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Chapitre 1 : Synthese bibliographique



A- Les métabolites spécialisés des plantes

1. Les plantes synthétisent une grande diversité de métabolites spécialisés

Les plantes synthétisent des molécules organiques de faibles poids moléculaires (entre 100

et 1000 Da) (Breinbauer et al., 2002) essentielles dans leurs interactions avec 1’environnement
(Hartmann, 1996; Pagare et al., 2015; Bottger et al., 2018). Appelées métabolites spécialisés ou
métabolites secondaires, ces molécules sont trés diversifiées avec plus 100 000 molécules
différentes identifiées a ce jour (Hadacek, 2002; Dictionary of Natural Products 29.1 Chemical
Search).

1.1.Classification

Les métabolites spécialisés sont répartis en 3 grandes classes: les terpénoides (ou
isoprénoides), les phénylpropanoides (ou composés phénoliques) et les métabolites contenant de
’azote (alcaloides) ou du soufre (glucosinolates) (Verpoorte, 2000; Pagare et al., 2015).

Les terpénoides ou isoprénoides représentent la classe la plus grande et la plus diversifiée
de métabolites spécialisés avec 40 000 molécules identifiées jusqu’a présent (Tholl, 2015). Leur
structure de base est une unité isoprene (5 carbones) (Figure 1). Selon le nombre d’isopréne dans
la molécule, on détermine plusieurs familles de terpénoides (hémiterpenes a 5 C, monoterpenes a
10 C, sesquiterpénes a 15 C, diterpénes, sesteterpénes et triterpénes...) (Stevens, 1992; David
Hoffmann, 2003) (Figure 1). Certains terpénoides sont catégorisés comme hormones
(gibbérellines, acide abscissique, brassinostéroides), pigments (caroténoides) ou polymeéres (latex).
Les terpénoides volatils (mono- et sesquiterpenes) sont des composants majoritaires des huiles
essentielles (Stevens, 1992; Tholl, 2015).
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Figure 1 : Exemples de structure de quelques terpénaides. En bleu la structure de base, en rouge les familles, en gris
les noms des molécules.

Les phénylpropanoides (ou composés phénoliques) sont caractérisés par la présence d’au
moins un groupement phénol dans leur structure (Vogt, 2010) (Figure 2). lls varient de simples
composés aromatiques a des molécules polymériques plus complexes (Pagare et al., 2015). Les
composes phénoliques comportent plusieurs familles parmi lesquelles on peut citer les flavonoides,
avec environ 9 000 molécules connues a ce jour, qui jouent notamment un réle dans la pigmentation
et la défense des plantes (Wang et al., 2011; Singh et al., 2017). Les flavonoides possédent un
squelette a quinze atomes de carbone constitué de deux cycles aromatiques (C6) reliés par une
chaine de 3 carbones (Figure 2). Un autre exemple de phénylpropanoide est la lignine qui
représente le deuxiéme biopolymere le plus abondant sur terre (un des composants du bois) (Liu et
al., 2018). La structure de cette molécule est complexe, non linéaire, formée de trois types de
monomeres (I'alcool coumarylique, I'alcool coniférylique et I'alcool sinapylique) en différentes
proportions selon I’espéce végétale (Liu et al., 2018). Parmi les acides phénoliques des plantes, les
acides hydroxycinnamiques representent des composes ubiquistes qui peuvent étre estérifiés a des
sucres, des acides organiques ou des composés aminés. L’association des acides
hydroxycinnamiques a des composés amines donne une famille des phénylpropanoides appelée
phénolamides (Bassard et al., 2010). Elle représente la famille a laquelle je me suis intéressée dans

mes travaux de thése et que je présenterai ultérieurement.
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Figure 2 : Exemples de structure de quelques phénylpropanoides.En bleu la structure de base, en rouge les familles,

en gris les noms des molécules.

La derniere classe contient les alcaloides, molécules hétérocycliques Iégerement basiques

et solubles dans I’eau. Les différents alcaloides ne partagent qu’un seul point commun : la présence

d’une ou plusieurs molécules d’azote dans leur structure (Hadacek, 2002; Bottger et al., 2018)

(Figure 3). Un autre groupe de cette classe, les composés contenant du soufre, comprennent les

glucosinolates (GSLs), les dérivés du glutathion (GSH) et les thionines (Pagare et al., 2015)

(Figure 3). Les GSLs sont les plus diversifiés ; ils sont composés d’un groupement glucoside (B-

D-thioglucoside) d’un groupement (Z) -N-hydroximinosulfate et d’une chaine latérale variable

(groupement R-amino acides) (Mikkelsen et al., 2004; Miegkus et al., 2020).
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Figure 3 : Exemples de structure de quelques alcaloides et métabolites contenant du soufre.

1.2.Voies de biosyntheses

La plupart des métabolites spécialisés chez les plantes émanent de trois voies de
biosynthese : la voie du shikimate, la voie des isoprénoides et celle des polycétides (Verpoorte et
al., 2000; Pagare et al., 2015).
1.2.1.Voie du shikimate

La voie du shikimate est a I’origine d’un grand nombre de composés aromatiques. Elle a
pour origine la condensation du D-erythrose-4-phosphate et du phosphoénolpyruvate (PEP)
aboutissant au shikimate puis au chorismate (Bentley and Haslam, 1990; Verpoorte et al., 2000)
(Figure 4). A partir du chorismate, la voie se scinde en plusieurs branches parmi lesquels 3 sont
essentielles : celles menant a la phénylalanine, a la tyrosine et a 1’anthranilate qui donne du
tryptophane (Bentley and Haslam, 1990). Ces trois acides aminés aromatiques constituent le point
de départ de la biosynthése des phénylpropanoides (Dixon and Paiva, 1995; Vogt, 2010; Deng and
Lu, 2017). La phénylalanine est convertic en acide cinnamique, sous I’action de 1’enzyme
phénylalanine ammonia lyase (PAL), qui donne ensuite 1’acide p-coumarique sous 1’action de la
cinnamate 4-hydroxylase (C4H ) (Deng and Lu, 2017) (Figure 4). A partir de 1’acide p-
coumarique, la synthese de I’acide caféique est catalysée par la p-coumarate 3’ hydroxylase (C3’H

) (Chen et al., 2011). Des esters coA qui entrent dans la biosynthése des phénylpropanoides sont
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synthétisés sous 1’action de la 4-coumaroyl : CoA-ligase (4CL) (Deng and Lu, 2017). Chez
quelques monocotylédones, la tyrosine est immédiatement convertie en acide p-coumarique en une
seule étape par I’intermédiaire de la tyrosine ammonia lyase (TAL) (Watts et al., 2004) (Figure 4).
Le chorismate donne aussi de la 3-dehydroquinate une quatrieme branche qui entre dans la voie de
biosynthése des phénylpropanoides (Widhalm and Dudareva, 2015). En effet, la 3-dehydroquinate
est hydroxylée par I’enzyme 3-dehydroquinate dehydratase (DHD ) en 3-dehydroshikimate (3-
DHS ) et cette derniére donne de 1’acide gallique (Muir et al., 2011). L’acide benzoique dérive
aussi de la voie du shikimate et entre dans la synthése de certains phénylpropanoides comme 1’acide
salicylique (SA) (Lee et al., 1995; Widhalm and Dudareva, 2015) (Figure 4).

Les molécules isopentényl diphosphate (IPP) et diméthylallyl diphosphate (DMAPP)
constituent les points de départ de la voie des isoprénoides a partir desquelles les différents types
des terpénoides sont synthétisés par des enzymes prényltransférases (Verpoorte, 2000) (Figure 4).
Selon la voie de biosynthése de I’IPP et du DMAPP, les terpénoides peuvent étre cytosoliques ou
chloroplastiques (Lichtenthaler et al., 1997a; Tholl, 2006, 2015). Ainsi I’IPP / DMAPP issu de la
voie du mévalonate donne des terpénoides cytosoliques alors que I’'IPP/ DMAP issu de la voie du
méthylérythritol phosphate (MEP) est chloroplastique (Lichtenthaler et al., 1997a, 1997b). La voie
du mévalonate est composée de 7 réactions qui donnent a la fin I’IPP et a partir de laquelle est
produite le DAMP par [’action de I’isopentényl-pyrophosphate delta isomérase (IDI)
(Chatzivasileiou et al., 2019) (Figure 4). La voie du MEP commence par la condensation de
quantités égales de pyruvate et de glycéraldéhyde 3-phosphate (G3P) pour produire du DMAPP et
de I’IPP, avec un ratio de 5:1 (Kirby and Keasling, 2009; Nagegowda, 2010).

La molécule clé de cette voie est I’acétyl-CoA (Verpoorte, 2000). Cette molécule est
convertie en malonyl-CoA a partir de laquelle plusieurs réactions de condensation sont catalysées
par des enzymes dites polyketides synthases (PKS) (Figure 4). Ces réactions vont donner des
acides gras et des molécules a 1’origine de certains métabolites spécialisés (Verpoorte, 2000; Tsali
and Ames, 2009). Le malonyl-CoA contribue aussi a la synthese de certains métabolites spécialisés
en interagissant avec le p-coumaroyl-CoA comme les flavonoides, les stilbénoides ou les
benzalacétones (phénylpropanoides) (Borejsza-Wysocki and Hrazdina, 1996; Verpoorte, 2000).
Plusieurs autres métabolites spécialisés peuvent dériver de cette voie. C’est le cas de la conine

(alcaloide) et des anthraquinones (Verpoorte, 2000). La majorité des alcaloides dérivent du
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croisement de la voie de polycétides avec la voie shikimate (Figure 4) (Aniszewski, 2015). Les
principaux précurseurs des alcaloides sont les acides aminés (L-tyrosine, L-lysine, L-
phénylalanine, L-arginine, L-ornithine, L-histidine) synthétisés par le métabolisme primaire. Ces
derniers peuvent donner des alcaloides sont a partir des voies de 1’acétate, du shikimate, et du

mévalonate (Figure 4) (Aniszewski, 2015).
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Figure 4 : Les principales voies de biosynthése des métabolites spécialisés chez les plantes. En vert la voie shikimate,
en rose la voie polycétides et en bleu la voie des isoprénoides. Les trois classes des métabolites spécialisés sont
représentés dans des cadres en gris les phénylpropanoides, en jaune les terpénoides et en rouge la classe des alcaloides
et des composés contenant du souffre. En orange quelques enzymes importantes des différentes voies de biosynthése.
MEP: 2-C-méthyl-Derythritol 4-phosphate, GA3P: glycéraldehyde-3-phosphate, IPP: isopentényl diphospahte,
DMAP: diméthylallyl diphosphate. DXP: 1-deoxy-D-xylulose 5-phosphate, CDPME2P: 4-diphosphocytidyl-2-C-
méthyl-D-erythritol 2-phosphate, HMBPP: 4-hydroxy-3-méthylbut-2-ényl diphosphate, PEP: phosphoénolpyruvate,
AS: Anthranilate synthase, DOXP: 1-déoxy-D-xylulose-5-P, MEP: 2-C-méthyl-D-érythritol-4-P, CDP-ME: 4-
(cytidine 5 ’-diphospho)-2-C-méthyl-D-erythritol, CDP-MEP: 4-(cytidine 5 -diphospho)-2-C-méthyl-D-erythritol-2-P,
MECcPP: 2C-méthyl-D-erythritol 2,4- cyclo-diP, MVA: mévalonate, HMG-CoA: 3-hydroxy-3méthylglutaryl-CoA,
MVA kinase: mévalonate kinase, MVAP: Mévalonate 5 phosphate, PM kinase: phosphomévalonate kinase, MVAPP:
mévalonate diphosphate, MP Décarboxylase: mévalonate pyrophosphate decarboxylase, IDI: isopentényl-
pyrophosphate delta isomerase, PAL: phenylalanine ammonia lyase, C4H: cinnamate 4-hydroxylase, C3H: p-
coumarate 3 hydroxylase, 4CL: 4 coumaroyl : CoA-ligase, TAL: tyrosine ammonia lyase, DHD: 3-dehydroquinate
dehydratase, 3-DHS: 3-dehydroshikimate, SA: acide salicylique, PKs:polycétides synthase.




2. Les métabolites spécialisés ont de nombreux réles fonctionnels avérés dans la plante

On suppose qu’au cours de I’évolution, les metabolites spécialisés font partie des
mécanismes d’adaptation des plantes a la vie terrestre, mis en place au cours de I’Evolution
(Bateman et al., 1998). Par exemple, on suppose que les phénylpropanoides sont apparus chez les
premieres plantes terrestres pour les protéger des rayonnements UV (Lowry et al., 1980).
L’acquisition de la capacité de synthése des lignines et d’autres composés phénoliques chez les
plantes vasculaires a permis de les protéger des dégats causes par le vent ou les herbivores
(Bateman et al., 1998). L’apparition des glucosides cyanogéniques coincide aussi avec I’émergence
des insectes (Buchanan et al., 2015). Un certain nombre de fonctions ont été attribuées a des
métabolites spécialisés en relation avec la défense des plantes contre des stress biotiques,
I’attraction des pollinisateurs, la dispersion des graines et la communication entre les plantes
(Bottger et al., 2018). Mais beaucoup d’autres fonctions ne sont pas encore identifiées.
2.1. Défense des plantes

Parmi les r6les majeurs des métabolites spécialisés dans la plante, la défense contre les
stress biotiques est la plus étudiée (Pagare et al., 2015; Bottger et al., 2018). Un certain nombre de
métabolites spécialisés (isoflavonoides, terpenes, alcaloides, polyphénols) sont induits par des
pathogenes et présentent des propriétés antimicrobiennes (Sharma et al., 2017; Chen et al., 2018;
Garcia-Calderodn et al., 2020). En effet, des études ont montré que certains métabolites spécialisées
rentrent dans la réponse hypersensible (HR) des plantes face aux pathogénes (Heath, 2000; Edreva
et al., 2008). D’autres composés ont des propriétés insecticides, herbicides ou de répulsion
(Hadacek, 2002; Pagare et al., 2015; Hussein and El-Anssary, 2018). Les métabolites spécialisés
peuvent également jouer le réle de réducteurs de digestibilité, sont des toxines, ou modifient le
comportement alimentaire des insectes (Duffey and Stout, 1996; Mithofer and Boland, 2012). Ils
contribuent également a la défense indirecte des plantes en attirant les prédateurs de ravageurs («
I'ennemi de mon ennemi est mon ami »). Ainsi, les plantes libérent des composés volatils (COV)
qui attirent les ennemis parasites ou predateurs du ravageur. Le ravageur constitue alors une source
de nutrition pour les prédateurs. Les composés volatils sont donc une arme de défense pour les
plantes et un outil de régulation biologique pour I’écosystéme (Takabayashi and Dicke, 1996; Ness,
2003; Pagare et al., 2015; Bottger et al., 2018).
2.2.Reproduction des plantes

Les métabolites spécialisés exercent des réles majeurs dans les fleurs des angiospermes

(Tholl et al., 2005; Bassard et al., 2010). Ainsi les monoterpénes et sesquiterpenes sont exprimés
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dans le stigmate, 1I’anthére, le sépale et le nectar chez Arabidopsis thaliana (Tholl et al., 2005).
Certains, comme les flavonoides, attirent des pollinisateurs par la pigmentation (Faegri and Pijl,
2013). D’autres métabolites spécialisés attirent les insectes ou d'autres animaux par les arémes
(Bottger et al., 2018). Les parfums floraux sont généralement produits par des terpénes (mono- et
sesquiterpenes), des derivés d'acide benzoique et cinnamique ou des alcaloides. (Waterman, 2007,
Dudarevaet al., 2013). Les odeurs émises par les fleurs de certaines plantes imitent des phéromones
d’accouplement ou bien les odeurs de la viande en décomposition (mélanges d’amines et composés
cycliques) chez les plantes qui dépendent des mouches ou des coléopteres pour la pollinisation
(Leonard and Masek, 2014; Raguso and Weiss, 2015; Wisniewska et al., 2019).
2.3.Communication entre les plantes

L’utilisation des composés volatils (COV) comme molécules de communication entre les
plantes a été démontrée chez plusieurs espéeces sous des conditions d’herbivorie, et comme alarme
en cas de stress abiotiques (Dudareva et al., 2013; Karban et al., 2014; Bottger et al., 2018).
Plusieurs hypotheses sont débattues actuellement, suggérant que les plantes utilisent ces
métabolites volatils pour communiquer explicitement avec d'autres plantes voisines, ou pour avertir
les prédateurs potentiels de leur statut défensif, ou pour distribuer rapidement le signal de danger
de maniére systémique dans toute la plante (Pagare et al., 2015; Bottger et al., 2018).
3. L’identification des fonctions des métabolites spécialisés : des enjeux scientifiques majeurs

En plus de leurs fonctions dans les plantes, les métabolites spécialisés présentent un grand
intérét pour I’ Homme. Ils ont des effets biologiques majeurs, a la base de I'utilisation des plantes
dans la médecine traditionnelle (Hussein and El-Anssary, 2018). Leurs activités biologiques sont
liées généralement a leurs structures, ce qui explique leur trés grande diversité d’effets
thérapeutiques (anti-inflammatoires, anti cancéreux, neuroprotecteurs...) (Seigler, 1998; David
Hoffmann, 2003; Yi et al., 2004; Gotawska et al., 2014; Hussein and El-Anssary, 2018). La
recherche scientifique vise a mieux connaitre les fonctions de ces métabolites et comment ils sont
synthétisés afin (i) d’augmenter la résistance des plantes aux ravageurs et aux maladies en
favorisant I’accumulation de métabolites de défenses dans les tissus (Pagare et al., 2015), (ii) de
modifier la qualité d'une plante (couleurs des fleurs, godt, odeur, diminution de la toxicité...) a
usage alimentaire ou ornemental (Verpoorte et al., 2000) ou (iii) d’améliorer la production de
métabolites d’intérét économique (médicaments, insecticides, colorants, aromes, parfums)

(Verpoorte et al., 2000; Ncube and Van Staden, 2015).
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Identifier le ou les réles physiologiques de métabolites spécialisés est bien souvent une
entreprise complexe en raison de la faible concentration de ces métabolites dans les plantes et/ou
de leur accumulation parfois trés spécifique d’un organe, d’un tissu, d’un stage phénologique ou
d’une interaction. Les mutants, naturels ou créés, déficients en métabolites d’intérét constituent des
outils de choix pour ces études. Tout changement phénotypique ou physiologique accompagnant
I’absence du métabolite en question, est associ¢ au role de ce métabolite. Pour la création de mutant,
I’ingénierie génétique cible des génes en modifiant leur niveau d’expression ; Soit en les mettant

en silence (par des stratégies d’extinction), ou bien en les surexprimant (Lloyd, 2003; Mao et al.,
2019).
B- Les phénolamides

Les phénolamides résultent de I'association de groupements phénoliques (principalement
acides hydroxycinnamiques et dérivés) liés par des liaisons amide a une monoamine aromatique
ou a une polyamine aliphatique (par exemple tyramine, agmatine, anthranilate, spermidine).

La feruloylputrescine a été le premier phénolamide identifié au milieu du XXe siecle
(Ryabinine and llina, 1949). Depuis, une pléthore de structures a été élucidee (Figure 5) et la
diversité théorique des phénolamides pourrait atteindre plus de 5000 composés. Les phénolamides
ont été décrits dans tout le régne végétal et ils s'accumulent dans divers organes, parfois a des
concentrations tres élevées, notamment dans les tissus blessés (Ropenack et al., 1998; Zacarés et
al., 2007; Kaur et al., 2010; Onkokesung et al., 2012), a la surface des grains de pollen, dans les
fleurs et dans les graines (Meurer et al., 1998; Grienenberger et al., 2009; Luo et al., 2009; Vogt,
2018).
1.Biosyntheése et classification

La voie de biosynthése des phénolamides est un point de rencontre entre la voie des
phénylpropanoides d’un c6té et le métabolisme des amines de ’autre coté (Bassard et al., 2010)
(Figure 5). L’étape finale de leur synthése est catalysée par de nombreuses enzymes N-
hydroxycinnamoyltransférases, ce qui conduit a I’émergence d’une grande diversité des
phénolamides (Bassard et al., 2010; Elejalde-Palmett et al., 2015). Ces enzymes catalysent le
transfert d'un groupement hydroxycinnamoyl-CoA, vers le groupe amine d'un accepteur (Figure
5).
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Les N-hydroxycinnamoyltransférases proviennent de I'évolution convergente de deux
familles d'acyltransférases distinctes, la famille des acyltransférases BAHD spécifiques des
plantes, et des homologues des acyltransférases DAT (transporteur actif de la dopamine) de la
famille des GNAT (N-acetyltransférases liées a GCNs). La diversite des N-
hydroxycinnamoyltransférases en termes d'origine évolutive, de spécificité du substrat et de
distribution au sein des especes conduit a une grande variété de structures et de fonctions des
phénolamides. En général, ces derniéres sont classees en fonction de leurs propriétés chimiques,
c'est-a-dire en tant que phénolamides basiques ou neutres selon leurs groupements amines associes.
IIs peuvent étre classés, en plus de leur structure chimique, selon I'origine phylogénétique des N-
hydroxycinnamoyltransférases impliquées dans leur synthése. Cette classification se base sur la
préférence d'accepteur et la catégorie de groupe amines des N-hydroxycinnamoyltransférases. Elle
divise les phénolamides en 5 classes ; les dérivés de tyramine et sérotonine, dérivés de I’agmatine,
dérivés de la tryptamine et putrescine, dérivés de la spermidine (synthese de la spermidine mono
et disubstituée), dérivés de la spermidine (synthese de la spermidine trisubstituée) et les dérivés de

I'anthranilate (Tableau 1).
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Tableau 1 : Classification des phénolamides selon [’origine de leurs enzymes. R1=H ou OH, R2 et R3=H, OH,

OMe
Classes Enzymes Plantes Phénolamides
R A - P I oH
CaTHT,StTHT,N{THT10 ﬁﬁm@ L bﬁuﬁi
Dérivés /30,NtTHT4/11 Solanaceae Hydroxycinn:movl tyramine Fz)é\/rn\)\@m Hydroxycinnamoy!l noradrénaline

SITHT1-3,SITHT7-1
SITHT7-8,CaSHT

Tyramine/Sérotonine

i Hydroxycinnamyl octopamine
a2 2 H OH
X
OH

Hydroxycinnamoy| dopamine

R3
R1 OH
P
R2
! [

Hydroxycinnamoyl Sérotonine

A3

AtACT1 Brassicaceae o . W, "y
[ 7 N\/\/\M’J\an s v 2 n\/\@
1) R I y
Dérivés HVACT,OsAHT1 Hydroxycinnamoyl agmatine nzmﬂMu, Hydroxycinnamoyl trvatamine
Agmatine/Tryptamine/Put OsPHT3,0sPHT ) 0
rescine NaAT1,HvTHT2 Gramineae/ a w  Hydroxycinnamoyl putrescine o P
HVTHTZ7,HVTHT8 Solanaceae @\qw Fzﬁv«ﬂ\/\(}
OsTHT1,0sTHT2 o | 5 o
OsTBT1,0sTBT2 Hydroxycinnamoyl sérotonine Hydroxycinnamoyl tyramine
R3
DcHCBT Carnation “‘m\ru" oH
Dérivés Anthranilate 2 d I ‘&
'OH
AsHHT1,AsHHT4 Oat Avenanthramide
R3 R3
AtSCT,AtSDT Rosids A1 . a Rl .
R2’ # N\/\/\u’\/\ul\%@[ﬂz - = M\/\/\ﬂ /\/\"Hz
° R1 °
Dérivés Mono-/di Os12g27220 Poaceae Di-hydroxycinnamoyl spermidine Hydroxycinnamoy! spermidine
o 0s12g27254 I
spermidine- sibistitué Al ) .
NaCV86,NaDH29 Ot A and Sl
Solanaceae

SmSpmHT, SrSpmHT

Hydroxycinnamoyl spermine

AtSHT,MdSHT
NtSHT,SISHT
VVSHT,RicSHT
RocSHT,SmSHT1
SrSHT1,CiSHT1
CiSHT2

Dérivés Tri-spermidine- Eudicotylédons

sibustitué

CYP98AS8/A9, AtTSM1 Brassicaceae

A3
Rt
\ o
- = LS T T e R2
H
o
o7y R
R2 3
R1
R

Tri-hydroxycinnamoylspermidine

Rz
R1

B3

| R
R . o o
Re - NWW"Mﬁ &
) o
A, [
Al
fi2

Tétra-hydroxycinnamoy! spermine

Rz

Rt

2.Roles biologiques des phénolamides

2.1.R6le dans la reproduction

Les études montrant que les phénolamides jouent un réle dans la reproduction. Ces études

reposent sur la corrélation entre 1’accumulation de ces composés au moment de I’initiation florale

et dans la paroi des grains de pollen. Cependant, aucune preuve directe n'a été fournie jusqu'a

présent. Ainsi les dérivés mono/di-putrescine, spermidine et spermine sont supposés étre impliqués

dans le développement en tant que régulateurs de croissance (Martin-Tanguy, 1997; Edreva et al.,
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2007). lls peuvent aussi jouer un réle dans la prolifération cellulaire, la formation de cals, la
différenciation cellulaire, I'embryogenése ou I'organogenése (Edreva et al., 2007).

Chez plusieurs familles de plantes (Solanacées, Brassicacées, Astéracées et les Aracées),
les phénolamides s’accumulent a une forte concentration dans les feuilles des méristémes apicaux
et les apex avant l'initiation florale (Cabanne et al., 1981; Martin-Tanguy, 1985 ; 1997). En
revanche, les plantes mutantes qui ne fleurissent pas n‘accumulent pas de phénolamides (Martin-
Tanguy, 1985). Cette accumulation semble aussi étre liée a la fertilité des fleurs (Bassard et al.,
2010). Ainsi, chez Brassica juncea, le niveau d’accumulation des phénolamides est plus faible chez
les plantes males stériles que chez les plantes témoins (Guo et al., 2003). Une étude plus détaillée
sur le soja, montre que les phénolamides interviennent pendant le développement des fleurs, en

piégeant les radicaux libres (ROS) pour éviter 1’avortement du pollen (Ding et al., 2019).

