounting. E3 Ub-ligase proteins are
the best characterized UPS components playing a role in immune
signaling at multiple levels. Nevertheless, based on induction of
their expression following elicitation, E1 and E2 enzymes have also
been suggested to contribute to plant disease resistance although
the molecular mechanisms by which they regulate this process
remain poorly characterized (Marino etal., 2012). Interestingly, a
recent report provides a first example of the direct involvement of
Ub-conjugating proteins in the regulation of plant immunity. In
tomato, Fen-interacting protein 3 (Fni3) is a homolog of the Ara-
bidopsis E2 enzyme Ubc13. Through interaction with its cofactor
S. lycoperiscum Uev (Suv), which is an inactive Ub-conjugating
enzyme variant, Fni3 catalyzes Lys-63-linked ubiquitination, a
non-proteolytic regulatory signal (Mural etal., 2013). Fni3 inter-
acts with Fen but does not affect Fen stability. Fni3 Ub-conjugating
activity and interaction with Fen are required for cell death trig-
gered by Fen overexpression in N. benthamiana and by several R
protein/effector pairs (Mural etal., 2013). Together these results
suggest that, in addition to conventional Lys-48-linked ubiquiti-
nation that mainly serves as a signal for proteasomal degradation
of substrate proteins, other ubiquitination forms are important
regulators of plant immune signaling. Consistent with this idea,
Lys-63-linked ubiquitination has also been shown to be a target
of manipulation by plant pathogens, as the PthA effector from
the bacterial pathogen Xanthomonas axonopodis pv. citri is able to
target Ubc13 and Uev in citrus (Domingues etal., 2010).

In conclusion, further characterization of additional UPS com-
ponents as well as of the distinct fates of ubiquitination targets
should contribute to dissecting the complex regulation of plant
immune signaling by the UPS.
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Chapitre 1

- Ubiquitination

Comme indiqué dans l'article de revue présenté précédemment, I’E3 Ubiquitine Ligase
MIEL1 (MYB30-INTERACTING E3 LIGASE1) est un autre régulateur négatif de I’activité de
MYB30 qui fut caractérisé dans notre équipe. MIEL1 interagitavec MYB30 dans la levure,
in vitro et in planta (Marino et al., 2013). MIEL1 est capable d’ubiquitiner MYB30 in vitro
et in vivo. Chez Arabidopsis MIEL1 et MYB30 interagissent dans le noyau, ce qui entraine
la dégradation de MYB30 par le protéasome, une expression réduite des genes cibles de
MYB30, et par conséquent une atténuation des réponses immunitaires (Marino et al.,
2013 ; ). L'expression de MIEL1 est rapidement réprimée apres inoculation
dans les cellules infectées, suggérant que (i) en I’absence de pathogene, MIEL1 pourrait
réguler négativement |'activation des défenses de la plante a travers la dégradation de
MYB30 et que (ii) apres inoculation, la répression de I’expression de MIEL1 pourrait libé-
rer MYB30 de sa régulation négative, augmentant alors |’intensité de la HR et limitant la
propagation de la bactérie. De plus, cette dégradation de MYB30 par |’action de MIEL1
pourrait contribuer a la restriction spatiale de la HR aux cellules inoculées puisque |’ex-
pression de MIEL1 reste constante dans les cellules périphériques de la zone d’infection
(Marino etal., 2013 ; ).

De maniére intéressante, une étude récente a montré que MIEL1 est également capable
d’interagir et de dégrader MYB96. Plus précisément dans la graine, en présence d’ABA,
la stabilité de I’E3 ligase est réduite, MYB96 n’est donc plus réprimé et peut alors activer
les voies de signalisation a I’ABA conduisant a la régulation négative de la germination
(Lee and Seo, 2016).

MIEL1 fait partie d’une sous-famille multigénique de quatre membres (Stone et al.,
2005). Des données générées au sein de I'équipe d’accueil montrent que les autres
membres de cette sous-famille (appelés MIEL2, MIEL3 et MIEL4) sont également ca-
pables d'interagir avec MYB30 (données non publiées). Les mutants simples miel2, miel3
ou miel4 sont plus résistants aux pathogeénes et présentent une HR intensifiée. Par ail-
leurs, chez ces lignées, I’expression de certains génes cibles de MYB30 est accentuée
(données non publiées). Ces données suggérent qu’a l'instar de MIEL1, les autres pro-
téines MIEL semblent réguler négativement les réponses de défense controlées par
MYB30. Cependant, certains points restent a démontrer comme |’ubiquitination de
MYB30 par MIEL2-4 et |a dégradation par le protéasome suite a ces éventuelles MPT, ou
encore définir le degré de redondance entre ces quatre E3 ligases pour le controle de
MYB30.

- SUMOylation

Comme détaillé plus haut, la modification post-traductionnelle de MYB30 par SUMOyla-
tion a également été reportée (voir section 1.5.5 “Réles de MYB30 dans d’autres proces-
sus”). Cette MPT a d’abord été démontrée par reconstitution de la cascade de SUMOy-
lation chez E. coli, en utilisant MYB30 comme substrat, et montra que la lysine K283 était
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Chapitre 1

le site de SUMOylation principal (Okada et al., 2009). La SUMOylation de MYB30 en K283
par I’'E3 SUMO ligase SIZ1 fut ensuite confirmée dans les protoplastes d’Arabidopsis et il
fut prouvé que cette MPT est requise pour le fonctionnement de MYB30 en réponse a
I’ABA (Zheng et al., 2012). Cependant, le role de cette SUMOylation sur les réponses de
défense contrélées par MYB30 reste a étudier.

- S-nitrosylation

Durant la HR, les cellules produisent de I’acide nitrique (NO). L’effet du NO sur |'activité
de MYB30 a été étudié, et les travaux menés ont révélé que le domaine de liaisona|’ADN
de MYB30 était S-nitrosylé in vitro, et que cette MPT conduisait a I'inhibition de sa capa-
cité de liaisona I’ADN (Tavares etal., 2014). Ces résultats suggérent que le NO pourrait
également contribuer a la régulation négative de |’activité de MYB30 lors du processus
de HR.

- Phosphorylation

Enfin, la région C-terminale de MYB30 est particulierement riche en sites de phosphory-
lation. Des données générées au sein de I’équipe ont suggéré que MYB30 est phospho-
rylé in vivo (Rivas S., données non publiées), mais I'influence d’éventuelles phosphory-
lations sur les roles biologiques de MYB30 reste encore a déterminer.

L’'ensemble de ces données suggeére que les différentes combinaisons d’interactions ou
de modifications post-traductionnelles de MYB30 pourraient agircomme un code-barre,
qui seraitimportant pour la régulation de ce facteur de transcription impliqué dans de
nombreux processus biologiques (Benayoun and Veitia, 2009).

1.6. Contexte scientifique du projet de thése

1.6.1. Unroéle pour GSO1 et GSO2 dans ’'immunité?

Les deux récepteurs kinases GSO1 et GSO2 ont récemment été identifiés comme faisant
partie d’'une voie génétique qui controle la formation d’une cuticule embryonnaire in-
tégre durant le développement de la graine (voir section 1.2.2.2 “La voie ECF”). De ma-
niere intéressante, les plus proches homologues de GSO1 et GSO2 sont PEPR1 et PEPR1,
deux RLK impliqués dans les réponses immunitaires (Krol et al., 2010, p.201). D’autre
part, les défauts de formation de I’embryon et de la graine des mutants gsol gso2 sont
fortement similaires a ceux observés chez le mutant mpké (Lépez-Bucio et al., 2014).
MPK6 est un régulateur connu des défenses de la plante impliqué dans les événements
de signalisationen aval de lareconnaissance de I’agent pathogéne par la cellule végétale
(voir sections 1.4.1 et 1.4.2). Ces données suggérent fortement qu’au-dela de leur réle
dans le renforcement de la cuticule embryonnaire, GSO1 et GSO2 pourraient étre impli-
qués dans la mise en place des réactions de défense de la plante.

1.6.2. Un roéle pour MYB30 dans la formation de la
cuticule embryonnaire?

Des données disponibles en ligne montrent que lors du cycle de vie de la plante, et en
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absence de pathogene, MYB30 est spécifiquement exprimé lors des premieres étapes
du développement de la graine (Figure 1.22A). En accord avec ces données transcripto-
miques montrant |’expression de MYB30 dans la graine, Zheng et collaborateurs ont
montré un role de MYB30 dans la germination de la graine dépendante de |’ABA ainsi
qu’au cours du développement des jeunes plantules (Zheng et al., 2012).

L’expression de MYB30 au cours de I’'embryogenése a été confirmée lors d’expériences
préliminaires réalisées par C. Balagué et M.C. Auriac au sein de I’équipe de Dominique
Roby (LIPM, Toulouse). En effet, des lignées d’Arabidopsis transformées avec le géne rap-
porteur B-glucuronidase (GUS) fusionné au promoteur de MYB30 dans le fond génétique
Ws-4, montrent un signal GUS dans I’embryon en développement (Figure 1.23B).

A

MYB30

Absent (A)

Insufficient (INS)

Avg. Signal < 500

Avg. Signal 500~5,000
Avg. Signal 5,000~10,000
Avg. Signal >10,000

EP-

Present (P)

MCE

Figure 1.23. MYB30 est exprimé au cours de 'embryogenése

(A) Expression de MYB30 dans les différents tissus et au cours du développement de la graine d’apres
seedgenenetwork.net (Belmonte et al., 2013). Les couleurs correspondent a l'intensité de signal
moyen des réplicats biologiques, comme indiqué a droite. CZE : vésicule de I"albumen chalazal;
CZSC : chalaze; EP : Embryon ; GSC : Téguments ; MCE : alboumen mycropylaire ; PEN : aloumen péri-
phérique ; S: suspenseur (B) Coloration GUS de plantes d’Arabidopsis transgéniques MYB30p:GUS
dans le fond génétique Ws-4. Le profil d’expression GUS a été déterminé a différents stades de déve-
loppement. a: stade globulaire; b: stade cceur; c: stade cotylédons courbés. (C. Balagué, M.C. Auriac)

MYB30 serait donc exprimé dans la graine aux mémes stades que GSO1 et GSO2, impli-
qués dans la formation de la cuticule embryonnaire. D’autre part, MYB30 est capable
d’induire I’expression de genes du complexe FAE et joue un réle dans la production des
VLCFA (précurseurs des sphingolipides et des composés cuticulaires) et de certains com-
posés des cires épicuticulaires dans le contexte de I’attaque par un agent pathogéne chez
la plante adulte (voir section 1.5.4 “Role de MYB30 dans I'immunité”). De fagon intéres-
sante, la majorité de ces genes cibles de MYB30 sont également exprimés pendant I’em-
bryogenése et certains d’entre eux montrent un profile d’expression trés proche a celui

59



Chapitre 1

de MYB30 (Figure 1.24). Sur la base de ces données, nous avons formulé |’hypothese
d’'un nouveau réle pour MYB30 dans la formation de la cuticule embryonnaire, placant

ce FT a l'interface entre le développement et la défense de la plante.

Al Q*@&-ﬁ

£ Avg. Signal < 500
Avg. Signal 500~5,000
; Avg. Signal 5,000~10,000

Avg. Signal >10,000

Figure 1.24. GSO1, GSO2 et de nombreux génes cibles de MYB30 dans la plante adulte impliqués
dansla biosynthése de la cuticule sont exprimés au cours del’embryogenése

Profils d’expression pendant le développement de la graine des génes GSO1, GSO2 et des geénes cibles
de MYB30 identifiés dans Raffaele et al., 2008. Données micro-array d’aprés seedgenenetwork.net
(Belmonte et al., 2013). CZE : vésicule de I'albumen chalazal; CZSC : chalaze; EP : Embryon ; GSC:
Téguments ; MCE : albumen mycropylaire ; PEN : albumen périphérique ; S : suspenseur.
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1.7. Objectifs du projet de theése

Sur la base des données présentées précédemment, mon projet de these a visé a explo-
rer la relation encore mal connue entre des voies de signalisation impliquées dans le
développement et les réponses immunitaires de la plante. Pour cela, le projet a été divisé
en deux axes principaux:

Dans le premier axe, |’objectif était tout d’abord de déterminer si certains composants
de la voie ECF (GSO1, GSO2 et ALE1) jouaient également un role dans les réponses im-
munitaires chez Arabidopsis.

Le second axe visait a caractériser le role de MYB30 dans la formation de la cuticule
embryonnaire, et a déterminer s’il y a une relation entre MYB30, GSO1 et GSO2 dans ce
processus développemental.
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Une voie de signalisation
inter-compartimentale
reliée a la défense régule
I"intégrité de la cuticule
embryonnaire chez
Arabidopsis
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Ce premier chapitre de la thése s’inscrit dans le cadre d’une collaboration avec I’équipe
de recherche de Gwyneth Ingram (RDP, Lyon). Dans ce travail récemment soumis pour
publication, les aspects concernant le développement de la graine ont été réalisés a Lyon
tandis que le but de notre équipe a été d’explorer le réle jusqu’a présent inconnu de GSO1
et GSO2 dans I'immunité. Ces travaux ont permis a I’équipe lyonnaise de décrire pour la
premiere fois le processus de déposition de la cuticule de novo, et de montrer que ce
processus nécessite une voie de signalisation impliquant la subtilase ALE1, les RLK GSO1
et GSO2, ainsi que la protéine kinase MPK6, connue pour son réle dans la défense. De
plus, cette voie régule I'expression de génes de défense chez la graine, et en accord avec
cela, le travail réalisé dans notre équipe a montré que GSO1 et GSO2 sont des régulateurs
positifs des réponses immunitaires dans la plante adulte. En conclusion, nous proposons
qu’une voie de signalisation de défense ait pu étre recrutée dans la graine afin de servir
a la formation d’une cuticule embryonnaire intacte.
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SUMMARY

The embryonic cuticle is necessary for normal seed development and seedling establishment
in Arabidopsis. Although mutants with defective embryonic cuticles have been identified,
neither the deposition of cuticle material, nor its regulation, has been described during
embryogenesis. Here we show that cuticle deposition initiates de novo in patches on globular
embryos, and that successful patch coalescence to form a continuous cuticle requires inter-
compartmental signalling involving the endosperm-specific subtilisin protease ALE1, the
receptor kinases GSO1 and GSO2 and the defence-related MPK6 protein. Transcriptome
analysis shows that this pathway regulates defence-related gene expression in seeds.
Consistent with these findings we show that GSO1 and GSO2 play a hitherto unsuspected
role in plant defence against bacterial pathogens. We propose that a defence-related
signalling pathway has been hijacked in some angiosperm seeds through the recruitment of
endosperm-specific components. This pathway ensures the formation of an intact and

functional cuticle around the developing embryo via an “auto-immune” type interaction.

INTRODUCTION

The Arabidopsis seed is a complex structure composed of three genetically distinct compartments,
the maternally-derived seed coat, the embryo, and the endosperm. After fertilization the expansion
of the endosperm drives the growth of the seed. However, during later developmental stages the
endosperm breaks down, leaving space for the growing embryo. By the end of seed development,

only a single endosperm cell layer envelops the embryonic tissues (reviewed in [1]).

The endosperm is an angiosperm innovation, thought to have arisen through the

sexualisation of the central cell of the female gametophyte [2]. The ancestors of angiosperms



probably had seeds more similar to those of gymnosperms, in which tissues of the female
gametophyte proliferate independently of egg cell fertilization to produce a nutrient rich storage
tissue. However, the endosperm plays not only a nutritional role, but also a role in regulating
embryo development. For example, the peptide CLAVATA3/EMBRYO SURROUNDING
REGION-RELATEDS (CLES) may act non-cell autonomously to regulate early Arabidopsis
embryogenesis [3]. Recently, maternally-expressed peptides present in the central cell pre-
fertilization, and subsequently in the early EMBRYO SURROUNDING REGION (ESR), were
shown to regulate Arabidopsis suspensor development. Genetic analysis suggests that this
regulation could be mediated by a pathway involving the Receptor-Like Cytoplasmic Kinase

SHORT SUSPENSOR [4, 5], although the receptor involved remains unidentified.

In previous work we showed that the ESR-specific subtilisin protease Abnormal LEaf-
shapel (ALE1) acts in the same genetic pathway as two embryonically-expressed receptor
kinases, GASSHO1 [(GSOIl) also known as SCHENGEN3 [6]] and GASSHO2 (GSO2), to
control the formation of the embryonic cuticle in developing seeds [7-10]. Our results indicate that
a seed specific inter-tissue signalling event is necessary for the formation of a functional
embryonic cuticle [7]. The results of genetic studies have led us to speculate that the role of this
pathway is to ensure the robust elimination of apoplastic continuity between the developing
embryo and the surrounding endosperm thus gating molecular movement between the two

compartments [11, 12].

The cuticle is the outermost layer of the aerial parts of the plant. It is a highly complex
structure mainly composed of a lipid polymer (cutin) and waxes, either associated with the
polymer (intracuticular waxes) or deposited on the top of it (epicuticular waxes) (recently

reviewed in [13, 14]). Cutin and waxes are composed of complex mixtures of hydroxylated and



very long-chain fatty acid derivatives, respectively. Cuticle structure and composition are highly
regulated not only at the tissue level, but also in response to environmental stimuli such as
drought, radiation and pollution [13, 14]. In addition, several reports have highlighted the
important role played by the cuticle in biotic interactions, and particularly in protecting plants
from attack by bacterial pathogens (reviewed in [13, 15, 16]).

In Arabidopsis although little, if any, evidence exists for the presence of cutin-like
substances in the wall between the mature egg cell and the central cell, by the end of
embryogenesis the hypocotyl and cotyledons of the embryo are covered with a continuous cuticle
which renders the germinating seedling impermeable to hydrophilic dyes, and resistant to water
loss [17]. Cuticle biogenesis is considered to be a unique property of epidermal cells. During plant
development, epidermal cells are generated by anticlinal divisions of pre-existing epidermal cells
so that each cell inherits an intact external cuticularised cell wall. In this respect the embryonic
cuticle is atypical as it is deposited de novo at the interface between the developing embryo and
endosperm. Although mutants with defective embryonic cuticles have been described [7-10, 17],
only very fragmentary evidence about when the embryonic cuticle appears is present in the
literature. Furthermore, the structure of the embryonic cuticle, its composition, the mechanisms
via which it is deposited and its function during seed development remain unexplored. In this
study we aimed to elucidate how the embryonic cuticle is formed, and to investigate how the

ALE1 GSO1 GSO2 signalling pathway impacts its biosynthesis and deposition.

RESULTS

Expression of genes involved in cuticle deposition initiates during early embryogenesis.

An inspection of available in silico data [18-20] showed that many genes encoding enzymes
thought to be involved in cutin biosynthesis are expressed during early embryogenesis

(Supplementary Figure 1). In situ hybridisations confirmed that genes known to affect cuticle



production, (LACS2 [21, 22], FIDDLEHEAD/KCSI10 [23-26], LACERATA [27] and
BODYGUARD [28] ) have a clear epidermis-specific expression from the mid globular stage
onwards (Figure 1, Supplemental Figure 2). The expression of LTPGI [29] and ABCG11 [30],
which encode proteins essential for the export of cutin and waxes to the epidermal surface,
was also detected from early stages of embryogenesis onwards in the outer-most cells of the

embryo (Figure 1, Supplementary Figure 2).

In agreement with published and in silico data [9] (Supplementary Figure 1) GSOI
and GSO2 were expressed in the embryo from early developmental stages (Figure 1). In
addition, their expression was mainly restricted to the embryonic epidermis. GSO/! expression
in the embryonic epidermis was further confirmed using plants expressing a functional
genomic GSO1-mVENUS fusion under the control of the GSO!I promoter (pGSOI1:GSOI-
mVENUS) [6] (Supplementary Figure 3). This construction fully complements the toluidine
blue phenotype of gsol-I gso2-1 double mutant seedlings, and strongly reduces the
misshapen-seed phenotype of gsol-1 gso2-1 mutant seeds when introduced into the gsol-1/
gso2-1 mutant background (Supplementary Figure 3). The expression of cuticle biosynthesis
genes was analysed by in situ hybridization in gsol-I gso2-1 double mutant seeds (which
show a stronger cuticle phenotype than ale/-4 mutants [7]). In agreement with previous
results showing that epidermal identity is not affected in gsol-I gso2-1 mutants[12], no
reduction in the expression of any of the cuticle biogenesis genes analysed was detected in

this background (Figure 1 and Supplementary Figure 2).

Loss of GSO1/GSO2 and ALE]1 function affects cuticle integrity

The cutin content of seedling cotyledons was assessed. A slight loss in cutin load was
detected in gsol-1 gso2-1, but not in alel-4 cotyledons compared to wild-type. In contrast a

very clear reduction in cutin load was observed in control plants lacking the acyltransferases



GPAT4 and GPATS required for cutin biosynthesis, as has previously been reported in rosette
leaves [31] (Figure 2a). Surprisingly, we found that etiolated gpat4 gpat8 seedlings showed a
similar toluidine blue permeability to alel-4 seedlings and a considerably reduced
permeability compared to gsol-I gsol-2 double mutants, suggesting that the gpat4 gpat§
cuticle, although quantitatively strongly deficient in cutin monomers remains partially
functional (Figure 2b). Taken together with gene expression analysis, these results suggest
that the ALE1, GSO1 and GSO2-mediated signalling pathway primarily impacts cuticle

organisation rather than the quantity of cuticle components produced by epidermal cells.

The process of embryonic cuticle deposition was investigated in more detail in wild-
type (Col-0) seeds (Figure 3a-d). At the two-cell stage the embryo was surrounded by a thick
cell wall but no electron dense material was detected at the embryo surface. At the mid-late
globular stage, a cutin-like electron-dense material was detected in patches. From heart stage
onwards, a continuous layer of electron-dense cutin-like material was detected at the surface
of the outer epidermal cell wall in both embryonic cotyledons and hypocotyls. Embryonic
cuticle production therefore involves the de novo deposition and subsequent coalescence of

“patches” of cuticular material at the surface of epidermal cells.

In gsol-1 gso2-1 mutants the cuticle still showed discontinuities at the heart and
walking stick stage (Figure 3e-f, Supplementary Figure 4). In this background the cuticle also
appeared thicker, but less condensed than that of wild-type embryos. The outer epidermal cell
wall was also abnormally thick at later stages. Similar discontinuities were observed, although
at a lower frequency, in the ale/-4 background at the heart stage as described previously [10],
but were less frequent at later stages (Figure 3g-h). These results are consistent with our
hypothesis that the ALE1 GSO1 GSO2 pathway is necessary for generating a continuous
cuticle layer and further suggest that it controls “gap closure” during embryonic cuticle

maturation.



GSO1 GSO2 and ALEI regulate overlapping gene sets and promote the expression of defence

related genes during seed development.

Transcriptional analysis of intact siliques from gso/-/ gso2-1 mutants ale/-4 mutants and
wild-type plants was carried out at globular and heart stage. The results are provided in Figure
4a and b, Supplementary Table 1, and Supplementary Figures 5 and 6. Globally the number of
differentially down-regulated genes in the mutant backgrounds compared to wild-type was
higher than the number of up-regulated genes (Supplementary Table 1). A moderate overlap
between genes showing higher expression in ale/-4 and gsol-1 gso2-1 mutants than wild-type
controls was observed (Supplementary Figure 5, Supplementary Table 1). In contrast more
than three quarters of the genes showing reduced expression in the gso/-1 gso2-1 background
also showed reduced expression in ale/-4 mutants (Figure 4a and Supplementary Table 1),
corroborating genetic evidence that ALE1, GSO1 and GSO2 act in the same genetic pathway
[7]. Because ALEI appears to be expressed exclusively in the ESR region of the endosperm
[7, 8, 10], genes mis-regulated in both mutant backgrounds likely contain bona fide targets
(direct and indirect) of the ALE1 GSO1 GSO2 pathway, despite the fact that the expression of

GSOI and GSO?2 is not restricted to the seed [6, 9, 19].

Genes up-regulated in both mutant backgrounds showed a moderate over-
representation in GO terms associated with responses to abiotic stress (Supplementary Figure
5). In contrast, genes down-regulated in both backgrounds, particularly at the heart stage,
showed a very striking overrepresentation for GO terms linked to defence responses (Figure
4b, Supplementary Figure 6). Mis-regulation of 19 of these genes was validated using
additional independent biological samples by qRT-PCR (Supplementary Figure 7). Globally
the expression levels of these genes in seeds were low, and attempts to carry out in situ
hybridisation were inconclusive. However for one target, SWI3A4 [32], expression in the

developing embryo predicted from in silico data was confirmed, and shown to be



convincingly reduced in embryos of the gsol-1 gso2-1 double mutant (Supplementary Figure
8). Thus, consistent with the embryonic expression of GSOI and GSO2, some of the
transcriptional regulation downstream of ALE1 GSO1 GSO2 signalling occurs in the embryo.
Expression of ALE] was not reduced in gso/-1 gso2-1 mutants (Supplementary Table 2 and
Supplementary Figure 7), suggesting that ALE1 is not a downstream target of GSO1 GSO2-
mediated signalling, and could therefore either act upstream or in parallel to GSO1 and GSO2
in mediating embryonic responses necessary for the establishment of an intact embryonic

cuticle.

MPKG6 acts in the ALE1 GSO1 GSO2 signalling pathway.

The GSO1 and GSO2 receptor kinases belong to family XI of the Leucine-Rich Repeat
(LRR)-RLKs [33, 34], and are closely related to the “danger” (PEP) peptide receptors PEPR1
and PEPR2 [35, 36], which are involved in the amplification of defence responses triggered
by pathogen-associated molecular pattern (PAMP) perception [37]. As previously reported
[38], aberrantly shaped seeds, resembling those of ale/-4 mutants, are found in Arabidopsis
mpk6-2 mutants lacking the MITOGEN ACTIVATED PROTEIN KINASE6 (MPK6) protein,
which acts downstream of PEPR signalling. In addition a proportion of mpk6-2 mutant seeds
are very small, and had a tendency to rupture (Supplementary Figure 9) [38]. A proportion of
mpko6-2 seedlings showed abnormal permeability to the hydrophobic dye toluidine blue,
consistent with the presence of cuticle defects (Figure 4c). Triple mpk6-2 gsol-1 gso2-1 and
double alel-4 mpk6-2 mutants were therefore generated to investigate the genetic interactions
of ALEI, GSOI and GSO2 with MPK6. Fertility in alel-4 mpk6-2 double mutants was similar
to that in mpk6-2 mutants, while triple mpk6-2 gsol-1 gso2-1 mutant plants were viable but

produced very few seeds.



In terms of seed shape and seedling cuticle permeability phenotypes triple mpk6-2
gsol-1 gso2-1 mutants had phenotypes identical to those observed in gsol-1 gso2-1 double
mutants (Figure 4c, Supplementary Figure 9). The frequency of “twisted” seeds (including
ruptured seeds), and toluidine blue stained seedlings was non-additive in alel-4 mpk6-2
double mutant plants, consistent with ALEI, GSOI, GSO2 and MPK6 acting in the same

genetic pathway to control seedling permeability (Figure 4c and Supplementary Figure 9).

MPKG6 is involved in a plethora of reproductive and non-reproductive developmental
processes and shows functional redundancy with other MPK proteins ([38-49]) meaning that
global transcriptome analysis in the mpk6-2 background would likely be uninformative for
this study. We therefore directly tested a subset of genes mis-regulated in gsol-1 gso2-1 and
alel-4 mutants for misregulation in mpk6-2 mutants at three stages of embryo development.
Five out of eight genes tested showed reduced expression in mpk6-2 either at all three stages
(SWI34, WRKY70 and NIMINI), or in two out of three developmental stages tested (S/B/ and
NIMIN2) (Supplementary Figure 10). Interestingly three genes showing strong down-
regulation in the gsol-1 gso2-1 mutants (WRKY33, WRKY46 and WRKY53) did not show a
reduction in expression in the mpk6-2 mutant background (Supplementary Figure 10)
indicating that their transcriptional regulation downstream of GSO1 and GSO2-mediated
signalling could depend on other signalling components. The expression of ALEI, GSOI and

GSO?2 was not altered in mpk6-2 mutants (Supplementary Figure 10).

To further confirm that MPK6 acts downstream of GSO1 and GSO2, we analysed
MPK phosphorylation in developing seeds from Col-0 and gsol-1 gso2-1 double mutants. In
seedlings, phosphorylation of MPK6 (and additional MPKs) can only be detected after
elicitation (for example with the flg22 peptide). The response to flg22 is not attenuated in
gsol/gso2 mutant seedlings (Supplementary Figure 1la and 12a). In contrast, MPK6

phosphorylation (but not phosphorylation of other MPKs) could be detected in un-elicited



seeds (Supplementary Figure 11b). Following quantification, we found that the degree of
phosphorylation of MPK6 was reduced by approximately 50% in gsol-I gso2-1 double
mutant seeds compared to wild-type, suggesting that a significant proportion of MPK6
phosphorylation in seeds likely depends on the activity of GSO1 and GSO2 (Figure 4d and
Supplementary Figure 11b). Intriguingly, in seeds, a band corresponding to a second
phosphorylated MPK was detected exclusively in mpk6-2 mutants, suggesting that the
relatively weak mpk6 phenotype could be due to compensation by an as yet unidentified MPK

[50].

MPKG6 activity is required in the embryo to maintain cuticle integrity.

The strong expression of GSO1 and GSO2 in the embryonic epidermis, suggests that
the activity of GSO1 and GSO2 in cuticle formation is required in the embryo. To further
confirm the spatial requirement for GSO1/GSO2-dependent signalling in the seed, we
complemented the mpk6-2 mutant either with the MPK6 cDNA expressed under the
ubiquitously expressed RPS54 promoter, or under the endosperm specific RGP3 promoter
[51, 52]. We were unable to complement either the misshapen seed/seed bursting phenotypes
or the toluidine blue permeability phenotypes of mpk6-2 mutants by expressing MPK6 in the
endosperm, but obtained full complementation of all phenotypes in plants expressing MPK6
under the RPS54 promoter (Supplementary Figures 13 and 14). We conclude that the seedling
permeability phenotype of mpk6-2 mutants is most likely due to signalling defects in the
embryo. Seed bursting defects could be caused by lack of MPK6 in the testa, although this

remains to be investigated in more detail.

A role for GSO1/2 in resistance to pathogens

The idea that GSO1 and GSO2 could play a role in defence signalling was then

evaluated using inoculation assays with the virulent bacterial strain Pseudomonas syringae



pv. tomato (Pst) DC3000. Syringe-infiltration delivers bacteria directly into intercellular
spaces, and thus susceptibility is unlikely to be due to defects in cuticle integrity. However, to
exclude the possibility that susceptibility of gso/-1gso2-1 mutants was due to defects in the
cuticle of adult plants, cutin and wax loads in adult leaves used for pathogen test was analysed
and no differences were observed compared to wild-type controls (Figure 5a and
Supplementary Figures 15). Furthermore, TEM analysis of these leaves revealed no obvious

defects in cuticle continuity (Supplementary Figure 16).

The role played by GSO1 and GSO2 in defence signalling was confirmed by the
observation that gsol-1 gso2-1 mutant plants showed enhanced susceptibility to the virulent
bacterial strain Pseudomonas syringae pv. tomato (Pst) DC3000 (Figure 5b). Moreover, gsol-
1 gso2-1 plants were also highly susceptible to infection with the avirulent strain Pst DC3000
AvrRpml, which correlated with an impaired hypersensitive response (HR) as compared to
wild-type plants (Figure 5c,d). In contrast, ale/-4 mutant plants, which were also tested,
showed no enhanced susceptibility to either pathogen, and similar HR levels to Col-0 plants
after inoculation with avirulent Pst DC3000 AvrRpm 1, consistent with the restriction of ALE

expression to the developing seed.

Expression of pathogen-induced defence marker genes was found to be significantly
reduced in gsol-I gso2-1 double mutants after inoculation compared to wild-type plants,
consistent with reduced defence-related transcriptional changes in this background (Figure Se,
Supplementary Figure 16). In addition, reduced expression of the PR/ marker gene correlated
with weaker accumulation of the PR1 protein, confirming impaired defence signalling in the

gsol-1 gso2-1 background (Figure 5%).

In order to determine the individual contribution of GSO1 and GSO2 to the
Arabidopsis defence response, gso/-1 and gso2-1 single mutant plants were next inoculated

with Pst DC3000 and Pst DC3000 AvrRpmI. While bacterial growth rates in the gso2 mutant



were not significantly different from those of wild-type plants after inoculation with either
virulent or avirulent bacteria, the gso/ mutant showed intermediate levels of bacterial growth
between Col-0 and the double mutant gsol/-I gso2-1 after inoculation with Pst DC3000
AvrRpmlI (Figure 5gh). Notably, gsol-1 gso2-1 plants expressing the functional GSOI1-
mVENUS construct shown in Supplementary Figure 3 displayed similar bacterial growth
rates than wild-type or gso2-/ mutant plants confirming the prominent role of GSO1 in

Arabidopsis antibacterial defence (Figure 5h).

DISCUSSION

It this study, in agreement with the similarity between GSO1/2 and PEPR1/2 proteins, we
found that the Arabidopsis MPK6, which has been shown to act downstream of PEPR
signalling [53], shows constitutive phosphorylation in developing seeds, and that this
phosphorylation is partially dependent upon GSO1 and GSO?2. In addition, we showed that
GSO1 and GSO?2 are required for the expression of a set of defence-related genes during early
seed development. Consistent with these data we found that in adult rosette leaves GSO1 and
GSO2 are jointly required both for the expression of PR1 protein and for mounting an
efficient defence response against virulent and avirulent strains of Pseudomonas. Taken
together, our results suggest that a functional GSO1/GSO2-dependent defence-related
signalling pathway is active in developing seeds. This scenario is distinct from previously
reported situations in which single pathway components, such as the co-receptor BAK1, play
distinct roles in developmental and defence-related signalling cascades through interaction
with multiple receptors [54, 55]. However, the role of the transcriptional targets of

GSO1/GS02 signalling in seeds remains to be elucidated.

Our work also shows that GSO1/GSO2, ALE1 and MPK6 act in a genetic pathway

involved in ensuring embryonic cuticle integrity. We show for the first time that embryonic



cuticle biogenesis involves the coalescence of discontinuous patches of cutin-like material
that appear on the embryo surface at the globular stage, and that gso/-1 gso2-1 and alel-4
mutants are incapable of completing “gap closure” during this process. Interestingly, GSO1
(also known as SCHENGEN3 [6]) was recently shown to be involved in ensuring the
continuity of another apoplastic diffusion barrier, the Casparian strip, which prevents the
apoplastic movement of solutes from the cortex to the stele of the root [6]. GSO1 may
therefore form part of a general mechanism employed by plants for monitoring the “integrity”
of apoplastic barriers formed during plant development. The role of GSO1 and GSO2 in the
closure of gaps in the nascent cuticle, and indeed the role of GSOI1 in Casparian strip
biogenesis, implies spatial regulation of their activity at the subcellular level. Cytoplasmic
signalling components (which might not be uncovered by transcriptome analysis) are
therefore likely to be of critical importance in GSO1 GSO2 signalling in the embryonic
epidermis. Local production of apoplastic Reactive Oxygen Species (ROS) and/or calcium
influxes could represent one such mechanism, and indeed localized ROS production has been
implicated in Casparian strip formation [6, 56]. Similarly, pathogen attack induces not only
transcriptional regulation but also rapid cellular responses such as the production of ROS and
the influx of calcium [57, 58]. However although a plausible model has proposed that ROS
release could mediate Casparian strip polymerisation though polymerisation of monolignols
[56], it is less obvious how ROS could directly affect the biosynthesis of an aliphatic cutin-
based barrier, although a possible role for ROS in linking the cuticle to the cell wall has been
evoked [59]. Another, potentially linked, possibility is that GSO1/GSO2 activity in the
embryo could spatially direct the secretion of either cuticle components or enzymes and cell
wall components necessary for their integration into the cutin polymer, in a system analogous

to the rapid and highly localized deposition of callose observed upon hyphal penetration into



epidermal cells (reviewed in [60, 61]). However, observing these processes in situ, within the

living seeds, would require developments in microscopy which are not yet available.

Our work highlights two important questions which merit further discussion. A first
important question is whether the GSO1/GSO?2 signalling pathway could play a more general
role in protecting seeds against pathogen attack. Cuticle integrity in adult plants has been
shown to be required for resistance to Pseudomonas pathovars [62, 63]. The action of the
ALE1 GSO1/GSO2 signalling pathway in ensuring embryonic cuticle integrity is therefore
likely to have a significant influence on embryo and seedling susceptibility to bacterial
pathogens. We have also shown that GSO1/GSO2, ALE1 and MPK6 are necessary for the
expression of known defence marker genes in seeds. Cuticle permeability phenotypes have
neither been reported in the literature for mutants affected in the defence markers identified in
our transcriptome studies, nor found in our own studies (unpublished results). This, taken with
the fact that GSO1 and GSO2 are required for resistance to bacterial pathogens post-
germination and in the apparent absence of cuticle defects, raises the question of whether the
ALE1 GSO1/GS02 signalling pathway could act at a more global level either to protect
developing seeds from the ingress of bacterial pathogens (thus affecting vertical pathogen
transmission), or to “prime” embryos against pathogen attack upon germination. Exploring
this possibility would necessitate functionally separating susceptibility caused by cuticle
defects from lack of immune priming, and will be technically very challenging, but could

ultimately inform strategies aiming to reduce vertical transmission of plant pathogens.

The second question concerns how signalling via GSO1 and GSO?2 is triggered in the
seed in the absence of pathogens. In this study we confirmed previous genetic data showing
that ALEI functions in the same pathway as GSO1 and GSO2. We previously proposed that
the function of ALE1, GSO1 and GSO?2 in ensuring the apoplastic separation of the embryo

and endosperm became necessary in angiosperms due to developmental constraints imposed



by the sexualisation of the female gametophye, which led to the simultaneous development of
the embryo and surrounding nutritive tissues post fertilization, rather than their sequential
development [11, 12]. ALEI expression is endosperm specific and, as previously suggested
[64], the recruitment of ALE] to a function in reinforcing the embryonic cuticle may have
occurred during the emergence of the angiosperm lineage. It is thus possible that ALE1 acts
to produce an as yet unidentified ligand for the GSO1 and GSO2 receptors. Interestingly, two
sulfated peptides, CIF1 and CIF2, which can act as ligands for GSO1 during Casparian strip
formation have recently been identified [65, 66]. Testing the role of these molecules in
developing seeds will be an obvious priority. However Nakayama and colleagues specifically
reported that no cuticle defects (as gauged by cotyledon fusion phenotypes) were observed in
cifl cif2 double mutants and the possibility that other signalling molecules could be involved

in ensuring embryonic cuticle integrity therefore cannot be excluded.

Subtilases have been shown to be involved in defence responses and immune priming
in plants [67, 68]. In such a scenario the function of ALEI in the seed could be analogous to
the “immune priming” function previously reported for the subtilase SBT3.3 [68]. We
therefore propose that endosperm-localised factors (like ALE1) may have been recruited in
order to hijack a defence-signalling pathway involving the ancestor(s) of GSO1 and GSO2,
and trigger an “auto-immune” type response in the embryo to ensure cuticle integrity. The
identification of further pathway components, and in particular the substrates of ALE1 and

ligands of GSO1 and GSO2 in seeds, will help to confirm this hypothesis.

Materials and Methods
Plant material. The pGSO/:GSO1-mVENUS line was kindly donated by Professor Niko
Geldner (Unil-Sorge, University of Lausanne). The mpk6-2 (SALK 073907) mutant and the

mpk3-1 (SALK-151594) were kindly provided by Dr Roberta Galletti.



Growth conditions and plant treatments. Unless otherwise specified, plants were grown for
10 d in sterile conditions on Murashige and Skoog (MS) agar plates with 0.5% sucrose, 1
month under short-day conditions (19°C, 8h light / 17°C, 16h dark) and then transferred to
standard long-day conditions (21°C, 16h light/8h dark) for one more month. To stage
material, newly opened flowers were marked each day for two weeks. For bacterial growth
assays, plants were grown under controlled conditions in a growth chamber at 21°C, with a 9-
hours light period and a light intensity of 190 pmol.m™.s-'. For MPK6 activation analysis,
seedlings were grown for 10 d in MS liquid medium supplemented with 0.5% sucrose in
100um cell strainers submerged in 6-well plates (Sml of medium per well). Cell strainers
were transferred to new plates containing MS sucrose 0.5% supplemented with 100 nM or 1
nM flg22 or water and incubated for 15 and 60 minutes at room temperature. For cutin
analysis of seedlings, seeds were sterilized, plated on MS medium supplemented with 0.7 %
agar, 0.7 % sucrose and 2.5 mM MES-KOH, pH 5.7, and stratified in the dark for 3 days at
4°C. Plates were then transferred to a controlled environment growth chamber at 22°C and
with continuous light, and seedlings were grown for 5 days before harvesting the cotyledons.
For toluidine blue staining, sterilized seeds were spread uniformly on 15 cm MS plates with
0.5% sucrose and 0.4% Phytagel (Sigma) (pH 5.8) and stratified for 2 days in the dark at 4°C.
After stratification seeds were transferred to a growth chamber and incubated for 6h under

continuous light followed by 4 days in the dark.

In situ hybridization. DNA templates for the probes used in in situ hybridizations were
amplified using the primers listed in Supplementary Table 2. Digoxigenin-labelled RNA
probes were produced and hybridized to tissue sections following standard procedures. In
brief, siliques were opened, fixed overnight in ice-cold PBS containing 4% paraformaldehyde,
dehydrated through an ethanol series, embedded in Paraplast Plus (Mc Cormick Scientific)

and sectioned (8 um). Immobilized sections were dewaxed and hydrated, treated with 2x



saline sodium citrate (20 min), digested for 15 min at 37°C with proteinase K (20 mg/ml) in
50mM Tris-HCL, pH 7.5, 5SmM EDTA), treated for 2 min with 0.2% glycine in PBS, rinsed,
postfixed with 4% paraformaldehyde in PBS (10 min, 4°C), rinsed, treated with 0.25% w/v
acetic anhydride in 100mM triethanolamine (pH 8.0 with HCI) for 10 min, rinsed and
dehydrated. Sections were then hybridized under coverslips overnight at 50°C with RNA
probes (produced using DIG RNA labelling kit (Roche)) diluted in DIG easy Hyb solution
(Roche) following the manufacturer’s instructions. Following hybridization, the slides were
extensively washed in 0.1x saline sodium citrate and 0.5% SDS at 50 °C (3 h), blocked for 1
hour in 1% blocking solution (Roche) in TBS and for 30 minutes in BSA solution (1% BSA,

0.3% Triton-X-100, 100mM Tris-HCI, 100mM NaCl, 50mM MgCl,), and then incubated in a
1/3000 dilution of in alkaline phosphatase-conjugated antidigoxigenin antibody (Roche) in
BSA solution for 2 h at RT. Sections were extensively washed in BSA solution, rinsed and
treated overnight in the dark with a buffered NBT/BCIP solution. Samples were rinsed in

water before air drying and mounting in Entellan (Sigma).

Microscopy. Embryos were imaged by gently bursting seeds between slide and cover-slip in
water and imaging using a dipping lens with a long working distance. Confocal imaging was
carried out on a Zeiss LSM700 and on a Leica TCS SP8. Light microscopy imaging was

carried out using a Zeiss axioimager 2.

Cutin analysis. Cuticle composition and content was analyzed as previously described [69,

70].

TEM analysis. For transmission electron microscopy analysis, seeds were removed from
siliques by removal of the replum tissue with attached seeds. Seeds were high-pressure frozen
with a Leica EM-PACT-1 system. Three seeds were inserted into a flat copper carrier, fast-

frozen, and cryosubstituted into the Leica AFS1 device. The different freeze-substitution steps



were as follows: 54 h at —90°C in acetone solution containing 0.2% glutaraldehyde, 1%
osmium tetroxide, and 0.1% uranyl acetate. The temperature was then raised with a step of
2°C/h before remaining for 8 hours at -60°C. The temperature was raised again to -30°C for
8h00 before being increased to 4°C. Samples were washed three times for 10 min in 100%
acetone before embedding in Spurr’s resin, which was performed progressively (8 h in 25%
Spurr’s resin in acetone, 24 h in 50% Spurr’s resin in acetone, 24 h in 75% Spurr’s resin in
acetone, and two times for 12 h in 100% Spurr’s resin). Polymerization was performed at
70°C for 18 h.

Leaves were sectioned and fixed in paraformaldehyde, 3.2% glutaraldehyde 2.5% in 0.1 M
phosphate buffer (pH 7.2) under vacuum for 1 h and overnight at 4°C, rinsed, postfixed in 1%
OsOy4 in phosphate buffer for 1h30, rinsed, stained with tannic acid (1% in water) for 30 min,
rinsed, dehydrated through an ethanol series and impregnated in increasing concentrations of
SPURR’s resin over a period of 4 days before being polymerized at 70°C for 18 h.

Samples were sectioned (65 nm sections) and imaged at 120 kV using an FEI TEM tecnai

Spirit with 4 k x 4 k eagle ccd.

Generation of micro-array data. Microarray analysis was carried out at a Transcriptomic
Platform, POPS, at the Institute of Plant Sciences Paris-Saclay (IPS2, Orsay, France), using a
CATMAV7 array based on AGILENT technology [71]. The CATMAV7 array for the
Arabidopsis thaliana genome was made using gene annotations included in FLAGdb++, an
integrative database of plant genomes (http://urgv.evry.inra.fr/FLAGdb, [72]). The single high
density CATMAvV7 microarray slide contains four chambers, each containing 149 916
primers. Each 60 bp primer is present in triplicate in each chamber for robust analysis, and as
both strands. The array contains 35 754 probes (in triplicate) corresponding to genes

annotated in TAIRvS (among which 476 probes correspond to mitochondrial and chloroplast



genes), 1289 probes corresponding to EUGENE software predictions, 658 probes to
miRNA/MIRs and 240 control probes.

3 independent biological replicates were produced. For each biological repetition and
each point, RNA samples were obtained by pooling RNAs from staged siliques containing
embryos at the pre-globular to globular, or the young to late heart stage. Total RNA was
extracted using the Spectrum™ Plant Total RNA Kit (Sigma-Aldrich) according to the
suppliers’ instructions. For each comparison, one technical replicate with fluorochrome
reversal was performed for each biological replicate (i.e. four hybridizations per comparison).
The labelling of cRNAs with Cy3-dUTP or Cy5-dUTP was performed as described in the
Two-Color Microarray-Based Gene Expression Analysis Low Input Quick Amp Labeling
manual (O Agilent Technologies, Inc.). The hybridization and washing steps were performed
according to the Agilent Microarray Hybridization Chamber User Guide instructions ((©
Agilent Technologies, Inc.). Two micron scanning was performed with InnoScan900 scanner
(Innopsys", Carbonne, FRANCE) and raw data were extracted using Mapix" software

(Innopsys", Carbonne, FRANCE).

Statistical Analysis of Microarray Data. Experiments were designed with the statistics
group of the Unité de Recherche en Génomique Végétale. For each array, the raw data
comprised the logarithm of median feature pixel intensity at wavelengths 635 nm (red) and
532 nm (green). For each array, a global intensity-dependent normalization using the loess
procedure [73] was performed to correct the dye bias. The differential analysis was based on
log-ratio averaging over the duplicate probes and over the technical replicates. Hence the
number of available data points for each gene equals the number of biological replicates and
is used to calculate the moderated t-test [74]. Analysis was carried out using the R software

(http://www.R-project.org). Under the null hypothesis, no evidence that the specific variances




vary between probes was highlighted by Limma and consequently the moderated t-statistic
was assumed to follow a standard normal distribution. To control the false discovery rate,
adjusted p-values found using the optimized FDR approach [75] were calculated. We
considered as being differentially expressed, the probes with an adjusted p-value < 0.05. The
function SqueezeVar of the library Limma was used to smooth the specific variances by
computing empirical Bayes posterior means. The library kerfdr was used to calculate the

adjusted p-values.

Data Deposition. Microarray data from this article were deposited at Gene Expression
Omnibus (http://www.ncbi.nlm.nih.gov/geo/), accession no. GSE68048) and at CATdb
(http://urgv.evry.inra.ft/CATdb/; Project: AU14-04 INASEED) according to the “Minimum

Information About a Microarray Experiment” standards.

Quantitative gene expression analysis in seeds. Intact siliques were frozen in liquid
nitrogen and total RNA was extracted using the Spectrum Plant Total RNA Kit (Sigma). Total
RNAs were digested with Turbo DNA-free DNase I (Ambion) according to the
manufacturer’s instructions. RNA was reverse transcribed using the SuperScript VILO cDNA
Synthesis Kit (Invitrogen) according to the manufacturer’s protocol. PCR reactions were
performed in an optical 384-well plate in the QuantStudio 6 Flex System (Applied
Biosystems), using FastStart Universal SYBR Green Master (Rox) (Roche), in a final volume
of 10 pl, according to the manufacturer’s instructions. The following standard thermal profile
was used for all PCR reactions: 95 °C for 10 min, 40 cycles of 95 °C for 10 s, and 60 °C for
30 s. Data were analysed using the QuantStudio 6 Flex Real-Time PCR System Software
(Applied Biosystems). As a reference, primers for the EIF4A cDNA were used. PCR

efficiency (E) was estimated from the data obtained from standard curve amplification using



t

the equation E=10"""¢ Expression levels are presented as E*“', where ACt=Ctgor-Ctersa.

Primers are listed in Supplementary Table 2.

Toluidine blue staining. The lids of plates containing etiolated seedlings were removed and
plates were immediately flooded with staining solution [0.05% (w/v) Toluidine Blue + 0.4%
(v/v) Tween-20] for 2 minutes. The staining solution was poured off and plates were
immediately rinsed gently by flooding under a running tap until the water stream was no
longer visibly blue (1-2 minutes). Seedlings were photographed under a Leica MZ12

StGI‘COl’l’linOSCOpC .

Protein extraction and MPKG6 activation analysis. Seedlings or seeds were quickly frozen
in liquid nitrogen and proteins were extracted in buffer containing 50 mM Tris pH 7.5, 200
mM NaCl, 1 mM EDTA pH 8, 10% glycerol, 0.1% tween 20, 1 mM phenylmethylsulfonyl
fluoride, 1 mM dithiothreitol, 1x protease inhibitor cocktail P9599 (Sigma-Aldrich), and 1x
MS-Safe protease and phosphatase inhibitor cocktail (Sigma-Aldrich). Equal amounts of
proteins (20 pg for seedlings and 10 pg for seeds) were resolved on 10% polyacrylamide gels
and transferred onto a nylon membrane (Schleicher & Schuell). For seedlings primary
antibodies against phospho-p44/42 MAP kinase (Cell Signaling Technologies) and then
against MPK6 (Sigma-Aldrich) were used with horseradish peroxidase-conjugated anti-rabbit
as secondary antibody. Signal detection was performed using the SuperSignal™ West Femto
Maximum Sensitivity Substrate kit (Pierce). For seeds primary antibodies against phosphor-
p44/42 MAP kinase and then against MPK6 were used with IRDye® 800CW Donkey anti-
Rabbit IgG (H + L), and the bound complex was detected using the Odyssey Infrared Imaging
System (Li-Cor; Lincoln, NE). The images were analysed and quantified with Imagel.

Background was substracted for each band.



Bacterial inoculation assays. 4-week-old plants were kept at high humidity for 12 h before
inoculation. The abaxial side of leaves was injected with a bacterial suspension of
Pseudomonas syringae pv. tomato DC3000 or Pseudomonas syringae pv. tomato DC3000
carrying the avirulence gene AvrRpml using a blunt syringe. For determination of in planta
bacterial growth, a bacterial density of 5x10° cfu/ml in 10 mM MgCl, was used. Leaves
samples were harvested 0 and 3 days post-inoculation and ground on sterile water. A 1:1000
dilution for each sample was plated on King’s B selective medium and incubated at 28°C for
2 days. Data statistical analysis was performed using Statgraphics Centurion XV.II
Professional Software (Statpoint Technologies). Normality of residues was verified by the
Kolmogorov—Smirmov test. The effect of the genotype was tested by ANOVA (P <0.01) and

subsequent LSD post-hoc test.

For gene expression analyses, plants were inoculated with a bacterial suspension of Pst
DC3000 AvrRpmI (5x107 cfu/ml in 10 mM MgCl). Leaf samples were harvested at the
indicated time points post-inoculation and stored at -80°C until being processed. Material for
RNA analysis was ground in liquid nitrogen and total RNA was isolated using the Nucleospin
RNA plant kit (Macherey-Nagel) according to the manufacturers’ recommendations. Reverse
transcription was performed using 1.5 pg of total RNA. Real-time quantitative PCR was
performed on a Light Cycler 480 II machine (Roche Diagnostics, Meylan, France), using
Roche reagents. Primers used for Q-RT-PCR are provided as Supporting Information.
Relative expression was calculated as the ACp between each gene and the average of internal
controls [SAND family (At2g28390)]. Average ACp was calculated from 3 experimental

replicates and related to the value of each gene at time 0, which is set at 1.

To analyse the accumulation of the PR1 protein, plants were inoculated with a suspension of
Pst DC3000 AvrRpm1 (5x10” cfu/ml in 10 mM MgCl,). Samples were harvested 0, 24 and 48

hours after inoculation and ground in liquid nitrogen. Protein extracts were prepared by



boiling for 5 minutes in Laemmli buffer and centrifuged at 14,000g for 10 min. Proteins were
separated by SDS-PAGE and transferred onto nitrocellulose by wet electroblotting.
Transferred proteins were visualized by Ponceau S red staining. Antibodies used for Western
blotting were anti-PR1 rabbit polyclonal (Agrisera, 1:2,500) and goat anti-rabbit IgG-HRP
(Santa Cruz, 1:3,000). Proteins were visualized using the Immobilon kit (Millipore) under

standard conditions.
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Figure Legends
Figure 1

Genes involved in cuticle biosynthesis are co-expressed with GSOI and GSO2 during
embryogenesis, but their expression is not dependent upon GSO1 and GSO2. Analysis of
the expression of genes involved in cuticle biosynthesis in wild-type (Col-0) and gsol-1 gso2-
1 seeds containing late globular/triangle, heart and early torpedo stage embryos (left to right).

Figure 2



Cuticle permeability defects in alel-4 and gsol-1 gso2-1 seedlings do not correlate with
changes in cutin load. (a) Cotyledons grown in vitro for 5 days under continuous light were
collected, delipidated and their cutin content and composition was analyzed as described in
the Material and Method section. ®OH and DCA stand respectively for omega-hydroxy acid
and o,o-dicarboxylic acid. Mean values are shown in pg/mg of delipidated dry residue (DR) +
SD of three replicates. Statistical differences were determined according to a Student’s ¢ test :
*#% denotes p<0.0001, ** denotes p<0.001 and * denotes p<0.01. (b) Cuticle permeability to
toluidine blue in etiolated seedlings from the genotypes tested in (a).

Figure 3

Embryonic cuticle biogenesis involves a process of patch coalescence which is defective
in alel-4 and gsol-1 gso2-1 mutants. Analysis of embryonic cuticle deposition in wild-type
(a-d), gsol-1 gso2-1 (e-f) and alel-4 (g,h) embryos at 2 cell (a), mid globular (b), mid heart
(c,e,g) and walking stick (d,f,h) stages of embryogenesis. White arrows show the external face
of the embryonic cuticle. Scale bar = 500nm.

Figure 4

ALE1, GSO1 and GSO2 positively regulate the expression of defence-related genes in
seeds via a signalling pathway involving MPK6 activation. (a) Summary of overlaps
between gene sets showing reduced expression in alel/-4 and gsol-1 gso2-1 mutants at the
globular and heart stages of development. (b) GO term analysis of genes down-regulated in
both alel-4 and gsol gso2 mutants at the heart stage (c) Seedling cuticle permeability
phenotypes of mpk6-2 and alel-4 and gsol-1 gso2-1 mutants and in double and triple mutant
combinations. (d) Degree of phosphorylation of MPK6 in Col-0 and gsol-1 gso2-1 mutant
seeds. Error bars represent SD of 4 replicates. A representative western blot is shown in
Supplemental Figure 11b.

Figure 5

GSO1 and GSO2 positively regulate Arabidopsis resistance and HR in response
tobacterial inoculation. (a) Cuticle analysis of mature leaves from wild-type, ale/-4 and
gsol-1 gso2-1 plants (detailed analysis shown in Supplementary Figure 12). (b,c) Bacterial
growthin the indicated Arabidopsis lines, 0 (white bars) and 3 days (grey bars) after
inoculation with (b) Pst DC3000 (5x10° cfu/ml) or (c¢) Pst DC3000 AvrRpm1 (5x10° cfu/ml).
Mean bacterial densities were calculated from with the indicated number of individual plants
(4 leaves/plant). Lowercase letters indicate significant differences based on the tests described
in the Methods section. (d) Symptoms developed by the indicated Arabidopsis lines 24 hpi
with Pst AvrRpm1 (5x10” cfu/ml). Pictures are representative of five independent experiments
in which 10 plants of each line were infiltrated. (¢) Gene expression in Arabidopsis Col-0 and
gsol-1 gso2-1 lines before (white bars) and at the indicated times after (gray bars) inoculation
with Pst AvrRpm1 (5x10” cfu/ml). Expression values of the individual genes were normalized
using the SAND family as an internal standard and related to the value in Col-0 at time 0,
which is set at 100%. Mean and SEM values were calculated from 3 experiments with 4
replicates. Statistical differences were determined according to a Student’s ¢ test : *** denotes



p<0.00005, ** denotes p<0.0005 and * denotes p<0.01. (f) Accumulation levels of the PR1
protein (top panel) as revealed by Western blot with anti-PR1 antibodies following
inoculation of the indicated Arabidopsis lines, 0, 24 and 48 hours after inoculation (hpi) with
Pst DC3000 (5x107 cfu/ml). Ponceau S staining (bottom panel) confirms equal loading.
Molecular mass markers in kiloDaltons are indicated on the right. (g,h) Bacterial growth in
the indicated Arabidopsis lines 3 days after inoculation with (g) Pst DC3000 (5x10° cfu/ml)
or (h) Pst DC3000 AvrRpmI (5x10° cfu/ml). Mean bacterial densities were calculated from
the indicated number of individual plants (4 leaves/plant). Lowercase letters indicate
significant differences based on the tests described in the Methods section.
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Figure 3
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Figure 4

b

Term p-value
alel heart gsol gso2 globular || [response to chitin 2,58E-26
response to stimulus 3,62E-25
response to carbohydrate stimulus 1,29E-23
response to stress 6,65E-16
response to organic substance 4,69E-15
response to chemical stimulus 7,29E-13
response to wounding 6,71E-11
immune system process 2,42E-10
innate immune response 6,71E-09
immune response 7,81E-09
defense response 9,82E-09
regulation of cellular process 2,31E-08
requlation of biological process 2,36E-08
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Figure 5
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Supplementary Figure 1 (Related to Figure 1)

Genes involved in cuticle biosynthesis are expressed early during embryo development and are
co-expressed with GSO1 and GSO2. Expression data for LACS2 (a), FDH (b), BDG (c), LCR (d),
LTPG1 (e), ABCG11 (f), GSO1 (g) and GSO2 (h) downloaded from the Seed Gene Network resource

(http://seedgenenetwork.net/).



Supplementary Figure 2 (Related to Figure 1)
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Genes involved in cuticle biosynthesis are co-expressed with GSO1 and GSO2 in the embryonic
epidermis during embryogenesis, but their expression is not dependent upon GSO1 and GSO2.
Analysis of the expression of genes involved in cuticle biosynthesis in wild-type (Col-0) and gso1-1 gso2-1
seeds containing late globular/triangle, heart and early torpedo stage embryos (left to right).




Supplementary Figure 3 (Related to Figure 1)
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Localisation and functionality of the pGSO1:GSO1-mVENUS transgene in developing embryos.
Confocal images of GSO1-mVENUS at early heart, mid heart, late heart and early torpedo stages of
development (a-d ). (e) The pGSO1:GSO1-mVENUS transgene complements seedling cuticle defects
in gsol-1 gso2-1 double mutants. Quantification of seedling toluidine blue permeability was carried
out as described in Moussu et al., 2017. Error bars represent standard errors from three biological
replicates. (f-h) The pGSO1-GSO1:mVENUS transgene complements seed shape defects in gsol-1
gso2-1 double mutants. Seed populations from wild-type (f), gso1-1 gso2-1 double mutants (g) and
gsol-1 gso2-1 double mutants carrying the The pGSO1:GSO1-mVENUS transgene (h). Occasional
misshapen shaped seeds are observed in the complemented line (white arrows), compared with
100% misshapen seeds in the un-complemented double mutant. Scale bar = 1mm.



Supplementary Figure 4 (Related to Figure 3)

gsol-1 gso2-1 mutant embryos produce a diffuse and discontinuous
cuticle. Analysis of embryonic cuticle deposition in gsol-1 gso2-1 at
the mid heart (a-b) and walking stick (c-d) stages of embryogenesis.
White arrows show external face of embryonic cuticle. Scale bar =
500nm.



Supplementary Figure 5 (Related to Figure 4)

d

Term Observed Frequency Expected Frequency p-value
G0:0009415 |[response to water 12 out of 59 genes, 20.3% |211 out of 24961 genes, 0.8% |3.06E-11
G0:0009414 |response to water deprivation 11 out of 59 genes, 18.6% (202 out of 24961 genes, 0.8% [2.72E-10
G0:0009266 |response to temperature stimulus |13 out of 59 genes, 22% 399 out of 24961 genes, 1.6% (7.81E-10
G0:0006950 |response to stress 24 out of 59 genes, 40.7% (2104 out of 24961 genes, 8.4% |8.90E-10
G0:0009628 |[response to abiotic stimulus 20 out of 59 genes, 33.9% |1360 out of 24961 genes, 5.4% |8.90E-10
G0:0009409 [response to cold 9 out of 59 genes, 15.3% |269 out of 24961 genes, 1.1% |6.20E-07
G0:0050896 |response to stimulus 26 out of 59 genes, 44.1% |3689 out of 24961 genes, 14.8% |2.10E-06
G0:0009631 |cold acclimation 4 out of 59 genes, 6.8% 21 out of 24961 genes, 0.1% 9.01E-06
G0:0006970 |response to osmotic stress 9 out of 59 genes, 15.3% |425 out of 24961 genes, 1.7% |1.80E-05
G0:0042221 [response to chemical stimulus 16 out of 59 genes, 27.1% |1892 out of 24961 genes, 7.6% |0.000122
G0:0009269 |[response to desiccation 3 out of 59 genes, 5.1% 19 out of 24961 genes, 0.1% 0.000303
G0:0009737 |[response to abscisic acid stimulus |7 out of 59 genes, 11.9% [340 out of 24961 genes, 1.4% (0.000303
G0:0050832 |defense response to fungus 5 out of 59 genes, 8.5% 131 out of 24961 genes, 0.5% |0.000303
G0:0009408 [response to heat 5 out of 59 genes, 8.5% 147 out of 24961 genes, 0.6% |0.000451
G0:0009620 |response to fungus 5 out of 59 genes, 8.5% 167 out of 24961 genes, 0.7% |0.000759
b

Term Observed Frequency Expected Frequency p-value
G0:0009408 |[response to heat 8 out of 57 genes, 14% 147 out of 24961 genes, 0.6% |5.94E-07
G0:0009266 |response to temperature stimulus |10 out of 57 genes, 17.5% |399 out of 24961 genes, 1.6% |3.42E-06
GO0:0009628 |response to abiotic stimulus 15 out of 57 genes, 26.3% | 1360 out of 24961 genes, 5.4% |2.48E-05
G0:0042221 |response to chemical stimulus 17 out of 57 genes, 29.8% | 1892 out of 24961 genes, 7.6% |3.53E-05
G0:0050896 |response to stimulus 24 out of 57 genes, 42.1% (3689 out of 24961 genes, 14.8%|3.53E-05
G0:0010033 |response to organic substance 12 out of 57 genes, 21.1% | 1148 out of 24961 genes, 4.6% |0.000408
G0:0009642 |response to light intensity 4 out of 57 genes, 7% 78 out of 24961 genes, 0.3% 0.00136
GO0:0009744 |response to sucrose stimulus 3 out of 57 genes, 5.3% |36 out of 24961 genes, 0.1% 0.00298
G0:0034285 |response to disaccharide stimulus |3 out of 57 genes, 5.3% |37 out of 24961 genes, 0.1% 0.00298
C

ale1_heart gso_glob
GO term analysis of genes

ale1_glob

UP REGULATED GENES

gso_heart

showing increased expression in
siliques of both gsol-1 gso2-1 and
ale1-4 mutant backgrounds at the
globular (a) and heart (b) stage of
embryo development.
of overlap between these datasets

is illustrated in (c).

The degree




Supplementary Figure 6 (Related to Figure 4)

da
Term Observed Frequency Expected Frequency p-value
GO0:0050896|response to stimulus 93 out of 205 genes, 45.4% | 3689 out of 24961 genes, 14.8% |1.30E-22
G0:0010200|response to chitin 22 out of 205 genes, 10.7%|127 out of 24961 genes, 0.5% 3.71E-19
G0:0009743|response to carbohydrate stimulus|22 out of 205 genes, 10.7% (203 out of 24961 genes, 0.8% 2.23E-15
GO0:0010033|response to organic substance 42 out of 205 genes, 20.5%|1148 out of 24961 genes, 4.6% |7.11E-14
G0:0006950|response to stress 55 out of 205 genes, 26.8%|2104 out of 24961 genes, 8.4% |[8.53E-13
GO0:0042221|response to chemical stimulus 52 out of 205 genes, 25.4% (1892 out of 24961 genes, 7.6% |8.53E-13
G0:0006952|defense response 32 out of 205 genes, 15.6%|747 out of 24961 genes, 3% 3.18E-12
G0:0002376/immune system process 21 out of 205 genes, 10.2% (292 out of 24961 genes, 1.2% 8.84E-12
G0:0008219| cell death 18 out of 205 genes, 8.8% |234 out of 24961 genes, 0.9% 1.46E-10
G0:0016265|death 18 out of 205 genes, 8.8% |234 out of 24961 genes, 0.9% 1.46E-10
G0:0045087|innate immune response 18 out of 205 genes, 8.8% |256 out of 24961 genes, 1% 5.38E-10
G0:0006955 immune response 18 out of 205 genes, 8.8% |260 out of 24961 genes, 1% 6.27E-10
G0:0012501| programmed cell death 15 out of 205 genes, 7.3% |197 out of 24961 genes, 0.8% 8.76E-09
GO0:0006915|apoptosis 12 out of 205 genes, 5.9% |142 out of 24961 genes, 0.6% 1.79E-07
GO0:0050789| regulation of biological process 60 out of 205 genes, 29.3% (3434 out of 24961 genes, 13.8% [2.36E-07
GO0:0050794| regulation of cellular process 55 out of 205 genes, 26.8% (3050 out of 24961 genes, 12.2% |4.07E-07
GO0:0065007| biological regulation 61 out of 205 genes, 29.8%|3661 out of 24961 genes, 14.7% |8.63E-07
G0:0009607|response to biotic stimulus 21 out of 205 genes, 10.2%|610 out of 24961 genes, 2.4% 1.46E-06
G0:0051707|response to other organism 20 out of 205 genes, 9.8% [558 out of 24961 genes, 2.2% 1.55E-06
b
Term Observed Frequency Expected Frequency p-value

GO0:00102|response to chitin 31 out of 293 genes, 10.6% |127 out of 24961 genes, 0.5% |2.58E-26
GO0:00508|response to stimulus 121 out of 293 genes, 41.3% | 3689 out of 24961 genes, 14.8%|3.62E-25
G0:00097{response to carbohydrate stimulus 33 out of 293 genes, 11.3% (203 out of 24961 genes, 0.8% |1.29E-23
GO0:00069|response to stress 75 out of 293 genes, 25.6% |2104 out of 24961 genes, 8.4% |6.65E-16
G0:00100|response to organic substance 53 out of 293 genes, 18.1% |1148 out of 24961 genes, 4.6% |4.69E-15
G0:00422|response to chemical stimulus 65 out of 293 genes, 22.2% |1892 out of 24961 genes, 7.6% |7.29E-13
G0:00096|response to wounding 18 out of 293 genes, 6.1% |145 out of 24961 genes, 0.6% |6.71E-11
G0:00023|immune system process 23 out of 293 genes, 7.8% |292 out of 24961 genes, 1.2% |2.42E-10
GO0:00450{innate immune response 20 out of 293 genes, 6.8% 256 out of 24961 genes, 1% 6.71E-09
GO0:00069{immune response 20 out of 293 genes, 6.8% |260 out of 24961 genes, 1% 7.81E-09
G0:00069|defense response 33 out of 293 genes, 11.3% |747 out of 24961 genes, 3% 9.82E-09
GO0:00507|regulation of cellular process 75 out of 293 genes, 25.6% [3050 out of 24961 genes, 12.2%|2.31E-08
G0:00507|regulation of biological process 81 out of 293 genes, 27.6% |3434 out of 24961 genes, 13.8%|2.36E-08
G0:00650|biological regulation 84 out of 293 genes, 28.7% |3661 out of 24961 genes, 14.7%|3.48E-08
GO0:00511|regulation of nitrogen compound metabolic process |51 out of 293 genes, 17.4% |[1717 out of 24961 genes, 6.9% |5.94E-08
GO:00454{regulation of transcription 49 out of 293 genes, 16.7% |1621 out of 24961 genes, 6.5% (7.09E-08
GO0:00096|response to abiotic stimulus 44 out of 293 genes, 15% 1360 out of 24961 genes, 5.4% |7.11E-08

GO term analysis of genes showing reduced expression in siliques of both gso1-1 gso2-1 and
ale1-4 mutant backgrounds at the globular (a) and heart (b) stage of embryo development.




Supplementary Figure 7 (Related to Figure 4)
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Supplementary Figure 8 (Related to Figure 4)
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Analysis of the expression of SWI3A in wild-type (a-c), gsol-1 gso2-1 (d-e) mutant embryos in
seeds containing late globular/triangle (a,d), heart (b,e) and early torpedo (c,f) stage embryos.
Expression data for SWI3A downloaded from the Seed Gene Network resource (
http://seedgenenetwork.net/) is shown in (g).




Supplementary Figure 9 (Related to Figure 4)
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Non additivity of seed twisting (a-b) and seedling cuticle permeability (c) phenotypes between
mpk6-2 and ale1-4 mutants and between mpk6-2 and gsol-1 gso2-1 double mutants. Populations
of seeds (a) from single double and triple mutants were photographed, and seed phenotypes were
quantified (b)(Col0 n= 196, ale1-4 n=200, mpk6-2 n=210, gsol-1 gso2-1 n=111, mpk6-2 alel-4 (3
individuals) n =211, 212 and 238, mpk6-2 gso1-1 gso2-1 n=86). Etiolated seedlings were treated with
toluidine blue and seedling and toluidine blue phenotypes were quantified (c). Results are
representative of three independent experiments. Col0 n=389, ale1-4 n=387 , mpk6-2 n=383, mpk6-2
ale1-4 n=398. (Quantifications were not possible for mpk6-2 gso1-1 gso2-1 triple mutants due to low
seed set).



Supplementary Figure 10 (Related to Figure 4)
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gRT-PCR analysis of the expression of candidate target genes in mpk6-2 mutant siliques. Experiments
were carried out in biological triplicate. Values are expressed relative to EIF4 gene expression.
Significance values indicated were calculated using a Student’s t-test. *** denotes p<0.01, **denotes
p<0.05 and * denotes p<0.1. Bars indicate standard errors.