Chez la plupart des espéces, la paroi des grains de pollen matures est formée de trois
couches ; une couche interne (intine), une couche externe (exine) (Hess, 1993; Ariizumi and
Toriyama, 2011) et une couche supplémentaire appelée couche de pollen ou tryphine. Cette
derniére couche constitue la partie la plus externe et joue un réle dans des multiples mécanismes
tels que la reconnaissance de la stigmatisation du pollen, l'auto-incompatibilité, la protection contre
les stress abiotiques et biotiques, l'hydratation du pollen... La composition chimique de cette
couche de pollen est trés variable parmi les espéces, mais une caractéristigue commune est
I'accumulation de phénolamides (Grienenberger et al., 2009; Quilichini et al., 2015). Les
phénolamides accumulés sont des dérivés de polyamines aliphatiques (par exemple spermidines
trihydroxycinnamoyl) et leurs amines primaires et secondaires sont acylées (Grienenberger et al.,
2009). lls sont considérés comme marqueurs de l'enveloppe pollinique des eudicotylédones
puisqu’ils sont absents de la paroi pollinique des gymnospermes (Elejalde-Palmett et al., 2015). La
partie aromatique des phénolamides du grain pollen varie d’une espéce a 1’autre. Par exemple, chez
Arabidopsis, deux principaux phénolamides s'accumulent dans I'enveloppe du pollen, la tri (5-
hydroxyféruloyl) spermidine et la di (5-hydroxyféruloyl)-sinapoylspermidine, tandis que dans chez
le pommier c’est la tricoumaroyl spermidine et la dicoumaroyl-caféoylspermidine (Grienenberger
et al., 2009; Fellenberg, 2013; Elejalde-Palmett et al., 2015). De plus, Delporte et al., (2018) ont
montré que les dérivés de spermine entierement substitués sont les principaux phénolamides

accumulés dans la couche pollinique des Astéracées et les considerent comme des marqueurs du
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pollen de cette famille (Delporte et al., 2018). Le rdle précis de I’accumulation de phénolamides
sur les grains de pollen n’est pas clairement établi. En effet, 1’étude de mutants Arabidopsis ou les
phénolamides sont absents de la couche pollinique n’a montré aucun phénotype clair : bien que la
morphologie du pollen soit légerement modifiée, le grain de pollen est toujours viable et fertile
(Grienenberger et al., 2009).

En revanche, des expériences réalisées in vitro avec des phénolamides extraits a partir de
pollen trouveé sur des abeilles ont mis en évidence un role potentiel dans la protection contre le
stress oxydatif (Zhang et al., 2020b). De plus, des propriétés antifongiques ont été signalées pour
les phénolamides accumulés a la surface du pollen de tournesol (Kyselka et al., 2018). D’autres
roles de protection contre les stress abiotiques ou biotiques (résistance a la dessiccation, activité
antifongique, interaction des insectes, activité antimicrobienne) sont attribués aux phénolamides
du manteau pollinique, en plus des fonctions d’interaction entre stigmate-pollen et la germination
de ce dernier (Grienenberger et al., 2009; Elejalde-Palmett et al., 2015; Fellenberg and Vogt, 2015;
Delporte et al., 2018; Vogt, 2018).

2.2. Roles protecteurs contre les stress biotiques

Depuis la premiére démonstration d'accumulation de p-coumaroyl- et de féruloyl-2-
hydroxyputrescine dans les feuilles de blé infectées par la rouille (Samborski and Rohringer, 1970),
de multiples études sur les Solanacées, les Brassicacées et les Poacées ont confirmé que
I'accumulation de phénolamides en réponse a une infection microbienne est une tendance globale
(Negrel and Jeandet, 1987; Torrigiani et al., 1997; Roepenack-Lahaye et al., 2003; King and
Calhoun, 2005; Zacarés et al., 2007; Muroi et al., 2009; Lopez-Gresa et al., 2016; Royer et al.,
2016; Morimoto et al., 2018; Ube et al., 2019, 2017). A I'exception des dérivés de spermine
trisubstitués, toutes les classes de phénolamides semblent étre impliquées dans ces interactions.
Cependant, aucune regle claire n'a été identifiée liant la nature du phénolamide induit a la nature
du pathogéne ou de I'espéce végétale (Ropenack et al., 1998; Baker et al., 2005; Zacareés et al.,
2007; Royer et al., 2016; Novo et al., 2017; Morimoto et al., 2018; Ube et al., 2019).
L'accumulation des phénolamides a été prouvée comme un composant efficace de la stratégie de
défense des plantes contre les agents pathogenes grace a I'étude de mutants ou de plantes modifiées
impactées dans la biosynthése du phénolamide. En effet, les plants de pomme de terre dont
I’expression des facteurs de transcription StNAC43, StMYBS8 et StWRKY1 est restreinte,

accumulent moins de phénolamides et sont plus sensibles a Phytophtora infestans (Yogendra et al.,
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2015, 2017). Une sensibilité accrue a Alternaria brassicicola est également observée chez les
mutants d'Arabidopsis Atact, qui accumulent peu de p-coumaroylagmatine (Muroi et al., 2009). A
I'inverse, la surexpression de la Tyramine Hydroxycinnamoyl Transferase (THT) endogene dans
la tomate augmente I'accumulation de dérives de tyramine et d'octopamine et sa résistance a
Pseudomonas syringae (Campos et al., 2014), tandis que I'expression de I'Agmatine coumaroyl
transférase d’Arabidopsis (AtACT) chez Torenia hybrida (Torénie de Fourrier), une
scrophulariacée, la rendant plus résistante a Botrytis cinerea (Muroi et al., 2012). Les plants de
pommes de terre surexprimant a la fois AtACT et le transporteur DETOXIFICATION18
d’Arabidopsis (AtDTX18), acquierent la capacité de synthétiser le p-coumaroylagmatine et de
I'exporter a la surface des feuilles. L’accumulation accrue de p-coumaroylagmatine et de p-
coumaroyl- et de caféoylputrescine a la surface des feuilles de pomme de terre a réduit la
germination des spores de P. infestans (Dobritzsch et al., 2016).

Le role protecteur des phénolamides contre les microorganismes implique au moins deux
processus : l'activité antimicrobienne directe et le renforcement de la paroi cellulaire secondaire.
Leur activité antimicrobienne a été démontrée contre les bactéries et les champignons
principalement par des essais in vitro. Des phénolamides composés de tyramine et de tryptamine
présentent une activité d'inhibition de la croissance contre Xanthomonas sp. (Newman et al., 2001;
Morimoto et al., 2018), alors que la p-coumaroylnoradrénaline, la p-coumaroyldopamine et la
féruloyldopamine sont particuliérement efficaces pour inhiber la croissance de P. syringae
(Ropenack et al., 1998; Zacarés et al., 2007). Concernant les activités antifongiques, les hordatines
(dimeres d'hydroxycinnamoylagmatine) inhibent la germination des spores de 6 champignons, dont
Bipolaris sorokiniana et Botrytis allii, a de faibles concentrations (aussi faibles que 10> M) (Stoessl|
and Unwin, 1970). Chez l’orge, deux dérivés d’agmatine les murinamides A et B, ont éte
récemment caractérisés pour leur capacité a inhiber la germination des spores et I'élongation du
tube germinatif de B. sorokiniana, Fusarium graminearum et A. brassicicola (Ube et al., 2017).
Un effet antifongique affectant a la fois la germination des spores et I'¢élongation des hyphes a
également été démontré pour la p-coumaroylagmatine sur A. brassicicola (Muroi et al., 2009). Plus
récemment, plusieurs phénolamides issus de la tryptamine, de la sérotonine et de la tyramine ont
été décrits comme inhibiteur de la germination conidienne du champignon pathogene Cochliobolus
miyabeanus (Morimoto et al., 2018). Les phénolamides contribuent également a renforcer la paroi
cellulaire secondaire lors d'une infection pathogéne, communément appelée subérisation. En effet,

I'implication de phénolamides associés a la tyramine dans le processus de subérisation a été
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démontrée par un ensemble d'études combinant le marquage au *4C et le fractionnement cellulaire
de la sous-structure sur des feuilles de pomme de terre blessées ou infectées par des champignons
et sur des cultures cellulaires (Negrel and Jeandet, 1987; Schmidt et al., 1998). L'intégration de
phénolamides dans la paroi cellulaire a également été démontrée chez l'orge infectée par des
champignons  (p-coumaroylhydroxyagmatine), chez l'avoine stimulée par la chitine
(avenanthramide), chez le tabac infecté par un virus (feruloylputrescine et feruloyltryptamine) et
chez la pomme de terre infectée par des champignons (Torrigiani et al., 1997; Yogendra and
Kushalappa, 2016). L'incorporation a la paroi cellulaire secondaire apparait comme un processus
en plusieurs étapes impliquant une dimérisation ou une polymérisation des phénolamides, ce qui
pourrait nécessiter une activité peroxydase, suivie de l'intégration a la paroi cellulaire (King and
Calhoun, 2005). La conséquence de I'incorporation des phénolamides a la paroi cellulaire est la
réduction de sa digestibilité¢ par les enzymes hydrolytiques des pathogénes et empéche la

prolifération de ces derniers.

L'accumulation de phénolamides en réponse aux insectes a déja été signalée chez une
diversité de plantes, notamment les Solanacées et les Poacées (Pearce et al., 1998; Alamgir et al.,
2016). Une telle accumulation peut étre induite par différentes types d'herbivorie, y compris les
insectes masticateurs et suceurs (Kaur et al., 2010; Alamgir et al., 2016). Parmi les phénolamides
accumulés, les dérivés de putrescine et de spermidine sont les plus courants. L'accumulation de
dérivés de la tyramine a également été observée dans le mais infesté par les larves de Spodoptera
littorallis (Marti et al., 2013).

L'implication des phénolamides dans la défense des plantes contre les insectes est
démontrée par plusieurs études. Chez Nicotiana attenuata, la désactivation du facteur de
transcription NaMYB8 a conduit & une diminution de I’accumulation de caféoylputrescine et de
dicaffeoylspermidine dans les plantes sur lesquelles les chenilles spécialisées et généralistes
(Manduca sexta et S. littoralis, respectivement) se sont bien développées (Kaur et al., 2010). De
plus, la pulvérisation de caféoylputrescine sur les feuilles de mutants NaMYB8 réduit le gain de
masse de la larve de M. sexta (Kaur et al., 2010). Enfin, I'ajout de phénolamides au régime
alimentaire de Nilaparvata lugens et de Sogatella furcifera augmente leur mortalite (Alamgir et
al., 2016). Les phénolamides peuvent également agir comme facteurs de diminution de la ponte
des insectes. Les tissus de poivron contenant de la caféoylputrescine provoguent une perturbation

de l’oviposition de Liriomyza trifolii, et le traitement des cotylédons avec de la p-
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coumaroylputrescine synthétique diminue également le taux d’oviposition (Tebayashi et al., 2007).
Néanmoins, I'induction de I'accumulation des phénolamides lors de I'herbivorie n'est pas toujours
liece a une meilleure protection des plantes. Chez le riz, I'accumulation de p-coumaroyl- et de
féruloylputrescine semble n'avoir aucun impact sur les performances des insectes masticateurs
Spodoptera mauritia et Parnara guttata (Alamgir et al., 2016). De plus, chez le malis,
I'accumulation induite de p-coumaroyltyramine en réponse a I'herbivore S. littoralis semble étre
bénéfique pour le développement des larves (Marti et al., 2013). Chez N. attenuata, I'accumulation
d’un mélange de phénolamides lors d'attaque suggére qu’une diversité de phénolamides est
nécessaires pour maximiser I'efficacité de la defense (Onkokesung et al., 2012).

2.3.R0le protecteur contre les stress abiotiques

Les études sur les phénolamides liés aux stress abiotiques sont plus rares et moins détaillées
que celles liées aux stress biotiques. Une accumulation de phénolamides a été signalée dans
plusieurs plantes en réponse a une large gamme de stress abiotiques. Les carences minérales (K,
Ca, Mg, P, S et Cu), les températures élevées, l'exces d'eau, l'exposition aux UV-B et a des
concentrations élevées en ozone (Ogz) ont induit une accumulation de putrescine et de dérivés de
spermidine dans le blé ainsi que dans le tabac et dans les cultures cellulaires du tabac (Klapheck,
1983; Edreva et al., 1995, 1998; Konigshofer and Lechner, 2002; Demkura et al., 2010). Les
blessures ont induit I'accumulation de dérivés de tyramine, d'octopamine et de putrescine dans les
plants de pommes de terre et de tomates (Negrel et al., 1996; Pearce et al., 1998; Matsuda et al.,
2005).

Quelques études ont démontré un impact négatif des facteurs abiotiques sur I'accumulation
de phénolamides. C'est le cas du stress salin et d’une limitation de la nutrition azotée (Shevyakova
et al., 2006; Larbat et al., 2014). Dans ce dernier cas, il est largement démontré qu’une limitation
de la nutrition azotée de la plante favorise une augmentation des concentrations en composés
phénoliques qui constituent I’un des précurseur des phénolamides(Larbat et al., 2014; Royer et al.,
2016). On peut donc supposer que la diminution de concentration en phénolamides des tissus
limités en azote pourrait étre la conséquence d'une régulation négative des acyltransférases
impliquées dans leur synthése ou d'une diminution de la concentration en polyamines.

Récemment, I’impact des perturbations a long terme des facteurs abiotiques impliqués dans
les changements climatiques (élévation des concentrations atmosphériques de CO2 et d'Og, et de la
température) a été évalué sur les métabolites induits des feuilles d’orge. Les plantes cultivées dans

des conditions de température élevée (+ 5 ° C) ont accumulé plus d'hordatine dans les feuilles non
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infectées, mais aussi plus de dérivés d'agmatine apres une infection par un pathogene. L'impact des
facteurs abiotiques était trés spécifique aux phénolamides (Mikkelsen et al., 2015).

Le role exact de I'accumulation de phénolamides sur I'adaptation de la plante aux stress
abiotiques reste encore trés hypothétique. Une premiére hypothese est que les phénolamides
contribuent a limiter le stress oxydatif medié par les différentes contraintes abiotiques. Les
phénolamides sont des anti-radicaux libres et des antioxydants efficaces (Langebartels et al., 1991,
Edrevaetal., 1998; Choi et al., 2007; Georgiev et al., 2012; Abe et al., 2017). Par ailleurs, il semble
que ces molécules puissent également étre impliquées dans la protection des plantes contre les UV
solaires.

3. Régulation de la synthése des phénolamides dans les plantes

Les mécanismes de régulation de synthése et d'accumulation de phénolamides en réponse
a un stress biotique ont été mis en évidence récemment (Figure 6). Concernant l'infection
microbienne, une premiere étude sur la réponse de défense de la tomate a P. syringae, a démontré,
par l'utilisation de mutants de signalisation et d'inhibiteurs de phytohormone, que I'accumulation
de phénolamides était dépendante de I'éthyléne (ET) mais pas de I'acide salicylique (SA) (Zacarés
et al., 2007). La voie de I'éthyléene est également impliquée, avec la voie du jasmonate (JA), dans
I'accumulation de phénolamides induites par les champignons nécrotrophes A. brassicicola et B.
cinerea chez A. thaliana (Muroi et al., 2009; Li et al., 2018d). En effet, les deux phytohormones
induisent, en synergie, I'expression d'AtACT (Figure 6). Cette induction est médiée par le facteur
de transcription AtORA59 qui, conformé en homodimere et associé au régulateur MEDIATOR 25,
peut se lier au promoteur AtACT et induire son expression (Li et al., 2018d). L'induction de AtACT
est également associée a I'expression de DTX18, un transporteur d'extrusion de médicaments et de
toxines multiples (MATE) initialement trouvé pour exporter la p-coumaroylagmatine a la surface
des feuilles d'Arabidopsis lorsqu'il est attaqué par le champignon P. infestans, I’agent du mildiou
de la pomme de terre (Dobritzsch et al., 2016). Une analyse exhaustive de la réponse de défense de
la pomme de terre chez les cultivars résistants et sensibles infestés de P. infestans a conduit a
I'identification d'au moins deux voies complémentaires régulant I'accumulation de phénolamides
qui se produisent dans les cultivars résistants (Yogendra et al., 2015, 2017). Une premiére voie est
initiée par I’ET. Elle implique une cascade de régulation du facteur de transcription comprenant
StERF3, qui active la transcription de StNACA43 qui, a son tour, active I'expression de StMYB8
(Figure 6). StMYB8 est un facteur de transcription régulant positivement I'expression d'un sous-

ensemble de genes impliqués dans la voie des phénylpropanoide. Parmi elles, I'nydroxycinnamoyl-
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CoA: shikimate / quinate hydroxycinnamoyl transférase (HCT) et Putrescine N-hydroxycinnamoyl
transférase (PHT) sont liées au métabolisme des phénolamides et d'autres sont liées a
I'accumulation de flavonoides. La désactivation de StNAC43 ou de StMYBS8 nuit a I'accumulation
de phénolamides et de flavonoides et réduit la résistance de la pomme de terre a P. infestans
(Yogendraetal., 2017). Une deuxiéme voie implique le facteur de transcription StWRKY1 (Figure
6). L'activité StWRKY1 pourrait étre régulée au niveau de la transcription, puisque des sites de
liaison a la protéine de choc thermique (HSP) ont été trouvés dans son promoteur, ou au niveau de
la protéine par phosphorylation par SSMEK1, une MAP kinase, qui pourrait permettre la migration
de StWRKY1 dans le noyau (Yogendra et al., 2015). Il est intéressant de noter que les deux voies
de régulation mises en évidence chez la pomme de terre semblent contrbler différents sous-
ensembles de phénolamides, le premier étant plus spécialisé des dérivés de putrescine et
d'agmatine, le seconde impliquant des dérivés de tyramine et d'octopamine (Yogendra et al., 2015,
2017). Dans le blé, un autre facteur de transcription WRKY, TaWRKY70, est impliqué dans
I'accumulation de p-coumaroylagmatine et de p-coumaroylputrescine en réponse a une infection

par F. graminearum (Kage et al., 2017).
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Figure 6 : Mécanisme de régulation de |’accumulation des phénolamides dans les cellules végétales suite a I'infection
par des pathogeénes. L infection induit les voies de [’éthyléne et de [’acide jasmonique (JA). L éthylene et l'acide
jasmonique induisent le facteur de transcription AtORA59. AtORA5S9, lié a son régulateur AtMED25, va se lier au
promoteur du géne AtACT et induire son expression. L induction de ce géne est accompagnée par I’accumulation de
la p-coumaroylagmatine (CoAg) vers les surfaces des feuilles. L’éthylene induit aussi le facteur de transcriptions
StERF3, qui & son tour permet l'induction successive des facteurs de transcription StNAC43 et StMYBS. Le facteur
StMYBS régule a son tour ['expression du gene StPHT et conduit a I'accumulation de la cafféoylputrescine (CP), la
p-coumaroylputrescine (CoP) et la feruloylputrescine (FP). En plus de ces deux voies, une voie MAP kinase contrdle
I"accumulation de certains phénolamides. Elle implique la protéine StMEK et les facteurs de transcription StWRKY1
et TaWRKY70. StWRKY1 se déplace vers le noyau et permet [’activation d’'une tyramine transférase (StTHT) et
["accumulation des phénolamides p-coumaroyltyramine (CoT), feruloylturamine (FT), p-coumaroylnoradrenaline
(CoN), p-coumaroyloctopamine (CoQOc), p-coumaroyldopamine (CoD), et la feruloyldopamine (FD). TaWRKY70
induit [’accumulation de la CoAg et la CoP.

Les mécanismes régulant I'accumulation de caféoylputrescine et des mono et

dicaffeoylspermidines en réponse a I'herbivorie ont été largement étudiés sur le modele N.
attenuata. L'accumulation de phénolamides constitue, avec les accumulations de nicotine et
d’inhibiteurs de protéase, la principale réponse de cette plante aux attaques d’herbivores (Gaquerel
et al., 2014). De nombreuses études impliquant des mutants et des transformants altérés dans la
biosynthese et la signalisation du jasmonate, ont clairement montré que l'accumulation de
phénolamides induite par les herbivores est médiée par la voie JA. Les principales étapes de cette
voie sont identifiées (Halitschke and Baldwin, 2003; Paschold et al., 2007; Stitz et al., 2011)
(Figure 7). En aval de la voie JA, le facteur de transcription NaMYB8 apparait comme un
régulateur central contrélant positivement le niveau d'expression des génes impliqués dans la voie

des phénylpropanoides (PAL, C4H) et des génes codant pour les transférases (NaAT1, NaDH29,
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NaCV86) qui catalysent les derniéres étapes menant a la caféoylputrescine et la
dicaféoylspermidine (Kaur et al., 2010; Onkokesung et al., 2012). Cette réponse a I’herbivorie,
médiée par JA, peut étre modulée par un grand nombre de processus dont I’interaction des
difféerentes voies de phytohormones. L'herbivorie induit ainsi 1’augmentation de plusieurs
phytohormones comme la SA et la cytokinine (CYT) en plus de la JA (Figure 7). SA et JA sont
des phytohormones antagonistes bien connues favorisant la réponse de défense aux pathogénes et
aux herbivores, respectivement. En réponse aux herbivores, I'impact antagoniste de SA sur JA peut
étre inhibé par des protéines régulatrices, notamment NPR1 (Rayapuram and Baldwin, 2007). La
CYT apparait comme un régulateur positif de la réponse aux herbivores JA-dépendante puisque
les plantes N. attenuata affectées au niveau de la perception de la cytokinine, ont une accumulation
plus faible de phénolamides en réponse aux herbivores (Schafer et al., 2015). La CYT mais aussi
I'acide auxine indole acétiqgue (IAA) sont importants pour l'accumulation constitutive de
phénolamides en réponse aux herbivores, alors que I'éthylene semble moduler a la baisse
I'accumulation de phénolamides induits localement (Schéfer et al., 2015). Dans le riz, I'homologue
de I’auxine, I'acide 2,4-dichlorophénoxyacétique (2,4-D) stimule la réponse JA-dépendante aux
herbivores (Xin et al., 2012).

L'accumulation de phénolamides en réponse aux herbivores est également modulée par de
petits ARN. Dans le cas de N. attenuata, la machinerie des petits ARN implique les protéines ARN
polymérase 1 dirigée par I'ARN (RdR1), les DCL3 et DCL4 de type Dicer et I'Argonaute 8 (AGO8)
(Pandey and Baldwin, 2007; Bozorov et al., 2012; Pradhan et al., 2017). Les mécanismes par
lesquels ce complexe module I'accumulation de phénolamides induits par les herbivores ne sont
pas encore clairs. La réponse induite par les herbivores est également modulée par des stress
abiotiques tels que les UV-B qui stimulent également la voie du JA (Demkura et al., 2010).

Derriere les connaissances approfondies acquises sur la plante modéle N. attenuata, les
connaissances des mécanismes de régulation des phénolamides induits par les herbivores sont
beaucoup plus limitées. Dans les cultures cellulaires de N. tabacum, l'accumulation de
phénolamides en réponse au traitement au méthyl-jasmonate (MeJA) est médiée par le facteur de
transcription NtMYBJS1, un orthologue proche de NaMYB8 (Galis et al., 2006) (Figure 7).
L'accumulation de caféoylputrescine dans les plants de poivron peut étre induite par pulvérisation
de MeJA sur les feuilles (Tebayashi et al., 2007) et I'accumulation de phénolamides est altérée chez
les mutants de tomate jail affectés au niveau de la perception de JA (Chen et al., 2006), indiquant

I'implication de la voie du JA dans I'accumulation de phénolamides induite par les herbivores dans
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ces plantes. Chez le riz, I'ajout de JA au milieu de culture des semis a induit I'accumulation d'une
grande diversité de phénolamides (Morimoto et al., 2018). Cependant, le mutant Osjarl qui
présente un déficit en JA-lleu (ou jasmonyl- isoleucile ; la forme active de 1’acide jasmonique)
n'est que partiellement affecté pour I'accumulation de phénolamides induite par les herbivores,
suggérant une voie de régulation alternative (Tanabe et al., 2016). Des études complémentaires
sont donc nécessaires pour élucider les étapes de régulation impliquées dans les diverses familles

de plantes induisant la synthese de phénolamides en réponse aux herbivores.
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Figure 7 : Régulation des phénolamides par [’herbivorie. L herbivorie induit [’accumulation de [’acide jasmonique

(JA) converti en sa forme 7-iso-jasmonoyl-L-isoleucine (JA-1le). JA-Ileu s associe au complexe scF" pour dégrader
le suppresseur JAZ, ainsi le facteur de transcription NaMYC2 est libéré. NaMYC2 active le facteur de transcription
NaMYBS et ce dernier contréle positivement [ ’expression des génes codant pour des enzymes N-transférases (NaAT1,
NaDH29, NaCV86) qui a leur tour catalysent les derniéres étapes de la synthese de la caffeoylputrescine (CP) et la
dicaffeoyl spermidine (DCS). La machinerie SmRNA est également induite par [’herbivorie et elle implique la protéine
RNA polymérase (RAR1), les protéines de type Dicer (DLC3 et DCL4) et la protéine Argonaute 8 (AGOS). L herbivorie
induit I'expression des facteurs de transcription appartenant a la famille WRKY (NaWRY6, NaWRKY3) qui vont
induire I'accumulation du JA et du JA-Ileu. Le méthyl jasmonate (MeJA) induit I’ activation du facteur de transcription
NtMYBJS1 et I'accumulation de la caffeoylputrescine. D autres phytohormones sont induites par [’herbivorie : acide
salicylique (SA), auxine (IAA) et la cytokinine (CK). En jaune les phénolamides induits par [’herbivorie. CoP: p-
coumaroylputrescine, FP: feruloylputrescine. NaNPR1: protéine régulatrice qui permet d’enlever [’effet antagoniste
du SA sur la JA.
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C- Le modele tomate
1.La tomate, une culture mondiale de premiére importance

La tomate (Solanum lycopersicum), plante dicotylédone herbacée, appartient a la famille
des Solanacées. Elle est originaire du Nord-Ouest de I'Amérique du Sud et elle est considérée
comme une source alimentaire importante pour I’homme (Friedman, 2002). C’est I’'un des végétaux
les plus consommés a I’échelle mondiale (Van Eck et al., 2006). Elle est au deuxiéme rang mondial
apres la culture de pomme de terre, avec environ 182,3 millions de tonnes produites chague annéee
(FAOSTAT, 2019). La production est majoritairement localisée en Asie (61%), tandis que
I'Europe, I'Amérique et I'Afrique représentent respectivement 14%, 13% et 12% de la production
mondiale. La Chine est le pays qui consomme le plus de tomates au monde, suivie par 1’Inde,
I’ Afrique du Nord, le Moyen-Orient, les Etats-Unis et le Brésil (FAOSTAT, 2019). En plus des
fruits frais, la tomate est consommeée apres transformation dans des soupes, des jus et des sauces
(Krauss et al., 2006; Li et al., 2018c¢).

La tomate contient une diversité de métabolites spécialisés intéressants pour la santé,
comprenant des vitamines, des caroténoides, des composés phénoliques et des glycoalcaloides
(Raiola et al., 2014; Liu et al., 2016; Li et al., 2018c). Ces métabolites représentent des composés
bioactifs a large éventail de propriéteés thérapeutiques : effets anti-inflammatoires, anti-allergénes,
antimicrobiens, vasodilatateurs, anti thrombotiques, cardio-protecteurs et antioxydants (Raiola et
al., 2014). Ces molécules sont aussi d’importants déterminants du goQt, de la couleur et de la texture
du fruit (Raiola et al., 2014; Marti et al., 2016; Quinet et al., 2019). La tomate est ainsi la principale
source de lycopéne dans l'alimentation humaine (Viuda-Martos et al., 2014). En plus des
caroténoides, la tomate contient plus de 500 formes de flavonoides (Bovy et al., 2007; Quinet et
al., 2019), plus de 100 glycoalcaloides dont le plus abondant est la tomatine (Tohge and Fernie,
2015) et plus de 400 composés volatils (Quinet et al., 2019). 1l existe plus de 12 especes de tomate
sauvage (Knapp et Peralta 2016), parmi lesquelles Solanum pimpinellifolium a fruit rouge qui est
considérée comme I’ancétre et le plus proche parent de la tomate cultivée (Peralta et al., 2008;
Zuriaga et al., 2009; Blanca et al., 2015). L’espéce a fait I’objet depuis longtemps d’une sélection
pour des caractéres souhaitables tels que la taille du fruit, la teneur en sucre et en métabolites
spécialisés (lycopene) (llahy et al., 2009; Kanayama, 2017). Cette sélection a conduit a réduire la
diversité génétique au sein des espéces cultivees, ainsi que la capacité de resister aux stress

biotiques et abiotiques (Sim et al., 2010).
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2. Un modele majeur pour les études scientifiques

L’espéce tomate présente des caractéristiques d’un trés bon modéle d’études dans le
domaine de la recherche, telles que le cycle de vie court pour certaines variétés (ex. Microtom),
I’autopollinisation, la facilité de croisement, la taille moyenne de son génome (environ 900 Mo),
la facilité et I’efficacité de transformation genétique (Van Eck, 2018; Li et al., 2018c; Quinet et al.,
2019). En outre, le génome de la tomate est entiérement séquencé a haute qualité (Sato et al., 2012;
Lin et al., 2014; Zhu et al., 2018). De plus, un énorme volume de données transcriptomiques et
métaboliques est disponible (Tohge and Fernie, 2015; Rothan et al., 2019). Le grand succes des
nouvelles technologies de séquencage (QTL-seq, MPS)* associé a I’efficacité du systéme d’édition
génétique CRISPR /Cas9 et la création des mutants TILLING? chez la tomate, ont fait de cette
derniére un modéle d’étude pertinent pour approfondir la compréhension de sa biologie et celle
d’autres plantes a fruits charnus (Illa-Berenguer et al., 2015; Garcia et al., 2016; Zhu et al., 2018;
Li et al., 2018c; Rothan et al., 2019).
3. La culture de tomate est soumise a une forte pression parasitaire

L’espece tomate est sujette a 1’attaque d’une grande diversité de pathogénes (bactéries,
virus, champignons) (Lecompte et al., 2017; Moriones et al., 2017; Timilsina et al., 2018) et de
ravageurs (nématodes et insectes) qui fait 1’objet de nombreuses études (Lamovsek et al., 2017;
Vargas-Ortiz et al., 2018; Arno et al., 2019; (Rivas and Thomas, 2005; Paudel et al., 2019). Les
principales maladies des tomates sont causées par 24 champignons, 7 bactéries tel que Ralstonia
solanacearum et Clavibacter michiganensis, 10 virus (Tomato mosaic virus, Cucumber mosaic,
Tomato yellow leaf curl virus), 3 viroides et plusieurs nématodes (Meloidogyne javanica, M.
hapla, M. incognita et M. arenaria) (Jones, 1991; Arie et al., 2007). Alternaria alternata (Yang et
al., 2017), Botrytis cinerea (Smith et al., 2014), Fulvia fulva (Griffiths et al., 2018), Fusarium
oxysporum (Srinivas et al., 2019), Phytophthora infestans (Rodenburg et al., 2019) représentent
les principaux champignons pathogenes des tomates.

Plusieurs études se sont focalisées sur I’identification et la caractérisation des différents

genes et molécules jouant un réle dans la défense des plants de tomates (Jahn et al., 2000; Cooper

1 QTL-seq (quantitative trait locus sequencing) (Jamann et al., 2015) et MPS (massively parallel sequencing) ou
NGS (next generation sequencing) (Aly and Sabri, 2015).

2TILLING : Targeting Induced Local Lesions in Genomes, méthode de biologie moléculaire utilisée identifier a haut
débit les mutations ponctuelles suite & une mutagenése génétique (Kurowska et al., 2011; Till et al., 2018)
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et al., 2004; Adhikari et al., 2017; Quesada-Ocampo and Hausbeck, 2010; Nazar et al., 2018;
Coppola et al., 2018; El-Sappah et al., 2019). Elles ont permis de (i) décrypter les voies de
signalisation mobilisées dans la réponse de la plante, comme les voies de 1’acide jasmonique, des
octadécanoides et de 1’éthylene (Ciardi et al., 2000; Diaz et al., 2002; Li et al., 2002; Ament et al.,
2004), et (ii) d’identifier des génes codant pour des protéines et des peptides impliquées dans la
mise en place des défense tels que des cytochromes P450 (Howe et al., 2000), des inhibiteurs de
protéinase (Kant et al., 2004), des polyphénol oxidases, des péroxidases (POD), des chitinases, et
callose synthase (Stout et al., 1994; Walling, 2000) qui sont induites en cas d’herbivorie par
différents types d’insectes et de larves (Chrysoperla, Liriomyza spp, Tuta absoluta, Heliothis
armigera, Chrysodeixis chalcites, Aculops lycopersici, Tetranychus evans, Tetranychus urticae,
Bemisia tabaci...). Plusieurs variétés résistantes ont été créées et des pratiques culturales
améliorées (utilisation des substances organiques, des biofertilisants, teneur en azote de la solution
de culture hydroponique) en vue de lutter contre ces agresseurs (Hosseini et al., 2015; Mohamadi
etal., 2017).

4. Tuta absoluta, un ravageur spécialiste des Solanacées

Le modéele auquel je m’intéresse dans ma thése est le modéle tomate/Tuta absoluta. T.
absoluta (Meyrick) est un petit 1épidoptére de la famille des Gelechiidae. Il représente la menace
la plus forte pour les cultures de tomate car il provoque des pertes de rendement drastiques par ses
larves mineuses qui se nourrissent du mésophile des feuilles (Desneux et al., 2010) (Figure 8).
Originaire de I’Amérique du Sud, il a envahi I’Europe et I’ Afrique du Nord en 2006. Depuis 2012,
son aire s’est élargie a I’ Afrique et I’ Asie (Biondi et al., 2018). Les dégats causés par ses larves
mineuses peuvent aller jusqu’a 100% de perte en 1’absence de méthodes de gestion (Desneux et
al., 2011).

La durée de son cycle de vie varie de 26 (a 34,6 °C) a 75 jours (a 14°C), avec une
température optimale de 30°C (Martins et al., 2016). Son cycle est composé de 4 stades de
développement représentés dans la figure 8: la premiére étapes est celle des ceufs jaunes pondus
par les femelles sur les jeunes feuilles les tiges ou les sépales (A), larves qui se nourrissent des
feuilles en y creusant des galeries (B), pupes (C) puis adultes (D) (Cocco et al., 2015; Biondi et al.,
2018) (Figure 8). Les femelles peuvent pondre environ 260 ceufs au cours de leur vie (Uchoa-
Fernandes et al., 1995). Elles se reproduisent par accouplement mais la parthénogenése a également
été démontrée dans certains cas (Caparros Megido et al., 2012; Abbes and Chermiti, 2014). T.

absoluta peut tolérer les basses températures avec un taux de survie de 50% a 0°C (Cuthbertson et
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al., 2013). Cela signifie que T. absoluta peut avoir jusqu'a 10 générations par an et survivre pendant
les saisons froides dans des cultures protégées et en plein champ (Biondi et al., 2018).

Figure 8 : Le pathosysteme Tomate/T. absoluta. Le cycle de vie de T. absoluta est composé de 4 étapes. A : La
femelle pose ses ceufs sur les jeunes feuilles du plant tomate. B : Les ceufs se développent en jeunes larves affamées
qui se nourrissent sur le parenchyme des feuilles. Il existe 4 stades larvaires. A forte densité, les larves attaquent les
fruits et les sépales. Cette étape du cycle est la plus longue et se caractérise par des énormes dégats sur les cultures.
C : Les larves forment des pupes qui génerent des adultes (D).

5.Quielles solutions pour le contréle de T. absoluta ?
5.1.Diverses solutions contre T. absoluta

Plusieurs techniques de lutte sont utilisées contre ce ravageur tels que, les piéges
distributeurs de phéromones en association avec des sources lumineuses, les piéges a eau, les piéges
collants (Caparros Megido et al., 2012; Biondi et al., 2018). Puisque la femelle est capable de
parthénogenése ou d’accouplements multiples, la meilleure solution est d’empécher la migration
des femelles fécondées dans les serres de cultures (Caparros Megido et al., 2012; Lee et al., 2014;
Biondi et al., 2018). De nombreuses espéces d’insectes sont considérées comme des ennemis
naturels de T. absoluta (les anthocoridés, les géocoridés, les mirides, les nabidés et les
pentatomides) et peuvent ainsi étre utilisés dans la lutte biologique de ce ravageur (Desneux et al.,
2010; Zappala et al., 2013).
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5.2.Lutte chimique, biopesticides

Un autre moyen de lutte est 1’utilisation d’insecticides de synthése comme le chlorfénapyr
pyrrole, les diamides chlorantraniliprole et flubendiamide, ou biopesticides comme les spinosines
(Silvaetal., 2011; Guedes and Pican¢o, 2012; Gontijo et al., 2013). L'utilisation d'insecticides n’est
évidemment pas une solution pérenne car T. absoluta a montré des résistances pour certains d’entre
eux (Guedes and Picango, 2012; Salazar and Araya, 2001). De plus, leur utilisation entraine des
conséquences qui peuvent avoir des effets imprévisibles sur I'efficacité de la lutte antiparasitaire et
les rendements (Biondi et al., 2018). Les progres scientifiques se focalisent sur ’utilisation des
biopesticides, notamment les huiles essentielles pour la lutte contre T. absoluta en agissant sur les
larves, tel que I’huile essenticlle de I’Ajwain (Carum copticum) (Piri et al., 2020), de ’écorce
d’agrume (citrus) (Campolo et al., 2017), du Thymus capitatus et du Tetraclinis articulata
(Bouayad Alam et al., 2017). Ces deux derniers ont conduit a un taux de mortalité de 80% pour
tous les stades larvaires de T. absoluta et notamment le premier stade (avec une mortalité de 100%
apres 1,5 h d’exposition) (Bouayad Alam et al., 2017). D’autres huiles essentielles jouent un rdle
important dans la perturbation de 1I’oviposition et la répulsion des adultes tel que I’huile essentielle
de basilic (Yarou et al., 2018), huile d’Ocimum gratissimum et d’Ocimum kilimandscharicum
(Essoung et al., 2020).
5.3.A la recherche des traits de résistance dans des espéces sauvages

Bien que la tomate sauvage présente des traits génétiques de résistance a T. absoluta, la
tomate cultivée est en revanche tres vulnérable a ce ravageur (Gharekhani and Salek-Ebrahimi,
2014; Sohrabi et al., 2016). Chez les tomates sauvages, la résistance constitutive est liée a
I’allélochimie des feuilles par les composés volatils (COV) ou a la densité des trichomes (de
Azevedo et al., 2003; Guedes and Picanco, 2012). La résistance constitutive représente le systeme
de défense, qui se trouve a la base dans la plante en état normal (Zhang et al., 2020a) En plus des
COV des feuilles, les trichomes glandulaires contiennent du 2-tridécanone, du zingibéréne, ou des
sucres acylées (de Azevedo et al., 2003; Bleeker et al., 2012; Sohrabi et al., 2016). L’ensemble de
ces composés perturbent 1’oviposition, alterent la ponte et contribuent a la toxicité pour les larves
suite a I’herbivorie (de Azevedo et al., 2003; Resende et al., 2006; Bleeker et al., 2012). Des lignées
a haute teneur en sucres acylés ont été obtenues par sélection (Dias et al., 2013; Leckie et al., 2014).

Un autre type de résistance, la résistance induite, peut s’avérer importante dans la défense
des tomates a T. absoluta. En effet la résistance induite, est stimulée par un stress et elle conduit a

des réponses de défense adaptées au stress (Karban and Myers, 1989). Les travaux menés au
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laboratoire avant le début de ma these ont montré que I’herbivorie de T. absoluta induit plusieurs
réponses de la plante qui sont (i) une augmentation de 1’activité péroxydase (POD) et polyphénol
oxydase (PPO), deux classes d’enzymes convertissant les polyphénols en quinones réactives qui
se fixent sur plusieurs cibles cellulaires (lipides, protéines) du ravageur, (ii) I’émission de plusieurs
COV et (iii) ’accumulation dans les feuilles de métabolites spécialisés dont une dizaine de
phénolamides (Thése de Victoire Coqueret, 2017). Sur ce dernier point, les travaux de V. Coqueret
ont réveélé que la nature des phénolamides accumulés est assez atypique dans des tissus végétatifs.
Ainsi, les principaux phénolamides accumulés sont des dérivés de spermine et de spermidine
associés a des dérivées dihydrocaféiques (N1, N5, N14-tris-(dihydrocaféoyl) spermine, kukoamine
A/B, N1, N10-bis-(dihydrocaféoyl). On trouve également des phénolmaides plus communs comme
des derivés de putrescine (cafeoylputrescine, féruloylputrescine, dihydrocaféoyl putrescine)
(Figure 9). Parmi ces molécules, N1, N5, N14-tris-(dihydrocaféoyl) spermine est celui qui
s’accumule le plus suite a I’herbivorie, passant d’une concentration de 10 pg/g de matiére séche
dans les feuilles de plantes saines a 1200 pg/g de matiere seche dans les feuilles des plantes
infestées par T. absoluta. Ce phénolamide n’était jusqu’alors pas décrit chez la tomate (Thése de
Victoire Coqueret, 2017).

Un travail préliminaire a démontré une mortalité larvaire plus importante des larves de T.
absoluta se nourrissant de feuilles de tomates préalablement infestées que de feuilles de plants non
infestés. Ce constat traduit une efficacité, du moins partielle, des défenses induites chez la plante
en réponse a I’herbivorie. Cependant, le role et I’efficacité spécifique des différentes réponses

induites sont a préciser.
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Figure 9 : Chromatogramme des phénolamides induits dans les feuilles de plant de tomate infestés par T. absoluta.
A : Chromatogramme des plantes infestées. B : Chromatogramme des plantes non infestées. En couleur les pics des
phénolamides identifiés. L’ion 251(+) permet de détecter deux isomeéres de la caféoylputrescine, I’ion 531 (+) permet
de détecter les isoméres Kukoamine A et B, l'ion 474 (+) permet de détecter le N1, N10-bis-(dihydrocaféoyl)
spermidine et l'ion 695 (+) permet de détecter le NI, N5, N14-tris-(dihydrocaféoyl) spermine
5.4.Des pratiques culturales agissent sur la résistance de la plante a T. absoluta

En plus des résistances constitutive et induite, la modification des pratiques culturales
comme ’apport en fertilisation d’azote (N), la disponibilité¢ en eau et la salinité, ont montré un
impact sur la croissance des larves. Ainsi, I’irrigation avec de 1’eau a haute salinité n’affecte pas le
taux de survie des larves mais diminue la durée du cycle de vie de ces ravageurs, conduisant a un
nombre de générations plus important et des dégats potentiellement plus sévéres (Han et al., 2016).
Des travaux menés au LAE, en collaboration avec deux unités INRAE (PSH : Plante et Systémes
horticoles d’Avignon et ISA : Institut Sophia Agrobiotech) ont montré qu’une disponibilité en eau
et azote limitante pour la croissance des tomates, augmente la mortalité des larves, diminue la

masse des pupes et ralentit le temps de développement (Han et al., 2015; Royer et al., 2016;
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Coqueret et al., 2017). La composition des feuilles ingérées, avec un ratio C/N trés élevé et une
faible teneur en eau, impacte le développement larvaire (These de Victoire Coqueret, 2017). De
plus, la limitation en azote induit 1’accumulation des métabolites spécialisés, notamment les
métabolites de défense a base de carbone et d’azote (composés phénoliques, tomatine), mais en
revanche diminue I’accumulation des phénolamides (Larbat et al., 2014; Royer et al., 2016;
Coqueret et al., 2017). L’impact observé sur les larves pourrait étre lié a un effet de toxicité des

tissus (en déficit d’azote) qui accumulent plus de composés phénoliques.

D- Objectifs et stratégies de ma these
Comme décrit plus haut, les récents travaux menés au LAE dans la cadre de la thése de

Victoire Coqueret (2013-2017) ont mis en évidence plusieurs types de réponse du jeune plant de
tomate soumis a I’herbivorie de T. absoluta. Parmi ces réponses, I’accumulation de phénolamides
dans les parties aériennes est marquante et ameéne a plusieurs questions. Bien que 1’accumulation
de dérivés putrescine et tyramine soit assez courante chez la tomate en réponse a différents stress
biotiques, I’accumulation de dérivés spermine et spermidine est beaucoup plus atypique et semble
étre spécifique a I’herbivorie de T. absoluta.

Dans le régne végétal, ces dérivés sont en général plutot localisés dans les fleurs. En dépit
d’une accumulation de phénolamides dans les feuilles, les plantes demeurent sensibles a
I’herbivorie de T. absoluta. Cependant, le taux de mortalité de larves déposées sur des plantes déja
infestées augmente significativement ce qui laisse supposer que les moyens de défense mis en place
par la plante présentent une certaine efficacité. Partant de ce constat, I’'impact de I’accumulation de
ces phénolamides sur le développement de T. absoluta mérite d’étre évaluée.

Par ailleurs, comme nous 1’avons vu précédemment, les phénolamides peuvent également
étre associé a d’autres processus physiologique que la défense. La caféoylputrescine, par exemple
s’accumule de manicre systémique dans les tiges de la tomate sans pour autant qu’un rdle précis
lui soit associé. Enfin, les structures tres diverses de cette catégorie de métabolites s’accompagnent
d’une diversité de fonctions biologiques a fort enjeux thérapeutiques, comme anti-inflammatoires
et anticancéreux (Hadjipavlou-Litina et al., 2009; Wang et al., 2016, 2020). Ainsi, il apparait
pertinent de tester les effets thérapeutiques de ces phénolamides.

Ma thése s’inscrit dans un des projets de recherche de I’équipe Meétabolites Secondaires du
Laboratoire, visant a moduler la composition en métabolites secondaires de la plante pour évaluer

leur implication dans la physiologie des plantes. Comprendre leurs propriétés biologiques non
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seulement dans les plantes mais aussi en vue d’applications en santé humaine fait partie des
objectifs de 1’équipe. Plusieurs orientations sont possibles pour modules la composition en
métabolites secondaires dont celles consistant a agir sur la disponibilité en ressources de la plante
(Royer et al., 2013) ou a modifier genétiquement les plantes. Ma thése, focalisée sur les interactions
entre la tomate et T. absoluta effecteurs de synthese de phénolamides, contribue a ce projet. Elle a
pour objectif de moduler la composition en métabolites secondaires dans la plante, ce qui passe par
i) ’identification de génes controlant I’accumulation de phénolamides dans la plante (chapitre 2)
et ii) la création de lignées de tomates génétiqguement modifiées (chapitre 3). Mes travaux du
chapitre 3, contribuent notamment au projet Biotactique, projet collaboratif inter-unité porté par le
LAE et financé par le Département AgroEcoSystem de INRAE.

Certains des phénolamides identifiés lors de [D’interaction tomate/T. absoluta étant
structurellement tres proches de phénolamides a propriétés thérapeutiques connues, nous avons
prospecté leurs propriétés biologiques en tant qu’anti-inflammatoires, antimicrobiens, antixoydants
ou anti-cancers (chapitre 4). Ces travaux s’inscrivent dans le projet collaboratif « Activités
Thérapeutiques de métabolites spécialisés impliqués dans 1’Interaction tOmate-Tuta absoluta »
AnTIdOTe, financé par Lorraine Université d’Excellence. L’objectif général de ma these et sa

structuration en chapitre sont présentés Figure 10.
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Figure 10: Structuration de mes travaux de thése objectif .
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Chapitre 2 : Identification de génes contrélant
I’accumulation de phénolamides dans les tomates
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1. Préeambule
Dans le but de créer des lignées de tomate dont 1’accumulation en phénolamides sera

modifiée, un pré-requis est d’identifier les bons geénes a cibler. Comme nous I’avons vu dans la
synthese bibliographique, les connaissances sur la voie de biosynthese des phénolamides et sa
régulation ont beaucoup progressé ces derniéres années, mais ces progrés concernent
essentiellement N. attenuata. Chez la tomate, hormis une petite famille multigénique de N-
acyltransférases catalysant la synthése de dérivés tyramine (ROpenack et al., 1998), peu de chose
sont encore connues.

Dans ce chapitre je présente les travaux que j’ai conduits afin d’identifier des facteurs de
transcription susceptibles de contrbler la voie générale de biosynthése des phénolamides, ainsi que
des génes codant des N-acyltransférases potentiellement impliquées dans la biosynthése de dérivés
spermine constituant les principaux phénolamides s’accumulant dans les feuilles de tomate
soumises a I’herbivorie de T. absoluta. Ces travaux avaient pour ambition de compléter des travaux
menés au laboratoire et ayant conduit a I’identification de 4 génes impliqués dans la biosynthése
de caféoylputrescine (Putrescine-hydroxycinnamoyl transférases).

Pour ce travail, je me suis appuyée sur les connaissances acquises chez N. attenuata pour
identifier des genes candidats dont j’ai cherché a caractériser la fonction par des approches
d’expression transitoire in planta et de criblage fonctionnel sur des enzymes purifiées.

Un bref rappel des connaissances sur les genes de régulation et de biosynthese des phénolamides

sera fait en introduction de ce chapitre avant de présenter mes résultats.
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Figure 11 : La recherche des génes de biosynthése. Dans ce chapitre je cherche a trouver des génes (codants pour des

facteurs de transcription et des enzymes) capables de contréler I'accumulation des phénolamides chez les tomates a
différents niveaux de la voie de biosynthése. En rouge les enzymes de la voie de biosynthése des phénolamides. CP :
caféoylputrescine, TDHC : N1,N5,N14-tris-(dihydrocaféoyl) spermine, KukA/B : kukoamine A/B.

2.Introduction
2.1.L’accumulation de phénolamides en réponse a I’herbivorie fait intervenir la voie JA et

plusieurs facteurs de transcription chez N. attenuata.

Ces dix dernieres années, les connaissances sur la régulation de I’accumulation des
phénolamides suite a un stress biotique ont beaucoup progresseé, en particulier chez la plante
modele N. attenuata. (Kaur et al., 2010; Chen et al., 2006; Li et al., 2018a). L herbivorie induit
I’accumulation de JA, qui, complexé avec I’isoleucine (Ile) entraine la dégradation du suppresseur
JAZ (jasmonate ZIM domain) en associant se dernier au complexe SCFcoil (Skpl-Cullin-F-box)
E3- ubiquitine ligase (Kaur et al., 2010). La dégradation de JAZ entraine la libération du facteur
de transcription NaMYC2 (Figure 12). L’activation de NaMYC2 induit 1’expression des géne
d’accumulation et de biosynthése des métabolites de défense chez N. attenuata notamment la
nicotine, des phénolamides (caféoylputrescine, dicaféoylspermidine) (Woldemariam et al., 2013).
NaMYC2 contréle un autre facteur de transcription, le facteur NaMYB8 (homologue du
NtMYBJS1 de Nicotiana tabacum), qui s’est avéré important pour la régulation spécifique de
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I’accumulation des phénolamides (Kaur et al., 2010). NaMYB8 est fortement accumulé dans les
tabacs agresses par Manduca sexta. Il induit une forte accumulation de caféoylputrescine (CP) et
de dicaféoylspermidine. En outre, les plantes de tabac ou le gene NaMYBS8 a été éteint (par la
méthode RNA interférence) ont montré une diminution d’accumulation de ces métabolites et une
vulnérabilité a I’insecte (Kaur et al., 2010). Dans leurs études, Onkokesung et al. (2012) ont montré
que NaMYBS8 contrble une grande diversité de phénolamides dérivés de putrescine et spermidine
(par exemple coumaroylputrescine, feruloylspermidine), en plus de la CP et la
dicaféoylspermidine.

v v v

JA —— JA-lleu ———JAZ

S(‘F(‘OII
¥ &

X NaMYC2 NaMYB8

NaAT1 —— Caféoylputrescine
NaDH29 —— Dicaféoyl spermidine

NaCV86 » Spermidines monoacylés

Figure 12 : Mécanisme de régulation de I’accumulation de la caféoylputrescine et autres
phénolamides chez N. attenuata.

2.2.N-hydroxycinnamoyl-transférases et diversité des phénolamides

La derniére étape de biosynthése des phénolamides est catalysée par des enzymes N-
hydroxycinnamoyl transférases qui permettent de relier les esters CoA des acides phénoliques
(coumaroyl-CoA, feruloyl-CoA, caféoyl-CoA, benzoyl-CoA..) a des polyamines (agmatine,
spermine, spermidine, putrescine, tyramine, dopamine..) ou a des anthranilates (Bassard et al.,
2010; Petersen, 2016) (Figure 13).