Supplementary Figure 11 (Related to Figure 4)
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GSO1 and GSO2 mediate MPK6 phosphorylation in developing seeds. Western blot analysis of
phosphorylated MPK proteins (upper panels) and then total MPK6 protein (middle panels). Loading
controls (Ponceau S-stained Rubisco in (a) and Tubulin in (b)) are shown in lower panels. In each case
the same blot is shown in the upper middle and lower panel. * Indicates a non specific band
detected by the anti-MPK6 antibody. (a) Control experiment to test functionality of antibodies, using
seedlings treated with water or with 100nM flg22 for either 15 or 60 minutes before protein
extraction. The mutants mpk3-1 and mpk6-2 were included in flg22 treatments to confirm band
identities. This experiment was independently repeated 3 times with similar results. (b) Analysis of
proteins extracted from developing seeds at the globular-early torpedo stage. The mutants mpk3-1
and mpk6-2 were included to confirm band identification. No phosphorylation of MPKs other than
MPK6 is observed in WT, gsol-1 gso2-1 or mpk3-1 seeds, but an additional band (**) is
systematically observed in the mpk6-2 mutant background. Quantification of this data is shown in
Figure 4d. This experiment was repeated 4 times on independent biological samples, with similar
results.



Supplementary Figure 12 (Related to Figure 4)
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gsol/gso2 mutant seedlings are not significantly affected in the MPK6 phosphorylation response
to flg22. (a) Western blot analysis of phosphorylated MPK proteins (upper panels) and then total
MPK6 protein (middle panels). Loading control (Ponceau S-stained Rubisco) is shown in lower panels.
In each case the same blot is shown in the upper middle and lower panel. * Indicates a non specific
band detected by the anti-MPK6 antibody. Seedlings were treated with water or with 1nM flg22 for
either 15 or 60 minutes before protein extraction. (b) relative degree of phosphorylation of MPK6 at
15 mins after treatment, and 1hr after treatment, for the flg22 treated replicates shown in (a).



Supplementary Figure 13 (Related to Figure 4)
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MPK®6 is required in the embryo and testa, but not the endosperm (a) Representative phenotypes
of seeds from wild-type (Col0), mpk6-2, and these backgrounds transformed with pRGP3-MPK6 or
PRPS5A-MPK6. (b) Quantification of seed phenotypes in the above material. Seeds from at least two
independent transgenic lines have been quantified.



Supplementary Figure 14 (Related to Figure 4)
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MPKG6 activity is required in the embryo and testa, but not the endosperm, for normal seedling
development (a) Representative phenotypes of toluidine blue-stained seedlings from wild-type
(Col0), mpk6-2, and these backgrounds transformed with pRGP3-MPK6 or pRPS5A-MPK6. Lines

correspond to those described in Supplementary Figure 13b. Scale bar = 2mm



Supplementary Figure 15 (Related to Figure 5)
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Cuticle analysis of mature leaves from wild-type, ale1-4 and gsol-1 gso2-1 plants. (a) Cutin
composition and content of rosette leaves. Each constituent is designated by carbon chain-length
and unsaturation, and is labeled by chemical class along the x-axis. Mean values are shown in
ug.dm2 * SD of four replicates. (b) Cuticular wax composition and content of rosette leaves. Each
wax constituent is designated by carbon chain-length and is labeled by chemical class along the x-
axis. Mean values are shown in pg.dm?2 = SD of four replicates. No significant differences are
observed



Supplementary Figure 16 (Related to Figure 5)
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(a) and (b) Leaf cuticle continuity in leaves of Col0 and gsol-1 gso2-1 mutant plants respectively.
(c) Expression profiles of the indicated genes in Arabidopsis Col-0 (A) and gsol-1 gso2-1 (®) lines
0, 1, 2, 4 and 24 hours post-inoculation (hpi) with Pst AvrRpm1 (5x107 cfu/ml). Expression values of
the individual genes were normalized using SAND family genes as internal standards and related to
the value of Col-0 at time 0, which is set at 100%. Mean and SEM values were calculated from 3

experiments with 4 replicates.



Supplemental Table 1

Down at Up at
Down in Down in globular
ale1atboth  gso1/2 at stage in
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stagos  bothstages _ both g;::;:;s glob heart glob heart  bothstages Lol both both

genotypes
genotypes genotypes

AT1G01720 | AT1G01250 | AT1G01250 | AT1G01250 | AT1G01720 | AT1G01250 | AT1G01720 | AT1G01250 | AT1G01120 | AT1G01160 | AT1G01120 | AT1G02640 | AT1G20440 | AT1G02640 | AT1G01120 | AT1G07400
AT1G02450 | AT1G01600 | AT1G01600 | AT1G02400 | AT1G02450 | AT1G02450 | AT1G02450 | AT1G02450 | AT1G01470 | AT1G04380 | AT1G01180 | AT1G05300 | AT1G30250 | AT1G05300 | AT1G01470 | AT1G07476
AT1G03220 | AT1G01720 | AT1G01720 | AT1G02450 | AT1G04770 | AT1G02820 | AT1G05575 | AT1G02820 | AT1G02600 | AT1G04645 | AT1G01430 | AT1G07400 | AT1G34844 | AT1G07400 | AT1G09350 | AT1G11080
AT1G04240 | AT1G02450 | AT1G02450 | AT1G02820 | AT1G05575 | AT1G05100 | AT1G07135 [ AT1G04770 | AT1G04120 | AT1G04660 | AT1G01470 | AT1G07476 | AT1G52690 | AT1G10970 | AT1G15010 | AT1G11260
AT1G04660 | AT1G02820 | AT1G02820 | AT1G04770 | AT1G06770 | AT1G05575 | AT1G07430 | AT1G05100 | AT1G04130 | AT1G05220 | AT1G02610 | AT1G10970 | AT2G01554 | AT1G23030 | AT1G16850 | AT1G14280
AT1G04770 | AT1G03870 | AT1G05100 | AT1G05100 | AT1G06830 | AT1G07135 | AT1G08650 | AT1G05575 | AT1G09250 | AT1G05340 | AT1G02640 | AT1G11080 | AT2G04570 | AT1G29465 | AT1G20440 | AT1G28330
AT1G05575 | AT1G04040 | AT1G05575 | AT1G05575 | AT1G07135 | AT1G07430 | AT1G11050 | AT1G06830 | AT1G09350 | AT1G06350 | AT1G02980 | AT1G11260 | AT2G18193 | AT1G30250 | AT1G23030 | AT1G29460
AT1G06770 | AT1G04770 | AT1G06350 | AT1G06830 | AT1G07430 | AT1G07490 | AT1G12610 | AT1G07135 | AT1G15010 | AT1G07400 | AT1G04380 | AT1G14280 | AT2G20560 | AT1G31173 | AT1G30250 | AT1G30250
AT1G06830 | AT1G05100 | AT1G07135 | AT1G07120 | AT1G11050 | AT1G10657 | AT1G13245 | AT1G07430 | AT1G16850 | AT1G07476 | AT1G05260 | AT1G21910 | AT2G26150 | AT1G34844 | AT1G34844 | AT1G31173
AT1G07135 | AT1G05575 | AT1G07430 | AT1G07135 | AT1G12610 | AT1G11050 | AT1G14370 | AT1G07490 | AT1G17830 | AT1G08230 | AT1G05300 | AT1G23030 | AT2G28085 | AT1G47400 | AT1G35310 | AT1G34844
AT1G07430 | AT1G06540 | AT1G07490 | AT1G07430 | AT1G13245 | AT1G12610 | AT1G17147 | AT1G10657 | AT1G17940 | AT1G08560 | AT1G05560 | AT1G26762 | AT2G36050 | AT1G59860 | AT1G51090 | AT1G52690
AT1G08260 | AT1G06770 | AT1G08230 | AT1G07490 | AT1G16620 | AT1G13245 | AT1G17610 | AT1G11050 [ AT1G17960 | AT1G08985 | AT1G06475 | AT1G28330 | AT2G37170 | AT1G60960 | AT1G61100 | AT1G59860
AT1G08650 | AT1G06830 | AT1G08650 | AT1G10657 | AT1G17147 | AT1G14480 | AT1G19020 | AT1G11210 [ AT1G20440 | AT1G09155 | AT1G07400 | AT1G29420 | AT2G43540 | AT1G61100 | AT1G63030 | AT2G01021
AT1G11050 | AT1G07050 | AT1G10657 | AT1G11050 | AT1G19180 | AT1G17147 | AT1G19180 | AT1G12610 | AT1G20450 | AT1G10070 | AT1G07610 | AT1G29430 | AT3G05640 | AT1G72430 | AT1G70800 | AT2G05380
AT1G12610 | AT1G07135 | AT1G11050 | AT1G11210 | AT1G19770 | AT1G19020 | AT1G19770 | AT1G13245 | AT1G21910 | AT1G11080 | AT1G07690 | AT1G29440 | AT3G06070 | AT2G16660 | AT2G17300 | AT2G20560
AT1G13245 | AT1G07430 | AT1G12610 | AT1G12610 | AT1G20823 | AT1G19180 | AT1G19960 | AT1G13420 | AT1G23030 | AT1G11260 | AT1G08340 | AT1G29450 | AT3G06868 | AT2G20560 | AT2G17840 | AT2G26150
AT1G13750 | AT1G07450 | AT1G13245 | AT1G13245 | AT1G22190 | AT1G19770 | AT1G20823 | AT1G13650 | AT1G28400 | AT1G12010 | AT1G08890 | AT1G29460 | AT3G08970 | AT2G23290 | AT2G18969 | AT2G28570
AT1G14370 | AT1G07490 | AT1G14370 | AT1G13420 | AT1G22810 | AT1G19960 | AT1G21100 | AT1G14250 | AT1G29195 | AT1G12080 | AT1G08985 | AT1G29465 | AT3G12510 | AT2G29500 | AT2G20560 | AT2G29500
AT1G14380 | AT1G09750 | AT1G14480 | AT1G13650 | AT1G23710 | AT1G20510 | AT1G21110 | AT1G14480 | AT1G30250 | AT1G13607 | AT1G09155 | AT1G29490 | AT3G12580 | AT2G30930 | AT2G23290 | AT2G36050
AT1G14880 | AT1G10657 | AT1G14630 | AT1G14250 | AT1G25390 | AT1G20823 | AT1G21130 | AT1G14540 | AT1G34844 | AT1G14280 | AT1G09350 [ AT1G29510 | AT3G19680 | AT2G36050 | AT2G27500 | AT2G37170
AT1G15550 | AT1G11050 | AT1G15040 | AT1G14480 | AT1G25400 | AT1G21100 | AT1G22190 | AT1G16730 | AT1G35310 | AT1G15757 | AT1G09380 | AT1G30250 | AT3G22600 | AT2G37170 | AT2G29440 | AT3G03830
AT1G16620 | AT1G11210 | AT1G17147 | AT1G14540 | AT1G27730 | AT1G21110 | AT1G22810 | AT1G17147 | AT1G47510 | AT1G19320 | AT1G10190 | AT1G31173 | AT3G24420 | AT2G42540 | AT2G36050 | AT3G05640
AT1G17147 | AT1G12610 | AT1G17610 | AT1G16490 | AT1G28370 | AT1G21130 | AT1G23710 | AT1G17380 | AT1G48580 | AT1G19530 | AT1G10717 | AT1G34844 | AT3G29240 | AT2G47440 | AT2G37170 | AT3G06070
AT1G17610 | AT1G13245 | AT1G19020 [ AT1G16730 | AT1G28480 | AT1G21590 | AT1G25390 | AT1G18300 | AT1G51090 | AT1G19540 | AT1G10970 | AT1G47400 | AT3G55500 [ AT3G05640 | AT2G37180 | AT3G06868
AT1G19020 | AT1G13420 | AT1G19180 | AT1G17050 | AT1G31540 | AT1G22190 | AT1G25400 | AT1G19180 | AT1G51490 | AT1G20440 | AT1G11590 | AT1G52690 | AT3G59220 | AT3G06070 | AT2G40330 | AT3G08970
AT1G19180 | AT1G13650 | AT1G19500 | AT1G17147 | AT1G31580 | AT1G22810 | AT1G27730 | AT1G19210 | AT1G52560 | AT1G22890 | AT1G13607 | AT1G59860 | AT4G04223 | AT3G08970 | AT2G42540 | AT3G11340
AT1G19770 | AT1G14250 | AT1G19770 | AT1G17380 | AT1G33600 | AT1G23710 | AT1G28370 | AT1G19670 | AT1G52690 | AT1G22990 | AT1G14880 | AT1G60960 | AT4G08950 | AT3G11340 | AT2G47440 | AT3G11600
AT1G19960 | AT1G14480 | AT1G19840 | AT1G17950 | AT1G34095 | AT1G25390 | AT1G31540 | AT1G19770 | AT1G61100 | AT1G24212 [ AT1G15010 | AT1G61100 | AT4G23680 | AT3G12580 | AT3G04010 | AT3G12580
AT1G20823 | AT1G14518 | AT1G19890 | AT1G18300 | AT1G35210 | AT1G25400 | AT1G31580 | AT1G20510 | AT1G63030 | AT1G26796 | AT1G15757 | AT1G67910 | AT4G24960 | AT3G19680 | AT3G05640 | AT3G19680
AT1G20960 | AT1G14540 | AT1G19960 | AT1G19020 | AT1G36370 | AT1G25550 | AT1G33600 | AT1G20823 | AT1G64450 | AT1G26797 | AT1G16400 | AT1G72430 | AT4G27450 | AT3G22600 | AT3G06070 | AT3G22600
AT1G20970 | AT1G16410 | AT1G20510 | AT1G19180 | AT1G37130 | AT1G27730 | AT1G34095 | AT1G22190 | AT1G64640 | AT1G26799 | AT1G16850 | AT2G01021 | AT4G34770 | AT3G24420 | AT3G08970 | AT3G24420
AT1G21000 | AT1G16620 | AT1G20823 | AT1G19210 | AT1G49500 | AT1G27770 | AT1G35210 | AT1G22810 | AT1G68500 | AT1G27220 | AT1G18350 [ AT2G05380 | AT4G36130 | AT3G29240 | AT3G12580 | AT3G24500
AT1G21100 | AT1G16730 | AT1G21100 | AT1G19670 | AT1G52890 | AT1G28370 | AT1G35710 | AT1G23710 | AT1G70130 | AT1G27240 | AT1G19320 | AT2G16660 | AT5G19190 | AT3G30720 | AT3G19680 | AT3G28857
AT1G21110 | AT1G17147 | AT1G21110 | AT1G19770 | AT1G55450 | AT1G29690 | AT1G37130 | AT1G25390 | AT1G70800 | AT1G27250 | AT1G20440 | AT2G20560 | AT5G23360 | AT3G52310 | AT3G22600 | AT3G29240
AT1G21130 | AT1G17380 | AT1G21130 | AT1G19960 | AT1G55960 | AT1G31540 | AT1G52830 | AT1G25400 | AT1G71000 | AT1G28330 | AT1G21790 | AT2G23290 | AT5G25240 | AT3G55500 | AT3G24420 | AT3G29370
AT1G22060 | AT1G18300 | AT1G21590 | AT1G20190 | AT1G58848 | AT1G32640 | AT1G52890 | AT1G25550 | AT1G74990 | AT1G29460 | AT1G21970 | AT2G26150 | AT5G25450 | AT3G56000 | AT3G27980 | AT3G41761
AT1G22190 | AT1G18740 | AT1G21850 | AT1G20510 | AT1G60190 | AT1G32920 | AT1G53163 | AT1G27730 | AT2G01280 | AT1G30250 | AT1G22360 | AT2G28570 | AT5G35935 | AT3G62950 | AT3G29240 | AT3G47340
AT1G22280 | AT1G19180 | AT1G22190 | AT1G20823 | AT1G61340 | AT1G33600 | AT1G55450 | AT1G27770 | AT2G01554 | AT1G30820 | AT1G22400 | AT2G29500 | AT5G39050 | AT4G08950 | AT3G50970 | AT3G47380
AT1G22480 | AT1G19210 | AT1G22810 | AT1G21100 | AT1G62340 | AT1G35210 | AT1G56520 | AT1G28370 | AT2G04570 | AT1G31173 | AT1G22440 | AT2G30930 | AT5G52640 | AT4G12690 | AT3G55500 | AT3G55500
AT1G22530 | AT1G19640 | AT1G23710 | AT1G21110 | AT1G63360 | AT1G37130 | AT1G58848 | AT1G28380 | AT2G17300 | AT1G33055 | AT1G22480 | AT2G31730 | AT5G53710 | AT4G16000 | AT3G56260 | AT3G62950
AT1G22810 | AT1G19670 | AT1G25390 | AT1G21130 | AT1G66090 | AT1G47485 | AT1G60190 | AT1G30135 | AT2G17840 | AT1G33770 | AT1G22882 | AT2G36050 | AT5G57520 | AT4G24960 | AT3G59940 | AT4G08950
AT1G23710 | AT1G19770 | AT1G25400 | AT1G21390 | AT1G66390 | AT1G48100 | AT1G61340 | AT1G31540 [ AT2G18193 | AT1G34250 | AT1G22890 | AT2G36830 | AT5G60630 | AT4G27450 | AT3G62720 | AT4G11890

Up at heart

Up ingso1/2 globular stage in

Downin  Downin  Downin  Downin
alelglob  alelheart gso1/2 glob gsol/2 heart

AT1G24764 | AT1G20470 | AT1G25550 | AT1G21590 | AT1G67105 | AT1G52890 | AT1G66090 | AT1G32640 | AT2G18969 | AT1G34844 | AT1G23030 | AT2G37170 AT4G33020 | AT4G03930 | AT4G16000
AT1G25390 | AT1G20510 | AT1G26945 | AT1G22070 | AT1G67290 | AT1G53170 | AT1G66390 | AT1G32720 | AT2G20560 | AT1G36060 | AT1G23130 | AT2G42540 AT4G33420 | AT4G04090 | AT4G23140
AT1G25400 | AT1G20823 | AT1G27360 | AT1G22190 | AT1G67470 | AT1G55450 | AT1G66725 | AT1G32920 | AT2G23290 | AT1G36340 | AT1G23980 | AT2G42870 AT4G37240 | AT4G08950 | AT4G24960
AT1G27730 | AT1G22190 | AT1G27730 | AT1G22810 | AT1G68238 | AT1G56510 | AT1G67470 | AT1G32928 | AT2G26150 | AT1G43666 | AT1G24170 | AT2G43820 AT4G38400 | AT4G24960 | AT4G27450
AT1G28370 | AT1G22810 | AT1G27770 | AT1G23710 | AT1G69890 | AT1G60190 | AT1G68238 | AT1G33600 | AT2G27228 | AT1G43667 | AT1G24212 | AT2G47440 AT5G06530 | AT4G25810 | AT4G34770
AT1G28480 | AT1G23710 | AT1G28270 | AT1G25390 | AT1G69940 | AT1G60590 | AT1G68610 | AT1G35210 | AT2G27500 | AT1G44830 | AT1G24590 | AT3G02170 AT5G14070 | AT4G27450 | AT4G36740
AT1G29420 | AT1G25390 | AT1G28370 | AT1G25400 | AT1G70270 | AT1G61340 | AT1G68825 | AT1G37130 [ AT2G28085 | AT1G47317 | AT1G26797 | AT3G03830 AT5G14120 | AT4G36130 | AT4G36850
AT1G29440 | AT1G25400 | AT1G29140 [ AT1G25550 | AT1G72900 | AT1G64390 | AT1G69940 | AT1G49500 | AT2G29440 | AT1G47655 | AT1G26799 | AT3G05640 AT5G19190 | AT4G37240 | AT5G03840
AT1G29450 | AT1G25550 | AT1G29690 | AT1G27440 | AT1G72910 | AT1G64780 | AT1G70270 | AT1G49780 | AT2G36050 | AT1G47780 | AT1G27380 | AT3G06070 AT5G20250 | AT4G38410 | AT5G14070
AT1G29500 | AT1G27730 | AT1G31320 | AT1G27730 | AT1G72920 | AT1G65490 | AT1G72900 | AT1G51700 | AT2G37170 | AT1G48195 | AT1G27440 | AT3G06868 AT5G20670 | AT5G06530 | AT5G14120
AT1G29510 | AT1G27770 | AT1G31490 | AT1G27770 | AT1G72930 | AT1G66090 | AT1G72910 | AT1G51820 | AT2G37180 | AT1G49000 | AT1G28650 | AT3G08970 AT5G25240 | AT5G15960 | AT5G19120
AT1G30690 | AT1G28370 | AT1G31540 | AT1G28370 | AT1G72940 | AT1G66390 | AT1G72920 | AT1G52070 | AT2G40230 | AT1G49130 | AT1G29395 [ AT3G09440 AT5G25450 | AT5G19190 | AT5G19190
AT1G31150 | AT1G28380 | AT1G31580 | AT1G28380 | AT1G77760 | AT1G66400 | AT1G72930 | AT1G52890 | AT2G40330 | AT1G49210 | AT1G29465 | AT3G11340 AT5G35935 | AT5G25240 | AT5G20250
AT1G31540 | AT1G28480 | AT1G32640 | AT1G29690 | AT1G78410 | AT1G67470 | AT1G72940 | AT1G55450 | AT2G42530 | AT1G51440 | AT1G30250 | AT3G11600 AT5G47450 | AT5G25450 | AT5G20670
AT1G31580 | AT1G30135 | AT1G32920 | AT1G29720 | AT1G79770 | AT1G68238 | AT1G73870 | AT1G56510 | AT2G42540 | AT1G52690 | AT1G31173 [ AT3G12580 AT5G51440 | AT5G34830 | AT5G21170
AT1G32530 | AT1G31540 | AT1G33110 | AT1G30135 | AT1G80840 | AT1G68840 | AT1G75040 | AT1G60190 | AT2G42870 | AT1G52695 | AT1G31250 | AT3G16240 AT5G52640 | AT5G35935 | AT5G25240
AT1G32770 | AT1G31580 | AT1G33600 | AT1G31540 | AT2G05995 | AT1G72900 | AT1G77760 | AT1G60590 | AT2G42990 | AT1G53070 | AT1G32170 | AT3G19680 AT5G67390 | AT5G39050 | AT5G25450
AT1G33600 | AT1G32640 | AT1G34095 | AT1G32640 | AT2G15040 | AT1G72910 | AT1G79770 | AT1G61340 | AT2G43540 | AT1G53282 | AT1G32280 | AT3G22600 AT5G47330 | AT5G35935
AT1G34095 | AT1G32720 | AT1G35210 | AT1G32720 | AT2G16016 | AT1G72920 | AT1G80840 | AT1G61800 | AT2G47015 | AT1G53285 | AT1G32740 | AT3G24420 AT5G51440 | AT5G44680
AT1G35210 | AT1G32920 | AT1G35710 | AT1G32920 | AT2G16140 | AT1G72930 | AT2G01340 | AT1G62180 | AT2G47440 | AT1G53690 | AT1G33800 | AT3G24500 AT5G52310 | AT5G47450
AT1G35710 | AT1G32928 | AT1G37130 | AT1G32928 | AT2G17040 | AT1G72940 | AT2G03240 | AT1G62300 | AT3G03270 | AT1G54640 | AT1G34060 | AT3G28857 AT5G52640 | AT5G52640
AT1G36370 | AT1G33600 | AT1G47485 | AT1G33600 | AT2G22200 | AT1G73500 | AT2G12020 | AT1G64390 | AT3G04010 | AT1G57565 | AT1G34310 | AT3G29240 AT5G57520 | AT5G53710
AT1G37130 | AT1G34095 | AT1G48100 | AT1G35210 | AT2G22430 | AT1G73870 | AT2G15040 | AT1G64780 | AT3G04270 | AT1G58225 | AT1G34844 | AT3G29370 AT5G62360

AT1G43770 | AT1G35210 | AT1G48330 | AT1G37130 | AT2G22540 | AT1G74930 | AT2G16016 | AT1G65390 | AT3G05640 | AT1G59670 | AT1G35310 | AT3G30720 AT5G67300

AT1G45211 | AT1G36370 | AT1G49750 | AT1G47485 | AT2G22795 | AT1G75040 | AT2G16140 | AT1G65490 | AT3G05650 | AT1G59800 | AT1G35520 | AT3G41761
AT1G47450 | AT1G37130 | AT1G51250 | AT1G48100 | AT2G22880 | AT1G76650 | AT2G17040 | AT1G66090 | AT3G06070 | AT1G59860 | AT1G36340 [ AT3G47340
AT1G49500 | AT1G48330 | AT1G52830 | AT1G49500 | AT2G23840 | AT1G77400 | AT2G19770 | AT1G66390 | AT3G06868 | AT1G59920 | AT1G36710 | AT3G47380
AT1G51030 | AT1G49500 | AT1G52890 | AT1G49780 | AT2G24600 | AT1G77760 | AT2G21210 | AT1G66400 | AT3G08970 | AT1G59930 | AT1G42980 | AT3G52310

AT1G52830 | AT1G49780 | AT1G53163 | AT1G51700 | AT2G25510 | AT1G78070 | AT2G22200 | AT1G66540 | AT3G12510 | AT1G60970 | AT1G43160 | AT3G55500
AT1G52890 | AT1G51700 | AT1G53170 | AT1G51805 | AT2G26530 | AT1G79770 | AT2G22430 | AT1G67470 | AT3G12580 | AT1G60983 | AT1G43666 [ AT3G56000
AT1G53163 | AT1G51820 | AT1G54070 | AT1G51820 | AT2G27420 | AT1G80840 | AT2G22540 | AT1G67970 | AT3G16970 | AT1G61060 | AT1G43667 | AT3G58120
AT1G55450 | AT1G52070 | AT1G55450 | AT1G52070 | AT2G29670 | AT2G01340 | AT2G22880 | AT1G68238 | AT3G19680 | AT1G61820 | AT1G47317 | AT3G62950
AT1G55960 | AT1G52470 | AT1G56510 | AT1G52890 | AT2G31380 | AT2G15040 | AT2G24600 | AT1G69490 | AT3G20395 | AT1G63100 | AT1G47400 | AT4G03190
AT1G56520 | AT1G52890 | AT1G56520 | AT1G53170 | AT2G32020 | AT2G16140 | AT2G25000 | AT1G69890 | AT3G22550 | AT1G63190 | AT1G47990 | AT4G08040

AT1G58390 | AT1G55450 | AT1G58430 | AT1G55450 | AT2G38470 | AT2G17040 | AT2G25510 | AT1G72900 | AT3G22600 | AT1G65500 | AT1G48195 | AT4G08950
AT1G58602 | AT1G55960 | AT1G58848 | AT1G56510 | AT2G38790 | AT2G22190 | AT2G26190 | AT1G72910 | AT3G24420 | AT1G65845 | AT1G49190 | AT4G11890
AT1G58848 | AT1G56510 | AT1G59740 | AT1G56660 | AT2G39330 | AT2G22200 | AT2G26530 | AT1G72920 | AT3G27980 | AT1G65890 | AT1G49475 | AT4G12690
AT1G59870 | AT1G57990 | AT1G60190 | AT1G59590 | AT2G40460 | AT2G22430 | AT2G27420 | AT1G72930 | AT3G29240 | AT1G66880 | AT1G49770 | AT4G14130
AT1G60190 | AT1G58848 | AT1G60590 | AT1G60190 | AT2G40660 | AT2G22500 | AT2G31380 | AT1G72940 | AT3G30122 | AT1G67610 | AT1G49800 | AT4G16000
AT1G61340 | AT1G60190 | AT1G61290 | AT1G60590 | AT2G40750 | AT2G22540 | AT2G32020 | AT1G73325 | AT3G50570 | AT1G67980 | AT1G49860 | AT4G17460
AT1G62214 | AT1G60590 | AT1G61340 | AT1G61340 | AT2G46400 | AT2G22880 | AT2G34650 | AT1G73500 | AT3G50970 | AT1G68290 | AT1G51090 | AT4G23140
AT1G62340 | AT1G61340 | AT1G61566 | AT1G61800 | AT2G47580 | AT2G23320 | AT2G38470 | AT1G73540 | AT3G55500 | AT1G68735 | AT1G52695 | AT4G24960

AT1G63300 | AT1G61800 | AT1G62500 | AT1G62180 | AT2G47590 | AT2G23810 | AT2G38530 | AT1G74930 | AT3G56260 | AT1G70560 | AT1G53285 | AT4G25200
AT1G63360 | AT1G62180 | AT1G63522 | AT1G62300 | AT2G47600 | AT2G24600 | AT2G38790 | AT1G76600 | AT3G59220 | AT1G71250 | AT1G55650 | AT4G27450
AT1G65790 | AT1G62300 | AT1G64107 | AT1G62420 | AT2G47610 | AT2G25510 | AT2G39200 | AT1G76650 | AT3G59940 | AT1G71380 | AT1G56430 | AT4G29030
AT1G65800 | AT1G62340 | AT1G64390 | AT1G63030 | AT2G47620 | AT2G26530 | AT2G39330 | AT1G77400 | AT3G61490 | AT1G71890 | AT1G56620 | AT4G32480

AT1G66090 | AT1G62560 | AT1G64625 | AT1G63910 | AT2G47630 | AT2G27395 | AT2G40750 | AT1G77760 | AT3G62720 | AT1G72060 | AT1G57680 | AT4G33020
AT1G66390 | AT1G63360 | AT1G64700 | AT1G64065 | AT2G47640 | AT2G27420 | AT2G41090 | AT1G78410 | AT4G03060 | AT1G72580 | AT1G58180 | AT4G33420

AT1G66725 | AT1G63710 | AT1G64780 | AT1G64390 | AT2G47650 | AT2G29090 | AT2G46400 | AT1G79770 | AT4G03930 | AT1G76930 | AT1G59670 | AT4G34760
AT1G67105 | AT1G64330 | AT1G65490 | AT1G64780 | AT3G02380 | AT2G29170 | AT2G46860 | AT1GB0820 | AT4G04090 | AT1G77780 | AT1G59860 | AT4G34770
AT1G67290 | AT1G64370 | AT1G65870 | AT1G65390 | AT3G04210 | AT2G31380 | AT2G47130 | AT1G80840 | AT4G04223 | AT1G78520 | AT1G59920 | AT4G36740
AT1G67470 | AT1G64390 | AT1G66090 | AT1G65490 | AT3G05930 | AT2G32020 | AT2G47580 | AT2G05050 | AT4G08910 | AT1G78850 | AT1G59930 [ AT4G36850
AT1G68060 | AT1G64400 | AT1G66390 | AT1G66090 | AT3GO07850 | AT2G32140 | AT2G47590 | AT2G05940 | AT4G08950 | AT2G01021 | AT1G60960 | AT4G37240
AT1G68238 | AT1G64780 | AT1G66400 | AT1G66390 | AT3G09870 | AT2G34650 | AT2G47600 | AT2G15020 | AT4G20320 | AT2G01554 | AT1G60970 | AT4G38400

AT1G68610 | AT1G65390 | AT1G66725 | AT1G66400 | AT3G13227 | AT2G38470 | AT2G47610 | AT2G15040 | AT4G23680 | AT2G01610 | AT1G60983 | AT5G03840
AT1G68825 | AT1G65450 | AT1G66940 | AT1G66540 | AT3G14040 | AT2G38790 | AT2G47620 | AT2G15390 | AT4G24660 | AT2G01667 | AT1G61100 [ AT5G06530
AT1G69890 | AT1G65490 | AT1G67400 | AT1G67470 | AT3G15210 | AT2G39200 | AT2G47640 | AT2G16140 | AT4G24960 | AT2G02120 | AT1G61810 [ AT5G10150
AT1G69940 | AT1G66090 | AT1G67470 | AT1G67970 | AT3G16720 | AT2G40140 | AT3G01250 | AT2G17040 | AT4G25810 | AT2G02710 | AT1G61820 [ AT5G14070

AT1G70210 | AT1G66160 | AT1G67856 | AT1G68238 | AT3G19030 | AT2G40750 | AT3G02380 | AT2G18210 | AT4G26150 | AT2G02930 | AT1G62290 | AT5G14120




D . D N Dlmgnlat Down at Upi 12 IU: alt Up at heart
Downin  Downin  Downin  Downin _ JWW0™ g;";’l"z':‘ gﬁ:g: °' heartstage Upinalel Upinalel Upingsoli2 Upingsoli2 Upinaletat = ¢ o ‘;:g'e‘ o stagein
ale1 glob ale1 heart gso1/2 glob gso1/2 heart in both glob heart glob heart both stages both
stages both stages both stages both
genotypes  9enotPes genotypes genotypes

AT1G70270 | AT1G66390 | AT1G68238 | AT1G68840 | AT3G20865 | AT2G41100 | AT3G02800 | AT2G22200 | AT4G27450 | AT2G03190 | AT1G62340 | AT5G19120
AT1G71220 | AT1G66400 | AT1G68350 | AT1G69490 | AT3G21150 | AT2G42760 | AT3G03430 | AT2G22430 | AT4G30280 | AT2G04000 | AT1G63030 | AT5G19190
AT1G72900 | AT1G66540 | AT1G68610 | AT1G69790 | AT3G22231 | AT2G44840 | AT3G03850 | AT2G22500 | AT4G33070 | AT2G04025 | AT1G64370 | AT5G20250
AT1G72910 | AT1G67105 | AT1G68825 | AT1G69890 | AT3G24520 | AT2G46400 | AT3G04210 | AT2G22540 | AT4G33560 | AT2G04320 | AT1G66460 | AT5G20670
AT1G72920 | AT1G67290 | AT1G68840 | AT1G72520 | AT3G26860 | AT2G47060 | AT3G05930 | AT2G22880 | AT4G34770 | AT2G04570 | AT1G66855 | AT5G21170
AT1G72930 | AT1G67470 | AT1G69120 | AT1G72900 | AT3G28120 | AT2G47590 | AT3G07850 | AT2G23840 | AT4G35160 | AT2G05380 | AT1G67265 | AT5G24530
AT1G72940 | AT1G67970 | AT1G69588 | AT1G72910 | AT3G28780 | AT2G47600 | AT3G09870 | AT2G24600 | AT4G36010 | AT2G05440 | AT1G67775 | AT5G25240
AT1G73870 | AT1G68238 | AT1G69940 | AT1G72920 | AT3G28810 | AT2G47610 | AT3G13227 | AT2G25510 | AT4G36130 | AT2G05520 | AT1G67820 | AT5G25450
AT1G75020 | AT1G68725 | AT1G70270 | AT1G72930 | AT3G28830 | AT2G47620 | AT3G14040 | AT2G25735 | AT4G36430 | AT2G05530 | AT1G68380 | AT5G27780
AT1G75040 | AT1G69490 | AT1G72110 | AT1G72940 | AT3G28980 | AT2G47640 | AT3G15210 | AT2G26530 | AT4G37240 | AT2G05540 | AT1G68570 | AT5G35935
AT1G76960 | AT1G69795 | AT1G72500 | AT1G73325 | AT3G29000 | AT3G02380 | AT3G15500 | AT2G27395 | AT4G37400 | AT2G05960 | AT1G68725 | AT5G43270
AT1G77450 | AT1G69890 | AT1G72900 | AT1G73500 | AT3G29644 | AT3G04210 | AT3G16720 | AT2G27420 | AT4G38410 | AT2G12066 | AT1G69520 | AT5G44680
AT1G77760 | AT1G69940 | AT1G72910 | AT1G73540 | AT3G44260 | AT3G04640 | AT3G19030 | AT2G29090 | AT4G39320 | AT2G12465 | AT1G69572 | AT5G45950
AT1G78110 | AT1G70270 | AT1G72920 | AT1G73630 | AT3G44440 | AT3G07850 | AT3G20220 | AT2G29170 | AT4G39330 | AT2G12475 | AT1G69828 | AT5G47450
AT1G78410 | AT1G70700 | AT1G72930 | AT1G73870 | AT3G44450 | AT3G09870 | AT3G20865 | AT2G29310 | AT5G06530 | AT2G14365 | AT1G70090 | AT5G51440
AT1G79770 | AT1G71030 | AT1G72940 | AT1G74930 | AT3G44630 | AT3G10930 [ AT3G21150 | AT2G30020 | AT5G15960 | AT2G14378 | AT1G70800 | AT5G52640
AT1G79830 | AT1G72610 | AT1G73500 | AT1G75040 | AT3G44860 | AT3G14040 | AT3G21890 | AT2G30300 | AT5G19190 [ AT2G15325 | AT1G70990 | AT5G53710
AT1G80840 | AT1G72900 | AT1G73870 | AT1G76600 | AT3G45640 | AT3G14210 | AT3G22060 | AT2G31380 | AT5G20150 | AT2G15960 | AT1G71360 | AT5G57550
AT1GB80920 | AT1G72910 | AT1G74930 | AT1G76650 | AT3G46600 | AT3G15210 [ AT3G22231 | AT2G32020 | AT5G23360 | AT2G17723 | AT1G72430 | AT5G63225
AT2G01021 | AT1G72920 | AT1G75040 | AT1G77400 | AT3G50770 | AT3G16720 | AT3G22235 | AT2G32510 | AT5G25240 | AT2G17750 | AT1G72510 | AT5G64510
AT2G01340 | AT1G72930 | AT1G76360 | AT1G77760 | AT3G50930 | AT3G17120 | AT3G23030 | AT2G38210 | AT5G25450 | AT2G18193 | AT1G72580 | AT5G67390
AT2G01410 | AT1G72940 | AT1G76650 | AT1G78070 | AT3G53810 | AT3G17609 | AT3G24520 | AT2G38470 | AT5G34790 | AT2G18550 | AT1G74020