[ L-Arginine ] Phenylalanine
Acide anthranilique l
Agmatine P-CoumrroyI-CoA
v Tyrosine Tryptophane | _ N-
Putrescine IR |5 hydroxycinnamoyl |_.~_ Caféoyl-CoA
/ N o transférases
¥ « v
v : ; Tryptamine
o Tyramine Dopamine yP
Spermidine l l l FeruIO\[I-CoA
Spermine octopamine Noradrénaline Sérotonine Sinapoyl-CoA
Phénolamides

Figure 13 : Biosynthése des phénolamides
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Jusqu’a présent, 43 N-hydroxycinnamoyltransférases ont été isolées et caractérisées. Deux
familles  d’acyltransférases  différentes sont a  lorigine des enzymes  N-
hydroxycinnamoyltransférases. La premiére est la superfamille des BAHD acyltransférases, qui
contient la majorité des enzymes caractérisées. La deuxiéeme est la superfamille GNAT
acyltransférases (Gen5-related N-acetyltransferases) (Salah Ud-Din et al., 2016; Vetting et al.,
2005). Les enzymes N-acyltransférases peuvent étre classées en 9 groupes différents, selon les

substrats utilisés et leurs propriétés catalytiques (Roumani et al., 2020a) (Figure 14) .
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Parmi les N-acyltransférases caractérisées, chez les Solanacées, une putrescine
acyltransferase AT1 est responsable de la synthése de CP, une spermidine transférase, DH29,
catalyse la premiere étape de la biosynthése de la dicaféoyl spermidine et une deuxieme
acyltransférase, CV86, est potentiellement impliquée dans I’acylation de dérivés spermidines
monoacylés (Onkokesung et al., 2012). Deux spermidine transférases SmMSHT et SrSHT ont éte
caractérisé respectivement chez I’aubergine, Solanum melongena (1’aubergine), et une espece
sauvage apparentée, Solanum richardii (la morelle de Balbis) (Peng et al., 2016). Elles sont
spécifiques des fleurs et catalysent la synthese de dérivéss mono-, bi- et tri- spermidine (Peng et
al., 2016). Deux autres acyltransférases, des spermine hydroxycinnamoyl transférases (SrSpmHT
et SmMSpmHT) ont aussi été identifiées et caractérisee chez S. richardii et 1’aubergine (Peng et al.
2019). Ces enzymes permettent la synthese exclusive de dérivés spermines (Peng et al. 2019).

La tomate synthétise une grande diversité de phénolamides dans le cas d’interaction
tomate/pathogénes  tels que p-coumaroyloctopamine, p-coumaroylnoradrénaline, p-
coumaroyltyramine, feruloyltyramine, p-coumaroyldopamine et feruloyldopamine (Ropenack et
al., 1998; Zacarés et al., 2007). Ces composés sont synthétisés chez la tomate par une petite famille
multigénique codant des tyramine hydroxycinnamoyl transférase (THT) (Ropenack et al., 1998;
Zacarés et al., 2007).

Comme nous I’avons vu dans le chapitre de synthése bibliographique, Les travaux menés
sur la tomate au LAE ont permis d’identifier plusieurs phénolamides dont I’accumulation dans les
tissus peut étre modulée par I’environnement de la plante. La CP est le phénolamide que 1’on
retrouve le plus couramment dans I’ensemble des organes de la tomate (tiges, feuilles racines par
ordre décroissant d’importance). Son accumulation est diminuée lorsque la fertilisation en azote de
la plante est limitée, mais fortement stimulée en réponse a I’infection de P. syringae ou de
I’herbivorie de T. absoluta (Larbat et al., 2014; Royer et al., 2016). Dans le cas précis de
I’herbivorie, 1’accumulation de CP s’accompagne d’une accumulation trés importante d’autres
phénolamides comme la tri-dihydrocaféoylspermine, la kukoamine A, la bis-
dihydrocaféoylspermidine, la féruloylputrescine ou la feruloyltyramine. Pour aider dans 1’étude
de I’interaction tomate-T. absoluta, des banques RNAseq ont été construites a partir d’ARN de
feuilles soumises a 5h et 24h d’herbivorie en comparaison de feuilles saines. En se basant sur les
données de la banque ARNseq et les données de la littérature sur 1’identification de la putrescine
hydroxycinnamoyltransférase AT1 chez Nicotiana attenuata, 4 enzymes (SIPHT1, SIPHT2,

SIPHT3 et SIPHT4) ont été caractérisées au LAE avant ma thése. Ces genes codent pour des
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putrescine hydroxycinnamoyltransférases qui permettent spécifiquement de synthétiser la CP dans
les tomates. L activité in vitro de ces 4 enzymes a été montrée par des tests d’incubation mais leurs
activités in vivo n’ont pas encore été mesurées. Ces 4 enzymes caractérisées présentent des
spécificités d’expression spatiale qui permettent de mieux comprendre 1’accumulation des dérivés
putrescine dans la tomate. Cependant, I’accumulation des dérivés spermidine et spermine dans les
feuilles soumises a I’herbivorie indique I’implication d’autres enzymes transférases dans leur
synthese chez la tomate qui ne sont pas connu encore, d’ou I’intérét de chercher des spermidines
ou spermine hydroxycinnamoyltransférases, en plus des génes de régulation.

L’objectif de ce chapitre est d’identifier des génes de synthése et de régulation (en plus des
4 SIPHT) impliqués dans le controle de la voie de biosynthése des phénolamides. C’est
indispensable de les caractériser afin de pouvoir ensuite controler I’accumulation de ces composés
¢licités par I’herbivorie de T. absoluta. Ma stratégie scientifique a consisté a rechercher des génes
candidats par une analyse différentielle dans les banques RANseq de feuilles de tomate infestees
ou non par T. absoluta, et en comparant avec les travaux sur les autres plantes notamment sur les
spermidine/spermine transférase (Onkokesung et al., 2012; Peng et al., 2019) et ceux concernant
les facteurs de transcription NaMYC2 et NaMYB8 réalisés sur Nicotiana attenuata (Kaur et al.,
2010; Onkokesung et al., 2012). La validation de ces candidats est ensuite réalisée, par expression
hétérologue et criblage d’activité in vitro (pour les candidats transférases) et par expression

transitoire (pour les candidats facteurs de transcription).

3.Matériels et methodes
3.1. Matériel biologique

Tomate (Solanum lycopersicum L.). Les graines de tomate de la variété Better Bush
(hybride VFN, fournisseur : Tomato Growers) sont mises en germination dans du terreau puis
disposées en serre pendant I’hiver et I’automne. Les jeunes plantes sont cultivées pendant 20 jours
(apres I’apparition des cotylédons), ce qui correspond a une plantule de 4 feuilles bien développées.
Les plantes sont utilisées pour 1’agro-infiltration.

T. absoluta. Des pupes nous ont été fournies par 1’institut Sophia Agrobiotech. Les pupes
sont mises dans un insectarium avec des plants de tomates pour se développer et boucler leur cycle
de vie. L’insectarium est placé dans une serre et alimenté par des plants de tomates d’une fagon a
maintenir en vie les générations de T. absoluta qui se succedent. Les larves en deuxiéme et

troisiéme stade larvaire sont utilisées dans les expériences.
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Escherichia coli MC1022 (génotype : araD139, A(ara, leu)7697, A(lacz)M 15, galU, galK,
strA) électrocompétentes. Elles sont utilisées pour le clonage et I’amplification des plasmides.

Escherichia coli BL21(DE3) (génotype : F— ompT hsdSB (rB—, mB-) gal dcm (DE3))
chimiocompétentes. Elles sont utilisées pour 1’expression et la production des enzymes
transférases.

Agrobacterium tumefaciens EHAL05 électrocompétentes, souche résistante a la
rifampicine (gene RifR) (Hood et al., 1993). Elles sont porteuses du vecteur de surexpression et
sont utilisées pour la transformation des tomates.

3.2. Matériel génétique

Banque ARN seq : Des feuilles de tomate infestées par T. absoluta et des feuilles témoin
saines (3 répétitions de chaque traitement) sont récoltées 5h et 24h apres le dépot des larves. A
partir de 3ug d’ARN par échantillon, 12 banques ARN seq ont été construites en utilisant la
technologie lllumina®. La construction des banques et leur analyse statistique ont été sous-
traitées par la saciétéEurofins Genomics (Ebersberg, Allemagne). Dans le détail, les données de
séguencage ont éte traitées et filtrées a l'aide du logiciel Trimmomatic (Bolger et al., 2014), puis
cartographiées sur le génome de la tomate (Build_4.0) a I'aide du logiciel BWA-MEM (Li et
Durbin, 2009). La quantification d’expression de chaque géne (FPKM) a été calculés a l'aide du
logiciel FeatureCounts (Liao et al., 2014) etl’analyse d'expression différentielle entre tissus
infestés et témoins a chaque date a été menée avec EdgeR (Robinson et al., 2010).

ADN complémentaire (ADNCc) : I’ADNCc utilisé est issu de la réaction de « reverse
transcriptase » a partir d’un échantillon d’ARNm généré lors de la construction des banques
ARNseq, en utilisant un kit (Kit RNA to cDNA de Life Technologies). L’ARNm provient d’une
plante de tomate soumise a 5h d’herbivorie par 6 larves de T. absoluta.

Amorces : Les amorces utilisées dans ce chapitre sont représentées dans le tableau

suivant (Tableau 2).
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Tableau 2 : Amorces utilisées.

Site de
SIPHT3 ACAACGGATCCATGAAGGTCAAAATAGAAAGTTCAAABATC  ACAAGCGGCCGCTCAAGCAAGATCTAAAGAATAG il
BamHI
SIPHT4 ACAACGGATCCATGAAGATTAAAATAGAAAGTTCAAGAATT ACMGcGGCEGCWMTGIMGCMGTCCMGGMTA .-‘-.q--m—t; O:' i
Solyc06g083900.2 CAGCTCCAAGTTCCAAGTGA TCACTAATCTGTCGGCCATT
solyc08g076930.1 TCATATATCTCCGCCACCCC TAAACATGGCCCTCGACGAT
TIP41 (géne de ménage) ATGGAGTTTTTGAGTCTTCTGE GCTGCGTTTCTGGCTTAGG
SIPHTL CTGTAGACGCCTCGTTGGAC AGGAGAGCATAGAGGGAGAAGG
SIPHT2 TATCGAGAGTGGGCAGGAAG TCCAATGAGGTGTCCACAGA
Solyc06g083900.2 GAGGTCCATGGAGCAAAGAAGA GCCTACAACTTTTTCCGCACE
Solyc07g008390.1.1 ATCCTCGGATCCATGCTAAAACACCGCTTATGCAGTTC ACAAGCGGCCGCCTACTCACAAGTGAGAGACAATAAATC
Solyc025093180.2.1 ATCCTCGGATCCATGTGAGCCATGACTCATTAAGTATA ACAAGCGGCCGCTTAACACGTGTGTGGAATGTGAA
Solyc05g015800.2.1 ATCCTCGGATCCATGGCACATAATACTATGCCAATTTCA | ACAAGCOGCCGCTTAATTTTCATCTCCAATGGAAGATAA
AAAAAAATC site de
restriction
Solyc07g008380.1.1 ATCCTCGGATCCATGGAGTCTAAGTCTCTTACAAAGA  /CAAGCGGCCGCCTACTCATCAAAAATGAAAGACAATAC BamH
Clonage dans pET28-a A Site de
I restriction Notl
Solyc12g005430.1.1 | ATCCTCGGATCCATGGAAATAGGTTTTGTTAACGAAAATGA  ACAAGCGGCCGCTCAAAGTTTTGCATCGCGTATAAACA site de
restriction EcoRl
Solyc03g117600.2.1 ATCCTCGAATTCATGAAGATCGAGGTGARAACTCARC  ACAAGCEGCCGLCTAACOAATRTTAGCAAATARAAGATA
Solyc12g096770.11 | ATCCTCGGATCCATGGAAATTGAAATCATATCCACAAAATTC  ACAABCOGECOECTARMETSARAGARATCCTTGATATC
Solyc12g010980.1.1 ATCCTCGGATCCATGAAAGATTCAATGCAAGTGACTATTTTG ACAAGCGGLCGLCT, 166 G TCGATGATATCT

Plasmides
* Le plasmide pCR8®/GW/TOPO® est utilisé pour le clonage des genes a partir des produits

PCR par simple insertion au niveau de ses extrémités T linéarisées. Les produits PCR doivent avoir
une base A a leurs extrémités. J’ai réalisé la réaction d’insertion par une enzyme topoisomerase
(kit pCR8®/GW/TOPO® TA cloning, Invitrogen, Carlsbad, CA, Etats-Unis). Ce plasmide porte
un gene de résistance a la spectinomycine et les extrémités Gateway® permettant le transfert du
gene d’intérét vers un autre plasmide possédant aussi les extrémités Gateway®.

* Le plasmide pGWB2 Gateway binary vector (BioVector NTCC Inc.) est utilisé pour
I’expression des séquences d’intérét dans les tomates sous le promoteur 358S. Il porte un gene de
résistance a la kanamycine et les extrémités Gateway® pour permettre la recombinaison de la
séquence d’intérét dans ce vecteur a partir du plasmide pCR8®/GW/TOPO®.

* Le plasmide pBin6l exprimant la TBSV-P19 (Tomato bushy stunt virus protein 19). La
protéine P19 exprimée par ce plasmide, permet d’empécher la mise en place de « silencing » par

la plante hote. L’effet de « silencing » est un processus qui permet a la plante de dégrader I’ADN
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étranger dans ses cellules (Saxena et al., 2011; Mohammadzadeh et al., 2016), ce qui conduirait &
dégrader I’ADN que je cherche a insérer transitoirement dans le génome des plantes. Ce vecteur
sera utilisé pour transformer des agrobactéries avec lesquelles les solutions d’agro-infiltration des
plantes sont préparées.

*Le plasmide pET-28a: Le systeme pET est le plus adapté pour le clonage et I'expression de
protéines recombinantes dans E. coli. Les génes ciblés sont clonés dans le plasmide sous le controle
du facteur de transcription T7, et I'expression est induite en fournissant une source d’ARN
polymérase T7 dans la cellule héte. Le plasmide porte 1’étiquette His « Tag® / thrombine / T7 «
Tag® N-terminale plus une séquence His ¢ Tag C-terminale facultative. J utilise ce vecteur pour

I’expression des protéines transférases.

*Le plasmide pMALTM est utilisé pour I’expression des protéines dans des E.coli. 1l contient la
MBP (protéine maltose ou maltose binding protein) qui est induite par I’'IPTG et bien visible en
SDS-PAGE. Le vecteur permet d’exprimer la protéine d’intérét en fusion avec la MBP. Cette fusion
permettra d’augmenter la solubilité de la protéine et sa sécrétion dans le cytoplasme ainsi que le
périplasme des E.coli. Aprés purification la MBP peut étre séparer de la protéine d’intérét par
clivage. Dans mes travaux j’utilise ce plasmide vide comme contréle de 1’induction par IPTG.
3.3. Amplification des génes candidats

Les amplifications des génes candidats par PCR sont réalisées avec un prémix® de PrimeSTAR®
Max DNA Polymerase 2X (Takara Bio Inc.) a partir de ’ADNc. Ce prémix contient une
polymérase a haute-fidélité. Le programme d’amplification utilisé est représenté Figure 15. Les

fragments d’ADN amplifiés sont utilisés pour le clonage et le séquencage.

Amorce Reverse (0.2uM)
ADN matriciel (50-100 ng)

Eau distillée (pour volume final de 50ul)

5min = 5sec

Hybridation 72°C

Tm

Mélange réactionnel: Programme:
Dénaturation
P initial Dénaturati i
Premix (1)() fniate : enaturation Elongation i Elongation
Amorce Directe (0.2uM) 98°C = 98°C

' 72°C

10sec | 3min

5sec 2

Figure 15 : Mélange réactionnel et programme pour la PCR avec prémix de PrimeSTAR® Max DNA Polymerase 2X

% Solution fournie dans le kit. Elle contient un mélange de produits. Elle est utilisée en ajoutant I’ADN et I’eau pour
faire le mix réactionnel final.
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3.4. Migration sur gel d’agarose et récupération des fragments d’ADN
Les produits PCR sont mis & migrer par électrophorése sur un gel d'agarose 1% dans du

tampon TAE. Le tampon TAE contient du Tris acétate 40 mM, de I'EDTA 5M pH8 et 1.25% d'acide
acétique. Le marqueur de taille utilisé est ’Exact Ladder DNA premix 2log (Biolabs). Apres
migration, le gel est incubé pendant 20 minutes dans un bain de BET 0.04% dilué¢ dans 1’eau.
L’ADN est ensuite extrait du gel d’agarose avec le kit "Nucleospin Gel and PCR Clean Up"
(Macherey-Nagel, Hoerdt, France) selon le mode opératoire du fournisseur. Enfin I’ADN extrait
est stocké a -20°C.

3.5. Constructions des vecteurs de surexpression
Le clonage est assuré par la technique GATEWAY. Il est réalisé en plusieurs étapes décrites

ci-dessous et sur la Figure 17 :

a- Adénylation (ajout des bases A) des extrémités des fragments d’ADN amplifiés par PCR.
Elle est réalisée en ajoutant 300-600ng/pl des produits PCR a un mélange réactionnel de "PCR
MasterMix 2X" (ThermoFisher Scientific). Le mélange final est incubé & 72°C pendant 40 minutes.

b- Ligation des produits PCR a extrémités adénylés dans le plasmide pCR8®/GW/TOPO®.
Elle est réalisée selon le mode opératoire du kit dans un volume final de 3 pl. Le mélange
réactionnel contient les produits PCR adénylés (200-400 ng/ul), 0,5ul de solution saline diluée au
quart et 2ng/ul du vecteur pPCR8®/GW/TOPO®. Ce mélange est incubé 2h a température ambiante
(20°C-25°C).

c- Transformation des bactéries MC1022 électrocompétentes par le produit de ligation dans
pCRB®/GW/TOPO®. Elle est effectuée sur un aliquot de 40ul de bactéries électrocompétentes
froides, avec 1 a 10 ng de produit de ligation. Les bactéries sont ensuite déposées dans une cuve
d'électroporation et électroporées avec le Micropulseur TM (Biorad) sous un courant de 2,5 kV.
Juste apres le choc, 300ul de LB sont ajoutés dans la cuve. La solution bactérienne est ensuite
incubée 1h a 37°C puis étalée sur boite de Pétri LB+ spectinomycine (100mg/L), placée a 37°C
pendant 16 heures.
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d-Sélection des colonies porteuses des genes d’intérét dans le plasmide

pCR8®/GW/TOPO®. Elle est réalisée par criblage PCR en utilisant les amorces de chaque gene
et un prémix, SapphireAmp® Fast PCR Master Mix 2X (Takara Bio Inc.). Ce prémix contient une

polymérase sans activité correctrice. Le programme utilisé pour cette amplification PCR est

représenté Figure 16.

Mélange réactionnel:

Prémix (1X)

Amorce Directe (0.2pM)

Amorce Reverse (0.2pM)

ADN matriciel (50-100 ng)

Eau distillée (pour volume final de 50ul)

Dénaturation
initiale

94°C

1 min

Programme:

Dénaturation

98°C
Hybridation
5sec
Tm

5 sec

Elongation

72°C

Elongation

72°C

10sec : 3 min

Figure 16 : Mélange réactionnel et programme pour la PCR avec prémix de SapphireAmp® Fast PCR Master Mix 2X

e- Purification du plasmide pCR8®/GW/TOPO® portant le géne d’intérét. Les colonies
positives sont ensemencées dans 4 mL de LB + spectinomycine (100mg/L) a 37°C/180 rpm
pendant 16 heures. La purification du plasmide est réalisée avec le kit "NucleoSpin Plasmid”
(Macherey-Nagel) en suivant le mode opératoire du fournisseur. Le plasmide, élué dans un volume
total de 50 pl, est conservé a -20°C.

f- Quantification de I’ADN des plasmides purifiés. Elle est réalisée sur Sul de produit de
purification dilués dans 65ul d’eau osmosée, avec le spectrophotometre Biophotometer
(Eppendorf, Hambourg, Allemagne). La DOzsonm de chaque échantillon est mesurée contre un
blanc (70ul d’eau osmosée). Quinze pl du plasmide purifié sont envoyés au séquencage pour
vérifier la séquence et I’insertion du gene dans le bon sens dans le plasmide pCR8®/GW/TOPO®.

g- Recombinaison du géne d’intérét du plasmide donneur pCR8®/GW/TOPO® vers le
plasmide accepteur pGWB2 Gateway binary vector avec le kit "Gateway LR Clonase® Il Enzyme
Mix" (Thermofischer Scientific). Elle est effectuée selon le mode opératoire du fournisseur. Le
mélange réactionnel est composé de 50-150ng du plasmide donneur pCR8®/GW/TOPO®
contenant le géne d’intérét, 1ul du plasmide pGWB2 (150ng/ul), 2 ul d’enzyme LR Clonase™ et
de tampon TE pour un volume final de 8pul. Le mélange est incubé 1 heure a 25°C, puis 10 minutes
a 37°C apres I’ajout de 1 ul de protéinase K.

h- Transformation des E. coli MC1022. Elle s’effectue avec le produit de ligation en suivant
la méme procédure de transformation jusqu’a la sélection des colonies porteuses du plasmide

pGWB2 avec le géne d’intérét. La seule chose qui change est 1’utilisation de la kanamycine a la
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place de la spectinomycine. Ensuite le plasmide est purifié comme décrit dans 1’étape de
purification précédente et dosé de la méme fagon.

I- Transformation des A. tumefaciens EHA105. Elle est réalisée avec le plasmide pGWB2
contenant le géne d’intérét de la méme maniére que la transformation des E.Coli MC1022 en
incubant 4 heures a 28°C/180 rpm avant d’étaler sur milieu solide LB+ kanamycine, et en plagant
les boites de pétri a 28°C pendant 48 heures.

J- Sélection des colonies positives porteuses de la construction pGWB2 contenant le géne
d’intérét. Elle est effectuée par criblage PCR en utilisant les amorces de chaque géne. C’est avec

ces colonies d’A. tumefaciens positives que les plantes sont transformées.
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A} ADN o o0

pCR8®/GW/TOPO®

pCR8®/GW/TOPO®

pCRB®/GW/TOPO®
+ccdB

+ADN

pGWB2 +

ADN

Figure 17 : Construction des vecteurs de surexpression ; A : Etape d‘adénylation : ajout des nucléotides A aux
extrémités du fragment d’ADN. B : Insertion du fragment d’ADN dans le plasmide PCR8®. C : Transformation des
bactéries et sélection des colonies qui ont poussé sur le milieu LB+ spectinomycine. D : Purification du plasmide
PCR8® qui contient le fragment d’ADN, a partir des colonies positives. E : Réaction de recombinaison entre le
plasmide PCR8® purifié et le plasmide pGWB2. F : Transfert du fragment d’ADN dans pGWB2. G : Transformation
des bactéries avec le produit de la réaction de recombinaison. H : Purification de pGWB2+ fragment d’ADN a partir

des colonies positives
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3.6. Transformation transitoire des tomates par agro-infiltration sous vide
La transformation transitoire des tomates est réalisée par la méthode d’agro-infiltration sous

vide. Le principe est de remplacer les gaz dans les parties aériennes de la plante par une solution
qui contient des agrobactéries en suspension. Ainsi, en appliquant le vide (pression réduite de
1023.6 mbar jusqu’a 50 mbar) autour des parties aériennes de la plante plongée dans un solution
d’agrobactéries, les gaz vont sortir des stomates. Le vide est ensuite rompu pour permettre aux

agrobactéries de prendre la place des gaz (Figure 18).

Plant tomate a transformer ‘

| Dispositif pour appliquer le vide ‘

Cloche a vide

Figure 18 : Montage de ['infiltration sous vide des jeunes plants de tomate.

Les agrobactéries sont ensemencées dans 50 mL de milieu liquide LB (supplémenté de
rifampicine a la concentration finale de 20mg /L et de kanamycine a la concentration finale de
50mg/L). Elles se développent toute la nuit a 28°C/180 rpm. Le lendemain, la culture est
centrifugée 10 minutes a 6000 rpm. Le surnageant est re-suspendu dans 2mL d’eau osmosée puis
centrifugé 10 minutes a 6000 rpm. Cette étape de lavage avec de 1’eau osmosée est répétée une
deuxieme fois. Apres le lavage, le culot est re-suspendu dans 1 mL d’eau osmosée et la
concentration des agrobactéries est mesurée au spectrophotometre. Pour la mesure au
spectrophotometre, les cellules sont diluées 100X.

La solution d’agrobactéries pour la transformation des plantes correspond a un mélange
d’agrobacteries transformées avec les constructions d’intérét et d’agrobactéries transformées avec
la construction pBin6l exprimant la protéine P19. Les agrobactéries qui expriment les
constructions d’intérét doivent avoir une densité optique a 600 nm (D.O 600nm) finale de 0,2 tandis
que les agrobactéries qui expriment la P19 doivent avoir une D.O 600nm finale de 0,4 dans la
solution. Les plantes transformées sont mises dans un caisson de confinement pour 4 jours a

température ambiante (arrosage tous les 2 jours).
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3.7. Infiltration des substrats dans les tomates
Les solutions de substrats utilisées dans [’infiltration des feuilles de tomate sont

représentées dans le tableau suivant (Tableau 3) :

Tableau 3 : Solutions utilisées pour ’infiltration des plantes

Nom de la solution Substrat concentration _
1 Putrescine 5mM Eau osmosée
2 Acide caféique 5mM DMSO 2%
3 Putrescine + Acide caféique SmM DMSQO 2%

Un mL de chaque solution est mis dans un tube Eppendorf dans lequel les pétioles des
feuilles de tomates sont plongés. Le tube est disposé dans une caisse de confinement a 28°C
pendant 24 heures. La caisse est bien fermée a 1’exception de deux petites ouvertures pour
permettre 1’échange gazeux et la circulation de 1’air et placée a coté de la fenétre pour la lumiere.
Ainsi les feuilles sont infiltrées par évapotranspiration (prélevement de solution par le pétiole de la
feuille).
3.8.Infestation des tomates transformées par T. absoluta

Six larves au 2°™ et 3°™ stades larvaires sont déposées délicatement & 1’aide d’un pinceau
humide sur trois feuilles d’un plant de tomate (3 larves/ feuille). Les feuilles sont entourées par des
sachets en tissus (petites mailles) pour bloguer la migration des larves et permettre la transpiration
et la photosynthese des feuilles (Figure 19). Les larves se nourrissent sur les feuilles pendant 4

jours.

Figure 19 : Infestation des feuilles de tomate par T. absoluta
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3.9.Récolte et broyage de matiére fraiche

Les feuilles de tomate sont récoltées, rincées a 1’eau distillée pour €liminer toutes traces
d’agrobactéries puis congelées immédiatement dans de 1’azote liquide. Le broyage est réalisé avec
un mortier et un pilon en présence d’azote liquide. Deux cent mg sont pesés dans pour I’extraction
des phénolamides et 100 mg sont pesés pour I’extraction des ARNm. Les échantillons sont
conserves a -80°C.

3.10. Extraction des ARN des plantes transformées

L’extraction des ARN totaux est réalisée a partir d’une poudre de feuille broyée a 1’azote
liquide et congelée a -80°C dans des tubes Eppendorf de 1,5 mL, en suivant les recommandations
du fournisseur du kit "E.Z.N.A ® SP Plant RNA kit" (Omega Bio-tek). Les ARN sont élués dans
50 pl d’eau RNAse. La migration sur gel d’agarose par électrophorese est réalisée sur les ARN
pour valider leur présence. L’ADN génomique résiduel est dégradé par I’enzyme "Amplification
Grade DNAse" (Sigma-Aldrich). Enfin, une PCR avec les amorces du gene est réalisée pour valider
I’absence d’ADN génomique et les ARNs extraits sont dosés par spectrophotométrie et stockes a -
80°C.

3.11. PCR quantitative (QPCR)

Le niveau d’expression des geénes dans les plantes transformées est quantifi¢ par PCR
quantitative. La molécule fluorescente, le SYBER® Green, est utilisée comme indice de quantité
d’ADN dans ’échantillon. En effet, le SYBER® Green s’intercale dans le sillon de ’ADN ; ainsi,
sa fluorescence est proportionnelle a la quantité d’ ADN produits par PCR. Le mélange réactionnel
contient, du Master Mix TB green Go Taqg 2X (qui contient le SYBER Green en plus de la
polymérase « Taq », un standard de fluorescence le carboxyrhodamine (ROX), les amorces gene-
spécifiques, I’ADNCc (5ng/ul) et de I’eau ultra pure. L’ ADNCc est préparé par une réaction de reverse
transcriptase a partir de I’ARNm extrait des tomates transformées. L’ADNc est diluée & une
concentration de 5ng/ul. Le mélange réactionnel est préparé sans I’ADNCc et répartis dans les puits
d’une plaque " MicroAmp Fast Optical 96-well Reaction Plate with Barcode (0,1 mL) (Applied
Biosystem) (15uL/puit). Cing microlitres de I’ADNc sont ensuite ajoutés sur chaque puit. Une fois
que le chargement de la plaque est terminé, une centrifugation permet d’incorporer I’ADNC dans
le milieu réactionnel en méme temps dans tous les puits et 1I’élimination des bulles d’air (une minute
a 80g). Un film "iCycler iQ Opticaltape" (Bio-Rad) est ensuite appliqué sur la plaque pour éviter
la contamination et 1’évaporation des échantillons dans les puits. Enfin, la plaque est placée dans

I’appareil "StepOne Plus System" (ThermoFischer Scientific) pour réaliser la réaction PCR et
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quantifier I’ADN. Le géne de tomate TIP41 a été utilisé comme géne de référence d’expression
stable, ou "gene de ménage" (Lacerda et al., 2015a). Les différentes amorces utilisées sont
présentées dans le paragraphe 3.2 de ce chapitre.
3.12. Extraction des phénolamides

L’extraction est réalisée dans du méthanol a partir de 200 mg (matiére fraiche, MF) de
poudre de feuille broyée a 1’azote liquide et congelée a -80°C dans des tubes Eppendorf de 2 mL.
L’extraction consiste a resusprendre les 200 mg dans 1mL de méthanol 100% et 50 ul de taxifoline
(2mg/mL) (standard interne), puis incuber ce mélange une nuit a température ambiante. Le mélange
est centrifugé pendant 10 minutes a 13000 rpm. Le surnageant est récuperé et le culot re-suspendu
a part dans 1 mL de méthanol 100% a température ambiante pendant une journée. Les surnageants
récupérés apres une centrifugation de 10 minutes a 13000 rpm sont ajoutés aux autres surnageants.
Ils sont ensuite passés au speed vacuum jusqu’a évaporation totale du méthanol, pendant une nuit.
Le culot est repris dans 500ul de méthanol 70% bien mélangés puis passés a la centrifugation
(pendant 5 minutes a 13000 rpm). Enfin, les surnageants sont filtrés dans des fioles pour I’analyse
UPLC.
3.13. Constructions pour ’expression des enzymes transférases

L’expression des candidats transférases a partir des génes correspondants se déroule en
plusieurs étapes représentées dans la figure 20. Pour rappel, chaque géne est amplifié et purifié a
partir de I’ADNCc selon les paragraphes 3.3 et 3.4. Les amorces utilisées pour ’amplification des
génes, permettent d’ajouter les sites de restriction des enzymes BamH]I et Notl respectivement sur
les extrémités 5° et 3° du gene. Ces sites permettent de couper les génes par digestion puis de les
insérer dans le plasmide pET-28a par ligation.

a- Le géne est cloné dans le plasmide pCR8®/GW/TOPO®, selon les étapes décrites
dans le paragraphe 3.5 (a, b, c, d, e, f). Le clonage dans pcr8 permet de vérifier la
séquence du gene, par s€quencage, avant de I’insérer dans le vecteur d’expression pET-
28a.

b- Une fois séquence, le gene est libéré du plasmide pCR8®/GW/TOPO® par
digestion avec les enzymes BamHI et Notl. En paralléle, en utilisant les mémes enzymes,
le plasmide pET-28a est linéarisé. La digestion est réalisée pendant 1 h & 37°C, avec 0.5
ul de chaque enzyme, 2 pul d’une solution tampon « FastDigest Green10X », 7ul du

plasmide et 10 ul d’eau ultra pure pour avoir un volume total de 20 pl.
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c- Les produits de digestion sont mis a migrer sur gel d’agarose 1% par électrophorese
puis purifiés avec le kit "Nucleospin Gel and PCR Clean Up" (Macherey-Nagel, Hoerdt,
France) selon le mode opératoire du fournisseur puis doses.

d- Ensuite, le gene issu de la purification est inséré dans le plasmide pET-28a linéarisé
par ligation. Cette ligation est réalisée avec un ratio moléculaire de 3/1 du géne par rapport
au plasmide, 1ul de ’enzyme « T4 DNA ligase 1U/ul », 2ul du tampon « 10X T4 DNA
Ligase » fourni avec I’enzyme, et complété avec de I’eau ultra pure pour obtenir un volume
total de 20pul. Le mélange réactionnel est incubé 30 minutes a 22°C.

e- Deux pl du produit de ligation sont utilisés pour transformer les bactéries MC1022
éléctrocompétentes comme dans le paragraphe 3.5 (c) sauf que les bactéries sont étalées
sur des boites de pétri contenant LB et de la kanamycine (50mg/L). La sélection des bactéries
qui portent le plasmide pET-28a+ le gene, est réalisée par réaction PCR comme dans le
paragraphe 3.5 (d) et ainsi que la purification et le dosage du plasmide en suivant les mémes
étapes du paragraphe 3.5 (e et f).

f- Enfin, 1ul du plasmide purifié est utilisé pour transformer par choc thermique un
aliquots de 40ul de bactéries E.Coli BL21(DE3). Les bactéries sont sorties du congélateur a
-80°C et incubées pendant 30 minutes sur glace en ajoutant 1 pl du plasmide. Un choc
thermique est réalisé en incubant les bactéries 45 secondes & 42°C, puis sur glace pendant 2
minutes. Ensuite 300ul de LB sont ajoutés sur les bactéries et la solution est incubée 1h a
37°C puis étalée sur boite de Pétri LB+ kanamycine (50mg/L), placée a 37°C pendant 16
heures.

g- La derniére étape consiste a Vérifier la présence du plasmide dans les E. coli

BL21(DE3) qui ont poussé par criblage PCR comme décrit dans le paragraphe 3.5 (d).
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pCR8%/GW/TOPO®
+ADN

Now

ADN

pCR&®/GW/TOPO®

+ ADN pET-28a

Figure 20 : Les différentes étapes de la construction des plasmides d’expression des candidats transférase. A :
Adénylation des extrémités du gene ciblé. B/ Insertion du géne dans le plasmide PCR8®. C : Transformation des
bactéries par le produit obtenu a [’étape précédente et sélection des colonies positives qui ont poussé sur du
milieu LB + spectinomycine. D : Purification du plasmide PCR8® contenant le géne d’intérét a partir des
colonies positives. E : Réaction de digestion avec les enzymes BamHI et Notl. F : libération du géne d’intérét a
partir du plasmide PCR8® et linéarisation du plasmide pET-28a. G : Ligation par l’enzyme T4 ligase du géne
dans le plasmide pET-28a. et transformation des bactéries avec le produit de la ligation. H : sélection des
colonies positives qui ont poussé sur du milieu LB+ kanamycine, et purification du plasmide.MCS : Sites
multiples de restriction
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3.14. Induction et production des protéine transférases

L’induction de la production des enzymes transférases est réalisée dans les bactéries BL21
DE3 (paragraphe 4.1). Une colonie de ces bactéries est ensemencée dans une préculture de 5mL
LB+ Kanamycine (50mg/L) et mise en culture pendant une nuit a 37°C avec agitation a 180 rpm.
Cing cents pl de cette préculture sont utilisés pour ensemencer 50 mL de culture liquide LB+
kanamycine (50mg/L). Une fois que la D.Osoonm de la culture est comprise entre 0.5 et 0.6, la
culture est induite avec ImM d’IPTG et incubée pour 22 heures a 18°C et sous agitation a 180 rpm.
Apres 22 heures de culture, les bactéries sont récupérées par une centrifugation de 15 minutes a
4°C a une vitesse de 5000g. Ensuite les bactéries sont stockées a -20°C.
3.15. Extraction et purification des proteines transférases

Cette technique de purification se base sur la détection et I’attachement des extrémités His-
tag des protéines ciblées sur un mélange sur des billes de cobalt. Les protéines sont ensuite libérées
des billes par I'utilisation d’imidazole. Les bactéries BL21 DE3 collectées dans le paragraphe 4.15,
sont re-suspendues dans 1 mL du tampon PS8 (phosphate de sodium 50Mm, chlorure de sodium
300Mm, PH=8) + 10 mM Imidazole, dans un tube Eppendorf de 2 mL. La membrane des bactéries
est ensuite lysée par sonication (3 cycles a une puissance de 45%). Chaque cycle de sonication est
de 30 secondes. Les bactéries sont laissées sur glace pendant 30 secondes entre chaque cycle de
sonication afin de limiter leur réchauffement. Apres la sonication, la solution des bactéries est
centrifugée pendant 15 minutes a 4°C avec une vitesse de 10000g. Les surnageants sont récupérés
et utilisée pour la purification, alors que le culot (débris cellulaires) est jeté. Cent pl des surnageants
sont gardés et utilisés pour des tests d’activité enzymatique. La purification de la protéine a partir
des surnageants est réalisée grace a des billes cobalt de haute affinité en suivant le mode opératoire
du fournisseur (sigma-aldrich, H8162, HIS-Select® Cobalt Affinity Gel). Les billes de cobalt sont
fournies sous forme d’un gel qu’il faut suspendre délicatement par agitation circulaire avant leur
utilisation. Elles peuvent étre stockées a 4°C. Cent ul de ce gel sont mis dans un tube Eppendorf
de 1.5 mL et utilisés pour la purification des surnageants de sonication. Deux cents ul d’eau ultra
pure stérile sont ajoutés au 100ul du gel puis la solution est agitée délicatement et centrifugée
pendant 2 minutes a 4°C avec une vitesse de 5000g, puis les surnageants sont jetés. Cette étape de
lavage est répétée a I’identique une deuxiéme fois, puis une troisiéme fois mais avec 1 mL de
tampon PS8 contenant 20mM d’imidazole. Un mL des surnageants de sonication est ajouté sur les
billes dans le tube Eppendorf 1.5 mL et le mélange est incubé pendant 30 minutes dans un agitateur

orbital, sous agitation a 175 rpm a 4°C. Apres les 30 minutes, le mélange est centrifugé pendant 2
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minutes a 4°C avec une vitesse de 5000g et les surnageants sont jetées. Trois lavages successifs
sont réalisés avec 1 mL de tampon PS8 contenant 20mM d’imidazole, en jetant les surnageants
aprés chaque lavage. Enfin, les billes de cobalt dans le tube de 1.5 mL sont re-suspendues
doucement dans 100ul de tampon PS8 contenant 250mM d’imidazole et sont incubées pendant 30
minutes dans un agitateur orbital, sous agitation & 175 rpm a 4°C. Le mélange est centrifugé
pendant 2 minutes a 4°C avec une vitesse de 50009 et les surnageants (protéines) sont récupérés et
utilisés immédiatement pour faire des tests d’incubation enzymatiques. Un aliquot de 50uL de
chaque étape de la purification a été gardé pour suivre I’efficacité de ce protocole de purification
par SDS-PAGE (paragraphe 3.18).
3.16. Test d’incubation enzymatique
Les tests d’incubation enzymatiques sont réalisés dans des tubes Eppendorf de 1.5 mL dans

un volume total de 100pul en utilisant 10ul de I’enzyme purifiée ou des surnageants de sonication.
Le milieu d’incubation contient SmM d’EDTA, 40 a 100 uM d’ester CoA (caféoyl-CoA,
coumaroyl-CoA, féruloyl-CoA ou dihydrocaféoyl-CoA), 5 a 10 mM de polyamines (putrescine,
spermidine, spermine ou kukoamineA/B) et complété avec du tampon TrisHCI 0.1M (pH=9) pour
avoir un volume total de 100ul. Ensuite, le mix réactionnel est incubé 1 heure a 30°C puis la
réaction est arrétée en ajoutant 10ul d’acétonitrile HCI (99/1). Les tubes sont ensuite centrifugés
pendant 10 minutes a une vitesse de 13200 rpm. Puis la solution est filtrée (filtre 0,2um) a ’aide
de seringues et mise dans des flacons en vue de leur analyse en UPLC (paragraphe 3.19).
3.17. Préparation des esters de CoenzymeA

Les esters CoA sont préparés dans 1 mL de milieu réactionnel contenant 0.2mM des acides
phénoliques (acide caféique, acide coumarique, acide férulique ou acide dihydrocaféique), 1mM
DTT (dithiothréitol), 2.5mM MgCly, 2.5mM d’ATP (dissout dans 0.1M de NaPi), Coenzyme A
(0.2 Mm), et 0.02 mg/mL de I’enzyme 4CL (4-coumarate : Coenzyme A ligase) le tout dans un
tampon NaPi a 0.1M (pH=7). Le mélange réactionnel est incubé & température ambiante, sans
agitation et a I’obscurité pendant 30 minutes jusqu’a I’apparition d’une légere coloration jaunatre.
La formation des esters CoA peut étre suivie a I’aide d’un spectrophotométre a une longueur d’onde
Amax 333 nm (pour coumaroyl-CoA) et 346 nm (pour caféoyl- et féruloylCoA) contre un témoin
sans CoA (Meng and Campbell, 1997).
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3.18. SDS-PAGE

L’¢lectrophorese sur gel d’acrylamide en condition dénaturante (SDS-PAGE) permet de
séparer les protéines en fonction de leurs masses moléculaires. En effet les molécules de
dodécylsulfate de sodium (SDS) dans le gel vont se fixer sur la protéine au ratio d’environ une
molécule de SDS pour deux acides aminés. Cela permet la dénaturation de la protéine et
I’acquisition des charges négatives proportionnelles a la longueur de la chaine peptidique. Le gel
est parcouru par un courant électrique (120 V du p6le négatif vers le pdle positif pendant une heure)
entrainant une migration (variables selon leur poids moléculaires) des protéines vers le p6le positif.
Le gel est divisé en deux parties. La premiére permet la concentration des protéines et elle est
composee de 5% d’acrylamide, 125mM de Tris HCI (pH6.8), de 1% SDS, de 0.1%
tétraméthyléthylénediamine (TEMED), 0.1% de persulfate d’ammonium (APS) et d’eau distillée
pour un volume final de 5mL. La deuxieme partie du gel permet la séparation des protéines et elle
est composée de 10% d’acrylamide, 375 mM de Tris HCI (pH 8.8), de 1% SDS, 0.08% de TEMED,
de 1% d’APS et d’eau distillée pour un volume final de 10 mL. La visualisation des protéines sur
le gel est possible grace a I’addition de tampon de charge 1X (Tris HCI 125 mM pH 6.8, SDS 5%,
glycérol 20%, B-mercaptoéthanol 5%, bleu de bromophénol 0.05%, DTT 400 mM) sur les
échantillons qui seront ensuite chauffés a 100°C pendant 5 minutes. Un marqueur de masse
moléculaire (ProSieveTM QuadColorTM protein marker, 4.6 kDa-300 kDa, Lonza Rockland Inc,
Rockland, ME, Etats-Unis) est utilisé pour déterminer la taille des protéines. La migration du gel
est réalisée dans une cuve de migration contenant du tampon de migration (Tris/Glycine 1X pH
8.3).

Cette methode me permet de vérifier la production de la protéine par les bactéries BL21
DE3, et cela en comparant le profil protéique des bactéries avant et aprés induction par IPTG. La
présence d’une nouvelle bande apres induction, a la taille attendue, représente la protéine cherchée.
Ainsi une fois que la D.O. soonm de la culture bactérienne atteint une valeur de 0.6, je préleve 1 mL
de cette culture, je la centrifuge 30 secondes a une vitesse de 11000g. Ensuite je reprends dans 50pl
de PBS 1X (phosphate salin : 137mM de NaCl, 2.7mM de KCI, 10mM de Na;HPOg4 et 1.76mM
de KH2PO4) que je conserve a -20°C. Aprés 22h d’induction, je préleve 1 mL de la culture
bactérienne qui est conservé a -20°C apreés les mémes opérations que décrites auparavant. J’ai

utilisé ces prélevements comme échantillons pour le gel SDS-PAGE.
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3.19. UPLC-MS

Les analyses phytochimiques sont réalisées en chromatographie liquide a ultra-haute
performance (UPLC) (Chaine UPLC Nexera, Shimadzu, Kyoto, Japon), équipée d’un détecteur
UV SPDM20A (Shimadzu) et couplée a un spectromeétre de masse a simple quadripéle LCMS2020
(Shimadzu). La colonne utilisee pour la séparation des phénolamides est une C18 en phase inverse
(ZORBAX Eclipse Plus 150 ou 100 x 2,10 mm ; taille de particule = 1,8 um ; Agilent
Technologies) équipée d’une pré-colonne (1290 Infinity, Agilent Technologies). L’élution est
réalisée dans du méthanol additionnée de 0.1% d’acide formique et de I’eau ultra pure contenant
0.1% d’acide formique. Le débit est de 0,2mL/minute et le volume d’injection est de Sul. De
maniere générale, les analyses sont réalisées en enregistrant le spectre UV entre 200 et 600nm ainsi
que le TIC (total ion chromatographie) en ionisation positive et négative sur la gamme de m/z 100-
1200. Dans le cas précis des criblages d’activité enzymatiques une analyse en SIM (Selected lon
Monitoring) a été conduite en ciblant les produits de métabolisation attendus. Les données sont
traitées par le logiciel LabSolution puis exportées sous tableur Excel.
3.20. Analyses statistiques

La normalité des valeurs obtenus pour les différents traitements est validée en tracant
I’histogramme de distribution. La moyenne des répétitions de chaque traitement, les variances, les
écart-types et les erreurs standards sont calculés. Les moyennes sont représentées sur les
histogrammes et les erreurs standards sont utilisees comme barres d’erreurs. La significativité des
différences observées est calculée en utilisant le « Student test ou T.test » et la valeur de p est ainsi

déterminée. Si p<0.05 les différences entre les moyennes sont considéréesé significatives.

4.Résultats

4.1. Identification des génes candidats impliqués dans ’accumulation de phénolamides chez
la tomate
4.1.1. lIdentification par BLAST protéique

Pour identifier des génes candidats impliqués dans la régulation de 1’accumulation de
phénolamides chez la tomate, notre stratégie a consisté a rechercher des orthologues de genes
caractérisés chez N. attenuata. Je me suis concentrée sur la recherche d’orthologues des facteurs
de transcription NaMYB8 et NaMYC2, tous deux impliqués dans la régulation de la voie de
biosynthése des phénolamides en réponse a un stress herbivorie (Onkokesung et al. 2012;

Woldemariam et al. 2013). Ces deux facteurs de transcription sont positionnés assez haut dans la
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voie de régulation ce qui en fait des candidats de choix dans I’optique de moduler I’accumulation
d’un ensemble de phénolamides. La disponibilit¢ du génome de Ila tomate
(https://solgenomics.net/) m’a permis de réaliser cette recherche par le biais d’une analyse BLAST
protéique en prenant comme sequence de référence, la séquence protéique de NaMYBS8 et
NaMY C2 contre les séquences traduites du génome de tomate.

L’analyse BLAST en utilisant comme référence la séquence protéique de NaMYB8 a
permis de révéler 4 candidats présentant une identité supérieure a 45% sur I’intégralité de leurs
séquences (Figure 21). Sur la base de cette analyse le gene Solyc06g083900.2 ressort avec une
identité protéique de 1’ordre de 67% en comparaison de NaMYB8. Une analyse BLAST basee sur
la séquence nucléotidique de NaMY B8 fait de nouveau ressortir le géne Solyc069g083900.2 avec

une identité nucléotidique de I’ordre de 79% (voir Figure 77 en annexe).

40 40-50 50-80 80-200 >=200

Query length (272)
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71.30

Figure 21 : Les génes dont la séquence protéique présente des homologies avec la protéine du gene NaMYB8 chez la
tomate par BLAST sur le génome de la tomate (https://solgenomics.net/). Les séquences d’acides aminés homologues
sont représentées en couleur selon leurs nombre, Query lengh nombre d’acides aminés de la séquence protéique de
NaMYB8, ID% : pourcentage d homologie.



https://solgenomics.net/
https://solgenomics.net/

La méme analyse a été conduite avec les séquences protéiques et nucléotidiques de
NaMYC2. L’analyse BLAST sur les séquences protéiques a permis d’identifier un seul gene
(Solyc08g076930.1) codant une protéine avec une identité au-dela de 71% sur I’ensemble de la
séquence (Figure 22). Un second gene (Solyc08g005050.2) présente une forte identité avec
NaMYC2 dans les régions N- et C-terminale de la séquence protéique (Figure 22). L’analyse
BLAST sur les séquences nucléotidiques de NaMY C2 fait ressortir le géne Solyc08g076930.1 en
premier avec une identité nucléotidique de 1’ordre de 83.19%. Alors que le géne Solyc08g005050.2
ressort en deuxiéme, avec une homologie nucléotidique de 75.15% et 86.40% respectivement dans

les régions N et C terminales du géne (voir Figure 78 en annexe).

Solyc08g005050.2 I 58.90
=——————j_ 70.00
Solyc10g009290.1 47.39
I 4180
Solyc01g096050.2 4053
3769

Solyc019096370.2 4485
4178

Solyc08g083170.1 4189
21 57

Solyc109009270.2 | 4179
32:80

Solyc08g008600 2 41.38
35.86

Solyc069083980.1 I 4713
26.15

Solyc059050560.1 4059
3396

Solyc08g08 114012 3469
Solyc09g065 100H 3582
2905

Solyc01g106460 2 3429
Solyc099091760.1 2976
Solyc08g062780.1 4000
Solyc06g064580.1 32,39
Solyc069064590.1 3214
Solyc029091820.1 3400
Solyc06g051550.2 37130
Solyc02g091810.1 4409
Solyc069068870.2 37.29
Solyc07g018010 2 6444
Solyc03g118310 2 5077
Solyc02g091800.2 31.68
Solyc01g081100.1 2599

Figure 22 : Les genes dont la séquence protéique présente des homologies avec la protéine du géne NaMYC2 chez la
tomate par BLAST sur le génome de la tomate (https://solgenomics.net/). Lles séquences d’acides aminés homologues
sont représentées en couleur selon leurs nombre, Query lengh nombre d’acides aminés de la séquence protéique de
NaMYC2, ID% : pourcentage d’homologie.
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4.1.2. Etude du niveau d’expression de genes candidats dans les feuilles de tomates soumises
a I’herbivorie de T. absoluta

Afin de conforter I’identification des génes Solyc06¢g083900.2 et Solyc08g076930.1
comme de possibles orthologues de NaMYB8 et NaMY C2 chez la tomate, nous avons Vérifié leur
niveau d’expression dans des feuilles soumises a I’herbivorie de T. absoluta. L’herbivorie induisant
I’accumulation de nombreux phénolamides, notre hypothese était que le niveau d’expression de
genes impliqués dans la régulation de leur biosynthése serait fortement stimulé. Pour notre analyse
nous avons comparé¢ les niveaux d’expression des génes ressortis de 1’analyse BLAST dans les
données RNAseq de feuilles de tomates soumise ou non a 1’herbivorie de T. absoluta.

Parmi les candidats orthologues de NaMYB8, Solyc06¢g08900.2 constitue le géne dont
I’expression est la plus induite a 5h et 24h. Une analyse globale des données RNAseq a permis
d’identifier que sur les 26411génes exprimés dans les feuilles, 4304 sont significativement élicités
par I’herbivorie a 24h. En classant les geénes sur la base de I’amplitude de leur induction,
Solyc06g083900.2 apparait dans le top 100 des génes les plus induits aprés 5h et 24h (Tableau 4).
Le méme classement réalisé sur les candidats orthologues de NaMYC2, a montré que le gene
Solyc08g076930.1 constitue le géne qui est le plus induits (Top700) a 5h et 24h et a le plus haut

niveau d’expression parmi les candidats (Tableau 4).

Tableau 4 : Classement et niveau d’expression (au bout de 5h et 24h d’herbivorie) des génes homologues a NaMY B8
et NaMY C2 parmi les 1000 genes les plus induits selon [’analyse différentielle des banques RNAseq de tomate infestées
ou non par T. absoluta .