AT2G02140 | AT1G73010 | AT1G77400 | AT1G78410 | AT3G55980 | AT3G19030 | AT3G25882 | AT2G38790 | AT5G34800 | AT2G18700 | AT1G74670

AT2G03240 | AT1G73325 | AT1G77760 | AT1G79770 | AT3G56290 | AT3G21150 | AT3G26860 | AT2G40000 | AT5G34830 | AT2G19796 | AT1G75250

AT2G05520 | AT1G73500 | AT1G77890 | AT1G80050 | AT3G56400 | AT3G22231 | AT3G27690 | AT2G40140 | AT5G35935 | AT2G19802 | AT1G77780

AT2G05935 | AT1G73540 | AT1G78070 | AT1G80820 | AT3G56710 | AT3G22840 | AT3G28810 | AT2G40150 | AT5G39050 [ AT2G19970 | AT1G80100

AT2G05995 | AT1G74450 | AT1G79245 | AT1G80840 | AT3G56880 | AT3G24520 | AT3G28830 | AT2G40460 | AT5G39760 | AT2G20160 | AT1G80440

AT2G07679 | AT1G74930 | AT1G79770 | AT2G01340 | AT3G63060 | AT3G25600 | AT3G29000 | AT2G40750 | AT5G45960 | AT2G20560 | AT2G01520

AT2G07681 | AT1G75100 | AT1G80840 | AT2G05050 | AT4G00770 | AT3G29000 | AT3G42450 | AT2G41380 | AT5G47330 | AT2G20670 | AT2G01667

AT2G07687 | AT1G75290 | AT2G01150 | AT2G05940 | AT4G02200 | AT3G44260 | AT3G44260 | AT2G41640 | AT5G51440 | AT2G20825 | AT2G01850

AT2G07688 | AT1G75960 | AT2G01340 | AT2G15020 | AT4G02410 | AT3G44440 | AT3G44440 | AT2G42760 | AT5G52310 | AT2G22040 | AT2G01890

AT2G07696 | AT1G76520 | AT2G03090 | AT2G15040 | AT4G04610 | AT3G44450 | AT3G44450 | AT2G43290 | AT5G52640 | AT2G22345 | AT2G02000

AT2G07709 | AT1G76530 | AT2G03240 | AT2G15390 | AT4G11000 | AT3G45640 | AT3G44630 | AT2G44578 | AT5G53710 | AT2G22420 | AT2G02490

AT2G07717 | AT1G76600 | AT2G07739 | AT2G15480 | AT4G13075 | AT3G46600 | AT3G45640 | AT2G44840 | AT5G55270 | AT2G23260 | AT2G02580

AT2G07725 | AT1G76650 | AT2G12020 | AT2G16140 | AT4G13395 | AT3G46620 | AT3G46520 | AT2G45560 | AT5G57520 | AT2G23490 | AT2G03190

AT2G07727 | AT1G77400 | AT2G15040 | AT2G17040 | AT4G13560 | AT3G50770 | AT3G46600 | AT2G45570 | AT5G60250 | AT2G24950 | AT2G03200

AT2G07733 | AT1G77760 | AT2G16016 | AT2G17660 | AT4G17230 | AT3G50930 | AT3G47440 | AT2G46340 | AT5G60630 | AT2G25060 | AT2G04034

AT2G07735 | AT1G78410 | AT2G16140 | AT2G18210 | AT4G18197 | AT3G51920 | AT3G49530 | AT2G46400 | AT5G60890 | AT2G26150 | AT2G05330

AT2G12020 | AT1G78600 | AT2G16586 | AT2G22190 | AT4G21990 | AT3G52430 | AT3G50770 | AT2G47060 | AT5G61890 | AT2G26650 | AT2G05660

AT2G12905 | AT1G78950 | AT2G16890 | AT2G22200 | AT4G23170 | AT3G53810 | AT3G50930 | AT2G47590 | AT5G62360 | AT2G27385 | AT2G12475

AT2G14560 | AT1G78990 | AT2G17040 | AT2G22430 | AT4G23810 | AT3G55980 | AT3G52620 | AT2G47600 | AT5G64735 | AT2G28085 | AT2G13810

AT2G15040 | AT1G79770 | AT2G19770 | AT2G22500 | AT4G24380 | AT3G56290 | AT3G53810 | AT2G47610 | AT5G65687 | AT2G28305 | AT2G14247

AT2G16016 | AT1G80820 | AT2G20570 | AT2G22540 | AT4G25480 | AT3G56400 | AT3G55980 | AT2G47620 | AT5G67300 | AT2G28570 | AT2G14610

AT2G16140 | AT1G80840 | AT2G20750 | AT2G22880 | AT4G25490 | AT3G56710 | AT3G56290 | AT2G47640 AT2G29500 | AT2G15325

AT2G16320 | AT2G05050 | AT2G21210 | AT2G23320 | AT4G32510 | AT3G56880 | AT3G56400 | AT2G47650 AT2G31085 | AT2G15740

AT2G16485 | AT2G05940 | AT2G22055 | AT2G23360 | AT4G33050 | AT3G59080 | AT3G56710 | AT3G01830 AT2G32800 | AT2G15960

AT2G17040 | AT2G05995 | AT2G22190 | AT2G23810 | AT4G35090 | AT3G61190 | AT3G56880 | AT3G02380 AT2G33060 | AT2G16660

AT2G17880 | AT2G10940 | AT2G22200 | AT2G23840 | AT4G36500 | AT3G61890 | AT3G61890 | AT3G04210 AT2G34123 | AT2G16700

AT2G18660 | AT2G11940 | AT2G22240 | AT2G24600 | AT4G38550 | AT3G63060 | AT3G63060 | AT3G04640 AT2G36050 | AT2G16790

AT2G19000 | AT2G13570 | AT2G22430 | AT2G25510 | AT5G01540 | AT4G00770 | AT4G00770 | AT3G07850 AT2G36660 | AT2G16960

AT2G19770 | AT2G14247 | AT2G22500 | AT2G25735 | AT5G03210 | AT4G01250 | AT4G02200 | AT3G09870 AT2G37130 | AT2G17300

AT2G21200 | AT2G15020 | AT2G22540 | AT2G26530 | AT5G06320 | AT4G02200 | AT4G02410 | AT3G10930 AT2G37170 | AT2G17305

AT2G21210 | AT2G15040 | AT2G22880 | AT2G27395 | AT5G07410 | AT4G02410 | AT4G11000 | AT3G14040 AT2G37880 | AT2G17723

AT2G22200 | AT2G15390 | AT2G23320 | AT2G27420 | AT5G08760 | AT4G11000 | AT4G11485 | AT3G14210 AT2G38530 | AT2G17750

AT2G22430 | AT2G15620 | AT2G23810 | AT2G27830 | AT5G08790 | AT4G11280 | AT4G13075 | AT3G15210 AT2G39030 | AT2G17840

AT2G22540 | AT2G16016 | AT2G24450 | AT2G29090 | AT5G17420 | AT4G13395 | AT4G13395 | AT3G15760 AT2G39210 | AT2G18490

AT2G22740 | AT2G16140 | AT2G24600 | AT2G29170 | AT5G19240 | AT4G14365 | AT4G13560 | AT3G16720 AT2G40180 | AT2G18700

AT2G22795 | AT2G16145 | AT2G25000 | AT2G29310 | AT5G22794 | AT4G14560 | AT4G14365 | AT3G17120 AT2G42110 | AT2G18969

AT2G22880 | AT2G17040 | AT2G25510 | AT2G30020 | AT5G24915 | AT4G15248 | AT4G14400 | AT3G17609 AT2G43540 | AT2G19500

AT2G23200 | AT2G17230 | AT2G26190 | AT2G30300 | AT5G36002 | AT4G16860 | AT4G14560 | AT3G18710 AT2G43580 | AT2G19796

AT2G23840 | AT2G18210 | AT2G26530 | AT2G31380 | AT5G38760 | AT4G16890 | AT4G17230 | AT3G19010 AT2G43590 | AT2G19802

AT2G24600 | AT2G19650 | AT2G27395 | AT2G32020 | AT5G41740 | AT4G16920 | AT4G18197 | AT3G19030 AT2G43620 | AT2G19970

AT2G24850 | AT2G22200 | AT2G27420 | AT2G32140 | AT5G43630 | AT4G17230 | AT4G18205 | AT3G21150 AT2G43870 | AT2G20160

AT2G25000 | AT2G22430 | AT2G28140 | AT2G32510 | AT5G43740 | AT4G18197 | AT4G18250 | AT3G21670 AT2G44910 | AT2G20170

AT2G25510 | AT2G22500 | AT2G28190 | AT2G34650 | AT5G45340 | AT4G18205 | AT4G18395 | AT3G21781 AT2G45400 | AT2G20560

AT2G25900 | AT2G22540 | AT2G28500 | AT2G35970 | AT5G46490 | AT4G21990 | AT4G21990 | AT3G22231 AT2G45450 | AT2G21465

AT2G26080 | AT2G22795 | AT2G28950 | AT2G36220 | AT5G47230 | AT4G23170 | AT4G23170 | AT3G22830 AT2G45830 | AT2G22040

AT2G26190 | AT2G22880 | AT2G29090 | AT2G37090 | AT5G48540 | AT4G23180 | AT4G23180 | AT3G22840 AT2G47560 | AT2G22121

AT2G26400 | AT2G23600 | AT2G29170 | AT2G38080 | AT5G48850 | AT4G23810 | AT4G23810 | AT3G23170 AT3G01070 | AT2G22710

AT2G26530 | AT2G23840 | AT2G30432 | AT2G38210 | AT5G51190 | AT4G24380 | AT4G24240 | AT3G24520 AT3G01570 | AT2G23130

AT2G27310 | AT2G24600 | AT2G31380 | AT2G38470 | AT5G52750 | AT4G25480 | AT4G24380 | AT3G25250 AT3G02000 | AT2G23290

AT2G27420 | AT2G25510 | AT2G32020 | AT2G38790 | AT5G54490 | AT4G25490 | AT4G25480 | AT3G25600 AT3G02610 | AT2G24550

AT2G28910 | AT2G25735 | AT2G32140 | AT2G39200 | AT5G54720 | AT4G27280 | AT4G25490 | AT3G26960 AT3G02640 | AT2G24810

AT2G29670 | AT2G26530 | AT2G32200 | AT2G40000 | AT5G59450 | AT4G29780 | AT4G26090 | AT3G27140 AT3G03341 | AT2G25200

AT2G30540 | AT2G27030 | AT2G33580 | AT2G40140 | AT5G61600 | AT4G33050 | AT4G33050 | AT3G28270 AT3G03830 | AT2G25450

AT2G31380 | AT2G27395 | AT2G34650 | AT2G40150 | AT5G61720 | AT4G34550 | AT4G35090 | AT3G29000 AT3G03850 | AT2G25625

AT2G31900 | AT2G27420 | AT2G34920 | AT2G40270 | AT5G63130 | AT4G35090 | AT4G36500 | AT3G44260 AT3G04720 | AT2G27500

AT2G32020 | AT2G29090 | AT2G35765 | AT2G40460 | AT5G63790 | AT4G36500 | AT4G38550 | AT3G44440 AT3G04943 | AT2G27700

AT2G32150 | AT2G29170 | AT2G38470 | AT2G40750 | AT5G65070 | AT4G38550 | AT5G01540 | AT3G44450 AT3G04945 | AT2G28110

AT2G32690 | AT2G29310 | AT2G38530 | AT2G41100 | AT5G65080 | AT5G01540 | AT5G03210 | AT3G44860 AT3G05640 | AT2G28120

AT2G34650 | AT2G29320 | AT2G38790 | AT2G41380 | AT5G65300 | AT5G03210 | AT5G03350 | AT3G45130 AT3G06070 | AT2G29370

AT2G35940 | AT2G29670 | AT2G39200 | AT2G41640 | AT5G65920 | AT5G06320 | AT5G06320 | AT3G45640 AT3G06868 | AT2G29440

AT2G36120 | AT2G30020 | AT2G39330 | AT2G42760 | AT5G66675 | AT5G08760 | AT5G07410 | AT3G46600 AT3G08970 | AT2G29500

AT2G38470 | AT2G30300 | AT2G39650 | AT2G43290 | AT5G67420 | AT5G13190 | AT5G07420 | AT3G46620 AT3G11160 | AT2G30766

AT2G38530 | AT2G30766 | AT2G40140 | AT2G43610 AT5G16350 | AT5G08760 | AT3G47430 AT3G11340 | AT2G30830

AT2G38790 | AT2G31380 | AT2G40750 | AT2G44470 AT5G19230 | AT5G19240 | AT3G48320 AT3G11600 [ AT2G30930

AT2G39200 | AT2G32020 | AT2G41010 | AT2G44490 AT5G19240 | AT5G26692 | AT3G49570 AT3G12510 | AT2G32487

AT2G39330 | AT2G32510 | AT2G41090 | AT2G44578 AT5G20230 | AT5G26717 | AT3G50770 AT3G12580 | AT2G32800

AT2G40460 | AT2G33580 | AT2G41100 | AT2G44840 AT5G35735 | AT5G27870 | AT3G50930 AT3G12880 | AT2G32880

AT2G40660 | AT2G34600 | AT2G41410 | AT2G45560 AT5G36002 | AT5G27980 | AT3G53810 AT3G14140 | AT2G33830

AT2G40750 | AT2G36800 | AT2G41905 | AT2G45570 AT5G38760 | AT5G36002 | AT3G55980 AT3G15356 | AT2G34210

AT2G41090 | AT2G38210 | AT2G42760 | AT2G46340 AT5G39670 | AT5G38760 | AT3G56290 AT3G17155 | AT2G34600

AT2G44130 | AT2G38470 | AT2G43590 | AT2G46400 AT5G41740 | AT5G41740 | AT3G56400 AT3G19390 | AT2G34700

AT2G45180 | AT2G38790 | AT2G44840 | AT2G46600 AT5G42050 | AT5G42530 | AT3G56710 AT3G19680 | AT2G34990

AT2G46400 | AT2G39330 | AT2G45403 | AT2G47015 AT5G42530 | AT5G43630 | AT3G56880 AT3G22460 | AT2G36050

AT2G46440 | AT2G40000 | AT2G46400 | AT2G47060 AT5G43630 | AT5G43700 | AT3G59080 AT3G22600 | AT2G36460

AT2G46770 | AT2G40095 | AT2G46670 | AT2G47590 AT5G44565 | AT5G43740 | AT3G61190 AT3G22640 | AT2G36710

AT2G46860 | AT2G40140 | AT2G46860 | AT2G47600 AT5G46490 | AT5G45110 | AT3G61220 AT3G23167 | AT2G36724

AT2G47130 | AT2G40150 | AT2G46990 | AT2G47610 AT5G46710 | AT5G45340 | AT3G63060 AT3G23360 | AT2G37090

AT2G47580 | AT2G40460 | AT2G47040 | AT2G47620 AT5G47230 | AT5G46490 | AT3G63110 AT3G24420 | AT2G37170

AT2G47590 | AT2G40660 | AT2G47060 | AT2G47640 AT5G48540 | AT5G46500 | AT4G00770 AT3G24500 | AT2G37180

AT2G47600 | AT2G40750 | AT2G47130 | AT2G47650 AT5G48850 | AT5G46710 | AT4G01080 AT3G24600 | AT2G37460




Down at

Up at

Down in Down in globular Down at Upingso1/2 globular Up at heart
Down in Down in Down in Down in N heartstage Upinalel Upinalel Upingso1/2 Upingsol/2 Upin aletat N stage in
ale1 glob ale1 heart gso1/2 glob gso1/2 heart alelatboth  gsoti2at stage in in both glob heart glob heart both stages atboth stage in both
stages  both stages both stages both
genotypes genotypes genotypes genotypes
AT2G47610 | AT2G41010 | AT2G47580 | AT3G01830 AT5G49480 | AT5G47230 | AT4G01250 AT3G24690 | AT2G37760
AT2G47620 | AT2G41380 | AT2G47590 | AT3G02380 AT5G51190 | AT5G48490 | AT4G02200 AT3G25990 | AT2G38240
AT2G47630 | AT2G41410 | AT2G47600 | AT3G04210 AT5G52750 | AT5G48540 | AT4G02410 AT3G26210 | AT2G38255
AT2G47640 | AT2G41640 | AT2G47610 | AT3G04640 AT5G53830 | AT5G48850 | AT4G04610 AT3G26770 | AT2G38750
AT2G47650 | AT2G42200 | AT2G47620 | AT3G07850 AT5G54470 | AT5G50040 | AT4G08260 AT3G27785 | AT2G39400
AT3G01250 | AT2G42760 | AT2G47640 | AT3G09520 AT5G54490 | AT5G51190 | AT4G11000 AT3G27831 | AT2G40330
AT3G02380 | AT2G43290 | AT3G01140 | AT3G09870 AT5G54720 | AT5G52750 | AT4G11280 AT3G27835 | AT2G41610
AT3G02555 | AT2G43550 | AT3G01240 | AT3G10340 AT5G59450 | AT5G54490 | AT4G13395 AT3G28857 | AT2G41940
AT3G02800 | AT2G44460 | AT3G01250 | AT3G10930 AT5G59820 | AT5G54720 | AT4G15248 AT3G29240 | AT2G42540
AT3G03430 | AT2G44578 | AT3G02380 | AT3G14040 AT5G61600 | AT5G55450 | AT4G16590 AT3G29370 | AT2G43660
AT3G03850 | AT2G44840 | AT3G02550 | AT3G14210 AT5G62020 | AT5G59450 | AT4G16740 AT3G29700 [ AT2G43670
AT3G04210 | AT2G45560 | AT3G02800 | AT3G14380 AT5G62570 | AT5G61600 | AT4G16860 AT3G30280 | AT2G44470
AT3G05220 | AT2G45570 | AT3G03430 | AT3G15210 AT5G63130 | AT5G61720 | AT4G16880 AT3G32070 | AT2G44590
AT3G05930 | AT2G46340 | AT3G03850 | AT3G15760 AT5G63160 | AT5G62020 | AT4G16890 AT3G41761 | AT2G44740
AT3G05935 | AT2G46400 | AT3G04210 | AT3G16280 AT5G63790 | AT5G62750 | AT4G16920 AT3G42725 | AT2G45210
AT3G06500 | AT2G46650 | AT3G04290 | AT3G16720 AT5G64660 | AT5G63130 | AT4G17090 AT3G44460 | AT2G47360
AT3G07850 | AT2G47060 | AT3G04445 | AT3G17120 AT5G65070 | AT5G63330 | AT4G17230 AT3G45248 | AT2G47440
AT3G09870 | AT2G47580 | AT3G04640 | AT3G17609 AT5G65080 | AT5G63790 | AT4G17500 AT3G45252 | AT2G47880
AT3G10460 | AT2G47590 | AT3G05930 | AT3G18710 AT5G65920 [ AT5G65070 | AT4G18197 AT3G47140 | AT3G01327
AT3G11410 | AT2G47600 | AT3G06260 | AT3G19010 AT5G66070 | AT5G65080 | AT4G21990 AT3G47190 | AT3G01329
AT3G13227 | AT2G47610 | AT3G07820 | AT3G19030 AT5G66675 | AT5G65920 | AT4G23170 AT3G47340 | AT3G03230
AT3G13750 | AT2G47620 | AT3G07850 | AT3G19580 AT5G67370 | AT5G66675 | AT4G23810 AT3G47380 | AT3G04010
AT3G14040 | AT2G47630 | AT3G09870 | AT3G21150 AT5G67420 | AT5G67420 | AT4G23990 AT3G47950 | AT3G04717
AT3G14050 | AT2G47640 | AT3G10930 | AT3G21670 AT4G24010 AT3G48580 | AT3G04943
AT3G15210 | AT2G47650 | AT3G13227 | AT3G21781 AT4G24380 AT3G49110 | AT3G05640
AT3G15450 | AT2G47880 | AT3G13390 | AT3G21800 AT4G24570 AT3G49790 | AT3G06070
AT3G15500 | AT2G47890 | AT3G13630 | AT3G22231 AT4G25470 AT3G54260 | AT3G07340
AT3G16420 | AT3G01830 | AT3G14040 | AT3G22830 AT4G25480 AT3G54550 | AT3G08970
AT3G16530 | AT3G02380 | AT3G14210 | AT3G22840 AT4G25490 AT3G55500 | AT3G09950
AT3G16620 | AT3G03190 | AT3G14370 | AT3G23090 AT4G27280 AT3G56520 | AT3G10525
AT3G16720 | AT3G04140 | AT3G15210 | AT3G23170 AT4G28350 AT3G57380 | AT3G10595
AT3G19030 | AT3G04210 | AT3G15500 | AT3G24520 AT4G29780 AT3G59220 | AT3G10740
AT3G20220 | AT3G04640 | AT3G16150 | AT3G25250 AT4G33050 AT3G62950 | AT3G10780
AT3G20362 | AT3G05400 | AT3G16720 | AT3G25600 AT4G33467 AT4G02520 | AT3G10910
AT3G20865 | AT3G05725 | AT3G17060 | AT3G26960 AT4G34550 AT4G04223 | AT3G11340
AT3G21150 | AT3G05930 | AT3G17120 | AT3G27140 AT4G35090 AT4G04580 | AT3G11660
AT3G21890 | AT3G06145 | AT3G17609 | AT3G28270 AT4G36500 AT4G06672 | AT3G12143
AT3G22060 | AT3G07820 | AT3G18220 | AT3G29000 AT4G36550 AT4G08290 | AT3G12580
AT3G22231 | AT3G07850 | AT3G18845 | AT3G30280 AT4G37150 AT4G08950 | AT3G12750
AT3G22235 | AT3G09870 | AT3G19030 | AT3G44260 AT4G38550 AT4G10490 | AT3G13370
AT3G23030 | AT3G10520 | AT3G20220 | AT3G44440 AT5G01540 AT4G11890 | AT3G14380
AT3G23090 | AT3G10930 | AT3G20865 | AT3G44450 AT5G03210 AT4G12617 | AT3G15960
AT3G24520 | AT3G12520 | AT3G21040 | AT3G44860 AT5G03760 AT4G12825 | AT3G16300
AT3G25840 | AT3G13227 | AT3G21150 | AT3G45130 AT5G05410 AT4G13060 [ AT3G16895
AT3G25882 | AT3G14040 | AT3G21570 | AT3G45640 AT5G06320 AT4G13380 | AT3G16920
AT3G26860 | AT3G14210 | AT3G21870 | AT3G46600 AT5G07690 AT4G13968 | AT3G17155
AT3G27690 | AT3G15210 | AT3G21890 | AT3G46620 AT5G08760 AT4G14250 | AT3G18550
AT3G27960 | AT3G15760 | AT3G22060 | AT3G47430 AT5G08790 AT4G14400 | AT3G18660
AT3G28120 | AT3G16720 | AT3G22231 | AT3G48320 AT5G11790 AT4G14930 | AT3G19680
AT3G28170 | AT3G17120 | AT3G22235 | AT3G48360 AT5G13190 AT4G15040 | AT3G20210
AT3G28740 | AT3G17609 | AT3G22540 | AT3G49570 AT5G16340 AT4G15390 | AT3G21720
AT3G28780 | AT3G18690 | AT3G22840 | AT3G50220 AT5G16350 AT4G15417 | AT3G22415
AT3G28790 | AT3G18710 | AT3G23030 | AT3G50770 AT5G19230 AT4G15620 | AT3G22600
AT3G28810 | AT3G19010 | AT3G24520 | AT3G50930 AT5G19240 AT4G15660 | AT3G23090
AT3G28830 | AT3G19030 | AT3G25165 | AT3G51920 AT5G20230 AT4G15670 | AT3G24068
AT3G28980 | AT3G19380 | AT3G25600 | AT3G52430 AT5G21960 AT4G15690 | AT3G24250
AT3G29000 | AT3G20865 | AT3G25882 | AT3G53810 AT5G22794 AT4G15700 | AT3G24280
AT3G29644 | AT3G21150 | AT3G25890 | AT3G55980 AT5G24110 AT4G16000 | AT3G24420
AT3G29762 | AT3G21670 | AT3G26110 | AT3G56290 AT5G24150 AT4G17160 | AT3G25260
AT3G32990 | AT3G21781 | AT3G26200 | AT3G56400 AT5G24155 AT4G19460 | AT3G25770
AT3G42450 | AT3G22231 | AT3G26860 | AT3G56710 AT5G24210 AT4G19970 | AT3G26280
AT3G44260 | AT3G22830 | AT3G27690 | AT3G56880 AT5G24470 AT4G21040 | AT3G26790
AT3G44440 | AT3G22840 | AT3G28420 | AT3G58250 AT5G24660 AT4G21080 | AT3G27785
AT3G44450 | AT3G23170 | AT3G28810 | AT3G59080 AT5G24915 AT4G21500 | AT3G27835
AT3G44630 | AT3G24520 | AT3G28820 | AT3G61190 AT5G26260 AT4G21850 | AT3G27980
AT3G44860 | AT3G25165 | AT3G28830 | AT3G61220 AT5G35735 AT4G23140 | AT3G28250
AT3G45640 | AT3G25250 | AT3G29000 | AT3G61890 AT5G36002 AT4G23380 | AT3G28360
AT3G46520 | AT3G25600 | AT3G42450 | AT3G61910 AT5G37770 AT4G23390 | AT3G28990
AT3G46600 | AT3G26860 | AT3G44260 | AT3G63060 AT5G38760 AT4G23680 | AT3G29152
AT3G47440 | AT3G26960 | AT3G44400 | AT3G63110 AT5G39120 AT4G24960 | AT3G29240
AT3G48060 | AT3G27140 | AT3G44440 | AT4G00770 AT5G39150 AT4G27450 | AT3G30720
AT3G48670 | AT3G28120 | AT3G44450 | AT4G01080 AT5G39180 AT4G27810 | AT3G42473
AT3G49530 | AT3G28270 | AT3G44480 | AT4G01250 AT5G39670 AT4G28365 | AT3G45248
AT3G50480 | AT3G28780 | AT3G44630 | AT4G02200 AT5G40180 AT4G28775 | AT3G45870
AT3G50590 | AT3G28810 | AT3G45640 | AT4G02410 AT5G41740 AT4G30090 | AT3G46900
AT3G50770 | AT3G28820 | AT3G46520 | AT4G04610 AT5G42050 AT4G30590 | AT3G48720
AT3G50930 | AT3G28830 | AT3G46600 | AT4G08260 AT5G43630 AT4G32100 [ AT3G48740
AT3G52620 | AT3G28960 | AT3G46620 | AT4G10120 AT5G44390 AT4G34770 | AT3G49330
AT3G53810 | AT3G28980 | AT3G47340 | AT4G11000 AT5G44565 AT4G35770 | AT3G49780
AT3G55980 | AT3G29000 | AT3G47440 | AT4G11280 AT5G46490 AT4G36130 | AT3G49930
AT3G56290 | AT3G29644 | AT3G48090 | AT4G11330 AT5G47230 AT4G36740 | AT3G50220
AT3G56400 | AT3G30460 | AT3G49530 | AT4G13395 AT5G48540 AT4G36850 | AT3G50840
AT3G56705 | AT3G44260 | AT3G49540 | AT4G13930 AT5G48850 AT4G38000 | AT3G50970
AT3G56710 | AT3G44320 | AT3G49940 | AT4G14365 AT5G51190 AT5G01280 | AT3G51325
AT3G56880 | AT3G44440 | AT3G50560 | AT4G14560 AT5G52320 AT5G01870 | AT3G52310
AT3G59010 | AT3G44450 | AT3G50770 | AT4G15248 AT5G52750 AT5G02020 | AT3G55500
AT3G61160 | AT3G44630 | AT3G50800 | AT4G15390 AT5G54470 AT5G02760 | AT3G56000
AT3G61890 | AT3G44860 | AT3G50900 | AT4G16590 AT5G54490 AT5G03820 | AT3G56240
AT3G63060 | AT3G45130 | AT3G50930 | AT4G16740 AT5G54720 AT5G03840 | AT3G56260
AT4G00770 | AT3G45640 | AT3G51920 | AT4G16860 AT5G58120 AT5G03930 | AT3G56360
AT4G00970 | AT3G46530 | AT3G52430 | AT4G16880 AT5G58680 AT5G05030 | AT3G57240
AT4G01290 | AT3G46600 | AT3G52600 | AT4G16890 AT5G59450 AT5G05440 | AT3G57270
AT4G02200 | AT3G46620 | AT3G52620 | AT4G16920 AT5G59820 AT5G06020 | AT3G59940
AT4G02410 | AT3G46660 | AT3G53810 | AT4G17090 AT5G61270 AT5G07200 | AT3G61210
AT4G04610 | AT3G47420 | AT3G55980 | AT4G17230 AT5G61600 AT5G08350 | AT3G62550
AT4G05010 | AT3G47430 | AT3G56290 | AT4G17500 AT5G63130 AT5G12420 | AT3G62720
AT4G05070 | AT3G48320 | AT3G56400 | AT4G18197 AT5G63160 AT5G12460 | AT3G62950
AT4G05631 | AT3G49570 | AT3G56710 | AT4G18205 AT5G63790 AT5G14070 | AT3G66656
AT4G08300 | AT3G50560 | AT3G56880 | AT4G21990 AT5G64660 AT5G14120 | AT4G00300
AT4G09890 | AT3G50770 | AT3G57250 | AT4G22710 AT5G65070 AT5G15160 | AT4G01430
AT4G10710 | AT3G50800 | AT3G59080 | AT4G23170 AT5G65080 AT5G16250 | AT4G03050
AT4G11000 | AT3G50930 | AT3G59900 | AT4G23180 AT5G65300 AT5G17470 | AT4G03930
AT4G11485 | AT3G52720 | AT3G60390 | AT4G23270 AT5G65920 AT5G18470 | AT4G04090
AT4G13075 | AT3G52740 | AT3G60420 | AT4G23810 AT5G66070 AT5G19120 | AT4G04580




Down at

Up at
N . Down at . Up at heart
Down in Down in Down in Down in Down in Down in globul?r heart stage Up in ale1 Upinale1l Upingso1/2 Upingso1/2 Upinalelat Up in gso1/2 globulfar stage in
ale1atboth gso1/2 at stage in N at both stage in
ale1glob alelheart gso1/2 glob gso1/2 heart in both glob heart glob heart both stages both
stages both stages both stages both
genotypes genotypes genotypes genotypes
AT4G13395 | AT3G53400 | AT3G60930 | AT4G23990 AT5G66675 AT5G19175 | AT4G04830
AT4G13494 | AT3G53810 | AT3G61190 | AT4G24010 AT5G67370 AT5G19190 | AT4G08950
AT4G13510 | AT3G55980 | AT3G61890 | AT4G24380 AT5G67420 AT5G20250 | AT4G09153
AT4G13560 | AT3G56200 | AT3G62100 | AT4G24570 AT5G20670 | AT4G12140
ATA4G14365 | AT3G56290 | AT3G62170 | AT4G24780 AT5G21170 | AT4G12690
AT4G14400 | AT3G56400 | AT3G62640 | AT4G25470 AT5G23212 | AT4G12825
AT4G14548 | AT3G56710 | AT3G63060 | AT4G25480 AT5G23360 | AT4G12890
AT4G14560 | AT3G56880 | AT3G63440 | AT4G25490 AT5G24355 | AT4G12900
AT4G15660 | AT3G57640 | AT4G00770 | AT4G27280 AT5G25090 | AT4G12910
AT4G15670 | AT3G59080 | AT4G01250 | AT4G28085 AT5G25240 | AT4G13380
AT4G15700 | AT3G61190 | AT4G01410 | AT4G28350 AT5G25250 | AT4G13968
AT4G16780 | AT3G61220 | AT4G01525 | AT4G29780 AT5G25440 | AT4G15040
AT4G17230 | AT3G62960 | AT4G02200 | AT4G30280 AT5G25450 | AT4G15050
AT4G18197 | AT3G63060 | AT4G02380 | AT4G33050 AT5G26620 | AT4G15053
AT4G18205 | AT3G63110 | AT4G02410 | AT4G33467 AT5G35120 | AT4G15755
AT4G18250 | AT4G00050 | AT4G02420 | AT4G33920 AT5G35792 | AT4G15765
AT4G18395 | AT4G00670 | AT4G11000 | AT4G34550 AT5G35935 | AT4G16000
AT4G19515 | AT4G00770 | AT4G11280 | AT4G35090 AT5G36680 | AT4G16130
AT4G20260 | AT4G01080 | AT4G11485 | AT4G36500 AT5G37473 | AT4G17160
AT4G21990 | AT4G01250 | AT4G12720 | AT4G36550 AT5G38180 | AT4G17220
AT4G23160 | AT4G02200 | AT4G13075 | AT4G36950 AT5G38197 | AT4G18780
AT4G23170 | AT4G02410 | AT4G13395 | AT4G37150 AT5G38270 | AT4G19170
AT4G23180 | AT4G04610 | AT4G13410 | AT4G37560 AT5G38960 | AT4G19420
AT4G23800 | AT4G04810 | AT4G13560 | AT4G38550 AT5G39050 | AT4G20260
AT4G23810 | AT4G04830 | AT4G13710 | AT5G01540 AT5G39560 | AT4G21080
AT4G24240 | AT4G08260 | AT4G14315 | AT5G03170 AT5G40155 | AT4G22105
AT4G24380 | AT4G08870 | AT4G14365 | AT5G03210 AT5G40360 | AT4G23380
AT4G25480 | AT4G11000 | AT4G14400 | AT5G03760 AT5G41450 | AT4G24960
AT4G25490 | AT4G11180 | AT4G14560 | AT5G05390 AT5G41471 | AT4G25100
AT4G26090 | AT4G11280 | AT4G14819 | AT5G05410 AT5G42242 | AT4G25810
AT4G26320 | AT4G12030 | AT4G15248 | AT5G06320 AT5G44380 | AT4G26220
AT4G27410 | AT4G12730 | AT4G16515 | AT5G07690 AT5G44420 | AT4G27435
AT4G27740 | AT4G13075 | ATAG16860 | AT5G08760 AT5G44572 | AT4G27450
AT4G28400 | AT4G13395 | AT4G16890 | AT5G08790 AT5G44585 | AT4G28330
AT4G29905 | AT4G13560 | AT4G16920 | AT5G10580 AT5G44680 | AT4G28775
AT4G31330 | AT4G15248 | ATAG16950 | AT5G11790 AT5G47450 | AT4G29280
AT4G32510 | AT4G16590 | AT4G17230 | AT5G13190 AT5G47670 | AT4G29283
AT4G33050 | AT4G16740 | AT4G17670 | AT5G14545 AT5G48953 | AT4G29300
AT4G33740 | AT4G16860 | ATAG18197 | AT5G15500 AT5G48980 | AT4G30270
AT4G35090 | AT4G16880 | AT4G18205 | AT5G16340 AT5G49448 | AT4G30880
AT4G36500 | AT4G16890 | AT4G18250 | AT5G16350 AT5G50090 | AT4G32100
AT4G37560 | AT4G16920 | ATAG18290 | AT5G19040 AT5G52272 | AT4G32340
AT4G37790 | AT4G16950 | AT4G18395 | AT5G19230 AT5G52390 | AT4G33020
AT4G38550 | AT4G16980 | AT4G21990 | AT5G19240 AT5G52640 | AT4G33420
AT5G01360 | AT4G17090 | AT4G22490 | AT5G20230 AT5G53110 | AT4G35060
AT5G01540 | AT4G17230 | AT4G23170 | AT5G21960 AT5G53710 | AT4G36130
AT5G03210 | AT4G17470 | ATAG23180 | AT5G22794 AT5G56075 | AT4G37240
AT5G03350 | AT4G17490 | AT4G23810 | AT5G24110 AT5G57123 | AT4G37260
AT5G06320 | AT4G17500 | AT4G24240 | AT5G24120 AT5G57260 | AT4G37360
AT5G07410 | AT4G18010 | AT4G24380 | AT5G24150 AT5G57520 | AT4G37800
AT5G07420 | AT4G18197 | AT4G25480 | AT5G24155 AT5G57920 | AT4G38400
AT5G08130 | AT4G18440 | AT4G25490 | AT5G24210 AT5G58782 | AT4G38410
AT5G08230 | AT4G20820 | AT4G25590 | AT5G24470 AT5G59220 | AT4G38700
AT5G08760 | AT4G21760 | ATAG26090 | AT5G24655 AT5G59590 | AT4G39650
AT5G08790 | AT4G21990 | AT4G27280 | AT5G24660 AT5G60630 | AT4G39917
AT5G10550 | AT4G23170 | AT4G27657 | AT5G24915 AT5G62630 | AT5G02260
AT5G13770 | AT4G23810 | AT4G27920 | AT5G26260 AT5G63240 | AT5G02490
AT5G16570 | AT4G23990 | AT4G29340 | AT5G26340 AT5G65370 | AT5G02600
AT5G17420 | AT4G24010 | AT4G29780 | AT5G35735 AT5G65660 | AT5G02760
AT5G18670 | AT4G24380 | AT4G29900 | AT5G36002 AT5G03170
AT5G19240 | AT4G24570 | AT4G29920 | AT5G37770 AT5G03810
AT5G20240 | AT4G24700 | AT4G30064 | AT5G38760 AT5G03820
AT5G20490 | AT4G25380 | AT4G30140 | AT5G39120 AT5G04045
AT5G22794 | AT4G25470 | AT4G31800 | AT5G39150 AT5G04047
AT5G23575 | AT4G25480 | AT4G33040 | AT5G39180 AT5G04530
AT5G24530 | AT4G25490 | AT4G33050 | AT5G39670 AT5G05030
AT5G24915 | AT4G27280 | AT4G33300 | AT5G40170 AT5G05250
AT5G25250 | AT4G27560 | AT4G34150 | AT5G40180 AT5G05440
AT5G25280 | AT4G27570 | AT4AG34550 | AT5G41740 AT5G06020
AT5G26692 | AT4G27654 | AT4G34900 | AT5G42050 AT5G06030
AT5G26717 | AT4G27657 | ATAG35090 | AT5G42250 AT5G06500
AT5G27870 | AT4G28350 | AT4G35700 | AT5G42530 AT5G06530
AT5G27980 | AT4G29700 | AT4G36500 | AT5G43630 AT5G07260
AT5G36002 | AT4G29780 | AT4G38550 | AT5G44390 AT5G08730
AT5G38760 | AT4G29900 | AT4G38960 | AT5G44565 AT5G09440
AT5G40340 | AT4G31550 | AT5G01540 | AT5G46490 AT5G10220
AT5G40450 | AT4G32020 | AT5G01820 | AT5G46710 AT5G10230
AT5G41740 | AT4G32510 | AT5G02110 | AT5G47230 AT5G11070
AT5G41761 [ AT4G33050 | AT5G03210 | AT5G48540 AT5G11220
AT5G41790 | AT4G33467 | AT5G03350 | AT5G48850 AT5G13220
AT5G42250 | AT4G33790 | AT5G04720 | AT5G49480 AT5G14070
AT5G42530 | AT4G34410 | AT5G05840 | AT5G49740 AT5G14120
AT5G43630 | AT4G34550 | AT5G06320 | AT5G51190 AT5G14995
AT5G43700 | AT4G35010 | AT5G07410 | AT5G52320 AT5G15500
AT5G43740 | AT4G35090 | AT5G07420 | AT5G52750 AT5G15630
AT5G44568 | AT4G36500 | AT5G08640 | AT5G52760 AT5G15960
AT5G45110 | AT4G36550 | AT5G08760 | AT5G53830 AT5G17470
AT5G45340 | AT4G37140 | AT5G11250 | AT5G54470 AT5G17730
AT5G46490 | AT4G37150 | AT5G11260 | AT5G54490 AT5G18600
AT5G46500 | AT4G37800 | AT5G12940 | AT5G54720 AT5G19190
AT5G46710 | AT4G38420 | AT5G13190 | AT5G58120 AT5G19700
AT5G47220 | AT4G38550 | AT5G14380 | AT5G58680 AT5G20250
AT5G47230 [ AT5G01015 | AT5G15140 | AT5G59450 AT5G20670
AT5G47690 | AT5G01180 | AT5G15310 | AT5G59820 AT5G22940
AT5G48490 | AT5G01540 | AT5G15948 | AT5G61270 AT5G23240
AT5G48540 | AT5G01820 | AT5G16350 | AT5G61600 AT5G23660
AT5G48560 | AT5G02110 | AT5G18240 | AT5G62020 AT5G24410
AT5G48850 | AT5G03120 | AT5G19230 | AT5G62570 AT5G25240
AT5G50040 | AT5G03210 | AT5G19240 | AT5G63130 AT5G25410
AT5G51190 | AT5G03760 | AT5G19473 | AT5G63160 AT5G25450
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genotypes genotypes
AT5G52750 | AT5G05410 | AT5G20230 | AT5G63790 AT5G25950
AT5G54490 | AT5G05580 | AT5G24105 | AT5G64660 AT5G25960
AT5G54720 | AT5G06320 | AT5G24880 | AT5G65070 AT5G26120
AT5G55450 | AT5G07410 | AT5G25170 | AT5G65080 AT5G26310
AT5G57035 | AT5G07430 | AT5G26670 | AT5G65300 AT5G28000
AT5G57785 | AT5G07690 | AT5G26692 | AT5G65920 AT5G28910
AT5G59430 | AT5G08760 | AT5G26717 | AT5G66070 AT5G34830
AT5G59450 | AT5G08790 | AT5G27870 | AT5G66675 AT5G35120
AT5G61600 | AT5G09460 | AT5G27980 | AT5G67340 AT5G35900
AT5G61720 | AT5G10770 | AT5G35735 | AT5G67370 AT5G35935
AT5G62020 | AT5G11250 | AT5G36002 | AT5G67420 AT5G37478
AT5G62750 | AT5G11790 | AT5G36925 AT5G37520
AT5G63130 | AT5G13190 | AT5G37550 AT5G38160
AT5G63330 | AT5G14380 | AT5G38760 AT5G38170
AT5G63700 | AT5G14565 | AT5G39240 AT5G38180
AT5G63790 | AT5G16340 | AT5G39670 AT5G39050
AT5G64800 | AT5G16350 | AT5G40210 AT5G39160
AT5G65070 | AT5G17420 | AT5G40850 AT5G39180
AT5G65080 | AT5G18910 | AT5G40910 AT5G39190
AT5G65207 | AT5G19220 | AT5G41740 AT5G39260
AT5G65300 | AT5619230 | AT5G41750 AT5G42180
AT5G65920 | AT5G19240 | AT5G42050 AT5G42200
AT5G66675 | AT5G20230 | AT5G42530 AT5G42223
AT5G67420 | AT5G20630 | AT5G42650 AT5G42235
AT5G21960 | AT5G43630 AT5G42242
AT5G22794 | AT5G43700 AT5G42900
AT5G23010 | AT5G43740 AT5G44030
AT5G24105 | AT5G44565 AT5G45070
AT5G24110 | AT5G45110 AT5G46115
AT5G24150 | AT5G45340 AT5G46950
AT5G24155 | AT5G45850 AT5G46960
AT5G24210 | AT5G46010 AT5G47150
AT5G24470 | AT5G46470 AT5G47330
AT5G24660 | AT5G46490 AT5G47450
AT5G24915 | AT5G46500 AT5G47530
AT5G25120 | AT5G46710 AT5G48560
AT5G25190 | AT5G47230 AT5G48945
AT5G26220 | AT5G48140 AT5G49040
AT5G26260 | AT5G48490 AT5G49360
AT5G35735 | AT5G48540 AT5G50400
AT5G35740 | AT5G48850 AT5G50750
AT5G36002 | AT5G49480 AT5G51440
AT5G37550 | AT5G50040 AT5G51790
AT5G37770 | AT5G50570 AT5G52310
AT5G37980 | AT5G50830 AT5G52330
AT5G38760 | AT5G51190 AT5G52640
AT5G39120 | AT5G51670 AT5G54380
AT5G39150 | AT5G51720 AT5G56200
AT5G39180 | AT5G52750 AT5G56550
AT5G39670 | AT5G53830 AT5G56870
AT5G40180 | AT5G53970 AT5G57520
AT5G40210 | AT5G54470 AT5G57785
AT5G40920 | AT5G54490 AT5G59845
AT5G41140 | AT5G54720 AT5G60553
AT5G41740 | AT5G55450 AT5G61590
AT5G41750 | AT5G55720 AT5G62360
AT5G42050 | AT5G57010 AT5G63087
AT5G42760 | AT5G58170 AT5G63230
AT5G43620 | AT5G58782 AT5G63240
AT5G43630 | AT5G59370 AT5G63250
AT5GA43740 | AT5G59450 AT5G64260
AT5G44390 | AT5G59820 AT5G67210
AT5G44565 | AT5G60900 AT5G67300
AT5G45340 | AT5G60950 AT5G67390
AT5GA6040 | AT5G61600 AT5G67480
AT5G46490 | AT5G61660
AT5G46830 | AT5G61720
AT5GA7000 | AT5G62020
AT5G47230 | AT5G62070
AT5G48140 | AT5G62570
AT5G48540 | AT5G62750
AT5GA8850 | AT5G63130
AT5G50830 | AT5G63160
AT5G50950 | AT5G63330
AT5G51190 | AT5G63790
AT5G51720 | AT5G64660
AT5G52320 | AT5G65070
AT5G52750 | AT5G65080
AT5G54470 | AT5G65920
AT5G54490 | AT5G66070
AT5G54720 | AT5G66675
AT5G58120 | AT5G67370
AT5G58680 | AT5G67420
AT5G59450
AT5G59820
AT5G6127
AT5G6142!
AT5G6160!
AT5G6172!
AT5G62220
AT5G62240
AT5G63130
AT5G63160
AT5G63790
AT5G64660
AT5G65070
AT5G65080
AT5G65300
AT5G65390
AT5G65730
AT5G65870
AT5G65920
AT5G66070
AT5G66675
AT5G67370

AT5G67420




Supplemental Table 2

At3g46600-gPCR-R

ttetettatctecttcagtttctcaa

At5g54720-gPCR-F

tgaagtcgtagaggccagact

At5g54720-gPCR-R

ttgtctgtttictccaaaatcg

At3g16720-qPCR-F  |gagtctctcgccgggatt
At3g16720-gPCR-R |tcaaccgcaatcacaacttc
GS01-gPCR-F tggtttgcatgctcttatgg
GS01-gPCR-R cagtcgccttcaacgagtaa
GS02-gPCR-F cgagtatatggcgaatggaag
GS02-gPCR-R caagaacctcctttttcticgtat
ALE1Fex7 tcctagattcggcgattatgttg
ALE1Rex8 gccactcctctegtgtctctaaa
EIF4A-F ttcgctcttctctttgctctc
EIF4A-R gaactcatcttgtccctcaagta

Primer name Sequence Application
LCR-HIS-F atggagat tccactgctctaatg
LCR-HIS-R ctaacttgaaacgccgttaccaac
BDG1-HIS-F atgggattctcacggtcgctc
BDG1-HIS-R aagttgaggagtagtggatctgcg
FDH-HIS-F atgggtagatccaacgagcaag
FDH-HIS-R ttagagaggcacagggtaacg
LACS2-HIS-F atgtctttagccgcggataatgtg
LACS2-HIS-R ctatgccatggacctctttgcttc
ABCG11-HIS-F caccatggagatagaagcaagcagacaac In-situ
ABCG11-HIS-R ctaccatctgcgagctccatct hybridization
LTPG1-HIS-F caccctgataatgaagggtcttcatctcc
LTPG1-HIS-R ggagagatatcagatttgagtggg
GSO1-HIS-F ttccggtttaggtcaaccgggtatc
GSO1-HIS-R gacatggagaagactatcacaagcttgcc
GSO2-HIS-F atgcagcaaaactctgttcttcttgctc
GSO2-HIS-R tttgcatctccctgtaactggcagce
SWI3A-HIS-F atggaagccactgatccaagc
SWI3A-HIS-R tcatttcacgtacgtatgatccc
At3g56400-gPCR-F _|tctccgttcttgataccttcg
At3g56400-gPCR-R  |cgtcgttatcacatgaagcatt
At2g46400-gPCR-F _|g tggctctattgatgatgg
At2g46400-gPCR-R _[tcgatgcgtgcatctgtaa
At4g23810-qPCR-F  |cggaagtccgagaagtgaag
At4923810-gPCR-R _|tctgaccactttggtaacatcttt
At2g38470-qPCR-F  |agatggagaaaatacggccag
At2g38470-qPCR-R |ttactgctctcatgtcgtgtg
At2g47620-qPCR-F  |ggataagagcgtctgtggc
At2g47620-gPCR-R |ctagaaacttcaacttgctctge
At1g72900-qPCR-F _ |tggcctttaaaaagagagacga
At1g72900-qPCR-R |cgtggcaaaattcattgct
At1972910-gPCR-F  |gccacggaatgtttttgttgtc
At1972910-gPCR-R |accccaagagcaacccactc
At1g72930-qPCR-F |caacaatatgatgagtccagacg
At1g72930-qPCR-R |agtccttatgggccttctce
At1g31540-gPCR-F  |cataaatctggagactctgccc
At1g31540-gPCR-R |acctcttcaatcgctgtttcg
At3g56710-gPCR-F  |agacgccgtcgatcttca
At3g56710-gPCR-R  |ggtggagaaaggttgtggtc
At1g02450-gPCR-F |cacggaaacgtagacgagaag
At1g02450-gPCR-R _|gacctttctccgecgttag
At3g25882-qPCR-F  |ggtgttgctgagggagagtt RT-qPCR
At3g25882-gPCR-R |tcaacccaagattctgactcc
At3g15210-qPCR-F  |atggggatcggtaacgtagg
At3g15210-qPCR-R |cgatctaaacgccgatgtc
At5g47230-qPCR-F  |caaattcgtaaaccgccatt
At5g47230-gPCR-R |tgcgaattgaatccactctg
At2g44840-qPCR-F _ |gtcagtctccgatcagttaacg
At2g44840-qPCR-R |acaaccaaactagactcgcc
At5g03350-gPCR-F |ggtccactccagtccctttc
At5g03350-gPCR-R |gaaagtgaaagaagtttcaaatggat
At3g46600-qPCR-F  |gcaagctgtggcgagttt




Chapitre 3

MYB30 est impliqué
dans la formation de la
cuticule embryonnaire
chez Arabidopsis thaliana
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Chapitre 3

3.1. Résultats

Comme présenté dans |'introduction, le facteur de transcription d’Arabidopsis MYB30
active I’expression de genes impliqués dans la biosynthése de composés liés a la cuticule
apres inoculation bactérienne (Raffaele et al., 2008). De plus, chez des plantes saines,
MYB30 est exprimé dans I’embryon au cours du développement de la graine pendant la
méme fenétre développementale durant laquelle la cuticule embryonnaire est synthéti-
sée (voie chapitre précédent et ). En outre, des génes de biosynthese de la
cuticule dont I'expression est activée par MYB30 chez les plantes adultes aprés inocula-
tion bactérienne sont exprimés dans la graine aux mémes stades développementaux (

). Enfin, comme montré dans le Chapitre 2, les RLK GSO1 et GSO2 qui sont es-
sentielles pour la déposition de la cuticule embryonnaire sont aussi exprimées aux
mémes stades que MYB30.

Basé sur ces résultats, nous avons cherché a déterminer si MYB30 pourrait jouer un réle
dans la formation de la cuticule embryonnaire.

3.1.1. MYB30 est exprimé dans les cellules épidermiques
des embryons en développement

Comme montré dans l'introduction, I’expression de MYB30 chez des embryons aux
stades globulaire, coeur, et torpille a été précédemment démontrée dans des plantes
transgéniques d’Arabidopsis de I’écotype WSs-4 exprimant une construction
MYB30p:GUS ( ). Nous avons cherché a confirmer ce profil d’expressiondans
le fond génétique Col-0. En effet, les lignées surexprimant ou mutées pour MYB30 qui
nous utilisons en routine dans notre équipe sont dans le fond génétique Col-0 et il était
par conséquent important de confirmer que MYB30 est exprimé pendant le développe-
ment précoce de la graine chez Col-0 avant de poursuivre notre étude. L’analyse de
plantes d’Arabidopsis Col-0 transformées avec une construction contenant un fragment
de 1,1 kb du promoteur de MYB30 fusionné au gene rapporteur GUS (MYB30p::GUS) a
montré une coloration GUS principalement localisée dans I’embryon en développement.
Pendant I’embryogenése, I'expression de MYB30 s’étend du stade globulaire au stade
embryon mature et semble étre plus intense autour du stade coeur précoce ( ).
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Figure 3.1 MYB30 est exprimé dans les embryons en développement

(A) Représentation schématique de la construction utilisée pour suivre |’expression de MYB30 par
coloration GUS. (B) Coloration GUS de plantes transgéniques d’Arabidopsis MYB30p::GUS de I'éco-
type Col-0. Le profil d’expression GUS des embryons en développement a été déterminé a différents
stades: a: globulaire. b: cceur. c: coeur tardif. d: torpille. e: cotylédons courbés. f: embryon mature.
Barre d’échelle = 100 um.

Une hybridation in situ d’ARN (HIS) sur une série de coupes d’embryons en développe-
ment fut ensuite réalisée par Audrey Creff (équipe de Gwyneth Ingram, RDP, Lyon), afin
d’analyser de maniere plus approfondie le profil d’expressionde MYB30.L’ARN messa-
ger de MYB30 est détecté du stade pré-globulaire au stade cotylédons courbés et, de
maniére intéressante, semble limité aux cellules épidermiques de I’embryon (Figure 3.2).
L’ensemble de ces données confirme que |’expressionde MYB30durant I’embryogenese
est spatialement et temporellement cohérente avec un réle potentiel dans la formation
de cuticule.
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Figure 3.2 MYB30 est exprimé dans les cellules épidermiques des embryons en développement.
(A-E) L’hybridation in situ a été réalisée a I'aide d’une sonde antisens pour MYB30 sur des coupes
transversales de graines Col-0 au stade pré-globulaire (A), globulaire (B), coeur (C), torpille (D) et co-
tylédons courbés (E). La coloration brune de I’endothélium (la couche cellulaire interne des tégu-
ments) est observée chez toutes les graines et représente un artefact admis dans les tissus de graines
en développement. Lesimages ont été gracieusement fournies par Audrey Creff.

3.1.2. MYB30 est requis pour l’intégrité de la cuticule
embryonnaire

Etant donné que I’analyse de la cuticule de plantules peu de temps apres la germination
permet une lecture précise des changements causés par des défauts embryonnaires
dans la composition de cette derniére, nous avons tout d’abord testé I’effet de la déré-
gulation de MYB30 en mesurant la perméabilité de plantules mutées pour MYB30
(myb30-02 et myb30-67) et le surexprimant (MYB30oe) al’aide du Bleu de Toluidine (BT),
un colorant hydrophile (Tanaka et al., 2004; Xing et al., 2013). Les mutants précédem-
ment décrits ale1-4 et gsol-1 gso2-1, qui présentent des défauts de cuticule embryon-
naire, ont été utilisés en tant que contréles internes dans ces analyses (Tanaka et al.,
2001; Tanaka et al., 2004; Tsuwamoto et al., 2008). Chez des plantules étiolées 3 jours
apres stratification (JAS), aucune coloration n’est visible chez Col-0 tandis que pour les
plantules alel-4, I'’hypocotyle est modérément coloré en bleu et les cotylédons appa-
raissentverts de par le mélange de leur couleur jaune avecla coloration bleue. Le double
mutant gsol-1 gso2-1, qui est fortement affecté, montre une coloration bleue foncé a la
fois des cotylédons et de I’hypocotyle. Les hypocotyles de la lignée MYB30oe restent
blancs et les cotylédons jaunes, indiguant une cuticule intacte. Enfin, les plantules
myb30-02 présentent une légére coloration au niveau de I’hypocotyle et des cotylédons,
tandis que les plantules myb30-67 montrent une coloration BT comparable a celle
d’'alel-4( ). En plus de ces analyses qualitatives, la quantification de I'absorp-
tion de BT fut réalisée a la fois sur des plantules étiolées de 3 jours et des plantules de 7
jours cultivées en condition de jour long. Les résultats de ces analyses sont corrélés avec
les observations précédentes ( ).
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Figure 3.3 La perte de fonction de MYB30 cause des défauts cuticulaires faibles

(A) Coloration au Bleu de Toluidine de plantules étiolées des lignées indiquées, 3 jours apres stratifi-
cation. Toutes les plantules ont été cultivées sur la méme boite afin de permettre un traitement uni-
forme. Barre d’échelle = 1 mm. (B-C) L’absorption du Bleu de Toluidine chez ces lignées a été quanti-
fiée a I'aide d’un spectrophotometre chez des plantules étiolées de 3 jours (B) ou des plantules de 7
jours (C), montrant le phénotype faible des alleles MYB30 comparé a celui des plantules mutantes
gsol-1 gso2-1. Les barres d’erreur représentent I’erreur type d’au moins cing réplicats biologiques
contenant au moins 20 plantules. Les différences statistiques avec la lignée Col-0 ont été déterminées
selon le test de Student (* signifie une p-value < 0.05 et ** signifie une p-value < 0.001).
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De plus, la cuticule de ces lignées a été directement visualisée a |’aide d’un microscope
confocal a balayage laser aprés traitement avec le colorant fluorescent Auramine-O qui
posséde une forte affinité pour les cires acides et insaturées, ainsi que pour les précur-
seurs de la cutine ( ). Une cuticule épaisse et continue peut-étre observée a la
surface des cellules épidermiques des plantules de Col-0, tandis que les plantules alel-
4 montrent une cuticule plus fine, et quasiment aucune cuticule n’est détectée ala sur-
face de gsol-1 gso2-1. En accord avec les expériences de Bleu de Toluidine, la lignée
MYB3Ook est similaire a Col-0 et les deux mutants myb30 présentent une cuticule plus
fine comparée a celle des hypocotyles sauvages. De maniéere intéressante, di a |’ affinité
modérée de I’Auramine-O pour le contenu cytoplasmique lipidique (Buda et al., 2009),
une coloration est également détectée a l'intérieur des hypocotyles d’ale1-4, gsol-1
gso2-1, myb30-02 et myb30-67, ce qui reflete des défauts de cuticule chez ces mutants
et confirme les résultats obtenus par la coloration BT.

{

I

MYB30ge I
|
)

Figure 3.4 Les plantules mutantes myb30 présentent des défauts de cuticule

Images confocales d’hypocotyles colorés a I’Auramine-0 de plantules étiolées 3 jours apres stratifica-
tion. Toutes les plantules ont été cultivées sur la méme boite afin de permettre un traitement uni-
forme. Barre d’échelle = 100 um.

Dans le but d’obtenir une preuve directe de I'implication de MYB30 dans le dépo6t de la
cuticule embryonnaire, nous avons observé des embryons de Col-0, myb30-67 et gsol-
1 gso2-1 par microscopie électronique a transmission, en collaboration avec Alain Jau-
neau de la Plateforme d'Imagerie de Toulouse TRI-Genotoul. Comme décrit dans le Cha-
pitre 2, la cuticule embryonnaire de Col-0 est continue mais gsol-1 gso2-1 montre une
cuticule moins dense et discontinue. Des discontinuités similaires sont observées, bien
gu’a une fréguence moindre, chez les embryons myb30-67 ( ). Plus tard dans
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le développement, au stade torpille, les trous dans la cuticule de myb30-67 et gsol-1
gso2-1 sont moins fréquents, bien que la cuticule de gsol-1 gso2-1 apparaisse plus fine
et moins dense aux électrons.

Ensemble, ces résultats démontrent, comme précédemment décrit pour GSO1 et GSO2,
que MYB30 est requis pour le renforcement de la cuticule embryonnaire.

Figure 3.5 La déposition de la cuticule embryonnaire est altérée chez les embryons myb30-67
Observation de la déposition de la cuticule embryonnaire chez des embryons sauvages (A, D) gso1-1
gso2-1 (B,E) et myb30- 67 (C,F) au stades coeur (A-C) et torpille (D-F) de I'embryogenése. Les fleches
noires indiquent la face interne de la cuticule embryonnaire. Barre d’échelle = 500 nm.

3.1.3. MYB30 controle I’expression de génes de
biosynthése dela cuticule pendant I’embryogenése

Afin d’avoir une vision des processus régulés par MYB30 dans la graine, une analyse
transcriptomique a été réalisée dans notre groupe a partir de siliques au stade cceur de
plantes sauvages, du mutant myb30-02 et de la lignée MYB30ck. L'analyse des données
a été réalisée par David Rengel (Plateforme d’Analyse de Données du LIPM). Comme
présenté dans la Table 3.1, les génes régulés positivement par MYB30 montrent une sur-
représentation de termes Gene Onthology (GO) reliés aux réponses de défense, a la paroi
cellulaire, et a la biosynthése/au métabolisme des VLCFA/cutine/cires (Figure 2.6). Ces
résultats rappellent le role clairement décrit de MYB30 en tant que régulateur positif de
défense a travers |'activation de la biosynthese des VLCFA et sont en accord avec le fait
que MYB30 soit requis pour le dépét de la cuticule pendant I’embryogenese.
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Table 3.1. Analyse de termes GO des génes dontl’expression est régulée positivement par MYB30
chez desssiliques d’Arabidopsis au stade cceur
Les termes GO relatifs a la défense, la paroi cellulaire et aux processus liés aux lipides sont montrés
en bleu, vert et rouge, respectivement.
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Figure 3.6 Génes d’Arabidopsis dont I’expression est régulée positivement par MYB30 ayant une
fonction relative a la biosynthése ou au métabolisme des VLCFA/cutine/cires

Les génes avec un fond jaune, bleu ou vert ont une fonction démontrée ou suspectée respectivement
reliée a la production de cutine, de cire ou des deux. L’expression de MYB30 est indiquée en rouge.
L’expression moyenne des genes et les valeurs d’erreur-type correspondent a trois réplicats biolo-
giques indépendant de siliques des lignées indiquées au stade cceur. Les astérisques indiquent des
valeurs d’expression significativement différentes (*, ** et *** signifient des p-values corrigées par
FDR < 0.05, <0,001 et <0,0001, respectivement).
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Nous avons ensuite analysé les promoteurs de plusieurs genes de biosynthése de la cu-
ticule soit (i) identifiés dans I’analyse transcriptomique décrite ci-dessus, (ii) co-exprimés
avec MYB30 pendant I’embryogenése ou (iii) identifiés comme cibles de MYB30 pendant
I’activation des réponses immunitaires (Raffaele etal., 2008) (Table 2.2). Cette analyse
révéla la présence de séquences consensus de liaison MYB dans les promoteurs de tous
ces génes.

Identifié dans une
analyse micro-
array lors de la

Identifié dans une  Co-exprimeé avec

Promoteur testé = analyse RNA-Seq =~ MYB30 pendant

sur siliques 'embryogeénése défense

CER1 v

CER4 v

CER10 v v v
CERZ6 v

CYP96A15 v

GPAT4 v
HCD1 v v v
KCR1 v v
KCS1 N4 v
KCS10/FDH v
LACS2 N4

LTPG1 N4 v v
LTPG2 v v

WDS1 v

Table 3.2. Génes cibles directs putatifs de MYB30 dans différents contextes, testés par ChIP
Les génes écrits en grasont été trouvés enrichis par MYB30 dans la Figure 3.7.

Une analyse d'immunoprécipitation de la chromatine (ChIP) sur des plantules d’Arabi-
dopsis transgéniques 35S:GFP-MYB30 a été ensuite réalisée afin de déterminer si MYB30
régule de maniere directe I’expression de génes de biosynthése de la cuticule. Ces expé-
riences ont été réalisées dans le cadre d’une mobilité de trois mois dans le laboratoire
d’Emmanuelle Graciet (Maynooth University, Irlande). Les extraits totaux de protéines
du controle Col-0 et des plantes 355:GFP-MYB30 ont été immunoprécipités al’aide d’an-
ticorps anti-GFP. Des PCR quantitatives ont été effectuées surles produits issus du ChIP
en utilisant des amorces de part et d’autre, ou proche des séquences consensus de liai-
son MYB comme indiqué dans la Table Supplémentaire 2.1, Les résultats préliminaires,
qui doivent étre confirmés, suggérent que les régions des promoteurs de CER4, CER10,
GPAT4, KCS10/FDH, LACS2 et LTPG2 sont enrichis par MYB30 (Figure 2.7, Table Supplé-
mentaire 2.1). En outre, les expériences de ChIP avec les plantes controles Col-0ne mon-
trent pas d’enrichissement des mémes régions par MYB30. Bien que des expériences
supplémentaires soient en cours dans I’équipe d’Emmanuelle Graciet pour confirmer ces
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résultats, ils indiquent que MYB30 pourrait cibler spécifiquement les séquences de pro-
moteurs de plusieurs genes impliqués dans la biosynthése de la cuticule. Ceci est cohé-
rent avec le fait que MYB30 régule I’expression de geénes reliés a la production de la cu-
ticule pendant I’embryogenése, comme montré par|’analyse transcriptomique mention-
née précédemment.

25 -
H Col-0
20 E355:MYB30-GFP

€15 -

£

2

E .

<

£ 10 4

BS-1 BS-2 BS-3
LTPG2

REF1 | TUB1| BRI1

Figure 3.7 Des genes de biosyntheése de la cuticule pourraient étre des cibles directes de MYB30
chezles plantules d’Arabidopsis

Des expériences de ChIP ont été réalisées sur des plantules Col-0 et 35S:GFP-MYB30. L’enrichisse-
ment de régions controéles négatives (REF1 (MYB97), TUB1 (TUBULIN), BRI1 (BR INSENSITIVE 1) et MU
(un élément transposable) ainsi que de génes cibles putatifs sélectionnés a été testée par PCR quan-
titative. Les barres d’erreurindiquent I’erreur-type de trois mesures biologiques indépendantes.

3.1.4. La dérégulation de MYB30 impacte la production
de cutine

Etant donné que MYB30 régule I’expression de génes de biosynthése de la cuticule pen-
dant '’embryogenése, nous avons ensuite analysé la composition de la cuticule de coty-
Iédons de plantules de 5 jours des lignées myb30-02 et myb30-67 par chromatographie
en phase gazeuse (GC-MS), en collaboration avec Frédéric Domergue et Jérdme Joubés
(Laboratoire de Biogenése Membranaire, Bordeaux). La quantité d’acides dicarboxy-
liques (DCA) est considérablement réduite a la fois chez les lignées mutantes myb30-02
et myb30-67, d( a une diminution conséquente en 16:2DCA, le composé majoritaire de
la cutine. De plus, la quantité de 18:2wOH est également réduite, impactant la quantité
totale d’acides gras oméga-hydroxylés dans les cotylédons ( ). Ces résultats in-
diquent, en accord avec les données d’expression de génes, que MYB30 est requis pour
la production de cutine a des stades développementaux précoces.
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Figure 3.8 Les défauts de perméabilité cuticulaire des mutants myb30-02 et myb30-67 sont corrélés
avecdes changements dans la composition de la cutine

Des plantules de Col-0, myb30-02 et myb30-67 ont été cultivées en condition in vitro pendant 5 jours
sous lumiere continue, puis les cotylédons ont été récoltés, délipidés et leur cutine a été analysée.
wOH et DCA signifient respectivement acide oméga-hydroxylé et acide a,w-dicarboxylique. Les va-
leurs moyennes sont montrées en pg/mg de résidu sec (RS) délipidé * écart-type (n = 4).
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3.1.5. Les expressions de MYB30 et GSO2 sont
interdépendantes pendant le développement de
I’embryon

Une analyse de coefficient de corrélation de Pearson utilisant des données transcripto-
miques spécifiques de tissus de la graine a cing stades de développement différents (Bel-
monte et al., 2013) a permis d’identifier GSO2 et MYB30 comme les genes les plus for-
tement corrélés I’un avec I'autre. D’autre part, les données d’expression de génes pro-
venant de I'analyse RNA-Seq présentée précédemment (voir section 3.1.3) indiquent
que l'expression de GSO2 est significativement plus élevée dans le fond génétique
myb30-02 ( ).
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Figure 3.9 Expression de GSO2 dans les siliques au stade coeur des lignées indiquées

L’expression moyenne des genes et les valeurs d’erreur-type correspondent a trois réplicats biolo-
giques indépendants de siliques des lignées indiquées au stade coeur. Les astérisques indiquent des
valeurs d’expression significativement différentes (* signifie une p-value corrigée par FDR < 0.05).

Dans le but de tester si la mutation de GSO1/2 affecte I’expression de MYB30, Audrey
Creff (RDP, Lyon) a réalisé une HIS sur des graines gsol-1 gso2-1 en utilisant une sonde
anti-sens MYB30. Cette expérience montre que |'expression de MYB30 n’est pas détec-
table dans les cellules épidermiques des embryons gsol-1 gso2-1 au stade coeur (

). Ce résultat, ajouté au role positif de MYB30 sur la régulation de la biosynthese de
la cuticule, nous a amené a proposer que MYB30 puisse agir en aval de GSO1/GSO?2 pen-
dant la déposition de la cuticule embryonnaire.
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Figure 3.10 L’expression de MYB30 est régulée négativement chez les embryons gsol-1 gso2-1
L"hybridation in situ a été réalisée a I'aide d’une sonde antisens pour MYB30 sur des coupes trans-
versales de graines Col-0 et gsol-1 gso2-1 au stade coeur. La coloration brune de I’endothélium (la
couche cellulaire interne des téguments) est observée chez toutes les graines et représente un arte-
fact admis dans les tissus de graines en développement. Les images ont été gracieusement fournies
par Audrey Creff.

Enfin, un chevauchement significatif (44%) a été trouvé entre les cibles transcription-
nelles de GSO1/2 et MYB30 dans les siliques entiéres (Creff et al., soumis; nos données
non publiées) renforgant ainsi I'idée que MYB30 est impliqué dans la formation de la
cuticule liée a la défense dépendante de par GSO1/2 chez les jeunes embryons.

3.1.6. MYB30, GSO1 et GSO2 agissent dansla méme voie
pour établir la formation de la cuticule
embryonnaire

Afin d’explorer larelation fonctionnelle entre MYB30, GSO1 et GSO2, Irene Serrano dans
notre équipe a généré les lignées mutantes multiples suivantes: myb30-67 gsol-1,
myb30-67 gso2-1 et myb30-67 gsol-1 gso2-1. Lors du génotypage de ces lignées pour
confirmer la présence des différentes mutations, elle a aussi obtenu les mutants simples
gsol-1 et gso2-1.