Taux d’expression de 'ARN au bout de 5 Taux d’expression de I'ARN au bout .
% Homologie
heures de 24 heures
Orthologues Geénes Plantes saines/
Classement selon \ Classement selon o P,
% : Plantes saines/ , < Plantes protéique | nucléotidique
Lol Plantes infestées Karnplitase infestées
d'induction d’induction
Solyc06g083900.2 61 11.6 / 1051.66 53 4.6/ 710.6 67.51 11.9
Solyc06g053610.2 628 14.6/ 46.3 746 9/30 46.50 79.40
NaMYB8
Solyc05g055030.1 108 0.3/14.3 81 2.3/102.6 55.56 75.36
Solyc09g090130.2 860 20.6/ 48 861 30.3/91 47.65 75
Solyc08g076930.1 462 416.6/ 1689.6 677 235.6 / 846.6 71.25 83.19
Solyc05g050560.1 235 77/ 662 686 60.6/211.33 40.59 77.53
NaMYC2
47.39
Solyc10g009290.1 419 73/ 273 419 21.33/ 55.66 78.70
41.80

Au final, la combinaison de critéres d’homologie et de critéres d’expression dans les feuilles

de tomates soumises a I’herbivorie nous a permis de révéler les deux génes Solyc06g083900.2 et
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solyc08g076930.1 comme génes candidats dans la régulation de 1’accumulation des phénolamides
chez la tomate.
4.2. ldentification des genes codant pour des enzymes N-hydroxycinnamoyl transférases
impliquées dans la voie de biosynthese de phénolamides chez la tomate

Pour identifier des genes candidats, la stratégie que nous avons adoptée a été de rechercher
dans les données différentielle RNAseq des génes de la famille des acyltransférases, dont
I’expression est fortement stimulée dans les feuilles soumises a I’herbivorie de T. absoluta. Cette
stratégie s’était révélée efficace pour I’identification des geénes SIPHT1 et SIPHT2 codant tous deux
des putrescine hydroxycinnamoyl transférases et dont le niveau d’expression est parmi les plus
fortement induits entre les feuilles témoins et celles soumises a I’herbivorie (SIPHT2 étant le gene
le plus fortement induit a 5h et SIPHT1 est dans le top100). En suivant cette stratégie nous avons
pu identifier 8 genes annotés « acyltransférase » parmi les 250 génes les plus induits apres 5h et
24h d’herbivorie (en excluant SIPHT1 et 2) (Tableau 5). Ensuite, nous avons regardé I’homologie
de ces génes par rapport a des spermine transférases caractérisées chez les autres plantes et qui
présentent des activités enzymatiques capable de donner des phénolamides proches de ce qu’il y a
chez la tomate (Tableau 5). Notamment les Sr/SmSpmHT et Sr/SmSHT (spermine et spermidine
transférase chez la morelle de Balbis et I’aubergine respectivement) et DH29 et CVV86 chez le tabac.
De cette comparaison il ressort que 6 des 8 candidats présentent une homologis supérieures a 30%
avec au moins une des spermidine/spermine transférases. Les cacndidats SHT7 et 8 présentent des

homologies protéiques de plus de 60% avec CV86 et Sr/SmSpmHT respectivement.

Tableau 5 : Les genes candidats pour des spermine et spermidine transférases en fonction de leur classement dans la
banque ARNseq et leurs pourcentages d’homologie.

Classement selon
I'amplitude % d’homologie protéique
Génes d'induction Nom attribué
5h 24h | SmSpmHT | SrSpmHT cvse DH29 | SmSHT | SrSHT

Faible homologie

S"'V‘O’g‘lms”"‘l 23 55 393 393 402 445 20 196 SHT1
<20%
5“'"023‘1’9313“‘2 47 86 153 156 155 17 182 18 SHT2 |
Solyc05g015800.2 il I
olyc05g .

. 68 126 16.5 16.5 14.8 17.1 19.2 18.2 SHT3 A5%<%<60% |
Solyeo7ef083801 | 127 | e 407 40.7 2.9 4538 208 20.4 SHT4 Ee |
S°'V‘125‘1’°543°'1 142 217 435 435 516 495 195 183 SHTS Forte homologie
s°""°351175°°'2 187 477 187 19 17.4 18.4 35.8 36 SHT6

12 1
Solye g(lnssno 198 307 485 48.5 63.1 46.4 213 19.9 SHT7

Solyc12g010980.1
olye 31 230 82 70 70.3 51.6 45.9 21.6 20.8 SHTS
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4.3. Expression des protéines transférases
4.3.1. Clonage et construction des vecteurs d’expression des transférases

L’ADNCc issus d’ARN de feuilles de tomate (Better Bush) infestées par T. absoluta pendant
5h est utilisé comme matrice pour amplifier les génes candidats (Tableau 2). L’ADNc a permis
d’amplifier 5 génes (SHT3, SHT4, SHTS5, SHT7 et SHTS) (Figure 23). Alors que les 3 génes
SHTI1, SHT2, et SHT6 n’ont pas été amplifiés, méme en utilisant une autre matrice d’ADNc
(provenant des feuilles de tomates récoltées Better Bush aprés 24h d’infestation par 7. absoluta).
En suivant la méthode de clonage décrite dans le paragraphe 3.13, nous avons réussi a cloner les
5 geénes dans le vecteur d’expression pET28-a et a transformer les bactéries E. coli BL21 DE3. Les
geénes SHT1 et SHT2 ont été synthétisés et clonés dans le vecteur d’expression pET28-a par la

société « Genecust ». nous avons ensuite transféré ces deux plasmides dans des E. coli BL21 DE3.

Figure 23 : Les constructions dans le vecteur pET28-a des génes de transférases. Kb : kilobases, les bandes de plus
que 3kb représentent des amplifications aspécifiques du vecteur.

4.3.2. Production et purification des protéines transférases

Pour confirmer I’induction de production de nos génes d’intérét, nous avons utilisé
plusieurs contréles. Le premier est le vecteur vide pET-28a que nous utilisons comme controle
négatif pour les analyses de métabolisation. Nous avons également choisi deux contrdles positifs.
Tout d’abord, le vecteur pET-28a exprimant le géne SIPHT3. SIPHT3 a été caractérisée comme

une putrescine N hydroxycinnamoyl transférase par ce systéme d’expression. Notre deuxieme

A .- .y o , ™ .
contr6le positif est constitue de bactérie transformée avec le vecteur pMAL . Ce vecteur exprime

la protéine fixatrice du maltose (MBP : maltose binding protein) sous le contrdle d’un promoteur
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inductible par IPTG et donne une grosse bande a 42.5K Da. Ce contdle nous permet de valider
I’induction de I’expression par IPTG (Figure 24).

Nous avons procédé a I’expression des 7 génes candidats dans le BL21 DE3 comme décrit
dans le paragraphe 3.13. Nous avons vérifi¢ la production des enzymes par SDS-PAGE
(paragraphe 3.18), (Figure 24). Une bande épaisse apparait a la taille attendue pour le géne SHTS
apres induction et aussi pour le géne SHT4 et SHT1 (profil induit I, Figure 24-B), en comparant
avec le témoin négatif induit. Ces bandes sont moins intense apres purification (profil €lué E) pour
chaque gene (Figure 24). Les génes SHT7 (Figure 24-A) et SHTS (Figure 24-C) montrent des
profils induits (I) avec des bandes l1égérement plus intenses que celles du témoin négatif a la taille
attendue, ce qui indique probablement une production de la protéine. Alors que les profils induits
(I) des genes SHT3 (Figure 24-C) et SHT2 (Figure 24-D) ne présentent pas de différence du profil
témoin négatif.

La Figure 24 montre aussi que la purification des protéines (profil élue E) ne permet pas
d’obtenir une bande nette et intense pour la majorité des génes et méme le contrdle positif SIPHT3.
Par contre pour les deux génes SHT1 (Figure 24-D), SHT4 (Figure 24-B) et SHT8 (Figure 24-A)

la purification permet d’obtenir des bandes nettes a la taille attendue (profil élue E).
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Figure 24 : Photos de gel de SDS-PAGE. A : Profil des bactéries transformées par SHT8 et SHT7 en comparant avec
le profil des bactéries controle négatives. B : Profil des bactéries transformées par SHT4 en comparant avec celui des
bactéries transformées avec SIPHT3. C : Profil des bactéries transformées par SHT3 et SHT5 en comparant avec le
profil des bactéries contr6le négatives et positives. D : Profil des bactéries transformées par SHT1 et SHT2 en
comparant avec le profil des bactéries transformées avec SIPHT3. NI : profil échantillon Non Induit, I : profil
échantillon Induit, E : profil protéine élue aprés purification. Contrdle - : E. coli BL21 DE3 transformées avec le

vecteur d’expression pET-28a vide, contrdle + : E. coli BL21 DE3 transformées avec le plasmide pMALTM, SIPHT3 :
le vecteur pET28-a avec le géne SIPHT3 dedans, utilisé comme contrdle positif aussi pour toute la production, et la
purification de la protéine. L astérix rose représente la taille de la bande attendue et les fleches rouges montrent les

bandes des protéines produites.
4.4. Tests d’activité enzymatique

Les tests d’activités enzymatiques sont réalisés comme décrits dans le paragraphe 3.16.
Le but de ces tests est de trouver 1’activité enzymatique qui permet de synthétiser des dérivés
spermine et spermidine chez la tomate, notamment 1’enzyme capable de synthétiser le N1, NS,
N14-tris-(dihydrocaféoyl) spermine. L’activité enzymatique du géne S/IPHT3 est utilisée comme
témoin positif du milieu réactionnel, des conditions et des substrats utilisés, puisque son activité
enzymatique a préalablement été caractérisée.

Les surnageants de sonication des bactéries transformées avec le vecteur pET28-a vide sont

utilisés comme témoin négatif. Dix pl des surnageants de sonication des bactéries transformées
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avec les vecteurs pET28-a contenant les géenes SHT1, SHT2, SHT3, SHT4, SHTS, SHT7, SHT8
sont utilisés pour les réactions enzymatiques (paragraphe 3.16). Les différents substrats utilisés
sont représentés dans le Tableau 6. Les analyses a I’'UPLC des milicux réactionnels apres
incubation, n’ont pas permis de réveéler la présence des produits attendus. Le contréle positif en
revanche a permis de confirmer que les conditions d’incubation étaient compatibles avec une
activité de type N-transférase (activité PHT dans ce cas précis).

Tableau 6 : Les différents substrats utilisés et les produits attendues (en gras le produit essentiellement cherché)

Polyamine et =ik
phénolamides Dihydrocaféoyl-CoA Caféoyl-CoA Feruloyl-CoA _
Dihydrocaféoyl Coumaroyl spermine
. .y y. . | Caféoyl spermine mono, di, Feruloyl spermine mono, .y .p ,
Spermine spermine mono, di, tri . A . s ) o mono, di, tri ou tétra
) 7 tri ou tétra substitué di, tri ou tétra substitué o
ou tétra substitué substitué
Dihydrocaféoyl Coumaroyl spermidine
.. .y. ¥ . Caféoyl spermidine mono, Feruloyl spermidine mono, y p )
Spermidine spermidine mono, di, o ; L, R ; e mono, di, tri ou tétra
. , C, di, tri ou tétra substitué di, tri ou tétra substitué o
tri ou tétra substitué substitué
. Dihydrocaféoyl , . . .
Putrescine ¥ . ¥ Caféoylputrescine Feruloylputrescine Coumaroyl putrescine
putrescine
. Dihydrocaféoyl 3
Kukoamine y . y, Mono ou di caféoyl Mono ou di feruloyl Mono ou di coumaroyl
spermine tri ou tétra ) ) . . , . . i .
A/B substitué dihydrocaféoyl spermine dihydrocaféoyl spermine dihydrocaféoyl spermine

4.5. Validation des activités in vivo des genes par transformation transitoire des tomates
4.5.1. Clonage et construction des vecteurs de surexpression

Afin de créer des lignées de tomate dans lesquelles le niveau d’accumulation des
phénolamides est supérieure a celui des plantes non transformées, il faut insérer (grace a des
vecteurs de surexpressions) dans le génome des plantes (d’une manicre stable et transmissible entre
les générations) plusieurs copies des genes de biosynthese ou des genes qui contrdlent la
biosynthése des phénolamides. De cette maniere, les plantes expriment plus ces geénes, ce qui
conduit a une augmentation d’accumulation des métabolites ciblés. Le paragraphe 4.1 explique
le choix des génes ciblés. J’ai cloné le géne solyc062083900.2 et le géne Solyc08g076930.1 dans
le vecteur pPGWB2 comme décrit dans le paragraphe 3.5. Les génes S/IPHT1 et SIPHT2 étaient
déja clonés dans le vecteur pGWB2, alors que les genes SIPHT3 et SIPHT4 étaient dans le vecteur
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PCRS. J’ai poursuivi donc, le clonage des S/IPHT3 et SIPHT4 dans pGWB2 en réalisant une

réaction de recombinaison (Figure 25).

Figure 25 : Les constructions de surexpression dans le vecteur pGWB2. Kb : kilobases. Les tailles des génes sont
SIPHT1 : 1.332kb, SIPHT2 : 1.332kb, SIPHT3 : 1.335kb, SIPHT4 : 1.335kb, solyc06g083900.2 : 0.837kb,
Solyc08g076930.1 : 2.070kb. Les bandes de plus que 3kb représentent des amplifications aspécifiques du vecteur.

4.5.2. Validation des activités in vivo des génes par transformation transitoire des tomates
Apres avoir construit les vecteurs de surexpressions, j’ai effectué des transformations

transitoires avec ces constructions pour valider leur fonctionnalité et valider in vivo le role des
génes ciblés. J’ai commencé par les constructions qui permettent de surexprimer le géne SIPHT1,
SIPHT2 et solyc06g083900.2. Ainsi, la surexpression de ces génes apres la transformation
transitoire des plantes sera un indice de la validité du systeme.

Jai réalisé I’expression transitoire sur 4 plantes par construction et je 1’ai comparé a 4
plantes témoins transformées avec le vecteur vide. Apres 4 jours de transformation, J’ai récolté les
feuilles puis je les ai broyées pour en extraire les composés phénoliques et ’ARNm en vue
d’analyses d’expression de géne en qPCR. Les données de qPCR ont bien montré une
surexpression des génes au bout de 4 jours pour les différentes constructions en les comparant avec
le niveau d’expression de ces mémes geénes dans les plantes témoins (Figure 26). Les RQ moyens
des plantes surexprimant SIPHT1, SIPHT2 et Solyc06g083900 sont respectivement 208 fois, 100
fois et 40 fois plus élevés que les RQ moyen calculés sur les plantes non transformées (Figure 26).
Les résultats des qPCR confirment la validité des constructions réalisées, ce qui me permettra
d’utiliser ces constructions dans la suite de mes travaux de thése, notamment la transformation

stable. J’ai regardé en plus dans les feuilles qui surexpriment solyc06g083900.2 le niveau
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d’expression des génes SIPHT1 et SIPHT2. Les résultats de qPCR n’ont cependant montré aucune
surexpression de ces deux genes dans les feuilles des plantes qui surexpriment solyc06g083900.2

par rapport aux feuilles témoins.
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Figure 26 : Les moyennes des RQ du niveau d’expression des genes SIPHTI, SIPHT?2 et solyc06g083900.2 dans les
plantes transformées avec les constructions de surexpression (en vert) et les plantes transformées avec le vecteur vide
(en bleu). P<0.05 (p value). 1,2,3,4 : plantes transformées avec le vecteur de surexpression. 5,6,7,8 : plantes
transformées avec le vecteur vide. le ratio d’expression (Relative quantification-RQ) représente le niveau d’expression
du geéne ciblé par rapport a un calibrateur®.

Sur ces mémes échantillons, nous avons analysé 1’accumulation en phénolamides dans les
feuilles et les tiges, en suivant spécifiguement les accumulations de caféoylputrescine (CP), de
Kukoamine A et B (kukA/B), de N1, N10-bis-(dihydrocaféoyl) spermidine (DHC spermidine) et
de N1, N5, Nl14-tris-(dihydrocaféoyl) spermine (TDHC spermine). Dans le cas des plantes
surexprimant SIPHT1 et SIPHT2 étonnamment, aucun de ces métabolites n’a pu étre détecté dans

les plantes (feuilles et tiges) transformées ni dans les plantes témoins (Figure 27).

4Un échantillon témoin dans lequel le niveau d’expression du géne sera considéré référence pour comparer, par rapport
a lui, le niveau d’expression du géne dans les autres échantillons. Le RQ du calibrateur a la valeur arbitraire de 1. Une
valeur de 10 signifie une expression du géne dix fois plus que celle du calibrateur et au contraire une valeur de 0,1
signifie une expression dix fois moindre que celle calibrateur.
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Figure 27 : Profil des chromatogrammes UPLC-MS en analyse SIM sur un échantillon de feuille transformé
transitoirement avec SIPHT1. En couleur la place des pics attendues pour chaque molécule. L’ion 251(+) permet de
détecter deux isomeres de la caféoylputrescine, l’'ion 531 (+) permet de détecter les isomeres Kukoamine A et B, ['ion
474 (+) permet de détecter le N1, N10-bis-(dihydrocaféoyl) spermidine et l’ion 695 (+) permet de détecter le N1, N5,
N14-tris-(dihydrocaféoyl) spermine.

Les analyses UPLC des échantillons qui surexpriment le géne solyc06g083900.2 n’ont pas
montré d’effet significatif sur I’accumulation de CP ni des autres phénolamides ciblées par rapport

aux plantes témoins, que ce soit dans les feuilles (Figure 28) ou dans les tiges (Figure 29).
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Figure 28 : Moyennes des aires de pics des molécules détectées dans les feuilles des plantes qui surexpriment
solyc06g083900.2 (en orange) en comparaison avec celles dans les feuilles des plantes contrdles transformées avec
le vecteur de surexpression vide (en vert). CP : Caféoylputrescine, DHC spermidine : N1, N10-bis-(dihydrocaféoyl)
spermidine, TDHC spermine : N1, N5, N14-tris-(dihydrocaféoyl) spermine. KukoA/B : Kukoamine A et B. p >0.05 (p
value)
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Figure 29 : Moyennes des aires de pics des molécules détectées dans les tiges des plantes qui surexpriment
solyc06g083900.2 (en orange) en comparaison avec celles dans les tiges des plantes contrdles transformées avec le
vecteur de surexpression vide (en jaune). CP : Caféoylputrescine, DHC spermidine : N1, N10-bis-(dihydrocaféoyl)
spermidine, TDHC spermine : N1, N5, N14-tris-(dihydrocaféoyl) spermine. KukoA/B : Kukoamine A et B. p>0.05 (p
value)

D’apres les résultats de qPCR, les enzymes codées par SIPHT1 et SIPHT2 et le facteur de
transcription codé par solyc06g083900.2 sont bien surexprimes dans les plantes. Cependant, leur
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expression ne se traduit pas par une modification de I’accumulation de phénolamides dans les tissus
comme attendue. Ceci est d’autant plus étonnant que la fonction des SIPHT1 et SIPHT2 a été
caractérisée in vitro. Nous avons écarté I’hypothése d’erreur dans la séquence des genes en
procédant une nouvelle fois a un séquencage des plasmides portés par les agrobactéries. Nous
avons formulé plusieurs hypothéses pouvant mener a ce résultat. La premiére est qu’un délai trop
court entre 1’agro-infiltration et la récolte des plantes n’a pas permis d’observer une accumulation
significativement plus importante de phénolamides. La deuxieme est que I’absence d’accumulation
est liée a un manque de substrat dans les plantes. Le caféoyl-coA et la putrescine sont deux
métabolites impliqués dans plusieurs autres voies de biosynthéses. Leur disponibilité pourrait ainsi
étre limitante. Nous avons mis en place des expérimentations spécifiques destinées a tester ces
hypothéses.

4.6. L’accumulation des phénolamides dans la plante nécessite-t-elle plus de 4 jours pour étre
observable ? Etude cinétique de la corrélation entre la surexpression de SIPHTL1 et
I’accumulation de caféoylputrescine

Pour répondre a cette question, nous avons réalisé des transformations transitoires de 24

plantes de tomates agées de 20 jours. Douze de ces plantes sont transformées avec
pGWB2+SIPHT1 et 12 autres avec le vecteur pGWB2 vide comme témoins. Nous avons réalisé 4
échantillonnages, apres 4, 6, 8 et 11 jours de transformation. A chaque fois, nous avons utilisé 3
plantes pPGWB2+SIPHT1 et 3 plantes pPGWB2 vide, que nous avons rincées avec de 1’eau distillée
et dont j’ai extrait I’ARN et les composés phénoliques. Le RQ est calculé a chaque fois par rapport
a une plante témoin récoltée le méme jour que les autres plantes. Les analyses des données gPCR
ont bien montré une surexpression du géne SIPHT1 au bout de 4 jours de transformation et qui se
maintient jusqu’au 11°™jour, avec une légére augmentation au 6°™ puis 8°™ jour (Figure 30).
Cependant, aucune accumulation de CP ni d’autre phénolamides dans ces plantes n’est détectée,
méme pour les plantes témoins. Méme a 11 jours de surexpression du géne SIPHT1, les plantes ne

sont donc pas capables de suraccumuler la molécule CP ni d’autres phénolamides.
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Figure 30 : Moyennes des RQ du niveau d’expression du géne SIPHTI dans les plantes qui surexpriment SIPHTI
(1,2,3) par rapport aux plantes contréles (4,5,6) en fonction du temps. P<0.05

4.7. La quantité de substrats nécessaires a la synthése de caféoylputrescine dans les plantes
est-elle insuffisante ? Influence de DPinfiltration des substrats dans les tomates qui
surexpriment le gene SIPHTL1 sur I’accumulation de caféoylputrescine

Dans le but d’identifier si I’'un des substrats nécessaires a la synthése de CP est limitant

pour nos expériences d’expression transitoires, j’ai réalisé I’expérience suivante. Trois plants de
tomates agées de 20 jours sont transformées pour surexprimer le gene SIPHT2 et 3 autres plantes
témoins sont transformées avec le vecteur pGWB2 vide. Aprés 4 jours de transformation, j’ai
récolté trois feuilles par plantes et j’ai infiltré les substrats nécessaires a la synthése de CP, soit de
la putrescine (5SmM), de I’acide caféique (5SmM) ou les deux combinés en immergeant le pétiole de
chaque feuille dans 1.5 mL de solution de substrat, comme décrit dans le paragraphe 3.7. L’acide
caféique a été préféré au caféoyl-coA dans la mesure ou ce dernier est assez instable. Vingt-quatre
heures aprés I’infiltration des substrats j’ai broyé les feuilles de tomate a 1’azote liquide et j’ai

extrait les phénolamides.

Les données de I’'UPLC pour les feuilles aprées 4 jours de transformation, n’ont pas montré
d’effet significatif sur CP quelle que soit le substrat infiltré (Figure 31). Par ailleurs, nous

observons des variations importantes du niveau d’accumulation d’autres phénolamides comme la
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TDHCSpermine, mais ces variation apparaissent non significatives en raison d’un variabilité trés

forte entre échantillons (Figure 31).
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Figure 31 : Moyennes des aires de pics des molécules détectées dans les feuilles des plantes qui surexpriment SIPHT2
apres 4 jours de transformation, en comparaison avec celles dans les feuilles des plantes contrdles transformées avec
le vecteur de surexpression vide (contréle) apreés infiltration avec de ['acide caféique (AC). CP : Caféoylputrescine,
DHC spermidine : N1, N10-bis-(dihydrocaféoyl) spermidine, TDHC spermine : N1, N5, N14-tris-(dihydrocaféoyl)
spermine. KukoA/B : Kukoamine A et B. p>0.05 (p value).

Les tests d’infiltration ont montré beaucoup de variabilité dans ’accumulation des

phénolamides dans les feuilles, la manipulation des feuilles joue certainement un réle essentiel

dans cette variabilité. Cette approche d’infiltration de substrat n’ayant pas donné satisfaction, j’ai

tenté une autre stratégie consistant a utiliser T. absoluta comme effecteur de la voie des

phénolamides.
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4.8. L’herbivorie de T. absoluta en combinaison avec la surexpression de la SIPHT1 peut-
elle conduire a une suraccumulation de la caféoylputrescine dans les plantes transformées ?
Les travaux réalisés dans la thése de Victoire Coqueret (2017), ont montré que 1’herbivorie

de T. absoluta entrainent une accumulation de phénolamides dans les tissus de tomate, suggérant
une induction générale de cette voie de biosynthése. L’hypothése étudiée dans ce paragraphe est
que I’utilisation de I’infestation par T. absoluta permettra de surmonter le manque des substrats
dans les plantes de tomate qui surexpriment SIPHT1 et ainsi permettre a ces derniéres d’accumuler
plus de CP. J’ai confirmé les résultats obtenus par V. Coqueret par une étude comparative des
teneurs en phénolamides dans les feuilles et tiges de tomates soumises ou non a I’herbivorie de T.
absoluta (figure en annexe).

Suite a cette analyse préliminaire, j’ai transformé 5 plantes de tomate agées de 20 jours par
le vecteur pGWB2+SIPHT1 et 5 autres plantes témoins par le vecteur pGWB2 vide. Apres 4 jours
de transformation, j’ai infesté 3 feuilles de chaque plante par 3 larves de T. absoluta. Les
phénolamides sont extraits a partir des feuilles locales (FL) ou a eu lieu I’herbivorie et des feuilles
systémiques (FS) infestées.

De maniére générale, les analyses a ’'UPLC ont montré une plus forte accumulation de CP
que de dérivés spermine quelque soient les plantes (Figure 32). Dans les feuilles locales, la
surexpression de SIPHT1 conduit & une augmentation de CP en comparaison des plantes contrdle.
La tendance est cependant inversée dans les feuilles systémiques. Les autres phénolamides mesurés
ne sont en revanche pas affecté par la surexpression de SIPHT1 (Figure 32). Dans les tiges, la
méme tendance est observée avec une augmentation de CP dans les tiges locales des plantes

surexprimant SIPHT1 et une diminution dans les tiges systémiques (Figure 33).
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o 000000 nq3gr68
5
S 500000
[%;]
@
o
8 400000
o
8y 238718
» T 300000
£2
© 60000 1532 36570 45594
o 1o 11042.2 44178.2
@ 8726 31481 34703.6
< 100000 I 20985
o 3831.8 159909 29249.8
o 6294.4 =
= 0 T
cp DHC spermidine TDHC spermine KukA/B
ETLSIPHT1 TSSIPHT1 MW TLcontréle BTS contréle

Figure 33 : Moyennes des aires de pics des molécules détectées dans les tiges locales (TL) systémiques (TS) des plantes
de tomate infestées par T.absoluta surexprimant SIPHT1 (SIPHTL) et des plantes transformées avec le vecteur vide
infestées (controles). CP : Caféoylputrescine, DHC spermidine : N1, N10-bis-(dihydrocaféoyl) spermidine, TDHC
spermine : N1, N5, N14-tris-(dihydrocaféoyl) spermine. KukoA/B : Kukoamine A et B. p>00.05 (p-value).

76



5. Discussions

Les travaux présentés dans ce chapitre avaient pour objectif d’identifier des geénes impliqués
dans I’accumulation des phénolamides élicités par I’herbivorie de T. absoluta chez la tomate. De
plus, j’ai cherché a valider les constructions de surexpression qui me seront utiles pour la création
des lignées de tomate modifiées pour I’accumulation en phénolamides.

5.1. La transformation transitoire a permis de valider les constructions de surexpression...

En perspective de la construction de lignées stables de tomate dont 1’accumulation sera
modulée (chapitre 3), j’ai construit les vecteurs d’expression exprimant les différents génes codant
des putrescine hydroxycinnamoyl transférases de tomate (SIPHT1, SIPHT2, SIPHT3, SIPHT4)
ainsi que 1’orthologue de NaMYBS (solyc06g083900.2). Afin de vérifier ces constructions, j’ai
conduit plusieurs essais d’expression transitoire qui m’ont permis de confirmer que les différentes
constructions sont bien surexprimées chez la tomate. La transformation transitoire des tomates a
bien montré une surexpression des genes SIPHT1, SIPHT2, et solyc069g083900.2 par analyse des
échantillons par qPCR apres 4 jours d’agroinfiltration. Puisque les échantillons d’ARNm sont
traités par une DNAse capable de dégrader toute contamination d’ADN (provenant des
agrobactéries) avant la synthése de leur ADNc convenable, la surexpression est donc due a

I’insertion des génes sous I’effet du promoteur 35S dans le génome des plantes.

5.2. ...mais n’a pas permis de valider clairement le role de ces génes in vivo
Parallélement a la validation des constructions a travers la transformation transitoire, je

cherchais aussi a valider le role des génes in vivo dans 1’accumulation des phénolamides,
notamment les génes SIPHT qui peuvent étre considérés comme des controles positifs, puisque les
tests d’activité enzymatiques in vitro ont confirmé leur activité de synthése de CP. Au contraire de
la surexpression des genes, la CP n’est pas accumulée dans les tomates transformées
transitoirement. Les chromatogrammes des analyses a I’UPLC n’ont montré aucune accumulation
de phénolamides dans les plantes transformées avec les génes SIPHT1, SIPHT2 et celles
transformées avec le vecteur vide. La surexpression de solyc06g083900.2 n’a montré aussi aucune
accumulation significative de phénolamides. Sachant que normalement CP est présente en faible
quantité dans les tomates saines, cela pose la question de I’impact des conditions de cultures.
L’expérience de transformation par SIPHT1/2 et celle de solyc06g083900.2 n’ont pas été réalisé
en méme temps. Ainsi il existe une différence dans les conditions de cultures notamment 1’intensité

lumineuse du jour. Toutes les plantes utilisées ont été cultivées dans une petite serre chauffée mais
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les plantes utilisées pour la transformation de SIPHT1/2 ont été cultivé en automne alors que celles
pour la transformation de solyc06g083900.2 en fin de printemps sans aucun supplément de lumiere
autre que la lumiére du jour normale. Cela peut expliquer 1’absence des phénolamides méme dans
les plantes témoins de la transformation avec SIPHT1/SIPHT2.

L’absence d’accumulation des phénolamides dans les plantes qui surexpriment
transitoirement les S/PHT m’a amenée a tester plusieurs hypotheses. Ma premiére hypothese était
que le temps d’incubation de 4 jours suite a 1’agro-infiltration était trop court pour voir une
conséquence de I’expression de SIPHT1/2 sur I’accumulation de métabolites. L’étude cinétique que
j’ai conduite a permis de montrer que méme 11 jours apres 1’agro-infiltration et en dépit d’un niveau
d’expression des génes S/IPHT1/2 maintenu élevé, aucune accumulation de phénolamide n’est
observée. J’ai supposé ensuite que I’absence d’effet sur I’accumulation en phénolamides pouvait
résulter d’une limitation de la disponibilité en substrat. Pour cela, j’ai tenté d’infiltrer les substrats
dans les feuilles ou bien de stimuler I’ensemble de la voie de biosynthése des phénolamides en
soumettant les plantes agro-infiltrées a I’herbivorie par des larves de T. absoluta. Les résultats ont
montré que méme en ajoutant les substrats, les plantes qui surexpriment S/IPHT apres 4 jours de
transformation, n’accumulent pas significativement plus de phénolamides.

Cependant, en combinant la surexpression de S/IPHT1 a I’herbivorie de 7. absoluta, il en
résulte une accumulation plus importante de CP dans les feuilles et les tiges proches du site infesté
par rapport aux témoins. Cette différence, significative, demanderait a étre confirmée sur un plus
grand nombre d’échantillons, mais elle peut étre interprétée comme une conséquence de la
surexpression des SIPHT. Cette accumulation apparait néanmoins assez faible au regard du niveau
de surexpression du transgene. Une interprétation est que la quantité des précurseurs de synthese
de CP (caféoyl-coA et putrescine) demeure limitante dans la plante méme lorsqu’elle est soumise
a I’herbivorie de T. absoluta. Dans ces conditions, I’ensemble de la voie est supposé étre induit,
mais le niveau d’expression des PHT endogenes ’est aussi (S/PHT1 et SIPHT2 d’aprés les données
de la banque RNAseq) ce qui pourrait masquer ’effet de la surexpression des transgeénes. La
diminution de CP dans les tissus systémiques, plus éloigné du site d’herbivorie, pourrait étre la
conséquence d’allocation des substrats au site d’herbivorie ce qui pourrait illustrer le caractere

limitant de la disponibilité en substrat.
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5.3. L’absence de I’accumulation de phénolamide pourrait-elle étre dle a une mauvaise
expression des protéines ?

L’absence d’accumulation en phénolamides dans les plantes transformées pourrait aussi
étre 1i¢ a une faible accumulation des enzymes codées par les transgeénes. Nous avons utilisé le
supresseur P19 dans les transformations transitoires pour surmonter tout effet de dégradation des
protéines codées par les génes ciblés dans la cellule. Ce suppresseur est utilisé avec succes dans la
littérature et notamment chez les Solanacées comme les plantes du genre Nicotiana. Cependant,
dans leur étude sur 1’optimisation de la transformation transitoire chez la tomate, la laitue et
Arabidopsis, Wroblewski et al. (2005) ont trouvé que la transformation transitoire par
agroinfiltration présente certaines limites reliées aux espéces, a la compatibilité biologique des
tissus infiltrés et a 1’accessibilité¢ de ces tissus a 4. tumefaciens. De plus, ils ont conclu que
l'efficacité des expressions transitoires est influencée par des variables expérimentales qui affectent
la virulence d'A. tumefaciens et 1'état physiologique de la plante (Wroblewski et al., 2005). Dans la
littérature, I’expression transitoire des protéines dans les tomates présente parfois des difficultés et
génére de faibles niveaux d’expression des protéines (Hoshikawa et al., 2019). Les causes de ces
difficultés ne sont pas clairement identifiées. Les phytohormones endogénes induits par
I’agroinfiltration pourraient jouer un role (Lee et al., 2009). La présence des agrobactéries induit
I’accumulation de phytohormones et notamment la synthese d’acide salicylique (SA) dans les tissus
agroinfiltrés présentant un effet antagoniste a I’acide jasmonique (JA) (Lee et al., 2009).

Pour confirmer le niveau d’accumulation des protéines dans les plantes transformées et
éventuellement 1’optimiser, je suggere plusieurs pistes d’amélioration. La premiere consiste a
utiliser des constructions fusionnées au gene GFP (Green Fluorescent Protein). Ce systéme
permettra en premier lieu de valider la synthese de la protéine et, en plus, de localiser ou se trouve
la protéine dans la cellule. Ces informations permettront peut-étre de savoir si le probléme vient de
la synthese de la protéine ou bien de sa translocation et expression dans la cellule. S’il s’avere que
le systéme d’expression est en cause dans I’obtention de quantité d’enzyme suffisante, je suggere
d’essayer d’autres systémes comme, par exemple, le systéme « Tsukuba » (Yamamoto et al., 2018).
Ce systeme d’expression transitoire des protéines dans les plantes a montré une efficacité de
rendement qui atteint 4 mg de protéine par g de matiere fraiche chez Nicotiana benthamiana
(Yamamoto et al., 2018; Suzaki et al., 2019). 11 a été appliqué avec efficacité dans les feuilles et les
fruits de plusieurs variétés de tomate (Micro-Tom, Moneymaker, Aichifirst, Ailsa Craig, M82,

Rutgers, Ponderosa, Ueleie 106 WP, et des espéces sauvages S. pennellii et S. pimpinellifolium)
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(Hoshikawa et al., 2019). Le systétme « Tsukuba» se base sur I’utilisation du vecteur
binaire pPBYR2HS pour la transformation des plantes. Ce vecteur a 1’avantage de la réplication
circulaire (Rolling circle) dans les cellules végétales ; il n’a pas besoin de la présence d’un
supresseur de silencing et il contient un double terminateur composé des deux terminateurs HSP
(Heat Shock Protein) et Ext (extensine) qui augmentent le rendement de la surexpression
(Yamamoto et al., 2018).

Enfin, une autre alternative a 1’expression transitoire pour étudier le réle in vivo de génes
ciblé, consiste a développer une approche de VIGS (virus induced gene silencing). Cette technique
nous permettra d'éteindre transitoirement les génes ciblés et regarder I'impact sur l'accumulation
en phénolamides. Cette technique permet par ailleurs de contourner le probléme potentiel de la
disponibilité en substrat dans la plante, lié a la surexpression transitoire. La technique VIGS est
utilisée avec efficacité sur le tabac et la tomate (Liu et al., 2002; Velasquez et al., 2009;
Onkokesung et al., 2012). Nous pouvons prévoir de réalier les constructions convenables pour les
génes SIPHT ainsi que solyc06g083900.2 et procéder a I’application sur les tomates.

5.4. Identification de huit génes candidats codant pour une spermine/spermidine
acyltransférase mais pas de confirmation d’activité

Une partie de mon travail a porté sur ’identification de génes codant des transférases
possiblement impliquées dans la synthése des dérivés spermidine et spermine s’accumulant dans
les feuilles de tomates soumises a 1’herbivorie de T. absoluta. L’intérét de 1’identification des
enzymes est d’avoir la possibilité de cibler spécifiquement la modulation du niveau d’accumulation
des dérivés spermidine/spermine par des lignées génétiquement modifiées. En m’appuyant sur les
données des banques RNAseq a ma disposition (feuilles de tomate soumises ou non a I’herbivorie)
et en m’appuyant sur le fait que les PHT contrdlant I’accumulation de CP sont trés fortement induits
(SIPHT2, géne le plus induit, SIPHT1 dans le top100), ma stratégie a été de rechercher des candidats
annotés comme acyltransférase (« HXXXD-type acyl-transferase family protein ») et fortement
induits (top 250 des genes induits par I’herbivorie). Cette recherche m’a conduite a identifier 8
génes candidats (Solyc07g008390.1.1 ou SHTI, Solyc02g093180.2.1 ou SHT2,
Solyc05g015800.2.1 ou SHT3, Solyc07g008380.1.1 ou SHT4, Solyc12g005430.1.1 ou SHTS,
Solyc03g117600.2.1 ou SHT6, Solyc12g096770.1.1 ou SHT7, et Solyc12g010980.1.1 ou SHTS).
Parmi les 8 candidats, 7 sont encore sans fonction associée, alors que SHT6 a été identifiée comme
une hydroxycinnamoyltransférase (HCT) catalysant la formation d’acide chlorogénique a partir de

caféoyl-coA et de quinate. L’expression hétérologue des 7 candidats dans E. coli (BL21-DE3) et
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les tests d’activité enzymatiques conduits sur les extraits bruts bactériens et les enzymes purifiées
en présence de spermine/spermidine et de 4 dérivés CoA (dihydrocaféoyl-, caféoyl, féruloyl, p-
coumaroyl-) n’ont pas permis d’identifier de fonction in vitro.

L’analyse en SDS-PAGE des extraits bruts et des protéines purifiées a clairement montré
une expression détectable des enzymes SHT1, SHT4 et SHTS. Au regard des résultats des tests
d’activité in vitro, cela ameéne a conclure que ces enzymes ne catalysent pas d’activité
spermine/spermidine acyltransférase. En revanche, 1’expression de SHT2, SHT3, SHTS et SHT7
n’apas été clairement démontrée par SDS-PAGE ce qui laisse la possibilité que I’absence d’activité
in vitro est liée a une mauvaise expression des protéines. La technique SDS-PAGE n’est
vraisemblablement pas assez sensible comme le démontre 1’utilisation du controle positif SIPHT3
pour lequel aucune expression n’est détectée sur gel mais a toutefois une activité de synthese de
CP. Une analyse en western-blot, en utilisant des anticorps anti-His permettrait peut-&tre de détecter
I’expression de ces enzymes. Cependant, si le systéme d’expression utilisé n’apparait pas optimal
pour ces génes candidats, d’autres alternatives sont possibles. Plusieurs vecteurs d’expression dans
des systémes bactériens existent en plus du pET-28 et certains sont optimisés pour 1’expression de
protéines (pMAL, pCOLD et pOGWA). Une autre alternative est d’utiliser un autre systéme
d’expression hétérologue comme la levure. Récemment, plusieurs études ont montré la synthése
de phénolamides dans des levures, en les transformant avec les enzymes de biosynthése et en
ajoutant les substrats dans le milieu de culture (Eudes et al., 2011, 2016; Li et al., 2016; Perrin et
al., 2021). Ces travaux s’appuient sur le fait que les levures contiennent naturellement les voie de
biosynthese des polyamines (spermine, spermidine...), alors il suffit de transformer les levures
avec I’enzyme 4CL et I’enzyme N-hydroxycinnamoyltransférase ciblée (Perrin et al., 2021). La
4CL permet la syntheése des esters -CoA a partir des acides hydroxycinnamiques, et la N-
hydroxycinnamoyltransférase catalyse 1’association des ester-CoA a des polyamines (Perrin et al.,
2021). En cas d’absence du précurseur acide hydroxycinnamique désiré chez les levures, ce dernier
peut étre ajouter dans le milieu de culture (Perrin et al., 2021).

En attendant de pouvoir confirmer la bonne expression de leur enzyme, les génes SHT2, 3,
5 et 7 demeurent encore de bons candidats a tester. Bien que sa séqeunce soit assez ¢loignée de
celles de spermine acyltransférase de solanacée (Tableau 5), SHT2 est exprimée exclusivement
dans les tissus soumis a I’infestation de 7" absoluta. SHTS voit son expression multipliée par 10X
suite a I’herbivorie. Par ailleurs, I’analyse d’autres bases de données d’expression (TEA, Tomato

Expression Atlas; TED, Tomato Expression Database) indiquent que ce geéne est exprimé
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essentiellement dans les jeunes feuilles et est induit aussi par une infection bactérienne (P
syringae). D’aprés ces mémes sources, SHT7 est exprimé dans les feuilles jeunes et mature et est
aussi induit par ’infection bactérienne. Par ailleurs, SHT7 présente une identité protéique de
I’ordre de 50% avec les deux enzymes Sm/SrSpmHT identifées chez I’aubergine et la morelle de
balbis comme spermine acyltransférase. Néanmoins, sur la base de cette comparaison, le candidat
le plus proche était SHT8 qui présente de I’ordre de 70% d’identité protéique avec ces deux
enzymes. Mais nous n’avons pas pu confirmer d’activité spermine acyltransférase pour cette
enzyme. SHT7 représente le candidat le plus proche de CV86 de 'ordre de 60% d’identité
protéique. CV86 n’a pas été clairement caractérisé, mais il est supposé jouer un role sur des
spermidines monoacylés (Onkokesung et al., 2012). L’hypothése d’un réle de certaines SHT sur
des dérivés spermine et spermidine n’est pas a exclure et n’a malheureusement pas pu étre testée
faute de substrat. Seuls des essais ont été conduits en utilisant comme substrat la kukoamine A, une
spermine diacylé, mais sans succes.

L’absence d’identification de spermine acyltransférase parmi les candidats identifiés peut
amener a formuler de nouvelles hypotheses sur la nature de I’enzyme portant cette activité. Une
premiére hypothese est que cette activité est portée par les SIPHT préalablement identifiées. Des
mesures d’activité in vitro faites sur ces enzymes en présence de spermine ou de spermidine n’ont
pas permis de révéler ce type d’activité, que ce soit au pH classiquement utilisé pour ces activité
(pH 9) ou a des pH plus acides (pH 4) ou plus basiques (pH 11). Une seconde hypothése est que
cette activité n’est pas portée par une acyltransférase, mais par une autre classe d’enzyme.
Récemment, chez la tomate, une enzyme appartenant aux polycétides synthases, la chalcone
synthase (SICHT) a montré une activité de synthése de phénolamides dérivés d’anthranilate. A la
base cette enzyme est responsable de la création de liaison de condensation C-C pour la synthése
des flavonoides (Austin and Noel, 2003; Dibyendu, 2015). Récemment, SICHT a montré une
affinité pour la création de liaisons C-N entre I’ester p-coumaroyl-CoA et I’hydroxyanthranilate
pour former le phénolamide p-coumaroyl hydroxyanthranilate, dans les levures (Kong et al., 2020).
Cette enzyme a été aussi décrite chez Arabidopsis pour sa capacité a synthétiser des
avenanthramides (Kong et al., 2020). Cependant, la recherche d’enzymes annotées « polycetide
synthase/chalcone synthase » dans la base RNAseq de tomate ne m’a pas permis d’identifier de
candidats supplémentaires. Une troisieme famille enzymatique pourrait étre intéressante. Il s’agit
de la famille des GDSL lipases. Chez la tomate, I’enzyme SICGT (glucarate caféoyltransférase) a

une activité acyltransférase. En effet cette enzyme permet la synthése du caféoylglucarate a partir
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de la caféoylquinate chez la tomate (Teutschbein et al., 2010). Cela peut laisser supposer un role
de cette famille d’enzyme dans le transfert des ester CoA, notamment la caféoyl-CoA vers divers
accepteurs. L’analyse de la banque ARN seq a permis d’obtenir 3 candidats, Solyc02g071720,
Solyc12g017460 et Solyc03g006250, identifiés comme GDSL et qui apparaissent parmi les 250
premiers genes exprimés par I’herbivorie (respectivement rang 180, rang 184 et rang 205). Aucun
de ces génes n’a été caractérisé jusqu’a maintenant.

En conclusion, les travaux de ce chapitre m’ont permis de valider les constructions de
surexpression que je vais utiliser dans la suite des travaux de transgénese. Le géne SIPHT1/2 a
montré un réle dans I’accumulation de la CP in vivo mais ce résultat nécessitera confirmation avec
un plus grand nombre de répétitions. Le travail d’identification d’enzyme portant la fonction
spermine acyltransférase a amener a sélectionner plusieurs candidats dont 1’activité devra encore

étre confirmée.
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Chapitre 3 : Création de lignées de tomate génétiquement
modifiées pour ’accumulation de phénolamides
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1.Préambule
Dans le chapitre précédent, j’ai cherché a identifier des génes impliqués dans la synthese

de phénolamides chez la tomate. Bien que je n’aie pas trouvé de nouvelles N-acyltransférases
impliquées dans la biosynthése des dérivées spermine et spermidine s’accumulant dans les tissus
de tomates soumises a I’herbivorie de T. absoluta, j’ai identifi¢ deux facteurs de transcription,
solyc06g083900.2 et solyc089076930.1, représentant des candidats trés forts dans la régulation de
la voie des phénolamides. Par ailleurs, je disposais de quatre génes codant des putrescine
hydroxycinnamoy] transférase (PHT) impliqué dans 1’accumulation de CP.

L’objectif du travail présenté dans ce chapitre a été de construire des lignées de tomates
modifiées pour leur capacité de synthése et d’accumulation de phénolamides. Je me suis centrée
sur les 4 génes de PHT dont une modification pourrait entrainer un effet ciblé sur I’accumulation
de CP et le facteur de transcription solyc06g083900.2 (SIMYB13) susceptible de contrdler plus
largement 1’accumulation de phénolamides chez la tomate. J’ai ainsi cherché a créer des lignées de
tomate TO et T1 dont I’accumulation en phénolamides est augmentée ou bien diminuée par le biais
d’une approche de surexpression des génes ciblés dans le premier cas, et de leur extinction par
édition génétique (CRISPR/Cas9) dans le second cas. Pour cela, j’ai développé la technique
d’édition génétique CRISPR/Cas9 qui, jusqu’alors, n’avait pas été utilisée au LAE.

Avant ma thése, aucun mode opératoire ou protocole expérimentale de régénération in vitro
des tomates n’était disponible au sein du laboratoire. C’est pourquoi j’ai appris cette technique lors
d’un stage de 1 mois a Bordeaux au laboratoire INRAE Biologie du Fruit et Pathologie (BFP), sous
la direction de Pr. Michel Hernould. Grace a ce stage j’ai pu réaliser les constructions de CRISPR
Cas9 et transmettre cette compétence au laboratoire. Le protocole de transformation des cotylédons
que j’ai utilisée dans ce chapitre est celui qui est utilisé au laboratoire BFP. J’ai dG adapter et
optimiser ce protocole en introduisant des modifications nécessaires selon les produits utilisés et
les conditions du laboratoire. Il m’a fallu 2 années parmi lesquelles 6 a 8 mois d’optimisation du
protocole de régénération.

L’approche CRISPRcas9 étant encore assez récente, j’ai pris le parti, en guise d’introduction a ce
chapitre, de faire un rappel des techniques d’édition de gene. Je présenterai ensuite les travaux

réalisés pour la création des transformants et les toutes premieres étapes de leur caractérisation.
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2.Introduction
Les progres scientifiques des derniéres années visent, pour certains d’entre eux, & mieux

comprendre les différentes voies de biosynthése et de régulation des métabolites secondaires afin
de pouvoir améliorer leur production dans les plantes ou dans d’autres systémes hétérologues par
des approches de génie génétique (Hain and Grimmig, 2000). Une des méthodes est d’identifier et
caractériser le role des genes (génes codant pour des enzymes de biosyntheése, des facteurs de
transcription...) en modifiant leur niveau d’expression. Ainsi, la création de lignées pour lesquelles
le niveau d’expression des geénes est modifi¢, permet d’étudier les impacts de cette modification et
en deduire le role des genes.

Cette modification se base sur des approches de transgénése par 1’intermédiaire
d’Agrobactérium tumefaciens. En effet, A. tumefaciens est I'une des rares bactéries capables de
délivrer son ADN dans le génome de la plante. Cette bactérie posséde un plasmide Ti (Tumor
inducing plasmid) qui contient un fragment d’ADN appelé ADN-T (ADN de transfert) codant pour
la formation des tumeurs (galle du collet) chez les plantes (Scofield et al., 1996; Canto, 2016). Et
c¢’est grace au plasmide Ti, que 1’agrobactérie est capable de transférer son ADN-T dans le génome
de la plante. En se basant sur ce systeme, les laboratoires ont créé de nombreux systémes de
vecteurs polyvalents portant un gene ou un fragment de séquence souhaité sous le contréle d'un
promoteur eucaryote, plus une séquence de terminaison. Ces vecteurs sont capables de transférer
la séquence souhaitée au génome de la plante (Komori et al., 2007). Les études ont permis de
sélectionner le CaMV 19S (19S) et le CaMV 35S (35S) comme promoteurs de transcription forts
(Rothstein et al., 1987; Driesen et al., 1993). Ces promoteurs sont issus du virus de la mosaique du
chou-fleur et peuvent étre utilisés pour différentes familles de plantes (Okumura et al., 2016 ; Odell
et al., 1985; Benfey et al., 1990).

Le plant de tomate constitue un matériel biologique modeéle pour les travaux de
transformations et de régénération in vitro. Le premier travail de régénération de tomates a partir
de cotylédons et d’hypocotyles date de plus de 30 ans (McCormick et al., 1986). Depuis, des
améliorations ont été apportées conduisant a une meilleure efficacité de transformation et des temps
de régénération plus courts. (Yasmeen, 2009; Sharma et al., 2009; Trujillo-Moya et al., 2011; Ruf
and Bock, 2014; Gupta and Van Eck, 2016; Shikata and Ezura, 2016). L’efficacité de
transformation peut étre exprimée en pourcentage des explants ayant poussés sur le milieu de

sélection (Madhulatha Pantrangi et al., 2007), ou en pourcentage des explants montrant une
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régénération de la partie aérienne sur le milieu de sélection (Patil et al., 2002), ou bien en
pourcentage des explants donnant des plantules transgéniques issues des évenements de
transformation (Park et al. 2003; Sun et al. 2006). Dans le dernier cas, 1’efficacité de production de
plantes transgéniques, validée par amplification PCR, peut atteindre 48% (Sun et al., 2006).

Actuellement il existe des nombreux vecteurs commerciaux qui facilitent la construction
de vecteurs de surexpression (Lloyd, 2003; Chung et al., 2005; Guo et al., 2018; Van Eck et al.,
2019) ou de délétion des génes (Earley et al. 2006; Li et al. 2015; Yu et al. 2018; D’ Ambrosio et
al. 2018a; Reem et Van Eck 2019). La surexpression des genes est utilisée depuis que les premiers
protocoles de transformation végétale sont devenus efficaces chez plusieurs familles de plante
(Sawa, 2002; Lloyd, 2003; Fu et al., 2007; Liu et al., 2009; Cardoza et al., 2014; Abe and Ichikawa,
2016; Hidalgo-Castellanos et al., 2019; Guo et al., 2019). Elle se base sur I’augmentation du niveau
d’expression d’un géne sous le contrdle d’un promoteur de transcription fort (Abdeeva et al., 2012).
Le principe est d’insérer dans le génome de la plante un promoteur avec une copie du geéne ciblé
sous forme d’ADNc (ADN complémentaire) suivi d’un terminateur et d’un géne marqueur (geéne
de résistance). Ce dernier permettra de sélectionner les plantes qui ont intégré les sequences. La
surexpression du geéne ciblé permet la transcription de ce gene en grande quantité d’ARNm (ARN
messagers) dans la plante. L’augmentation du niveau d’ARNm se traduit par 1’augmentation de la
quantité¢ de protéine que code ce gene. L’insertion se fait aléatoirement dans le génome par
I’intermédiaire d’A. tumefaciens (Scofield et al., 1996; Bendahmane et al., 2000).