La perméabilité de ces lignées au BT a ensuite été mesurée. Comme décrit précédem-
ment, les plantules non-étiolées des mutants simples gsol-1 et gso2-1 montrent des
taux d’absorption BT similaires a Col-0, confirmant la redondance fonctionnelle entre les
deux RLK (Tsuwamoto et al., 2008) tandis que les plantules étiolées gsol-1 affichent une
perméabilité légérement plus élevée au BT. Aucun effet additif n’est observé entre
myb30-67 et gsol-1 ou gso2-1 et aucune différence significative n’est détectée dans les
défauts de perméabilité cuticulaire entre le triple mutant myb30-67 gsol-1 gso2-1 et le
double mutant gsol-1 gso2-1 ( ).
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Figure 3.11 La mutation de MYB30 n’est pas additive avec celles de GSO1 et GSO2 pour la
perméabilité cuticulaire

(A) Coloration au Bleu de Toluidine de plantules étiolées des lignées indiquées, 3 jours apres stratifi-
cation. Toutes les plantules ont été cultivées sur la méme boite afin de permettre un traitement uni-
forme. Barre d’échelle = 1 mm. (B-C) L’absorption du Bleu de Toluidine chez ces lignées a été quanti-
fiée a I'aide d’un spectrophotometre chez des plantules étiolées de 3 jours (B) ou des plantules de 7
jours (C). Les barres d’erreur représentent I’erreur type d’au moins cing réplicats biologiques conte-
nant au moins 20 plantules. Les différences statistiques avecla lignée Col-0 ont été déterminées selon
le test de Student (* signifie une p-value < 0.05, ** signifie une p-value < 0.01 et *** signifie une p-
value < 0.001). (D) Images confocales d’hypocotyles colorés a I’Auramine-0 de plantules étiolées, 3
jours apres stratification. Toutes les plantules ont été cultivées sur la méme boite afin de permettre
un traitement uniforme. Barre d’échelle = 100 um. Certaines images ont été gracieusement fournies
par Irene Serrano.

Aprés traitement a I’Auramine-0O, tous les doubles et triples mutants montrent une co-
loration a lI'intérieur de I’hypocotyle, bien que chez les plantules myb30-67 gso1-1 gso2-
1 cette coloration apparaisse moins intense, peut-étre di a un manque de composés
lipidiques cytoplasmiques chez cette lignée. La cuticule de I’hypocotyle du triple mutant
est a peine visible, tout comme celle des plantules gso1-1 gso2-1 ( ).

En conclusion, les effets de la mutation de MYB30 ne semblent pas étre additifs avec
ceux de GSO1 et GSO2 en ce qui concerne la formation de la cuticule embryonnaire,
suggérant qu’ils agissent probablement dans la méme voie génétique.
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Site de
liaison

Début

Séquence

Fin

CER4

-199

CGTTTGAGTGAGAGAAATAATGCAACAGAG-
TACAACTGACATATCACATATGTGTTACTAAGATTTATAGTTT-
TAGGCTTTACAAGGTGAAATTAATGTGAGCACCTACCTACAT

-133

CER10
BS-1

-445

AAATCGAGTGATCCGGTCAACTTAGATAGGAACCAC-
CAAAGTGTTACTCGTTTTTTTTTTGGTATTTGGTT-
TAGTCATGTTTAGTTAAAACGTAAAAGCATTGCAGTATTCGC-
TATAGAAAAGAGTGAAATAATGTTACCTAGAAGAGATT-
GATTCATGAGCACAAAAACATTAGTT-
GCAAACTTCTACCCCCTCACTTGATGACATATGTCCATCGT

-662

CER10
BS-2

-26

AGACCCAGATGAGGAAATTGAGAGAGATAGAGAGA-
CAAGGGAAATTAAATAGAGAGGAAGAAGAAGACGAGATT-
GAGCATTGAAGAGGATGTAGTTGGGAGTAGGAGAACTAC-
TAACTATCTTCCCAACTTATGCGATTAGATTGGGACCATTT

-179

GPAT4

-326

TGATTAGGGTATTTATTAGATGATGGAATTTGGTGTATACA-
TAAATATAATTTITGGTCACACGCGGTTCAGTTACTTTCTTTTT-
GTTGATTGACATGAAAGAAAGTAGTT-
TAGTAGTTCACCTAAATGGAAGGCTG

-461

KCS10
BS-1

-326

GGGATTGGGTTTGGTGGTTGG-
TGAGAGGTAGTTAATGTCGCCAACTACTTGTACTGGTCG-
TAGTTGGAGTGAGTTATGTCACTCTTAATTCCTCCGTTCTAA-
TAAGGTGTAGTTTTGGATCTTATG

-263

KCS10
BS-2

-288

ACTAACCAGATGTCAAAGGATAAAGATGACCACTTTTT-
GACAATTTGACAATTTGTCAATTTGGGGTTTCT-
GAATCAGTTCTGTTTTTTTTTTTTTTTGAAT-
TAAGCTAGTAACTTTGGTTTGGTTAAAAACCGACAGGTTT-
GTGGAGAACTTTGGTTTGGTTTTT

-453

LACS2

-578

ACTGGTTACTATAGTGATAAAGATCCTGATTATGACAGT-
GACTGTGAGCTGG-
TGAGGTCTAAGAGTACAAAAACAAATGATCTAAGTTATCAA

-410
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ACTATAAACTATATAATTCGAAATATATTAATTTT-
GTTAAATCCAAAACCAAATTGCATGCAAATGGTCAGTTTGT

LTPG2 -553 AACATCTCTCTGAAGAAAAACATATCTAGAGTAAATGTTTTT- -689

BS-1 GAAAAAATATTTAACATATATGAACTTTTGGTTTTGTTT-
GATTTTGGTTCGAAGTGGATTTATTTGATGTTTAGAAAGTT-
GAATTTGTAGATTAT

LTPG2 -247 GTGGCGAGATCAAATCAGTCGAATAGATAATGTGT- -384

BS-2 TATGTTTTCCTTTGGCTGAGTAAGAAATTATATGTT-
GGAAAATTATAAGATTTTTGTGATAGTAT-
TATGAAAACCATCAGAATTCACAATCTGTACCATCTCT

LTPG2 -894 ATCAAAATCTATTTTAAAGCCTAAATATAAT- -1000

BS-3 TTCCATCTCCATGTGTTACCGACCTTTGTGTGTATTGACTATT-

GAGTAGGCAGTTGATACGTTGGAAAGCGTTTGA

Table Supplémentaire 3.1 Séquences des amplicons générés lors des expériences de ChIP

Les séquences surlignées représentent les sites consensus de liaison MYB. Lesséquences sous-lignées
indiquent les amorces utilisées pour les expériences de ChlP-qPCR.
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3.2. Discussion

La cuticule est une couche hydrophobe complexe qui recouvre les surfaces aériennes de
la plante, et qui a de nombreuses fonctions essentielles, non seulement au niveau phy-
siologique a travers la limitation des pertes en eau et la résistance aux agents patho-
genes, mais aussi au niveau développemental, agissant comme signal morphogénétique
et empéchant la fusion d’organes durant I'organogenése (Nawrath, 2006; Ingram and
Nawrath, 2017). Les voies de biosynthése de la cuticule et leur régulation commencent
a étre bien caractérisées chezla plante adulte. En revanche, les mécanismes de régula-
tion qui régissent sa biosynthése de novo restent peu connues et ce n’est que relative-
ment récemment que des études ont mis a jour une voie de régulation de la cuticule
embryonnaire (Xing etal., 2013; Yang et al., 2008).

3.2.1. Un nouveaurole pour MYB30 dans la biosyntheése
de la cuticule embryonnaire

Lors des réactions immunitaires, le FT MYB30 régule positivement |’expression de génes
du complexe FAE et la production de cires cuticulaires (Raffaele et al.,2008). De maniére
intéressante, MYB30 semble exprimé durant les stades précoces de |’embryogenese,
correspondants au début de la biosynthese de cuticule. De plus, certains genes cibles de
MYB30 identifiés chez la plante adulte, sont également exprimés au méme moment du
développement embryonnaire, tout comme GSO1 et GSO2, codant pour deux RLK impli-
quées dans une voie spécifique de la formation de cuticule embryonnaire.

Sur la base de ces données, nous avons cherché a déterminer si MYB30 joue un réle dans
la formation de la cuticule embryonnaire. Pour cela, nous avons tout d’abord confirmé
I’expression de MYB30 lors du développement de I’embryon, et nous avons pu détermi-
ner plus spécifiguement que MYB30 est exprimé dans les cellules épidermiques des em-
bryons d’Arabidopsis du stade globulaire jusqu’au stade mature, un profil d’expression
spatial et temporel cohérent avec un role dans la formation de la cuticule. En effet, la
production de la cuticule commence au stade globulaire (Creff et al., soumis) et continue
trés certainement tant que I’embryon grandit.

Des modifications dans la composition ou la structure de la cuticule peuvent mener a
une augmentation de la perméabilité des parties aériennes de la plante (Tanaka et al.,
2004). Par exemple, des mutations dans des transporteurs ABC (Fabre et al., 2016), I'a/B
hydrolase BDG (Kurdyukov, Faust, Nawrath, etal., 2006) ou des enzymes de biosynthése
de lipides (Beaudoin etal., 2009) sont associées avec des changements dans la perméa-
bilité de la cuticule. D a la localisation épidermique de MYB30 et a son role potentiel
dans la formation de la cuticule, I'implication de MYB30 dans la perméabilité de la cuti-
cule fut par la suite évaluée par différentes méthodes. Par |’utilisation du colorant hy-
drophile Bleu de Toluidine et de la sonde lipophile Auramine-O ( ), nous
avons pu montrer que MYB30 est nécessaire a |’intégrité de la cuticule de jeunes plan-
tules. L'Auramine-O est moins fréquemment utilisé que le BT pour évaluer la perméabi-
lité de la cuticule, mais permet une visualisation directe de cette derniere. Par exemple,
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gracea cecolorant, Fiume et al. observent des discontinuités, voire méme des fragments
de cuticule qui se détachent dans la cuticule d’hypocotyles de jeunes plantules d'Arabi-
dopsis qui n’expriment plus le ggéne TWISTED SEED1 (TWS1), un gene qui code pour une
petite protéine localisée dans le réticulum endoplasmique (Fiume et al., 2016). En com-
paraison, le phénotype des mutants myb30 est moins fort, mais peut s’expliquer par le
role essentiel que joue TWS1 sur la biosynthése de la cuticule, et par la copie unique de
ce géne dans le génome d’Arabidopsis, suggérant I’absence de redondance fonction-
nelle. Cela suggére qu’il existe une redondance partielle d’autres FT avec MYB30 pour le
contréle de I'activation des génes de biosynthese de la cuticule. En effet, les lignées mu-
tées pour MYB30 montrent un phénotype modéré, équivalent a celuides plantules alel-
4, mais plus faible que celles des plantules gso1-1 gso2-1.

Une différence de phénotype est notable entre les deux lignées T-DNA myb30-02 et
myb30-67: la cuticule de la premiére apparait moins perméable que celle de la seconde
chez les plantules étiolées. Ceci peut s’expliquer par le fait que bien que chez myb30-67,
I’expression de MYB30 soit plus élevée que chez myb30-02, I'insertion T-DNA de myb30-
67 étant dans le deuxiéme exon, la protéine produite par cette lignée n’est vraisembla-
blement pas fonctionnelle, car elle ne contient pas un domaine d’activation MYB com-
plet ( ). En revanche, chez la lignée myb30-02, bien que I’expression du gene
MYB30 soit fortement réduite, elle n’est pas compléetement abolie (il reste jusqu’a envi-
ron 20% d’expression), et l'insertion ADN-T étant située dans le promoteur du gene
MYB30, la structure de la protéine MYB30 potentiellement produite n’est vraisembla-
blement pas altérée ( ).
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Figure 3.12 Position des insertions ADN-T des lignées mutantes myb30-02 et myb30-67 et analyse
d’expression de MYB30 dans les conditions utilisées pour les expériences de Toluidine Blue

(A) Sites d’insertions ADN-T de myb30-02 et myb30-67. Les rectanglesgris clairs et gris foncés repré-
sentent respectivement les régions UTR et les exons. Les lignes représentent les introns. Les amorces
utilisées dans les parties B et C de la figure sont représentées par des fleches. (B-C) L’expression de
MYB30 relative a celle du géne de ménage MON1 a été déterminée par RT-gPCR pour des plantules
étiolées de 3 jours (B) ou des plantules de 7 jours (C). Les résultats représentent les valeurs moyennes
+ SE (n=3). Les pourcentages d’expression de MYB30 par rapport au sauvage sont indiqués sur le
graphe. (D) Structure des protéines MYB30 prédites pour étre produites par les lignées myb30-02 et
myb30-67. R2 et R3 représentent les répétitions du domaine MYB, caractéristiques des FT MYB de
type R2R3.

La surface des cotylédons d’Arabidopsis augmentent d’environ 50 fois dans les six pre-
miers jours apres semis (Tsukaya et al., 1994). Par conséquent, les cotylédons de plan-
tules doivent produire une cuticule de novo pour couvrir leur surface en permanence.
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Certaines études suggérent que la capacité a former la cuticule, acquise pendant la for-
mation de la graine, est requise pour la formation d’une cuticule continue qui recouvre
les plantules en période de croissance rapide (Tanaka etal., 2001). Ces données renfor-
cent I'idée que MYB30 est requis pour la formation de la cuticule non seulement chez
les jeunes plantules mais aussi lors de I'embryogenése. En effet, a la surface des cellules
épidermiques des embryons myb30-67 au stade cceur et torpille, la cuticule est discon-
tinue, présentant des “trous”. Le processus de dépot de la cuticule de novo n’a été décrit
pour la premiére fois que trés récemment (Creff et al., soumis), et montre que chez I’em-
bryon sauvage Col-0, ce dépbt se fait par “patches” séparés, puis les discontinuités lais-
sées sont comblées au début du stade coceur. Comme observé pour la perméabilité des
hypocotyles, le mutant myb30-67 semble moins affecté dans le dép6t de cuticule em-
bryonnaire que le double mutant gsol-1 gso2-1 et présente un phénotype similaire a
celui du mutant ale1-4 (voir chapitre 2).

La cuticule a la surface de I’'embryon n’est pas la seule couche cuticulaire de la graine et
a l'inverse de la cuticule a la surface des organes aériens de la plante, les cuticules de la
graine sont bien moins comprises. Tout d’abord, une cuticule épaisse a été mise en évi-
dence a l'interface entre I'albumen et les téguments, qui semble présente dés les pre-
mieres étapes apres la fécondation (Beeckman et al., 2000). Chez le mutant bdg, I’ultras-
tructure de cette cuticule est modifiée, et apparait plus perméable au BT que celle du
sauvage (De Giorgi etal., 2015). Cependant, I'origine de cette cuticule associée a I’albu-
men reste incertaine, et le fait que de nombreux genes clés pour la biosynthese de la
cuticule soient exprimés dans I’endothélium (une couche cellulaire épidermique donc
pré-programmée a produire une cuticule) et absents de I’albumen périphérique (Winter
et al., 2007; Bassel et al., 2008), suggére que cette cuticule est produite au moins en
grande partie par I’assise cellulaire la plus interne des téguments. Plusieurs rbles ont été
proposés pour cette cuticule associée a I’albumen, dans la germination, la viabilité et la
dormance de la graine (De Giorgi et al., 2015). Cependant, la contribution des autres
couches cuticulaires de la graine dans ces processus reste mal connue et il est au-
jourd’hui difficile d’attribuer clairement une fonction a cette cuticule particuliére.
D’autre part, les téguments de la graine étant le résultat de la fusion de deux surfaces
épidermiques, il n'est pas surprenant d’observer des traces de cutine entre les parois
cellulaires des téguments internes et externes juste aprés la fécondation, bien que ces
dépots cuticulaires semblent fragmentés (Creff et al., 2015). Enfin, a la surface des
graines matures d’Arabidopsis, on retrouve également une couche de subérine (Yadav
etal., 2014; Gou et al., 2017), et a nouveau, étant donné |’origine épidermique des té-
guments, il est probable qu’une cuticule y soit aussi présente. Malheureusement, peu
d’études ont été menées sur |'ultrastructure de la surface du manteau de la graine pen-
dant son développement, et tres peu de choses sont connues sur ces couches lipidiques
externes (Ingram and Nawrath, 2017).

De maniére intéressante, des données indiquent que MYB30 est exprimé dans les tégu-
ments de la graine, ainsi que certains des genes cibles de MYB30 tels que CER10, HCD1,
LTPG1, LTPG2, KCR1, KCS2 et PAS2 ( ; Belmonte etal., 2013), suggérant un role
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pour le FT dans la syntheése d’une ou plusieurs couches cuticulaires d’origine maternelle
de la graine. En accord avec cette hypothese, des données générées dans notre équipe
indiquent que les lignées myb30 semblent plus perméables au chlorure de Tetrazolium,
un composé couramment utilisé pour estimer la perméabilité des téguments des
graines. D’autres résultats qui sont en cours de confirmation dans notre équipe sugge-
rent que dérégulation de |’expression de MYB30 affecte des caractéristiques morpholo-
giques telles que la taille, la forme et le poids de la graine (Nolwenn Guéguen, données
non publiées). La poursuite de ces travaux représente une perspective intéressante, qui
permettrait de complémenter les résultats présentés dans cette thése, et d’avoir une
vision plus complete du role de MYB30 dans la graine.

Les cellules épidermiques forment un tissu protecteur principalement dédié a la produc-
tion et a la sécrétion de la cuticule qui a son tour forme une couche continue qui re-
couvre I'épiderme. Par conséquent, des changements dans le métabolisme ou le trans-
port des composés cuticulaires sont souvent associés avec des défauts morphologiques
de I’épiderme, plus facilement repérables sur les cellules spécialisées telles que les sto-
mates. Par exemple, comme évoqué en introduction, les cotylédons des plantules gsol-
1 gso2-1 montrent une augmentation de leur indice stomatal, ainsi qu’une distribution
anormale, avec plusieurs stomates en contact, alors qu’ils sont normalement espacés
d’une cellule au moins (Tsuwamoto et al., 2008). Les mémes observations ont été faites
chez les mutants d’Arabidopsis cerl et cer6 (Gray et al., 2000), ou chez les mutants cer-
g de l'orge (Zeiger, 1972). On pourrait donc s'attendre a un phénotype similaire chez les
mutants myb30 et il sera intéressant de vérifier ce point dans un futur proche.

3.2.2. MYB30activel’expression de génes de biosyntheése
dela cuticulependant I’embryogenése

Pour aller plus loin dans la compréhension des bases moléculaires sous-jacentes a ce
nouveau réle de MYB30 sur la formation de la cuticule, une analyse RNA-Seq fut menée
dans notre équipe sur des siliques de plantes d’Arabidopsis dérégulées pour |’expression
de MYB30. Par cette approche transcriptomique nous avons montré que parmi les genes
cibles de MYB30 durant le développement, un nombre significatif d’entre-eux sont reliés
a la formation de la cuticule. De maniere plus directe, nos données préliminaires indi-
quent que la protéine MYB30 serait capable de se lier aux promoteurs de certains génes
de la voie de biosynthese de la cuticule, et d’activer leur expression. Ces résultats dé-
montrent que MYB30 régule |I’expression de génes de biosynthése de la cuticule lors des
stades de développement précoce de la plante.

Parmi les genes identifiés comme cibles potentielles de MYB30 par RNA-Seq ou ChlIP-
gPCR, on retrouve majoritairement des genes impliqués dans la production des cires cu-
ticulaires (CER1, CER4, CER26, LTPG1, LTPG2, et WSD1) et plus particulierement des
génes du complexe FAE (CER10, HCD1, KCS1, KCS2, KCS6), mais aussides génes impliqués
dans la biosynthese de cutine (GPAT4, GPAT6, CUS2, CYP86A7), et des genes situés en
amont de la voie de biosynthése de la cuticule (ATP CYTRATE LYASE-A2, LACS2, LACS3),
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suggérant que MYB30 pourrait agir sur la production des deux grandes catégories de
molécules composant la cuticule, a différents niveaux de la voie ( ).
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Figure 3.13 Les genes cibles de MYB30 pendant I’embryogenése sontsitués a différents niveaux de
la voie de biosynthése de la cuticule

Les genes cibles de MYB30 sont représentés en rouge, les autres genes de la voie en vert, et les com-
posés cuticulaires en gris. Les génes identifiés comme potentiellement cibles directes dans I’analyse
ChIP-gPCR sont désignés par des astérisques.

De maniére intéressante, un nombre important de genes cibles de MYB30 identifiés par
I’analyse RNA-Seq appartiennent a des catégories fonctionnelles liées a I'immunité, sug-
gérant ainsi que MYB30 pourrait conserver son role d’activateur des défenses au cours
de I’embryogenése. Bien que peu de choses sont connues sur les mécanismes de dé-
fense de I’embryon d’Arabidopsis, des travaux sont en cours dans |’équipe afin d’étudier
le réle potentiel de MYB30 dans ces processus. En outre, plusieurs génes cibles de
MYB30 aprés inoculation bactérienne des feuilles sont retrouvés comme geénes cibles au
cours du développement de I’embryon, tels que CER10, HCD1, KCS1, KSC2, LTPG1 et
PAS2, indiquant que MYB30 pourrait garder une certaine affinité pour un méme set de
genes dans différents contextes.

Comme évoqué en introduction, le proche homologue de MYB30, MYB96, régule égale-
ment la production de composés cuticulaires, notamment lors de la réponse a la séche-
resse. Seo et al., ont montré la liaison de MYB96 aux promoteurs de certains genes de
la voie de biosynthése des cires, et parmi ceux-ci certains sont réprimés chez les siliques
du mutant myb30-02, tels que CER1, KCS2, KCS6, et WDS1. Ces données suggérent que
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MYB30 et MYB96 partagent une liste de genes cibles communs, mais il est utile de men-
tionner que MYB96 présente une expression extrémement faible dans I’embryon d’Ara-
bidopsis ( ; Belmonte et al.,, 2013), ce qui rend I’hypothése de MYB30 et
MYB96 collaborant pour la régulation de la production de cuticule embryonnaire tres
peu probable. Cependant, la possibilité que MYB30 et MYB96 puissent co-réguler la pro-
duction de composés cuticulaires dans d’autres couches cuticulaires de la graine reste
ouverte.

En revanche, MYB94, un autre membre de la sous-famille S1 des FT MYB de type R2R3,
est exprimé au stade cceur ( ; Belmonte etal., 2013) et des travaux ont prouvé
que MYB94 régule la biosynthese des cires cuticulaires de maniére redondante avec
MYB96 (Lee and Suh, 2015; Lee et al., 2016). Divers exemples de la littérature montrent
gue dans certains cas deux ou trois FT phylogénétiquement proches agissentensynergie
pour réguler des processus développementaux. Par exemple WRINKLED1 (WRI1), WRI3
et WRI4 co-régulent la synthése d’acides gras et de cutine dans la fleur (To et al., 2012),
ou encore MYB16 et MYB106 régulent ensemble le développement cuticulaire, la diffé-
renciation cellulaire de I’épiderme et la maturation des trichomes (Oshima et al., 2013).
Il est donc tentant d’imaginer que MYB30 et MYB94 pourraient agir de concert pour la
régulation de la cuticule chez I’embryon.
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Figure 3.14 Les deux plus proches homologues de MYB30 sont également exprimés dans la graine
(A) Représentation schématique des relations phylogénétiques entre les membres du sous-groupe
S1 de protéines MYB-R2R3 (Adapté de Dubos et al., 2010). (B) Expression de MYB96 et MYB94 dans
les différents tissus et au cours du développement de la graine d’aprés seedgenenetwork.net (Bel-
monte et al., 2013). Les couleurs correspondent a I'intensité de signal moyen des réplicats biolo-
giques, comme indiqué en bas. CZE : vésicule de I'albumen chalazal ; CZSC : chalaze; EP : Embryon ;
GSC : Téguments ; MCE : albumen mycropylaire ; PEN : albumen périphérique ; S : suspenseur.

Comme évoqué en introduction, des interacteurs protéiques régulent I’activité de
MYB30, dans différents contextes (voir section 1.5.6 de I'introduction). De fagon intéres-
sante, plusieurs de ces interacteurs sont exprimés au cours du développement de la
graine, et plus particulierement dans I’embryon. Parmi eux, I’'E3 Ub-ligase MIEL1 (

), qui régule négativement I"accumulation de MYB30 lors des réactions de défense,
a récemment été identifiée comme un régulateur négatif de la biosynthese des cires de
la hampe florale médiée par MYB30 et MYB96 (Gil et al., 2017). On pourrait donc envi-
sagerque certains interacteurs connus de MYB30, et plus particulierement MIEL1, soient
également capables de réguler I’activité de ce FT dans la graine, afin de contréler ses
fonctions de régulateur de la biosynthése de cuticule embryonnaire.
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Figure 3.15 Le géne MIEL1, codant pour un régulateur protéique de MYB30 lors des réponses de
défense, est exprimé dans la graine

Expression de MIEL1 dans les différents tissus et au cours du développement de la graine d’apres
seedgenenetwork.net (Belmonte et al., 2013). Les couleurs correspondent a l'intensité de signal
moyen des réplicats biologiques, comme indiqué a droite. CZE : vésicule de I’albumen chalazal;
CZSC : chalaze; EP : Embryon ; GSC : Téguments ; MCE : alboumen mycropylaire ; PEN : albumen péri-
phérique ; S : suspenseur.

Dans notre analyse RNA-Seq, un certain nombre de génes sont réprimés chez le mutant
myb30-02 mais ne sont pas surexprimés chez MYB30oe comme |’on pourrait s’y attendre
( ). Cela pourrait s’expliquer par le fait que le niveau d’expression de MYB30
chez la lignée MYB30oe n"est pas beaucoup plus élevé que celui de Col-0, et ne suffit pas
a induire une expressiondes génes cibles significativementsupérieure a celle causée par
I’expression endogéne de MYB30 ( ). Une lignée surexprimant MYB30 a des
taux plus élevées a récemment été obtenue dans I’équipe et sera utilisée pour valider
les résultats obtenus.

Une contrainte importante a l’analyse des résultats du RNA-Seq est que ce dernier a été
réalisé sur des siliques entieres et non pas avecdes graines isolées. En effet, ladissection
des siliques pour en extraire les graines aurait pu modifier |’expression de genes en ré-
ponse a la blessure crée. Par conséquent, il est difficile d'attribuer I’effet observé sur
I’expression des genes a la dérégulation de |'expression de MYB30 spécifiquement dans
la graine, et encore moins au niveau de I’épiderme de I’embryon. Afin de pallier ce pro-
bléme, un projet de micro-dissection laser suivie d’'une analyse RNA-Seq est a en cours
dans I’équipe en collaboration avec Gwyneth Ingram (RDP, Lyon) et Bertrand Dubreucq
(JPB, Versailles), afin d’analyser avec précision |’effet de MYB30 sur |’activité des génes
dans I’épiderme de I’embryon au stade coeur.

L’expérience de ChIP-gPCR quant a elle n’a pas été réalisée sur des embryons, mais sur
des jeunes plantules, un stade de développement proche de I’embryogeneése, durant le-
qguel MYB30 est encore fortement exprimé dans les cotylédons de la lignée sauvage. Plu-
sieurs raisons font que les résultats générés par cette expérience sont préliminaires. Tout
d'abord, seulement trois réplicats ont pu étre réalisés et tous les sites de liaison MYB
potentiels identifiés dans les promoteurs n’ont pas pu étre testés, d aux problemes
techniques rencontrés lors de la réalisation de cette méthode délicate, et aux faibles
rendements d’ADN obtenus. Ensuite, chaque expérience a été réalisée en utilisant une
lignée 35S:GFP-MYB30 indépendante, créant de la variabilité dans les niveaux d’expres-
sion de MYB30. Enfin, les taux d’enrichissement obtenus pour les promoteurs étudiés
( ) sont relativement faibles comparés a ceux qui peuvent étre obtenus dans
des expériences similaires (enrichissement de plus de 30 fois par Goslin et al. par
exemple, (Goslinet al., 2017) mais ils sont égaux ou voire plus élevés que ceux obtenus
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par Seo et al. ou Lee etal. notamment (Seo et al., 2011; Lee etal., 2016). Pour ces diffé-
rentes raisons, une répétition de cette expérience est actuellement en cours dans le
groupe d’Emmanuelle Graciet (Maynooth University), en utilisant une lignée exprimant
fortement MYB30, que nous avons identifiée lors de ces expériences préliminaires. Cette
expérience devrait permettre de connaitre avec plus de précision le réle de MYB30 en
tant que régulateur de la biosynthése de cuticule embryonnaire.

3.2.3. MYB30régulelaproduction de cutine

MYB30 étant capable de moduler les niveaux d’ARN messagers codant pour des enzymes
de biosynthese de la cuticule, nous avons ensuite observé son role sur les produits finaux
de la voie, a savoir les différentes molécules lipidiques produites par ces enzymes.

L’analyse de spectrométrie de masse a révélé que MYB30 joue principalement un role
surla production de 18:2 wOH et de 18:2 DCA. Dans les feuilles etles tiges d’Arabidopsis,
les réactions d’oxydation convertissant les acides gras en acides w-hydroxylés sont cata-
lysés principalement par les enzymes de la famille des cytochromes P450 LCR (CYP86AS)
et ATT1 (CYP86A2) (Wellesen et al., 2001; Xiao et al., 2004). Les mécanismes respon-
sables de la conversion suivante en DCA restent incertains mais pourraient faire interve-
nir des oxydoréductases telles que HOTHEAD (HTH), bien que HTH ne soit pas spécifi-
guement exprimé dans I’épiderme (Krolikowski et al., 2003; Kurdyukov, Faust, Trenkamp,
et al., 2006). Dans les fleurs d’Arabidopsis, CYP86A4 et CYP77A6 sont les hydroxylases
respectivement en position w et en milieu de chaine, responsable de la formation du
10,16-dihydroxypalmitate, le précurseur principal de la cutine florale (Li-Beisson et al.,
2009). De maniére cohérente, chez le mutant myb30-02, les expressions de HTH,
CYP86A4 et CYP77A6 sont significativement diminuées par rapport au sauvage (

), ce qui pourrait expliquer les quantités réduites de 18:2 wOH et 18:2 DCA observées
chez ce mutant. La forte diminution de ces composés chez les mutants myb30 supporte
I'idée que MYB30 est un régulateur important de la production de la cuticule. De plus,
chez Arabidopsis, le 18:2 DCA est le composé majoritaire de la cutine des feuilles et des
tiges, ce qui sous-entend que MYB30 joue un role conséquent sur la structure de la cu-
tine. En accord aveccela, on retrouve parmi les cibles potentielles (directes et indirectes)
de MYB30, d’autres génes impliqués dans la production de cutine tels que CUS2, DEFI-
CIENT IN CUTIN FERULATE (DCF), GPAT4, GPAT6, GPATS, et LACS2 ( ). En
effet, CUS2 est une protéine découverte récemment de la famille des GDSL, homologue
de la protéine de tomate CD1, et qui est requise pour laformation des crétes cuticulaires
a la surface des sépales d’Arabidopsis (Hong et al., 2017). DCF est une acyltransferase
cytoplasmique, qui transfére un acide férulique aux acides w-hydroxylés avant leur ex-
port vers I'extérieur de la cellule (Rautengarten et al., 2012). Enfin, GPAT4 et GPAT6 sont
des glycerol-3-phosphate acyltransferases responsables pourla synthése des polyesters
de cutine, respectivement dans les tiges et les feuilles, et les fleurs d’Arabidopsis (Li et
al., 2007; Li-Beisson et al., 2009), tandis que LACS2 est une acyltransferase responsable
pour la biosynthése des monomeres de cutine C16 (Ll et al., 2009).
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En plus de ces protéines clairement identifiées comme jouant un réle dans la biosyn-
theése de cutine, on retrouve parmi les genes régulés par MYB30 dans les siliques d’Ara-
bidopsis, CYP86A1, un géne codant pour une enzyme de lafamille des cytochromes P450
qui est impliqué dans la biosyntheése de subérine, une couche hydrophobe proche de la
cutine (Hofer et al., 2008). De méme, on retrouve également LACS3, que |'on suppose
étre impliqué dans la synthese de la cuticule chez Arabidopsis, di a sa forte expression
dans les cellules épidermiques (Suh et al., 2005) et a son homologie avec LACS1 et LACS2,
codant pour deux enzymes clés pour la production de monomeéres de cutine (Schnurr et
al., 2004; Lu etal., 2009; Weng et al., 2010).

Enfin, la production de cires cuticulaires étant fortement réprimée dans les conditions in
vitro que nous avons utilisées, seule la production de cutine a pu étre analysée dans nos
travaux. Par conséquent, malgré I’activation par MYB30 de génes codant pour des en-
zymes de la voie des cires ( ), son rdle sur la production des lipides cons-
tituant les cires cuticulaires dans le développement n’a pas pu é&tre déterminé. A I’in-
verse, lors de I’étude du réle de MYB30 dans I'immunité (Raffaele et al., 2008), seule la
production de cires cuticulaires a été analysée sur les plantes adultes, ne nous permet-
tant pas de comparer |'action de MYB30 sur la production de cutine entre développe-
ment et défense.

3.2.4. MYB30, un nouveau composant de la voie ECF en
avalde GS01/2?

La voie ECF est une voie de signalisation spécifique de la graine, responsable de la régu-
lation de la biosynthése de la cuticule embryonnaire (Delude etal., 2016). GSO2 est un
acteur moléculaire majeur de cette voie, et nous avons montré que lI’expression de
MYB30 est fortement corrélée avec celle de GSO2 durant I’embryogénése. De plus, nos
résultats mettent en évidence une boucle de régulation négative ou I’expression de
MYB30 est régulée positivement par GSO1/2, et MYB30 régule négativement |’expres-
sion de GSO2. Par ailleurs, le nombre important des cibles transcriptionnelles communes
identifiées en aval de GSO1/2 et de MYB30, souligne davantage l’interaction fonction-
nelle entre ces genes. L’ensemble de ces données sont cohérents avec GSO1/2 et MYB30
faisant partie d’'une méme voie de signalisation (ou MYB30 serait situé en aval de
GS01/2) au cours de la biosynthése de la cuticule embryonnaire.

L'idée que MYB30, GSO1 et GSO2 soient génétiquement liés est renforcée par le fait que
I’expression de MYB30 est également régulée par ces deux RLK durant les réponses im-
munitaires. En effet, I'analyse d’expression de génes réalisée dans le travail collaboratif
présenté dans le chapitre précédent, a révélé que, suite al’inoculation avec une bactérie
avirulente, I’expression de MYB30 est fortement réprimée chez les plantes gsol-1 gso2-
1 par rapport ala lignée sauvage ( ).
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Figure 3.16 GSO1 and GSO2 sont nécessaires a I'induction de I'expression de MYB30 aprés
inoculation bactérienne

Profils d’expression de MYB30 chez les plantes sauvage d’Arabidopsis Col-0 () et double mutantes
gsol-1 gso2-1 (A), 0,1, 2, 4 et 24 heures apres inoculation (hpi) avec Pst AvrRpm1 (5x107 cfu/ml).
Les valeurs d’expression ont été normalisées en utilisant le gene MON1 comme standard interne puis
divisées par la valeur de Col-0 a temps O, qui est ajustée a 100%. Les valeurs de moyennes et d’erreur-
types ont été calculées a partir de 3 expériences indépendantes contenant chacune 4 réplicats.

Nos données indiquent qu’il n’y a pas d’effet additif des mutations gso1/2 avec myb30-
67 sur le contrdle de la perméabilité de la cuticule, en accord avec I'idée que MYB30 agit
dans la méme voie génétique que les deux RLK pour I’intégrité de la cuticule embryon-
naire. De plus, afin d’aller plus loin dans le positionnement de MYB30 dans la voie ECF,
la génération des lignées surexprimant MYB30 dans les fonds génétiques gsol-1, gso2-
1 et double mutant gsol-1 gso2-1, esten cours dans I’équipe, afin de vérifier si la surex-
pression de MYB30 permet de complémenter, au moins partiellement, le phénotype de
défauts cuticulaires des plantules gso1-1 gso2-1.

Bien que nos travaux ne montrent pas d’effet additif des mutations myb30 et gso1/2
pour la formation de cuticule, MYB30, GSO1 et GSO2 semblent agir en synergie pour
régulerla croissance de la plante, caral’état adulte, le triple mutant myb30 gso1-1 gso2-
1 présente une croissance bien plus réduite que les mutants myb30 ou gsol-1 gso2-1
(Irene Serrano, données non publiées). En effet, la taille de la rosette du triple mutant
est considérablement réduite, mais il est capable de produire des hampes florales et de
se reproduire.

En amont de GSO1/2 dans la voie ECF se situe ALE1, une subtilase localisée dans I’albu-
men que I’on suppose produire le ligand reconnu par GSO1 et GSO2, et ZOU, un FT de
I’albumen responsable de I’activation du gene ALE1 (Xing et al., 2013). |l serait intéres-
sant d’étudier 'interaction génétique entre ALE1, ZOU et MYB30, et par exemple vérifier
s’ils sont nécessaires a I’activation de MYB30 par les génes GSO. Dans ce but, la généra-
tion de lignées d’Arabidopsis multiple mutants est en cours dans notre équipe.

Au-dela de leur fonction dans la biosynthése de la cuticule embryonnaire, ALE1, GSO1
et GSO2 jouent aussi un role dans le détachement entre albumen et embryon au cours
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de I’embryogenese. MYB30 ne semble pas nécessaire a ce phénomene, car aucun atta-
chement entre ces deux tissus n’a pu étre observé chez les graines myb30, probablement
car les défauts cuticulaires de ces lignées sont plus faibles que ceux de alel-4 ou
gsolgso2. D’autre part, le FT ZOU, situé en amont de GSO1 et GSO2 dans la voie de mise
en place de la cuticule, a été récemment identifié dans la formation d’une gaine extra-
cuticulaire. Cette structure nouvellement découverte entoure la cuticule de I’embryon
pendant son développement et permet la séparation entre albumen et embryon
(Moussu etal., 2017). Les auteurs ont également montré que GSO1 et GSO2 sont néces-
saires au dépot de cette gaine, mais pas a sa formation. |l serait intéressant de vérifier si
d’autres protéines impliquées dans la production de la cuticule embryonnaire, et notam-
ment MYB30, sont également impliqués dans la formation de cette structure.
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3.3. Matériel et Méthodes

Matériel végétal et conditions de culture

Toutes les lignées d’Arabidopsis utilisées dans cette étude sont dans le fond génétique
Columbia (Col-0). Plusieurs génotypes décrits dans ce travail ont été publiés auparavant:
myb30-02 (SALK_027644) (Li et al., 2009), myb30-67 (lignée ADN-T GABIKAT 022F04),
MYB30ot (Raffaele et al., 2008), ale1-4 (SAIL_279 C04/N812918) (Xing et al., 2013), et
gsol-1 gso2-1 (SALK_064029 x SALK_130637) (Tsuwamoto etal., 2008). Afin de générer
les lignées p35S5:GFP-MYB30, le transgene p355:GFP-MYB30 a été introduit dans le fond
génétique myb30-67.

Sauf indication contraire, les graines stérilisées ont été semées uniformément sur milieu
Murashige Skoog (MS) contenant 0,5% de sucrose et 1% d’agar et stratifiées pendant 2
jours a I'obscurité, a 4°C. Apres stratification, les graines ont été transférées en chambre
de culture jour long (21°C, 16h jour/8h obscurité) pendant 7 jours, puis transférées sur
terreau et cultivées en conditions de jour long (21°C, 16h jour/8h obscurité) en serre.
Afin d’obtenir des graines synchronisées, les fleurs nouvellement ouvertes ont été mar-
quées a l’aide de fils tous les jours pendant deux semaines.

Pour les expériences de coloration au Bleu de Toluidine et d’Auramine-O, les graines sté-
rilisées ont été semées uniformément sur milieu Murashige Skoog (MS) 0,5X contenant
0,3% sucrose et 0,4% Phytagel (Sigma) (pH 5.8) et stratifiées pendant deux jours a |’obs-
curité, a 4°C. Apres stratification, les graines ont été transférées en chambre de culture,
et soit cultivées en conditions de jour long pendant (21°C, 16h jour/8h obscurité) 7 jours,
soitincubées six heures sous lumiere continue suivies de trois jours a |’obscurité.

Pour les expériences de ChIP, les graines stérilisées ont été semées uniformément sur
milieu Murashige Skoog (MS) 0,5X contenant 0,5% de sucrose et 1% d’agar, stratifiées
pendant deux jours a I’obscurité, a 4°C, puis cultivées sur terreau en conditions de jour
long (21°C, 16h jour/8h obscurité) pendant 7 jours.

Analysesde perméabilité de la cuticule

L’analyse de perméabilité au Bleu de Toluidine a été adaptée de Xing et al., 2013. Les
boites contenant les plantules ont été inondées avec une solution de coloration [0,05%
(poids/volume) Bleu de Toluidine + 0.4% (volume/volume) Tween-20] pendant 1 minute.
La solution de coloration a ensuite été retirée en renversant les boites, puis celles-ci ont
été rincées délicatement sous le robinet jusqu’a ce que I’eau excédante ne sembilait plus
bleue (1-2 minutes). Les plantules ont été photographiées ou récoltées pour quantifica-
tion du Bleu de Toluidine. Pour la récolte, les plantules ont été prélevées individuelle-
ment a partir des boites et les racines ainsi que tout reste de téguments (qui se colorent
fortement par au Bleu de Toluidine) ont été systématiquement retirés. Les plantules étio-
lées ont été pesées a ce stade. L’hypocotyle et les cotylédons des plantules étiolées et
non étiolées ont été immergées dans 1 mL d’éthanol a 80%. Les plantules ont été incu-
bées sous agitation constante pendant 2 heures, jusqu’a ce que la couleur bleue et la
chlorophylle soient parties des cotylédons. Enfin, le liquide résultant a été analysé a

153



Chapitre 3

I’aide d’un spectrophotometre.

L'analyse de perméabilité a I’Auramine-O a été réalisée telle qu’elle est décrite dans
Fiume et al., 2016. Les plantules ont été immergées dans une solution aqueuse d’Aura-
mine-O a 0,01% poids/volume (Sigma; 0,01% poids/volume dans du Tris/HCI 0,05 M, pH
7,2) pendant 10 minutes puis rincées délicatement a |I’eau pendant 1-2 minutes. Les
échantillons ont ensuite été photographiés a |’aide d’un microscope confocal a balayage
laser Leica TCS-SP8 (Leica Microsystems, Allemagne) en utilisant un objectif de grossis-
sement 25x a eau (0,9 d’ouverture).

Expériences de ChIP-qPCR

Environ 30 mL de plantules ont été infiltrées sous vide, 3 fois pendant 15 minutes, avec
une solution de liaison de pontage (cross-linking) (1% formaldéhyde, 10 mM NaPi, pH
7.0, 50 mM NacCl, et 100 mM Suc) a température ambiante. La réaction de cross-linking
a été arrétée par lI’ajout de glycine a une concentration finale de 0,1 M et infiltration
sous-vide pendant 5 min. Les tissus ont été lavés trois fois avec de |’eau avant d’'étre
réduits en poudre fine dans de I’azote liquide. La chromatine a été isolée en utilisant les
tampons d’extraction 1, 2 et 3 (kit Plant ChIP-Seq; Diagenode) et resuspendue dans le
tampon de lyse nucléaire (50 mM Tris-HCI, pH 8.1, 10 mM EDTA, et 1% SDS) et incubée
pour sonication afind’obtenir des fragments mesurant en moyenne entre 200 et 500 pb.
Les débris cellulaires ont été retirés par centrifugation. La solution de chromatine a en-
suite été diluée dans un volume de 2 mL avec le tampon de dilution ChIP Dilution buffer
1X (kit Plant ChIP-Seq) et pré-incubées avec 60 uL de billes d’agarose protéine-A (sus-
pension a 50% dans du ChIP Dilution buffer 1X; Santa Cruz Biotechnology) pendant 90
min a 4°C. Cent microlitres de la solution de chromatine pré-incubée a ensuite été pré-
levée et stockée a -80°C afin d’étre utilisée comme contréle.

L'immunoprécipitation a été réalisée en ajoutant 4 pL d’anticorps anti-GFP Ab290 (Ab-
cam) pendant 1h a 4°C, et 60 puL de billes d’agarose protéine-A (suspension a 50% dans
du ChIP Dilution buffer 1X) a été ajouté a la solution chromatine-anticorps suivi d’une
incubation de 2h a 4°C. Les billes ont ensuite été lavées deux fois a I’aide du tampon de
lavage 1 (kit Plant ChIPSeq), et trois fois a |'aide du tampon de dilution ChIP Dilution
buffer 1X (kit Plant ChIPSeq) avant que les immunocomplexes soient élués par I’ajout de
400 pL de tampon d’élution 1 (kit Plant ChIPSeq) et incubés a 65°C pendant 30 min sous
agitationa 1,300 rom. Les échantillons ont été centrifugés afin de retirer les billes d’aga-
rose restantes et 16 pL de tampon d’élution 2 (kit Plant ChIPSeq) ont été ajoutés et les
échantillons ont été incubés la nuit a 65°C sous agitation a 1,300 rpm. Les échantillons
contrbles ont été traités de maniére similaire, avec|’ajout de 400 uL de tampon d’élution
1 et 16 pL de tampon d’élution 2 (kit Plant ChIPSeq), suivi par I'incubation pendant la
nuit a 65°C sous agitationa 1,300 rpm.

L’abondance relative des régions génomiques sélectionnées (voir

pour la liste des génes et amorces utilisées) a été déterminée a I’aide d’un appareil
Roche LightCycler 480 system et du kit LC480 SYBR Green | Master (Roche Applied
Sciences). Les mesures ont été prises pour trois ensembles d’échantillons indépendants.
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Les courbes de fusion LightCycler ont été obtenues pour chaque réaction, révélant un
pic simple pour tous les produits d’amplification. Les données d’amplification ont été
analysées en utilisantla méthode de second derivative maximum, et donnant des valeurs
de Cp qui ont été converties en valeurs d’enrichissement relatif en utilisant la méthode
de comparative cycle threshold ou I’ADN contréle a été utilisé pour normaliser les don-
nées (Livakand Schmittgen, 2001). Quatre régions génomiques (REF1, TUB1, BRI1 et MU;

), ne contenant aucun site de liaison MYB connu, ont été utilisées pour norma-
liser les données. Leurs valeurs de Cp ont été moyennées pour chaque échantillon.

Coloration GUS

La méthode de clearing et la coloration GUS ont été réalisées selon le protocole décrit
dans (Stangeland and Salehian, 2002).

Transmission electron microscopy analysis

Pour I’analyse de microscopie électronique a transmission (MET), les siliques ont été ou-
vertes a I’aide d’aiguilles, et les graines prélevées a |’aide de pinces. Les échantillons ont
été fixés dans une solution de glutaraldéhyde a 2,5% dans un tampon de cacodylate de
sodium a 0,5M (pH 7,1) pendant 3 heures a température ambiante, puis la nuit a 4°C. lls
ont ensuite été rincés dans le méme tampon et progressivement déshydratés dans une
série d’éthanol (20, 40, 60, 80% et deux bains d’éthanol purs, chacun pendant 1 heure a
température ambiante). Puis, les échantillons ont été infiltrés avec une proportion crois-
sante de résine LRW (London Resin White) dans de I’éthanol (1/3, 1/1, 3/1, chacun a
température ambiante, 2h), et finalement dans de larésine pure, la nuit a4°C. Les échan-
tillons infiltrés ont été inclus dans des capsules de gélatine pour polymériser pendant
24h a 70°C. Les coupes ultrafines (de 80 nm d’épaisseur) ont été préparées a l’aide d’un
ultramicrotome UltraCut E (Reichert-Leica, Germany), ramassées sur des grilles de nickel
carbonées, colorées a température ambiante 3 min avec une goutte d’une solution
aqueuse de tetroxide d’osmium a 4% puis lavées excessivementa |’eau. Les observations
ont été réalisées al’aide d’'un microscope électronique a transmission Hitachi HT 7700
équipé d’'une caméra CCD pour 'acquisition d’image.

Hybridation in situ
L’hybridation in situ a été réalisée telle que décrite dans le Chapitre 2.

Analyse desmonomeresde cutine

L’analyse des monomeéres de cutine a été réalisée selon (Bourdenx et al., 2011).
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Un réle potentiel
pour MYB30 dans
I"élongation cellulaire
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4.1. Résultats

Au cours de la vie de la plante, MYB30 est spécifiquement exprimé pendant les étapes
précoces du développement, chez I’embryon et au stade jeune plantule. De plus, MYB30
est plus fortement exprimé chez les jeunes plantules a I’obscurité (Li et al., 2009); eFP
browser, et comme suggéré par la ), une condition ou |’élongation cellulaire
estimportante. Lors d’expériences précédentes, nous avons remarqué que |’hypocotyle
des plantules étiolées de la lignée mutante d’Arabidopsis myb30-02 semblaient plus
courts que ceux du sauvage ( ). Cette observation est en accord avec les résul-
tats d’une précédente publication qui démontre que MYB30 active |I’expressionde génes
de réponse aux Brassinostéroides, des hormones impliquées dans divers processus dont
la croissance et |’élongation cellulaire (Li et al., 2009).

Col-g ; »~ myb30-02

’ i)

Figure 4.1 La croissance de la lignée mutante myb30-02 est réduite en condition d'obscurité

Photos de plantules étiolées 3 jours apres stratification et colorées au bleu de toluidine. Barre
d’échelle = Imm.

La paroi végétale est une structure dynamique, qui est constamment remodelée durant
la croissance, le développement de la plante, et en réponse a |I’environnement. Elle est
formée par un assemblage complexe de microfibrilles de cellulose, hemicelluloses (tels
que le xyloglucan et I’arabinoxilan), pectines, composés phénoliques et protéines dont
la modification permet la croissance (Braidwood et al., 2014). En effet, I’expansion cel-
lulaire chez les plantes est déterminée parla pressionde turgescence et implique la coor-
dination délicate de cycles d’acidification et d’hydratation de la paroi cellulaire, le rela-
chement de liaisons de pontages dans la paroi, suivi de la formation de nouveaux com-
posés pariétaux et de nouvelles liaisons de pontage (Wolf et al., 2012). Nos données
transcriptomiques indiquent que MYB30 régule un ensemble de génes avec des termes
GO reliés a la biosynthese et le métabolisme de la paroi cellulaire (voir ) et co-
dant pour des protéines telles que des pectin méthylestérases (PMEs), cellulose syn-
thases, pectine lyases, enzymes hemicellulosiques et expansines (données non pu-
bliées). Nous avons donc cherché a déterminer si MYB30 pouvait étre impliqué dans le
contréle de I’élongation cellulaire, a travers la régulation du développement de la paroi
cellulaire, chez les jeunes plantules.
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4.1.1. La dérégulation de MYB30 affecte la longueur de
I’hypocotyle des plantules étiolées

Afin de vérifier et quantifier nos observations, nous avons réalisé des mesures de lon-
gueur d’hypocotyles étiolés sur les lignées utilisées dans les expériences de perméabilité
au Bleu de Toluidine. En accord avec des données publiées (Tsuwamoto et al., 2008), les
plantules étiolées gsol-1 gso2-1 présentent un hypocotyle en moyenne plus court que
celui du sauvage. De plus, I’hypocotyle de la lignée myb30-02 est plus court que le sau-
vage, d’environ 2 mm, soit 36%. En revanche, la lignée myb30-67 possede un hypocotyle
étiolé plus long que myb30-02 mais aussi que le sauvage. De maniere intéressante, les
plantules MYB30oe sont environ 50% plus long que les plantules sauvages. Enfin, les plan-
tules d’Arabidopsis mutées pour MIEL1, un régulateur négatif de I’accumulation de
MYB30 (Marino et al., 2013) possédent un hypocotyle de taille similaire a celui de la
lignée surexprimant MYB30 (Figure 4.2).

Ces données ont permis de mettre en évidence une différence entre les deux mutants
alléliques de MYB30 dans |’étiolement des plantules et souleverent également un role
potentiel pour le FT dans ce processus.
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Figure 4.2 La dérégulation de I'’expression de MYB30 affecte la longueur de I’hypocotyle lors de
I'étiolement

La longueur de I'hypocotyle a été mesurée chez des plantules de trois jours cultivées a I’obscurité.
Les différences significatives par rapport au sauvage ont été évaluées par test de Student (* p-value
< 0.001). n dénote le nombre total de plantules analysées par lignée.
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4.1.2. La dérégulation de MYB30 affectela longueur des
cellulesdel’hypocotyle

Afin de vérifier siles différences de taille d’hypocotyle étiolé des lignées dérégulées pour
I’expression de MYB30 pourraient provenir d’une différence dans I’élongation cellulaire,
nous avons mesuré la taille des cellules de I’hypocotyle chez ces lignées. Cette expé-
rience fut réalisée en collaboration avec Alain Jauneau (Plateforme d’Imagerie TRI-Ge-
notoul). Deux zones furent choisies pour les mesures, la premiére en haut de |’hypoco-
tyle, ou les cellules sont en cours d’élongation, et la deuxieme a la base de I’hypocotyle,
ou les cellules ont fini leur croissance. En haut de I’hypocotyle, la taille des cellules des
plantules myb30-02 n’est pas significativement différente de celle du sauvage. En re-
vanche, a la base, les cellules sont plus courtes que celles de Col-0. Les plantules
MYB30oe et miell possedent quant a elles des cellules plus longues que le sauvage, tout
au long de I’hypocotyle ( ). Ces données suggerent donc un role positif de
MYB30 dans |’élongation cellulaire des cellules de I’hypocotyle lors de I’étiolement.
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Figure 4.3 MYB30 régule positivement I’élongation cellulaire lors de I’étiolement

Cing a sept plantules de trois jours par lignée ont été cultivées a I’obscurité, fixées et colorées au
Rouge Congo. Plusieurs séries d’imagesont été prises a I’aide d’un microscope confocal et la longueur
des cellules a été mesurée avec le logiciel Image-Pro Plus en haut (A) et a la base de I’hypocotyle (B).
Les différences significatives par rapport au sauvage ont été évaluées par test de Student (* p-value
< 0.001). n dénote le nombre totalde cellules analysées par lignée.

4.1.3. L’aspectde surfacedu mutant myb30-02 n’est pas
altéré

Etant donné que les plantules myb30-02 produisent une cuticule imparfaite, et qu’elles
semblent également impactées dans I’élongation cellulaire, nous avons examiné la sur-
face des cellules épidermiques d’hypocotyles étiolés de cette lignée par microscopie
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électronique a balayage (MEB), en collaboration avec Cécile Pouzet (Plateforme d’Ima-
gerie TRI-Genotoul). Mis a part |’évidente réduction de la taille des cellules du mutant,
aucune différence n’a pu étre mise en évidence entre la lignée sauvage et myb30-02. En
effet, sur les différents hypocotyles observés pour chaque lignée, la forme et I’organisa-
tion des cellules épidermiques étaient similaires, tout comme |’aspect général de la sur-
face ( ).

Figure 4.4 Observation en microscopie électronique a balayage d’hypocotyles étiolés de trois jours
L’aspect de la surface des cellules de la lignée sauvage (colonne de gauche) et de la lignée myb30-02
(colonne de droite) a été comparée. Barres d’échelles = 1 mm (haut), 100 um (centre), 30 um (bas).
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4.1.4. Le mutantmyb30-02 présente des dépots de callose
ectopiques

Comme la cellulose est le polymere majoritaire de la paroi végétale, la production de
microfibrille de cellulose est une déterminante importante pour les propriétés physiques
caractéristique de la paroi végétale. Des études réalisées sur des mutants tres affectés
dans leur croissance et modérément affectés dans la synthése de cellulose suggerent
que la synthese de cellulose contribue activement au contréle de I’élongation cellulaire
(Arioli etal., 1998; Nicol et al., 1998; Fagard et al., 2000). Un moyen rapide de déterminer
I’existence d’un défaut de synthese de cellulose, est d’observer la présence de callose.
En effet, I'accumulation de callose ectopique est cohérente avec un défaut de synthese
de la cellulose car cette accumulation a été montrée chez des plantules sauvages traitées
avec des inhibiteurs de la synthése de cellulose tels que le DCB ou l’isoxaben (Desprez et
al., 2002). C’est pourquoi nous avons réalisé une coloration au Bleu d’Aniline sur des
plantules de 3 jours étiolées de Col-0, MYB30or, myb30-02, myb30-67 et miell. Cette
expérience révéla que seules les plantules myb30-02 présentaient une accumulation ec-
topique de callose, a la base de I'hypocotyle ( ), suggérant que le défaut d’élon-
gation cellulaire de ce mutant pourrait provenir d’un défaut de synthése de cellulose. De
maniere cohérente, chez les autres lignées, dont la taille de I’hypocotyle n’est pas ré-
duite, aucune accumulation de callose ectopique n’est visible.
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Col-0 MYB30oe myb30-02  myb30-67

Figure 4.5 Le mutant myb30-02, mais pas le mutant myb30-67 présente des dépots de callose
ectopiques

Images en microscopie photonique de plantules étiolées de 3 jours colorées au Bleu d’Aniline. Barre
d’échelle = 500 um.

4.1.5. Le mutant myb30-02 ne montre pas de défaut de
syntheése de cellulose

Afin de confirmer I'idée que les plantules myb30-02 pourraient étre affectées dans la
production de cellulose, nous avons ensuite mesuré la taille des hypocotyles de diffé-
rentes lignées apres traitement a I'isoxaben. De maniére surprenante, la réduction de la
longueur de I’hypocotyle des plantules myb30-02 était similaire a celle des plantules sau-
vages ( ), suggérant que la réduction de croissance de la lignée myb30-02 n'est
pas due a un défaut de production de cellulose, du moins par des cellulose synthases
sensibles a I'isoxaben.
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Figure 4.6 Le mutant myb30-02 montre une sensibilité a I'isoxaben identique a celle du sauvage
Courbe de dose-réponse a l'isoxaben pour la longueur de I’hypocotyle de plantules étiolées de 3
jours. Les valeurs sont exprimées en pourcentages du contrdle avec le solvant DMSO pour chaque
lignée.
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4.2. Discussion

Du fait que les plantes reposent sur la lumiere comme source d’énergie, elles ont acquis
au cours de I’évolution des mécanismes complexes afin de maximiser |’utilisation de la
lumiere disponible dans leur environnement. En effet, les plantes sont capables de régu-
ler leur propre croissance et leur développement en réponse aux signaux lumineux qui
les entourent, et peuvent notamment s’étioler lorsque la quantité ou la qualité de la
lumiere diminue. Cette stratégie permet aux végétaux d’augmenter leurs chances d’at-
teindre une source lumineuse lorsqu’ils sont sous le sol, sous des feuilles mortes, ou a
I'ombre d’autres plantes compétitives. L’étiolement correspond a l'allongement de la
tige de la plante, principalement par élongation rapide des cellules de |’hypocotyle, la
croissance et le développement réduit des feuilles, une chlorose des tissus photosynthé-
tiques, et la dédifférenciation et/ou non différenciation des chloroplastes.

Lors des expériences de perméabilité au Bleu de Toluidine (voir Chapitre 3), nous avons
remarqué que les plantules étiolées du mutant myb30-02 semblaient plus petites que
les plantules sauvages. De plus, lors du développement précoce de la plante, MYB30
régule un ensemble de génes avec des termes GO reliés a la biosynthese et le métabo-
lisme de la paroi ( ). Nous avons alors émis I’hypothese que MYB30 pourrait agir
surl’élongation cellulaire des jeunes plantules, a travers la régulation du développement
de la paroi.

4.2.1. La dérégulation de MYB30 affecte I’élongation des
cellulesdes hypocotyles étiolés

Un modele couramment utilisé pour étudier I’élongation cellulaire est|’hypocotyle étiolé
de jeunes plantules, car di au phénomene d’étiolement, les cellules de ces hypocotyles
croissent de maniere rapide. La mesure de la longueur d’hypocotyles de plantules de
trois jours, cultivées a I’obscurité a permis de quantifier la réduction de taille des hypo-
cotyles de la lignée myb30-02 par rapport a la lignée sauvage. De maniere cohérente, la
lignée surexprimant MYB30 et la lignée miell (ou la protéine MYB30 est sur-accumulée)
possedent un hypocotyle plus long. Ces observations sont corrélées avec une différence
dans la taille des cellules épidermiques de myb30-02 et MYB300g, qui sont respective-
ment plus courtes et plus longues que le sauvage. De plus, les ratios de diminution de
longueur entre |I’hypocotyle et les cellules épidermiques de myb30-02 sont environ
égaux, suggérant que la cause majeure de la taille réduite des hypocotyles est une ré-
pression de I'expansion longitudinale des cellules épidermiques. La zone d’élongation
de I’hypocotyle en développement a été bien décrite. Trois jours apres germination, les
cellules en haut de I’"hypocotyle sont en expansion tandis que celles de la base ont fini
leur croissance (Gendreau et al., 1997) et de maniere intéressante, chez lalignée myb30-
02, les cellules du haut de I’hypocotyle sont significativement plus courtes que celles du
sauvage, tandis que celles de la base ne sont pas affectées. La taille réduite des plantules
myb30-02 pourrait également provenir d’un retard de germination de cette lignée, mais
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un test de germination réalisé dans I’équipe a permis d’éliminer cette possibilité (C. Au-
dran, données non publiées). L’ensemble de ces données suggerent tres fortement que
MYB30 est un régulateur positif de I’élongation cellulaire.

De maniére surprenante, la lignée myb30-67 montre un phénotype opposé a celui de
son variant allélique myb30-02 pour le contréle de I’élongation cellulaire. Une raison
possible pour expliquer cette différence entre les deux lignées pourrait étre qu’une des
deux posséde une insertion ADN-T supplémentaire, en plus de celle située dans le géne
MYB30, dans un géne jouant un role dans I’élongation cellulaire. Cependant, une analyse
g-RT-PCR réalisée sur les deux mutants a montré que les deux lignées ne possedent
gu’une seule insertion, excluant cette hypothése (I. Serrano, données non publiées). Par
précaution, des rétrocroisements des deux lignées avec le sauvage Col-0 sont actuelle-
ment en cours dans I'équipe.

D’autre part, chez les plantules étiolées de la lignée myb30-67 (qui présente une inser-
tion ADN-T située dans le deuxieme exon de MYB30), I’expression de MYB30 est équiva-
lente a 35% de celle chez Col-0 ( ). Bien que la protéine produite par les plan-
tules myb30-67 n'est pas prédite pour étre fonctionnelle, il est possible que cette pro-
téine tronquée soit capable d'interagir avec des partenaires protéiques, et que cette in-
teraction interfére avec la fonction de I’alléle normal de MYB30 résultant ainsi en un
effet dominant négatif et une croissance accrue des hypocotyles. Dans le but de mieux
comprendre la différence de phénotype entre les deux mutants alléliques de MYB30 et
afin de confirmer que le phénotype d’élongation cellulaire observé est bien d( a la mu-
tation dans le géne MYB30, il serait intéressant de complémenter le deux mutants
myb30-02 et myb30-67 avec la séquence du gene MYB30 sous le controle de son pro-
moteur natif, et de vérifier si la différence de phénotype persiste.

Chez certains mutants d’Arabidopsis impactés dans |’élongation cellulaire, la forme et la
surface des cellules épidermiques de I’hypocotyle estimpactée. C’estle cas par exemple
du mutant korl, qui posséde une quantité réduite de cellulose (Nicol et al., 1998), ou
des plantes qui surexpriment la protéine microtubule-destabilizing 25 (MDP25), qui dé-
polymérise les microtubules chez Arabidopsis thaliana, et donc régule négativement
I’élongation cellulaire (Li et al., 2011). Chez ces deux lignées, les cellules épidermiques
sont plus larges ou organisées de fagon anormale. Bien que |’observation en microscopie
électronique a balayage n’ait pas révélé de tels défauts de surface chez myb30-02, elle a
tout de méme permis de confirmer la taille réduite des cellules de I’hypocotyle.

D’autre part, chez Arabidopsis, certains mutants défectifs pour la production de cuticule
présentent des fusions d’organes, qui entrainent des une croissance réduite, de ces
plantes (Yephremov et al., 1999; Wellesen et al., 2001; Krolikowski et al., 2003; Kurdyu-
kov, Faust, Trenkamp, et al., 2006; Kurdyukov, Faust, Nawrath, et al., 2006). De maniéere
intéressante, quelques mutants d’Arabidopsis impactés dans la production de cutine ne
montrent pas de fusions d’organes mais seulement une croissance légerement réduite,
tel que le double mutant gpat4 gpat8, affecté dans I’expression des protéines redon-
dantes GPAT4 et GPATS8 (Li et al., 2007). Le croisement de gpat4 gpat8 avec le mutant du
transporteur ABCG pecl/abcg32, également affecté dans la production de cutine mais
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qui possede une taille normale, mene a une forte réduction de la croissance du triple
mutant gpat4 gpat8 pecl, ainsi qu’a des fusions d’organes, ce qui suggére que la réduc-
tion de la croissance et les fusions d’organes peuvent refléter différents degrés de sévé-
rité d’'un méme défaut de base (Fabre et al., 2016). De plus, des lignées transgéniques
de riz qui ont une expression réduite du gene orthologue de ABCG31 montrent une cor-
rélation importante entre la sévérité des défauts cuticulaires et la réduction de la crois-
sance (Garroum etal., 2016). Les raisons proposées pour expliquer ce lien étroit entre
défaut de croissance et défauts cuticulaires sont multiples, incluant (i) une pression de
turgescence diminuée a cause de pertes en eau a travers une cuticule perméable, (ii) un
apport en CO2 réduit di a une fermeture des stomates causée par des pertes en eau, ou
(i) une reprogrammation transcriptionnelle importante en réponse a la présence d’une
cuticule altérée dans sa structure et/ou sa fonction (Ingram and Nawrath, 2017). Les dé-
fauts de croissance de la lignée myb30-02 ayant été observés dans des conditions éle-
vées d’humidité, les hypothéses (i) et (ii) reliées a la perte en eau sont donc peu pro-
bables. On pourrait donc proposer que la reprogrammation transcriptionnelle impor-
tante chez myb30-02 puisse étre a |'origine de la réduction de croissance de la lignée
myb30-02. Cependant, étant donné que les plantes myb30-02 sont moins affectées dans
la perméabilité cuticulaire que les plantes myb30-67 ou ale1-4 (qui n’est pas affecté dans
la taille de plantules étiolées), et pourtant plus petites que ces derniéres, il est peu pro-
bable que la croissance réduite de myb30-02 soit corrélée a ses défauts cuticulaires.

Enfin, certains mutants d’Arabidopsis affectés dans |I’élongation cellulaire ont une taille
réduite tout au long de la vie de la plante. C’est le cas par exemple de korrigan, un mu-
tant d’Arabidopsis affecté dans I’expression d’'une B-1,4-glucanase (Nicol et al., 1998).
Méme si nous n’avons pas mené d’étude détaillée sur ce point, les mutants myb30 ne
semblent pas altérés dans leur croissance a I’age adulte, laissant penser que MYB30
n'agit sur I’élongation cellulaire que pendant les étapes précoces du développement, ce
qui est cohérent avec son profil d’expression restreint a cette période.

4.2.2. Le mutantmyb30-02 présente des dépotsde callose
ectopiques mais ne montre pas de résistance a
I’'isoxaben

Dans la littérature, de nombreux mutants affectés dans leur croissance sont en réalité
affectés dans la production de composés pariétaux, et en particulier de cellulose. Par
exemple, les mutants d’Arabidopsis cesa6P™“’ procuste et cesa2, tous deux dérégulés
dans |'expression de genes codant pour des sous-unités catalytiques de cellulose syn-
thase (CESA), montrent une élongation réduite de hypocotyle en condition d'obscurité
continue (Desprez et al., 2007; Fagard et al., 2000). Par ailleurs, des mutations dans le
geéne KOBITO résultent dans des plantes déficientes en cellulose et montrant une orien-
tation aléatoire des microfibrilles de cellulose. En accord avec ce phénotype, les plan-
tules étiolées kob1-1 ont un hypocotyle plus court que le sauvage (Pagant et al., 2002).

Nos résultats indiquent que MYB30 régule |I’expression de genes de la synthese de la
paroi, et contréle I’élongation cellulaire. La cellulose est le principal constituant de la
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paroi des cellules végétales, et chez Arabidopsis, une déficience dans la production de
cellulose est souvent accompagnée par une réduction de la taille des cellules, ainsi
gu’une accumulation de lignine et de callose ectopique. Parexemple, I’'accumulation de
callose a été observée chez les embryons d’Arabidopsis mutés pour CYT1 (Lukowitz et
al., 2001), et les plantules d’Arabidopsis mutées pour KOB1 (Pagantet al., 2002), deux
geénes requis pour la production de cellulose. Une accumulation de callose ectopique a
pu étre observée chez les plantules de la lignée myb30-02, renforcant I'idée que MYB30
pourrait étre nécessaire a la production de cellulose. Cependant, la lignée myb30-02
n’est pas résistante a I'isoxaben, un inhibiteur de la production de cellulose, ce qui va a
I’encontre de I'idée que la réduction de I’élongation cellulaire observée chez cette lignée
soit due a une répression de la synthése de cellulose. Par conséquent, MYB30 ne semble
pas agir sur les CESA3 et 6, qui sont les enzymes ciblées par |'isoxaben (Desprez et al.,
2002) et I'accumulation de callose montrée par le mutant myb30-02 devra étre analysée
avec plus de détail.

Les plantes d’Arabidopsis mutées pour le géne DEFECTIVE GLYCOSYLATION (DGL1) pré-
sentent un phénotype fortement similaire a celui des plantes myb30-02. Les plantes
dgl1-1 présentent une élongation cellulaire réduite, des dép6ts de callose ectopiques, et
une sensibilité al’isoxabensimilaire a celle dusauvage (Lerouxel et al., 2005). La protéine
DGL1 est un orthologue de la protéine OST48 chez I’humain et de la protéine WBP1 chez
la levure, une sous-unité d’un complexe oligosaccharyltransferase (OST), qui est respon-
sable pour le transfert dans le reticulum endoplasmique de précurseurs glycanes liés en
N-terminal sur des résidus Asn de protéines candidates. Contrairement a d’autres mu-
tants affectés dans la N-glycosylation, la lignée dgl/1-1 ne montre pas de changements
dans le contenu en cellulose. En revanche, cette lignée présente des changements dans
la composition en polysaccharides non-cellulosiques, mais pas dans leur quantité to-
tale.

L’ensemble de ces résultats permet d’émettre I’"hypothése que MYB30 pourrait contro-
ler I’élongation cellulaire des jeunes plantules a travers la régulation de la production de
composés pariétaux non-cellulosiques. En accord avec cette idée, nos données trans-
criptomiques non-publiées montrent que MYB30 régule |’expression de nombreux genes
codant pour des enzymes hemicellulosiques, en particulier un nombre important de xy-
loglucan endotransglucosylases/hydrolases. Le role de MYB30 dans |’élongation cellu-
laire et la paroi sera étudié dans notre équipe dans le futur.
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4.3. Matériel et Méthodes

Matériel végétal et conditions de culture

Toutes les lignées d’Arabidopsis utilisées dans cette étude sont dans le fond génétique
Columbia (Col-0). Tous les génotypes décrits dans ce travail ont été publiés auparavant:
myb30-02 (SALK_027644) (Li et al., 2009), myb30-67 (GABIKAT T-DNA line 022F04),
MYB30OE (Raffaele et al., 2008), miel1-09 (SALK_097638) (Marino et al., 2013), ale1-4
(SAIL_279_C04/N812918) (Xing et al., 2013), et gsol-1 gso2-1 (SALK 064029 x
SALK_130637) (Tsuwamoto et al., 2008)

Les graines stérilisées ont été semées uniformément sur milieu Murashige Skoog (MS)
0.5X contenant 0.3% sucrose et 0.4% Phytagel (Sigma) (pH 5.8) et stratifiées pendant
deux jours a I'obscurité, a 4°C. Aprés stratification, les graines ont été transférées en
chambre de culture, incubées six heures sous lumiére continue suivies de trois jours a
I’obscurité.

Pour les tests de croissance sur milieu contenant de I’isoxaben, les plantes ont été culti-
vées dans les mémes conditions que décrites précédemment, sur milieu identique, con-
tenant en plus une solution d’Isoxaben PESTANAL® (SIGMA-ALDRICH, USA) dissout dans
du diméthylsulfoxyde (DMSO) (SIGMA-ALDRICH, USA), ou additionné de DMSO aux
mémes concentrations (boites contréles).

Mesure de la longueur de I’hypocotyle

Les plantules étiolées de trois jours ont été individuellement retirées des boites de milieu
de croissance, et déposées sur un support humide puis photographiées a |’aide d’un mi-
croscope stéréoscopique Axiozoom V.16 (Carl Zeiss Microscopy, Allemagne). La longueur
de I’hypocotyle de chaque plantule a ensuite été mesurée a |’aide du logiciel d’'imagerie
Imagel (Schneider etal., 2012).

Mesure de la longueur des cellules de I’hypocotyle

Les plantules d’Arabidopsis ont été fixées dans une solution de cacodylate de sodium
0.05 M a 2.5% de glutaraldéhyde. Apres ringcage dans I’eau distillée, les plantules ont été
colorées dans une solution aqueuse de rouge Congo (0.2%) pendant 10 min, rincées dans
I’eau, et montées dans I’eau entre lame et lamelle. L’observation et la prise d’images ont
été effectuées en microscopie confocale (Leica SP2 AOBS) laser 561 nm, objectif 10x a
sec. La mesure des longueurs de cellules a été réalisée via le logiciel d'imagerie Image-
Pro Plus (Media Cybernetics, USA).

Microscopie électronique a balayage

Les échantillons ont été fixés avec du glutaraldéhyde 2.5% préparé dans un tampon ca-
codylate de sodium 0.5M (pH7.1) pendant 3 heures a température ambiante puis la nuit
a 4°C. Apres 2 lavages dans le méme tampon les échantillons ont été déshydratés dans
des bains successifs d'alcool, séchés parla méthode de point critique avec un EMSCOPE
CPD 750 puis métallisés avec un mélange or-palladium pendant 5 min a 100A.min-1. Les
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échantillons ont finalement été observés avec un microscope électronique a balayage
(SEM Quanta 250 FEG FEIl) sous une tension d'accélération de 5kV.

Colorationdela callose

Les plantules de trois jours cultivées a I’obscurité ont été incubées dans une solution
d’éthanol a 100% pendant trois bains successifsde 20 minutes puis laisséesdans un bain
d’éthanol a 100% pendant la nuit. Les échantillons ont ensuite été immergés dans des
bains successifs d’éthanol a 50%, puis rincés par une solution de 150 mM K>HPO4 (pH
9,5) avant d’étre colorés pendant 2h 30min a |’obscurité par une solution identique con-
tenant en plus 0.01% de Bleu d’Aniline. La solution de coloration a ensuite été retirée et
les plantules ont été montées dans du glycérol a 50% entre lame et lamelle. Les échan-
tillons ont été observés a I|'aide d'un microscope champ large a fluorescence LEICA
DMIRBE (excitation entre 340 et 380 nm; émission aprés 425 nm). Les images ont été
acquises via le logiciel L.A.S. (Leica Application Suite).
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La protéine E3 ubiquitine-

ligase MIEL4 est requise

pour le développement
embryonnaire
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5.1. Résultats et Discussion

Comme évoqué dans l'introduction, I’ubiquitination est une MPT qui joue un rble essen-
tiel dans de trés nombreux processus cellulaires eucaryotes, et elle est notamment im-
pliqguée dans le développement (Sadanandom et al., 2012) et les réponses aux stress
biotiques (Duplan and Rivas, 2014; Marino etal., 2012). Les protéines cibles de |'ubiqui-
tination peuvent étre de natures diverses, et en particulier, il estapparu que |’ubiquiti-
nation de FT est un processus prévalent afin de controler efficacement divers types de
réponses cellulaires. Par exemple, des travaux montrent que |'ubiquitination de FT est
parfois requise pour leur activation précédant leur dégradation (Conaway et al., 2002).
Dans d’autres cas, cette MPT est nécessaire a |’atténuation des signaux de transcription
pour éviter une activation non controlée du systeme qui pourrait nuire a I’équilibre de
I’organisme.

En accord avec ces observations, le FT MYB30 est régulé négativement par I’E3-Ligase de
type RING MIEL1 lors des réponses de défense de la plante. Comme présenté précédem-
ment, des travaux réalisés dans I’équipe ont permis de montrer que MIEL1 interagit avec
MYB30 dans le noyau, menant a la dégradation de ce dernier par le protéasome, a une
diminution de I’expression des génes cibles de MYB30, et par conséquent, a |’atténua-
tion des réponses de défense de la plante (Marino et al., 2013). L’expression de MIEL1
est rapidement réprimée dans les cellules inoculées, suggérant que (i) en I’absence de
pathogéne, MIEL1 régule négativement I’activation des défenses de la plante a travers la
dégradation de MYB30 et que (ii) aprés inoculation avec un agent pathogéne, la répres-
sion de I’expression de MIEL1 libére MYB30 de sa régulation négative, permettant ainsi
de déclencher la défense (Marino et al., 2013).

D’autre part, la protéine MIEL1 fait partie d’'une sous-famille de quatre membres (

), qui ont également été étudiés dans notre équipe et qui semblent aussi réguler
négativement I’activité de MYB30 (D. Marino, V. Duplan, données non publiées). De ma-
niére intéressante, I’expression de MIEL2 et MIEL3 est réprimée lors de |’attaque par un
agent pathogéne, tout comme MIEL1, mais MIEL4 suit un profil inverse, similaire a celui
de MYB30 ( ).
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Figure 5.1 Membres de la famille MIEL

(A) Relations phylogénétiques entre les protéines de la famille MIEL. (B) Expression des genes MIEL
apres inoculation avec la bactérie pathogéne Pst DC3000 AvrRpm1 (5x107 cfu/ml). Pour référence,
I’expression du géne MYB30 dans les mémes conditions est montrée. Les valeurs d’expression ont
été normalisées en utilisant le géne MON1 comme standard interne. Les valeurs de moyennes et
d’erreur-types ont été calculées a partir de 3 expériences indépendantes contenant chacune 4 répli-
cats.

Afin d’étudier leréle de ces protéines dans la défense antibactérienne, des lignées d’Ara-
bidopsis contenant une insertion T-DNA pour chacun de ces genes ont été commandées
et génotypées. Pour chaque géne MIEL, il a pu étre obtenu une lignée ko homozygote
correspondante, excepté pour MIEL4.

Deux lignées indépendantes contenant une insertion T-DNA dans le gene MIEL4 ont été
testées. La premiere, nommée miel4-12 contient une insertion T-DNA située dans le der-
nier exon (exon 11) du gene, apres la séquence codant pour le domaine catalytique de
la protéine ( ). Chez cette lignée, I’expression de MIEL4 est équivalente a 40%
de celle du sauvage au stade adulte ( ), ce qui suggeére que la lignée miel4-12
pourrait exprimer une protéine catalytiquement active méme si a un niveau réduit. La
seconde lignée, appelée miel4-07, contient une insertion dans le quatriéme intron (

) mais cette insertion n’a pu étre obtenu qu’a I’état hétérozygote, suggérant
ainsi que I’extinction de I’expression de MIEL4 pourrait étre |étale.
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Figure 5.2 Position des insertions ADN-T des lignées mutantes miel4-07 et miel4-12 et analyse
d’expression de MIEL4 chez la plante adulte

(A) Sites d’insertions ADN-T de miel4-07 et miel4-12. Les rectangles gris clairs et gris foncés représen-
tent respectivement les régions UTR et les exons. Les lignes représentent les introns. La position de
la séquence codante pour le domaine catalytique de la protéine est indiquée par un astérisque. (B)
L’expression de MIEL4 relative a celle du gene de référence MON1 a été déterminée par RT-qPCR
pour des plantules adultes de 4 semaines. Les résultatsreprésentent les valeurs moyennes + SE (n=4).

De facon intéressante, des données de micro-array publiques indiquent que le gene
MIEL4 est fortement exprimé dans les différents tissus de la graine au cours du dévelop-
pement embryonnaire ( ; Belmonte et al., 2013), suggérant un role pour cette
E3-ligase lors du développement de la graine. Sur la base de ces observations, nous
avons alors émis |I’hypothese que la suppression totale de I’expression de MIEL4 pourrait
inhiber la germination ou pourrait étre |étale pour I’embryon.

MIEL4 g Gsc

Absent (A)

Insufficient (INS)

Avg. Signal < 500

Avg. Signal 500~5,000
Avg. Signal 5,000~10,000
Avg. Signal >10,000

Present (P)

Figure 5.3 MIEL4 est fortement exprimé pendant’embryogenése

Expression de MIEL4 dans les différents tissus et au cours du développement de la graine d’apres
seedgenenetwork.net (Belmonte et al., 2013). Les couleurs correspondent a l'intensité de signal
moyen des réplicats biologiques, comme indiqué a droite. CZE : vésicule de I’albumen chalazal;
CZSC : chalaze; EP : Embryon ; GSC : Téguments ; MCE : albumen mycropylaire ; PEN : aloumen péri-
phérique ; S : suspenseur.
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5.1.1. Le géne MIEL4 estrequis pour le développementde
I’embryon

Nous avons tout d’abord testé |’effet de la mutation miel4-07 sur la germination de la
graine. La mutation de la lignée miel4-07 étant a I’état hétérozygote, seul un quart des
plantes de la génération suivante pourraient présenter un phénotype, sil’effet de la mu-
tation est récessif. Cependant, le test de germination a montré que 100% des graines
issues d’une plante miel4-07 sont capables de germer, montrant que la létalité de la mu-
tation miel4-07 n’est pas due a un défaut de germination de la graine.

Nous avons ensuite observé le développement embryonnaire des graines des plantes
hétérozygotes miel4-07. Nous avons alors pu constater la létalité de 25% des graines
dans des siliques matures. En effet, tandis que la majorité des graines étaient vertes et
avaient atteint leur taille définitive, 25% d’entre elles environ étaient considérablement
plus petites, apparaissaient dépourvues de tout contenu, et leurs tissus semblaient né-
crosés ( ). L'observation au microscope photonique a contraste interférentiel
révéla que ces graines contenaient un embryon dont le développement s’était arrété au
stade coeur tardif, tandis que trois quarts environ contenaient un embryon mature (

). Ces résultats montrent donc que la protéine MIEL4 est requise pour le
développement embryonnaire d'Arabidopsis.

Figure 5.4 La mutation knock-out de MIEL4 est létale pour’embryon d’Arabidopsis

(A) Observation a la loupe binoculaire d’une silique hétérozygote miel4-07. Les fleches indiquent les
graines nécrosées ou sur le point de I’étre. Barre d’échelle = 1 mm. (B-C) Observation au microscope
photonique a champs large de graines issues d’une plante hétérozygote miel4-07. La majorité des
graines contiennent un embryon au stade mature (B) tandis qu’environ un quart d’entre elles con-
tiennent un embryon dont le développement s’est arrété au stade coeur tardif (C). Barre d’échelle =
250 pm.
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Lors des premiéres étapes de I’embryogenese, les angiospermes déterminent le plan
d’organisation de la future plante grace a une succession de divisions cellulaires bien
spécifiques (Hove et al., 2015). Compte-tenu de la |étalité des embryons miel4-07, il est
possible que MIEL4 soit impliqué dans la réalisation de ces divisions cellulaires. Par
exemple, la mutation dans le gene NAA1O créé des divisions cellulaires aberrante chez
les embryons d’Arabidopsis, et leur |étalité (Feng and Ma, 2016). Il serait intéressant
d’observer I’'embryon miel4-07 au cours des stades précoces de développement afin de
vérifier si les divisions cellulaires de ce mutant sont similaires a celles du sauvage.

5.1.2. Le role de MIEL4 sur le développement
embryonnaire n’est pas dépendant de la présence
de MYB30

Comme évoqué précédemment, MIEL4 est un régulateur négatif de I'accumulation de
MYB30. De plus, MYB30 est (i) également exprimé durant I'embryogenése, et particulie-
rement au stade cceur, (ii) un régulateur connu de la mort cellulaire et (iii) fortement
contr6lé, de maniére transcriptionnelle et post-traductionnelle. Sur la base de ces don-
nées, nous avons émis I’hypothése que MIEL4 pourrait également étre impliqué dans la
dégradation de MYB30 dans I’embryon, et que chez les plantes mieldko, la |étalité de
I’embryon pourrait étre donc causée par une suraccumulation de la protéine MYB30.

Afin de tester cette hypothése, nous avons réalisé un croisement entre les lignées mield-
07 et myb30-02 pour vérifier s’il était possible d’obtenir une lignée double mutante. Ce-
pendant, apres plusieurs générations testées, seules des plantes contenant la mutation
pour MYB30 a I’état homozygote et la mutation pour MIEL4 a |'état hétérozygote ont pu
étre obtenues, mais aucune ne contenant les deux mutations a I’état homozygote. Par
conséquent, la [étalité des embryons miel4-07 ne semble pas provenir d’'un manque de
régulation négative de I’activité de MYB30 par MIELA4.

5.1.3. La construction pLEC2:MIEL4 ne suffit pas a
complémenterlalétalité des embryons miel4-07

En vue de vérifier si MIEL4 n’est requis qu’au stade coeur du développement embryon-
naire ou s’il est également nécessaire a des stades plus tardifs, nous avons transformé
des plantes miel4-07 hétérozygotes avec une construction pLEC2:MIEL4, contenant la
séquence codante de MIEL4 sous le contréle du promoteur pLEC2, spécifique de I'em-
bryogenese (Berger et al., 2011). De plus, une telle construction pourrait permettre en
qguelque sorte de complémenter I’expression de MIEL4 lors de I'embryogenése unique-
ment, et éventuellement d’obtenir des plantes miel4ko adultes. Cependant, malgré la
génération de plusieurs lignées indépendantes transgéniques pLEC2:MIEL4 , aucune
plante homozygote pour la mutation miel4 n’a pu étre obtenue parmi la descendance
de ces lignées. L’analyse en microscopie photonique des siliques de ces plantes montra
gue de maniere similaire aux plantes miel4-07, un quart environ des graines contenaient
des embryons dont le développement s’était arrété au stade coeur tardif ( ).

175



Chapitre 5

Ces résultats suggérent que (i) le niveau d’expression de MIEL4 sous le contrble du pro-
moteur pLEC2 n’est peut-étre pas suffisant pour restaurer la fonction de MIEL4 dans
I’embryon, ou que (ii) la protéine tronquée produite par lalignée miel4-07 pourrait jouer
un effet dominant négatif surle développement de I’embryon. Cependant, pour pouvoir
conclure, il seraitimportant de confirmer que MIEL4 estbien exprimé dans la graine sous
le contréle du promoteur pLEC2.

Figure 5.5 La construction pLEC2:MIEL4 ne suffit pas a complémenter la létalité des embryons
miel4-07

Observation au microscope photonique a champs large de graines issues d’une plante hétérozygote
miel4-07 portant la construction pLEC2:MIEL4.Barre d’échelle = 250 um.

Nos résultats suggérent que MIEL4 est essentiel au développement de I’embryon d’Ara-
bidopsis thaliana. Cependant, le role de cette E3 Ub-ligase dans le développement de la
graine reste inconnu. Afin de répondre a cette question, |’observation d’autres mutants
alléliques, knock-down pour I’expression de MIEL4, pourrait permettre d’étudier le réle
de MIEL4 durant I’embryogenese, notamment a des stades de développement plus tar-
difs que le stade coeur, ou le développement des embryons miel4-07 est arrété. Il serait
également intéressant de connaitre plus précisément le profil d’expression spatio-tem-
porel du géne MIEL4 dans la graine, a I’aide d’une expérience d’hybridation in situ par
exemple, ce qui permettrait de vérifier si MIEL4 est exprimé dans |’épiderme de I'em-
bryon comme MYB30. Par ailleurs, la méme expérience d’hybridation in situ réalisée sur
des graines issus d’une plante hétérozygote pour la mutation miel4-07 permettrait de
vérifier si les graines nécrosées ou sur le point de I’étre correspondent au quart de la
descendance qui n’exprime pas MIEL4, et donc de confirmer de maniére directe que la
mutation miel4-07 est |étale pour I’embryon. Enfin, MIEL4 étant une E3 Ub-ligase, pour
comprendre son réle dans la graine d’Arabidopsis, il est essentiel d’identifier ses parte-
naires protéiques, et donc ses cibles potentielles. Dans ce but, une perspective de ce
travail pourrait-étre de réaliser un crible double-hybride dans la levure, sur une banque
cDNA générée a partir de graines d’Arabidopsis a des stades précoces de développe-
ment.
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5.1.4. Le géne MIEL4 est épissé de maniere alternative

Des données in silico prédisent que le géne MIEL4 pourrait étre épissé alternativement,
donnant lieu a quatre ARN messagers potentiels (arabidopsis.org; ). L'aligne-
ment des quatre protéines prédites montre que chaque forme contient les acides aminés
composant le domaine RING d’activité de I’'E3-Ub ligase, et notamment les résidus cata-
lytiques essentiels, suggérant que toutes les formes potentielles pourraient étre fonc-
tionnelles ( ). A I'aide d’amorces spécifiques a chaque forme, nous avons en-
suite réalisé des PCR sur des cDNA provenant de différents tissus de la plante, et en con-
dition d’inoculation ou non. La prédiction d’épisage alternatif de MIEL4 assigne unindice
de 4 étoiles aux isoformes 1, 2 et 4 de MIEL4 et un indice de deux étoiles a I'isoforme 3
( ). De maniére cohérente, nous avons pu prouver |’existence des formes 1, 2
et 4 dans toutes les conditions testées, mais pas de la forme 3 ( ). Ces
produits PCR ont ensuite été séquencés, permettant de confirmer que les séquences
amplifiées correspondaient bien aux différentes formes de MIEL4 attendues (données
non montrées).

Chez les eucaryotes, I’épissage alternatif est un mécanisme qui a d’importantes consé-
quences pour la cellule, a la fois sur les niveaux d’ARN et de protéines. Tout d’abord,
I’épissage alternatif peut introduire des codons stop prématurément, et ainsi conduire a
la dégradation du transcrit (Nicholson and Miihlemann, 2010). La seconde conséquence
majeure de I’épissage alternatif est la production de transcrits donnant lieu a des pro-
téines qui varient dans leur séquence et I’arrangement de leurs domaines, et donc qui
peuvent largement différer dans leur localisationsubcellulaire, leur stabilité ou leur fonc-
tion (Syed et al., 2012). L’épissage alternatif de MIEL4 suggere que les différentes pro-
téines issues des différents transcrits pourraient avoir des fonctions différentes, méme
si les différences de séquence entre les quatre isoformes sont assez limitées. L’étude de
ces différences fonctionnelles est une perspective de recherche intéressante pour le fu-
tur.
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Figure 5.6 MIEL4 est épissé de fagon alternative

(A) Prédiction du site TAIR (arabidopsis.org) a propos de la structure des ARN messagers du gene
MIEL4. (B) Alignement des séquences prédites pour les quatre protéines issues de |’épissage alterna-
tif de MIEL4. Les points bleus indiquent les résidus catalytiques du domaine RING. (C-D) RT-PCR sur
des cDNAs générés a partir de feuilles (C) et de fleurs (D) d'Arabidopsis, utilisant des amorces spéci-
fiques de chaque forme alternative de MIEL4. Les formes 1 et 2 sont indifférenciables sur gel, mais le
sont apres séquencage des produits de RT-PCR.

178



Chapitre 5

5.2. Matériel et Méthodes

Matériel végétal et conditions de culture

Toutes les lignées d’Arabidopsis utilisées dans cette étude sont dans le fond génétique
Columbia (Col-0). Les lignées miel4-07 et miel4-12 correspondent respectivement aux
lignées d’insertion SALK_073711 et SALK_121863. Les graines stérilisées ont été semées
uniformément sur milieu Murashige Skoog (MS) contenant 0.5% sucrose et stratifiées
pendant deux jours a I’obscurité, a 4°C. Apres stratification, les plantes ont été cultivées
en conditions de jour long (21°C, 16h jour/8h nuit) pendant sept jours, puis repiquées
sur terreau et transférées en serre, en conditions de jour long (21°C, 16h jour/8h nuit).

Inoculationbactérienne

Les plantes d’Arabidopsis de 4 semaines ont été maintenues en condition d’humidité
élevée pendant 12h avant inoculation. La face abaxiale des feuilles a été infiltrée avec
une suspension bactérienne de Pst DC3000 AvrRpm1 (5x107 cfu/ml dans de |’eau). Les
feuilles ont été collectées au temps indiqués aprés inoculation et gardées a -80°C jusqu’a
I’étape suivante. Les échantillons ont ensuite été broyés dans de |’azote liquide, et ’ARN
total a été isolé a I'aide du kit Nucleospin RNA plant (Macherey-Nagel) suivant les re-
commandations du fabricant. La transcription inverse a été réalisée en utilisant 1 pg
d’ARN total. La PCR en temps réel a été réalisée a I’aide d’un appareil Light Cycler 480 II
machine (Roche Diagnostics, France), un utilisant des réactifs Roches. L’expression rela-
tive a été calculée en tant que ACp entre chaque géne et le contrble interne [MON1
(At2g28390)].

Microscopie

Afin d’observer les graines et d’évaluer leur stade de développement, les siliques ont été
ouvertes a I'aide d’aiguilles, et les graines prélevées a |’aide de pinces, puis immergées
dans une solution afin de les rendre transparentes (8 g chloral hydrate, 2 ml eau, 1 ml
glycérol). Aprées montage entre lame et lamelle, les échantillons ont été incubés a 4°C
durant la nuit puis observés a I'aide d'un microscope champ large a contraste interféren-
tiel. Les images ont été acquises via le logiciel L.A.S. (Leica Application Suite)
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Le FT d’Arabidopsis thaliana MYB30, sujet d’étude de ce travail de thése, a été longue-
ment étudié. Son role certainement le mieux caractérisé est celui de régulateur positif
des réponses de défense de la plante, a travers |la biosynthése des VLCFA et le déclen-
chement de la HR (Vailleau et al., 2002; Raffaele et al., 2008). Comme détaillé dans I’In-
troduction, diverses études ont montré que MYB30 est également impliqué dans de
nombreux autres processus tels que la floraison (Liu et al., 2014), la réponse a des hor-
mones comme les BRou I’ABA (Li etal., 2009; Zheng et al., 2012), ou encore la réponse
a des stress abiotiques comme I’hypoxie, le stress oxydatif et le stress thermique (Xie et
al., 2015; Liao etal., 2017) ( ). Venant compléter cette liste, cette thése a permis
d’identifier deux nouveaux réles de MYB30: dans le contréle de la formation de la cuti-
cule embryonnaire et de I’élongation cellulaire. D’autre part, comme discuté dans le
chapitre 3, il est probable que MYB30 puisse participer a la formation d’autres couches
cuticulaires de la graine, de concert avec d’autres membres de sa sous-famille MYB, tels
que MYB94 ou MYB96.
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Ub ., . ‘\\\ ,/./ .
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Figure 6.1 Les différentes facettes de MYB30

Le FT d’Arabidopsis thaliana MYB30 joue un réle dans différents processus biotiques, abiotiques et
développementaux (en noir), dans lesquels il est régulé par des partenaires protéiques ou des MPT
(en vert). Deux MPT de MYB30, représentées en bas a droite, ont été démontrées mais ne sont pas
a I'heure actuelle formellement reliées a un processus en particulier. Dans plusieurs processus dans
lesquels il intervient, MYB30 active I’expression de genes liés a la production des VLCFA ou de leurs
dérivés (en gris). Les données publiées ou présentées dans cette these sont représentées par des
traits pleins et les données supposées sont représentées par des pointillés ou le symbole “?”. Ub:
Ubiquitine; NO: Oxyde Nitrique; P: Phosphate. 1: Liu et al., 2014, 2: Li et al., 2009; Zheng et al., 2012;
Xie et al., 2015; 5: Liao et al., 2017; 6: Raffaele et al., 2008; 6a: Marino et al., 2013; 6b: Froidure et
al., 2010; 6¢: Serrano et al., 2016; 7: Gil et al., 2017; 8: Tavaresetal., 2014
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De plus, des données non publiées de notre équipe indiquent que MYB30 pourrait éga-
lement jouer un réle dans I’élongation du tube pollinique. En effet, les mutants myb30-
02 et myb30-67 montrent un tube pollinique plus court que le sauvage, tout comme le
mutant miell.Les VLCFAsont des composés clés de la couche externe et de la membrane
plasmique du pollen ou ils jouent un réle de protection et de signalisation au cours de la
germination du pollen et d’élongation du tube pollinique (Jessenetal., 2011; Jiangetal.,
2013; Edstam and Edqvist, 2014). De la méme maniére, la distribution spatiale controlée
des composés pariétaux joue aussi un role central dans la croissance polarisée du tube
pollinique. Sur la base de I'implication de MYB30 dans le contrble transcriptionnel des
génes associés aux VLCFA et a la paroi cellulaire, notre équipe étudie a |’heure actuelle
ce nouveau role de MYB30 (et de MIEL1) dans la croissance du tube pollinique. De plus,
étant donnée I'importance de la voie florale dans la transmission verticale des agents
pathogénes (capables de rentrer via le stigmate et traverser le style afin d'atteindre
I’ovule), notre équipe cherche a déterminer si MYB30 et MIEL1 sont également impli-
qués dans la régulation de la sensibilité/résistance du pollen aux agents pathogénes.

Le réle de MYB30 dans la formation de la cuticule embryonnaire est particulierement
intéressant car di aux fonctions mémes de la cuticule, il peut étre vu comme un réle
développemental (la cuticule empéchant les fusions d’organes par exemple), ou immu-
nitaire (la cuticule étant la premiere barriere de défense contre |’attaque d’agents pa-
thogénes). De plus, nos données indiquent que lors de I'embryogeneése, en plus d’activer
des genes de biosynthése de la cuticule, MYB30 active également un nombre important
de genes correspondant a des termes GO relatifs a la défense ( ). En plus de leur
importance économique, les graines constituent un vecteur majeur de dissémination et
de survie des agents pathogenes. En effet, la transmission a et par la semence est une
étape critique dans |'épidémiologie de nombreuses maladies et permet aux microorga-
nismes pathogenes de survivre et d'assurer leur dispersion (Darrasse et al., 2010; Thiele
etal.,, 2012). La contamination des graines représente donc un facteur important de va-
riabilité de la qualité des lots de semences, pouvant engendrer des pertes économiques
majeures. Peu de choses sont connues surles mécanismes de défense de la graine, mais
I’activation des génes de défense en réponse a une attaque par un agent pathogene a
été décrite dans la graine, impactant le compromis (trade-off) entre immunité et déve-
loppement (Terrasson et al., 2015). De plus, certaines voies génétiques peuvent étre
conservées pour la régulation de processus immunitaires et développementaux, comme
cela a pu étre montré par exemple dans une étude ou la construction d’un réseau de co-
expression identifiant les génes clés régulant I’acquisition de la longévité de la graine
chez Medicago et Arabidopsis montre un nombre important de génes avec une fonction
connue dans la réponse aux stress biotiques (Righetti et al., 2015). Cette méme étude
détaille le role de NF-X-LIKE 1 et WRKY3, deux FT d’Arabidopsis impliqués dans les ré-
ponses immunitaires, dont I’expression augmente durant la maturation de la graine. Ces
FT régulent positivement |I’expression de divers genes clés de la maturation de la graine
reliés a la défense, et leurs mutants respectifs sont affectés dans leur longévité et la per-
méabilité de leurs téguments (Righetti et al., 2015). De maniére similaire, nos données
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viennent soutenir I'existence de ces liens entre des voies immunitaires et développe-
mentales en montrant un role de MYB30, GSO1 et GSO2 dans le renforcement de la cu-
ticule embryonnaire et dans la défense. On peut donc supposer que MYB30 pourrait
jouer un réle dans la défense de la graine, et cette hypothése est a I’étude dans notre
équipe a I’heure actuelle.

L’ensemble des résultats de notre équipe et de la bibliographie révele que MYB30 est
capable d’agir a différents moments de la vie de la plante et au sein de différents tissus,
tour a tour dans des contextes biotiques, abiotiques et développementaux, montrant un
réle majeur de ce FT dans la physiologie de la plante ( ). Bien que nous soyons
certainement encore loin de comprendre les détails moléculaires de son mode d’action
ou de connaitre tous ses rbles, on peut noter des similitudes dans les fonctions de
MYB30 décrites jusqu’a présent. Par exemple, dans le cas des réactions immunitaires, de
la production de cuticule embryonnaire ou de la réponse a I’hypoxie, MYB30 active I'ex-
pression de genes reliés a la production de lipides de type VLCFA ou leurs dérivés (Raf-
faele et al., 2008; Xie et al., 2015). De plus, MYB30 semble s’associer avec d’autres FT,
tels que BES1 lors de la réponse aux BR ou MYB96 pour la production de cires dans les
hampe florales et pendant la HR (Li et al., 2009; Gil et al., 2017). En effet, nos données
non publiées indiquent que MYB30 et MYB96 contrélent un ensemble de genes cibles
communs reliés a la production de cires, apres inoculation bactérienne.

Enfin, quel que soit le contexte, MYB30 semble finement régulé, aussi bien de maniere
transcriptionnelle que post-traductionnelle. Cela a pu étre clairement démontré dans le
contexte immunitaire, avec septinteracteurs protéiques et quatre MPT identifiées (voir
section 1.5.6 de l'introduction), et il semblerait que |’on retrouve certains de ces interac-
teurs dans d’autres contextes, tels que MIEL1 dans |’élongation cellulaire, la biosynthése
des cires dans la hampe florale et |a formation de tube pollinique. Ces interacteurs pour-
raient méme étre conservés pour la régulation de MYB30 chez d’autres especes, caron
retrouve les orthologues de plusieurs d’entre eux chez la Tomate (C. Audran, données
non publiées) ou chez la Pomme (An et al., 2017) notamment.

Cette régulation étroite a déja été décrite pour certains FT animaux. Par exemple, les
fonctions des protéines p53 et Fokhead box O3 (FOXO3a), deux FT régulant certaines
fonctions cellulaires importantes comme la mitose ou |’apoptose et la protection contre
la cancérisation pour la premiére, et |’apoptose, le maintien des cellules souches et le
stress oxydatif pour la seconde, sont finement modulées par diverses MPT (Gu and Zhu,
2012; Calnan and Brunet, 2008). Cependant, moins d’exemples sont disponibles concer-
nant les FT MYB végétaux. MYB30 représente donc un modéle intéressant pour |’étude
des MPT et de leurs effets conjoints surla régulation de I’activité d’un FT. Ces différentes
MPT pourraient agirde concert pour contribuer a I’établissementd’une sorte de « code-
barre moléculaire » complexe qui dicterait son comportement aux FT et les orientent
dans le processus adéquat. En effet, certains FT sont multi-modifiés et des travaux mon-
trent de facon élégante que ces modifications peuvent agir de maniére combinée afin
de réguler leur activité transcriptionnelle, par exemple en changeant leur capacité de
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liaisona I’ADN, leur stabilité, leur structure tridimensionnelle ou en impactant leurs in-
teractions avec des partenaires protéiques (Benayoun and Veitia, 2009; Lothrop et al.,
2013). Ce mécanisme serait comparable a “I’hypothése du code histone” proposé par
Strahl et Allis, suite a des travaux qui montrent que les MPT sur les queues des histones,
seules ou en combinaison, définissentles spécificités de liaisona I’ADN ou d’interacteurs
de ces protéines (Strahl and Allis, 2000). Ce modéle de « code-barre » pourrait notam-
ment s’appliquer dans le cas de FT impliqués dans divers processus biologiques tel que
MYB30, ce qui permettrait a la cellule végétale de n’utiliser gu’un seul géne pour |'acti-
vation de processus différents. Selon le contexte biologique, ces MPT pourraient entrer
en compétition ou collaborer pour guider de facon différentielle I’activité de MYB30 et
ainsi déclencher une réponse adéquate.

L’étude approfondie de ce mécanisme de régulation complexe est une perspective de
recherche qu’il faudra aborder dans le futur.
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MYB30 is an Arabidopsis thaliana transcription factor known for its role of positive reg-
ulator of defense responses through the production of very long chain fatty acids
(VLCFAs). The cuticle, a hydrophobic and protective layerthat covers the aerial parts of
the plant, is mainly composed of VLCFA-derived lipid molecules. In this thesis, we have
shown that the MYB30 gene is expressed in the epidermal cells of the embryo, at a de-
velopmental stage that corresponds to the establishment of the embryonic cuticle. Our
work reveals that during embryogenesis, MYB30 controls the expression of cuticle bio-
synthetic genes and the production of cuticular compounds. In agreement, we have
shown that MYB30 is required for the formation of a functional embryonic cuticle. In
addition, MYB30 expression is dependent on GASSHO1 and GASSHO2 (GSO1/2), two Re-
ceptor Like Kinases (RLKs) involved a seed-specific signaling pathway, necessary for the
cuticle formation in the embryo. Our data alsoindicates that MYB30 negatively regulates
GSO2 expression and that MYB30 may act downstream of the two RLKs in embryonic
cuticle formation. Moreover, we have shown that these two RLKs alsoplaya positive role
in the activation of immune responses in adult plants. Finally, our study indicates that
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ing the production of cell wall components. In conclusion, this work identifies new roles
of MYB30, placingit at a crossroads between defense responses and plant development.

Key words: Arabidopsis thaliana, MYB30, cuticle, embryogenesis, development,
immunity
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Résumé

MYB30 est un facteur de transcription d’Arabidopsis thaliana connu pour son role de
régulateur positif des défenses via la production d’acides gras a tres longue chaine
(VLCFA). La cuticule, une couche hydrophobe protectrice qui recouvre les parties aé-
riennes de la plante, est composée majoritairement de molécules lipidiques dérivées des
VLCFA. Dans cette these, nous avons montré que le géne MYB30 est exprimé dans les
cellules épidermiques de I’embryon, a une étape du développement qui coincide avec la
mise en place de la cuticule embryonnaire. Nos travaux révelent que lors de I’embryo-
genese, MYB30 contréle |'expression de génes de biosynthése de la cuticule et la pro-
duction de composés cuticulaires. En accord avec cela, nous avons montré que MYB30
est requis pour la formation d’une cuticule embryonnaire fonctionnelle. De plus, I'ex-
pression de MYB30estdépendante de GASSHO1 et GASSHO2 (GSO1/2), deux récepteurs
de type Receptor Like Kinase (RLK) impliqués dans une voie de signalisation spécifique a
la graine, nécessaire pour la formation de la cuticule chez I’embryon. Nos données indi-
quent également que MYB30 régule négativement |’expression de GSO2, et que MYB30
pourrait agiren aval des deux RLK pour laformation de la cuticule embryonnaire. D’autre
part, nous avons montré que ces deux RLK jouent également un réle positif dans |'acti-
vation des réponses immunitaires de la plante adulte. Enfin, notre étude indique que
MYB30 est aussi impliqué dans I’élongation cellulaire chez les plantules étiolées proba-
blement via la régulation de |a production de composés pariétaux.

En conclusion, ces travaux identifient de nouveaux réles pour MYB30, et le placent a
I'interface entre les réponses de défense et le développement de la plante.
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immunité
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