La délétion de géne est réalisable par des stratégies d’extinction telles que 1’antisens
(Atanassova et al., 1995; Sun et al., 2005), la co-suppression (Zhong et al., 1998; Martinez de Alba
et al., 2013), ainsi que des stratégies d’édition génétique (knock out) telles que les méga-nucléases
(MNs), les nucléases a doigt de Zinc (ZFNSs), les nucléases effecteur types TAL (TALENS) et la
technique CRISPR/Cas9, la plus récente (type Il clustered regularly interspaced short palindromic
repeat (CRISPR)/CRISPR-associated protein 9) (Mao et al., 2019). L'eédition génétique consiste a
créer des modifications localisées et trés spécifiques dans les sequences genomiques. En général
elle repose sur des enzymes, dites nucléases, spécifiques des séquences du gene ciblé appelées
SSN. Ces enzymes forment des ciseaux moléculaires du génome et génerent des cassures du double
brin d’ADN (Double-strand breaks ; DSB) a des sites précis des génes ciblés (Belhaj et al., 2015).
La cellule essaie de réparer les DSB généres par deux mécanismes de réparation endogenes qui
sont la jonction des extrémités non homologues (NHEJ) ou la réparation dirigée par homologie

(HDR) (Voytas, 2013) (Figure 34). NHEJ introduit des suppressions ou des insertions au niveau
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du site de rupture puis I’ADN ligase rejoint les extrémités séparées (Voytas, 2013; Belhaj et al.,
2015). Cette réparation imparfaite conduit a une mutation du géne. La HDR utilise des amorces
pour la réparation des ruptures (Belhaj et al., 2015). Ainsi la réparation est parfaite et homologue
aux amorces introduites dans la cellule (Shukla et al., 2009; Belhaj et al., 2015) (Figure 34).

La découverte du role des nucléases SSN dans I’insertion d’ADN exogeéne par
recombinaison homologue (HR) a permis de caractériser la fonction de plusieurs génes chez les
souris, hamsters, levures, plantes (Capecchi, 1989; Puchta et al., 1993). Mais I’insertion de I’ADN
se faisait a des sites aléatoires et a une faible fréquence, ce qui a conduit a rechercher un autre outil
plus performant. Ainsi, ['utilisation des méga-nucléases (MNs) comme premiers outils d’édition
génétique a émergé (Rudin et al., 1989). Les MNs ont la particularité de reconnaitre des longues
séquences d'ADN (12 a 40 paires de bases), ce qui rend difficile le ciblage d’une séquence d’intérét
(Jeggo, 1998). De plus, la construction artificielle de ’ensemble des MNs est difficile, ce qui

restreint I’utilisation a des MNs naturelles (Prieto et al., 2007; Razzaq et al., 2019).
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Figure 34 : mécanisme de réparation des DSB. La cellule répare les DSB générés par deux mécanismes, la jonction
des extrémités non homologues (NHEJ) ou la réparation dirigée par homologie (HDR). NHEJ introduit des délétions
ou des insertions au niveau du site de rupture. Cette réparation imparfaite conduit & une mutation ou méme un
dysfonctionnement du géne. La HDR utilise des amorces exogenes pour la réparation des ruptures. Ainsi la réparation
est parfaite et homologue aux amorces, ce qui permet une insertion d 'une séquence désirée bien précise dans le gene.

En 1996, Kim et al. ont découvert les nucléases ZFNs (Zing Finger Nucleases) mais ce
n’est qu’en 2003 que les scientifiques ont pu inactiver des génes en utilisant les ZFNs comme outils
d’édition génétique programmables (Kim et al., 1996; Bibikova et al., 2003). Les ZFNs sont des
enzymes de restriction artificielles comportant 2 domaines. Le premier domaine est responsable
de la liaison avec I’ADN et peut rassembler de 3 a 6 doigts de Zinc, alors que le deuxiéme est celui
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du clivage de I’ADN qui se base sur ’activité de ’enzyme FoklI (Flavobacterium okeanokoites
endonuclease ) (Bibikova et al., 2003). Les ZFNs sont capables de reconnaitre une petite séquence
de 9 a 18 pb. Leur utilisation a permis d’augmenter la spécificité de ciblage et la fréquence du HR
(Gupta et al., 2012).

Plus tard, I’outil TALENS a été inclus parmi les outils d’édition génétique (Boch et al.,
2009; Cermak et al., 2011). 1l est composé des facteurs de transcription TALE et du domaine de
clivage de I’endonucléase Fok I (Boch et al., 2009). Les facteurs de transcription TALE sont
capables de rentrer dans le noyau et reconnaitre un nucléotide spécifique dans la séquences ciblée
ou Fok | va couper (Cermak et al., 2011).

L’utilisation des outils MNs, ZFNs et TALENs implique des protocoles longs et complexes
pour atteindre une bonne spécificité de la séquence ciblée. En 2013, I’outil CRISPR/Cas détrone
les précédents par une application simple, rapide et accompagnée d’une grande reproductibilité et

efficacité (Cong et al., 2013; Razzaq et al., 2019).

Tableau 7 : Comparaison entre les différents outils d’édition génétique.

Méganucléases ZFN TALEN CRISPR-Cas
Composants du Plusieurs méganucléases ZFN-FokI TALE-FokI CRISPR-Cas
complexe
Protéine-ADN Protéine-ADN Protéine-ADN ARN-ADN

Séquence adjacente au

Une séquence/méganucléase 3 pb/ZFN 1 pb/TALE PAM

*Aspécifique " , . S
[P . Deux complexes nécessaires pour que FokI s’homodimérise . ,
* *
Difficile de synthétiser des #Lizison hors-cible- ZFN>TALEN Parfois, présence de

complexes différents des naturels *Difficulté de construire le complexe liaisons hors-cible

Inconvénients

*Limitation d’utilisation

*Meilleure fréquence de recombinaison qu’avec les *Flexible
*Peu de liaisons hors-cible méganucléases *Programmable
*Prémices de la programmation des outils *Facile a mettre en place

2.1. Principe du systéeme CRISPR/Cas
CRISPR/Cas ( Clustered Regularly Interspaced Short Palindromic Repeats / CRISPR-

associated protein) est un outil de défense immunitaire naturellement présent chez les bactéries et
les archées qui permet de dégrader I’ADN viral envahissant (Barrangou et al., 2007; Bhaya et al.,
2011). Il a été découvert dans un premier temps chez Escherichia coli (Ishino et al., 1987). En
réponse a une infection virale, les bactéries intégrent dans leur genome de courts fragments d’ADN

exogene (Wiedenheft et al., 2012). L’insertion se fait a I’extrémité d'un élément appelé CRISPR
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(Andersson and Banfield, 2008; Garneau et al., 2010). En effet, le locus CRISPR contient des
courtes séquences d’ ADN répétitives et palindromiques régulierement espacées par des « spacers »
(Andersson and Banfield, 2008; Garneau et al., 2010; Wiedenheft et al., 2012) (Figure 35). Les
spacers représentent des enregistrements génétiques d’anciennes attaques virales et constituent
ainsi la carte immunitaire de la cellules (Wiedenheft et al., 2012) (Figure 35). Les loci CRISPR
sont transcrits en ARN appelés crRNA qui circulent dans tout I’environnement intracellulaire, a la
recherche d’ADN viral (Andersson and Banfield, 2008). Les crRNA sont associés a d’autres ARN,
les tracrRNA qui permettent leur maturation et leur activation (Barrangou et al., 2007; Bhaya et
al., 2011; Xing et al., 2014).

Le locus CRISPR contient aussi une séquence adjacente aux loci répétitifs, appelée
« leader » ; celle-ci est riche en adénine (A) et thymine (T) et joue le rble de promoteur de
transcription des loci (Jansen et al., 2002) (Figure 35). En plus du leader, une série de 4 a 10 génes
appelés Cas (CRISPR-associated genes) a été identifiés (Jansen et al. 2002; Kunin et al. 2007).
Ces génes codent pour différentes protéines nucléases capables de générer des coupures dans les

brins d’ADN (Figure 35).

Segment CRISPR

Spacers Répétitions palindromiques

Génes Cas / l
| | . : S

Figure 35 : Différents éléments du locus CRISPR

2.2. Types de CRISPR/Cas
Selon les genes codants pour les protéines Cas dans le locus CRISPR, il existe trois types
du systéeme CRISPR/Cas (Makarova et al., 2011) :
-Type 1 : les génes Cas du locus CRISPR codent pour la protéine Cas3
-Type 2 : il contient seulement 4 génes Cas qui codent pour la protéine Cas9
-Type 3 : il se divise en 2 groupes. Le groupe A dans lequel les génes codent pour
une protéine Cas qui attaque les plasmides ADN. Le groupe B dans lequel les genes codent
pour une protéine qui attaque les simples brins d’ARN.
Les trois types existent souvent ensemble dans un méme organisme (Makarova et al., 2011).

Le type 2 connu sous le nom de CRISPR/Cas9, le plus simple et le plus utilisé en biologie
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moléculaire, provient de Streptococcus pyogenes (Barrangou et al., 2007; Garneau et al., 2010). La
protéine Cas9 présente une structure bilobée a deux domaines nucléases (RuvC et HNH) permettant
la coupure d’un brin d’ADN (Nishimasu et al., 2014; Wiedenheft et al., 2012; Jinek et al., 2014)
(Figure 36).
2.3.Mécanisme du CRISPR Cas9 chez les bactéries

Le mécanisme de la CRISPR/Cas9 de S. pyogenes comporte trois phases (Terns and Terns,
2011; Wiedenheft et al., 2012; Jinek et al., 2012) (Figure 36):

-Phase d’adaptation : une fois I’ADN viral injecté dans la bactérie, cette dernicre va
reconnaitre un court fragment de I’ADN viral appelé protospacer. Elle choisit le protospacer
d’une maniére a ce qu’il soit a coté d’un motif d’ADN appelé PAM (Protospacer Adjacent
Motif). Ce motif est constitué de trois nucléotides (NGG). Une fois choisie, la séquence
virale sera ajoutée a I’extrémité des loci répétitifs CRISPR sous forme d’un nouveau spacer.

-Phase d’expression : La cellule transcrit I’ensemble des loci CRISPR en un long
ARN appelé pre-crRNA sur lequel se raccrochent les tracrRNA. Les tracrRNA permettent
la fragmentation de la pre-crRNA en des petites crRNA matures qui contiennent chacune
un spacer capable de s’apparier a son ADN viral complémentaire (protospacer). La protéine
Cas9 s’associe a chacun du duplex crRNA/tracRNA pour former I’ensemble du ciseau
moléculaire.

- Phase d’interférence : une fois 1’ensemble ribonucléoprotéique formé, celui-ci va
reconnaitre ’ADN viral au niveau du protospacer par complémentarité et grace a la
présence du PAM. La présence du PAM indique a la Cas9 que la séquence sur laquelle elle
est accrochée est bien virale. La cas9 coupe les deux brins d’ADN viraux au niveau du

troisieme nucléotide apres le PAM. Ainsi coupé, I’ ADN viral est fragmenté et dégradé.
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Figure 36 : Mécanisme CRISPR/Cas9 bactérien. Le systtme CRISPR/Cas est utilisé comme outil de défense
immunitaire chez les bactéries. Il est divisé en trois phases ; phase d’adaptation, phase d’expression et phase
d’interférence. Phase d’adaptation : la bactérie ajoute un fragment de I’ADN viral (protospacer) dans son locus
CRISPR sous forme d’un nouveau spacer. Phase d’expression : formation du complexe crRNA/tracRNA et son
association avec la protéine Cas9. La protéine Cas9 contient le lobe NUC responsable de la reconnaissance et de la
liaison de I’ADN viral. Ce lobe contient deux sites de coupures RVUC et HNH et le lobe deuxieme REC dans lequel
va se loger le complexe crRNA/tracRNA. Phase d’interférence : le complexe crRNA/tracRNA va guider la Cas9 vers
le protospacer viral complémentaire. Une fois I’ADN viral hybridé avec la crRNA, il est coupé au niveau du
protospacer par le site HNH et au niveau du brin complémentaire par le site RVUC. La coupure du double brin d’ADN
viral conduit a son dysfonctionnement.

2.4.Transition du CRISPR/Cas9 bactérien en outil d’édition génétique
L’utilisation de la CRISPR/Cas9 dans des organismes autres que les bactéries, est possible
grace a une ARN synthétique appelée sgRNA (single guide RNA). La sgRNA avec sa structure en
épingle a cheveux imite le duplex crRNA/tracRNA (Jinek et al., 2012). Elle est capable de se lier
a la Cas9 et guider la protéine vers I’ADN cible ( Xing et al., 2014; Li et al., 2015; Belhaj et al.,
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2015). La seéquence de la sgRNA est commune pour tous les génes ciblés sauf au niveau des 20
premiers nucléotides. Ces nucléotides sont construits d’une maniére a ce qu’ils soient
complémentaires a une séquence de I’ADN ciblé situé aprés un PAM (Jinek et al., 2012).
2.5.Application chez les plantes

Des nombreuses études ont montré I’efficacité¢ de la CRISPR/Cas9 dans plusieurs plantes
tel que N. benthamiana (Li et al., 2013), N. tabacum (Gao et al., 2015), A. thaliana (Li et al., 2013;
Jiang et al., 2013; Fauser et al., 2014; Khumsupan et al., 2020), le blé (Kumar et al., 2019; Kim et
al., 2018), le mais (Liang et al., 2014; Young et al., 2019), le riz (Miao et al., 2013; Romero and
Gatica-Arias, 2019), la tomate (Brooks et al., 2014; Reem and Van Eck, 2019) et I’orange (Jia and
Wang, 2014). Dans certains cas, I’efficacité du systéme CRISPR Cas9 peut atteindre 90%.

Les genes codants pour la sgRNA et la Cas9, en plus d’un géne de sélection rassemblé dans
un vecteur, sont délivrés aux plantes par plusieurs techniques telle que la transformation par
Agrobacterium tumefaciens ou par transfert direct (biolistique, électroporation des protoplastes)
(Belhaj et al., 2015). De plus, il est possible d’insérer plusieurs sgRNA dans un méme vecteur afin
de cibler plusieurs génes en méme temps et cela par I'assemblage Golden Gate. Le systéeme Golden
Gate consiste a rassembler plusieurs séquences d’ADN a partir de différents vecteurs dans un seul,
sous I’action des enzymes de restriction type IIS (Engler et al., 2009).
2.6.Types de mutants générés

Il existe plusieurs types de mutants CRISPR/Cas9 pouvant étre générés. Selon le type de
mutation qui a eu lieu sur chaque alléle, les mutants peuvent étre homozygotes (méme délétion ou
insertion au niveau des alleles), bialleliques (délétion ou insertion différentes sur chaque alléle),
hétérozygotes (un alléle est seulement muté), ou chimériques ou mosaiques (3 ou plusieurs alléles
pour un seul gene) (Brooks et al., 2014; Ma et al., 2015a, 2015b; Liu et al., 2015). L’analyse de la
premiére génération des transformants TO chez plusieurs plantes a montré une grande efficacité ;
la majorité des plantes générées sont hétérozygotes, chimériques ou bialléliques, et une faible
proportion homozygotes augmente dans les génération suivantes (Miao et al., 2013; Feng et al.,
2014; Zhang et al., 2014; Brooks et al., 2014; Minkenberg et al., 2017; Kumar et al., 2019). En
effet, les mutations s’averent persistantes dans la génération suivante (T1) ; elles ont été transmises
suivant la loi mendélienne sans réversion ou nouvelle mutation (Feng et al., 2014; Zhang et al.,
2014; Belhaj et al., 2015; Reem and Van Eck, 2019). Pour s’assurer que les sites édités seront fixes
et ne se cliveront plus dans les générations suivantes, il est préférable de sélectionner les mutants
T1 ayant perdu le géne de la Cas9 (Feng et al., 2014; Brooks et al., 2014; Peterson et al., 2016).
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Ainsi, en sélectionnant les mutants sans Cas9, la plante va transmettre a ses descendants les génes
mutés sans leur transmettre la cas9, ce qui évite une nouvelle mutation dans les générations
suivantes.

2.7. Travaux réalisés dans ce chapitre

Dans ce chapitre, mon objectif était de construire des lignées stables de tomates dont
I’accumulation en phénolamides pourrait étre modifi¢e (a la hausse ou a la baisse) afin d’élucider
la ou les fonctions physiologiques de ces métabolites. J’ai développé les outils permettant de
réaliser la surexpression ou au contraire I’extinction par édition génétique de génes clé, ou supposés
comme tel, dans 1’accumulation de phénolamides. Ces génes sont les 4 identifiés au laboratoire
codant pour des putrescine-hydroxycinnamoyl-transférase (PHT) ainsi que le géne
solyc062083900.2 (SIMYB13) orthologue potentiel de NaMYBS.

Dans le chapitre précédent, j’ai réalisé¢ les constructions permettant de surexprimer les
génes SIPHT1, SIPHT2, SIPHT3, SIPHT4 et solyc062083900.2 dans le vecteur pGWB?2 sous le
contrdle du promoteur 35S (Nakagawa et al., 2007) visant a suraccumuler des phénolamides chez
les tomates. Il me reste a faire des constructions qui me permettent de créer des lignées ou
I’accumulation des phénolamides est éteinte ou diminuée. Dans ce chapitre j’ai recouru a 1’outil
CRISPR/Cas9 pour faire les constructions me permettant d’éteindre les genes en appliquant le
systeme de rassemblement de plusieurs fragments d’ADN dans un seul vecteur final, appelé
systeme Golden Gate dans le vecteur pAGM4723. Ensuite je présente le travail réalisé pour obtenir
des lignées de tomate TO et T1 chez deux variétés Ailsa Craig et WVal06 dans lesquelles les
niveaux d’expression des génes SIPHT1, SIPHT2, SIPHT3, SIPHT4 et solyc06g083900 sont

modulés.

3.Matériels et méthodes

3.1. Matériels biologiques

Les graines de tomate des variétés Ailsa Craig (Solanum lycopersicum) et « West Virginia
106 » (WVal06 Solanum lycopersicum var. cerasiforme) nous sont fournies par le laboratoire BFP
de Bordeaux. Je les ai mises en germination dans du terreau puis disposées en serre jusqu’au stade
de fruit pour faire mon propre stock de graines. Ensuite, j’ai utilisé ces graines pour la régénération
des tomates transgéniques. Ailsa Craig et WVal06, portent généralement des bouquets de 4 a 6
fleurs, ces bouquets se développent pour donner des fruits type « cerises » pour les WVal06 et des
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fruits de taille moyenne pour Ailsa Craig. Les deux variétés sont des tomates a croissance
indéterminée. Ailsa Craig présente des feuilles plus grandes et une tige plus épaisse.

Les Agrobacterium tumefaciens de la souche EHAL105, éléctrocompétentes et résistantes
a la rifampicine (géne Riff) (Hood et al., 1993) sont utilisées pour la transformation des cotylédons
des tomates avec les constructions finales de surexpression et de CRISPR/Cas9.

La souche de bactérie Escherichia coli MC1022 (génotype : araD139, A(ara, leu)7697,
A(lacz)M15, galU, galK, strA ) électrocompétentes a été utilisées pour le clonage des plasmides a
envoyer au séquencage.

La souche de bactérie Escherichia Coli TOP10, One Shot™ TOP10 chimiquement
compétentes (Invitrogen™) est utilisée pour le systeme Golden Gate.

3.2. Matériels génétiques

Amorces. Elles sont représentées dans le Tableau 8

95



L1¥2299219121vVIIVIL Z'006£8089024A|08
sanbluadsuely sajued
WYYIYYOOVYIILOVYIOVYILLDIYYLIDDIIDOIOVYIY vLHdIS
59| suep Co_mmm._axm..:._m
9P SUOI1DNIISUOD OVLYVYOVYVLILYOYYIOVYI L0000V YIY OVVIDOIVYYOVYYOVYILLIVYILLLIDDOVLIYOY €1HdIS
S8p UoISSUL 1919120 OVOVOVIIIVYYILLLIIOLLLIVIL cihdls
TLHdIS
afeusw ap auad a| Jaydwy DOVLIIDDIILLLDIDIOD 291011219vOL11119VD91Y

6582/4dSI4D sed 23|q1>
uoi3aJ | aJinep 12 1ed ap
1uaJnolua Inb sanbjuadsuen
sajueld sap ENQY|
ap salyed sap Jaauanbas,

LOVYOYO9D9OLVLIOVLIOOVOIDLDD

21VYYYYOLOVYIILLOYYIDLIOVIIVIVIOOLVYLL

OVILIIVVOVVIVYYIDIVVILOVOLLIVOD LOVY

9199¥LIVOVVDSDL99D919VIVIILY

YOVVYLYOILOVIVILD9IVLILIDDD195931D

JLLLIDOVVLIVILYYVYYYILLOVVYVYOVIVYYVILOOVYOLY

YVOOIDIVILIVYYYYYIOVLLOIVLOVIVYIYID

D99VOLVYOLYYLLILLLIIOVOOVOILYYLOOLY

VYIDVLLOIVIDVOVYIVIDDOIVYVYODLLD

1¥2D0VVILVILYVVVYVYILLOVOVOLIVYYVOLOIVYOLY

auad anbeyd ap neaau ne

LI¥JI299219121WVLIOVIL

VOLOWYOILLOVYIDLIOVD

Z'006€803902A05

YYIYYOOVYIDLOVYIOVVYILLIIVYLLIIOIIDDIOVYIY

LIVYOVYILLOVYY OVIVYYYLIYOVYDLYIIIVOOIVYIV Pv1HdIS
529242 sanbiiauad suoneinw OYLYYOYYYLILYOYYIOVYILIDIIDDIDYYIY IV YV YILLOVYYOYLYYYYILOOVYOLYIILYDDIVYIY E1HdIS
sap Yod Jed J2|quD, Z1HdIS
OYOVOVLOLYYVYILLLIOLLLIVIL JLYYYYYOLLOVOVOLIYYYYOLDLIVYDLYODIYIIVIVIYOVODY TS

LI¥I2D9D191DI¥VIIVIL )

sajue|d sap awouad
3| suep uoissaidxains
2p SUCIIANIISUOD
sap uonesdanul,| 18192190,

YYLYYOOYVYIOLOVYIOVYILLILYVLLIDODI9DIOVYIY

OVLVYOVYVLILYOVYIOVYYILIDDI99I9VVIY

OVOVOVLIIVYYILLLOOLLLIVIL

IVVLIDLVVOVYVYOVILLIVYILLLLDDOVLIVOY

sajue|d s3| suep gsed
e| ap @auasaid e| 13103190,

OVOOVOIOVOLIIVIIILIIVDIIVL

JD20VOHOIVOVYVIDI19919VD

sajue|d
sap awouad a| suep yNYSs
SIP UOIHIISUL,| JBIIHIA
ajen
USP|OD JUBWI|UISSSRY

JLL922IVLLIDOVYYYOL9D9D29VY

109VIVILOLDIVOIIVO OV

JVIYIYIDIYIOOLIDD1D1IIDVYD

5199191 IVIVI¥DOYIDOLDD1D

VNYEs sa| adinasuo),

3780 Uap|oD Np T1A] 9dels alaluaid

B[ SUEp apiwse|d 8] 18 YNy B| € 9NV

Tnhajowoid np Uonouol e[juoiaiiiad
TNB 95eq op salied p 53] gUBIING

« 99698HDId » aplwse|d
3| suep g13sul YNYSs e| ap p|oyeds

auad
@nbey> ap sanbiynads sepiioappnu oz

|esg 9p AOUBSSIBUUOI3S 3P 3}

VDL 1IVVIIDIYYLDIOVYYILILDD1DL

oy
YIDVIYYYOVLIOVDYLLLIDVLIVIILD9YIDLIIVYYYIDLIVYILIL991 D1 ZYNYTS
ov

YIOVIYYYOVLIOYOYLLLLDLIY¥YIIDIYIDLOVYDOLLIDIIVYILOLOD DL TYNYES

65e) +woud s5¢

9
YYOOWLYYYOVLIOVOVLLLIDDIDLOOL519IIVLIDLILDIIVYILILDOLOL:ZYNYSS
oy
JOVIVYYOVLIOVOVLLLISVIOYIIVYIIVYYYLO9IDIDIIVYILILOD 191 TYNYSs

o

YIOVLYYYOVLIOVOVLLLI D939V YILLOLIVIVIOVOILDIIVYILIL 99191 :TYNYSs
ov

YIOYIYYYOYIIOVOYLL LI D119I99I9IIVYOLIYYIIIDLIVYILILDO1 91 TYNYSs

ELHdIS

ovvY
JOVIVYYOVLIOYOVLLLLIOYDIIILYODLODDHYIIVOIIDIIVYILILODLOL TYNYES
ov
YIOVIVYYOYLIOVOVLLLIDOYIDOIIWILIYILDOILIDIIVYIIIIOD1 91 TYNYSs

ZLHIS

ov
YIOVLYYYOVLIOVOVYLLLLIO9VIVIILLLOIIILOVYOILOLIVYILILD9 191 ZYNYTS
ovY
JOVIYYYOYLIOVOVLLLI9YDD9D1YILLDIIVOIVIOVDLIVYILILDD1DL TYNYSS

uonesin

suonduasag

QSI9AY Idlowy

2312alip adlowy

Wwou no auxn

amorces utilisées

5




Les plasmides
*Le plasmide pICHB86966: AtU6p::sgRNA_PDS (Addgene plasmid # 46966 ;

http://n2t.net/addgene:46966 ; RRID:Addgene 46966) portant la résistance kanamycine, est
utilise pour amplifier le scaffold de la sgRNA.

*Les plasmides pICH47751 (Addgene plasmid # 48002; http://n2t.net/addgene:48002;
RRID: Addgene_48002), pICH47761 (Addgene plasmid # 48003; http://n2t.net/addgene:48003;
RRID: Addgene_48003), pICH47772 (Addgene plasmid # 48004; http://n2t.net/addgene:48004;
RRID: Addgene_48004), pICH47781 (Addgene plasmid # 48005; http://n2t.net/addgene:48005;
RRID: Addgene_48005) sont utilisés pour le clonage de niveau 1. Ils portent la résistance a
I’ampicilline et le marqueur de sélection « opéron LacZ » qui code pour la B-galactosidase. Cette
enzyme hydrolyse le 5-bromo-4-chloro-3-indolyl-beta-D-galactopyranoside (X-gal) en libérant sa
partie indolique. La partie indolique s’oxyde et donne une coloration bleue. Cela permet
d’identifier les colonies portant ce marqueur dans un milieu contenant du X-gal. Le lacZ dans ces
plasmides va étre remplace par les sgRNA. Ainsi, les colonies positives perdront la couleur bleue
et seront de couleur blanche.

*Le plasmide plCSL01009:AtU6p (Addgene plasmid # 46968;
http://n2t.net/addgene:46968; RRID: Addgene_46968) porte la résistance a la spectinomycine et
code pour le promoteur U6 d’Arabidopsis thaliana. Le promoteur est entouré de part et d’autre par
les sites de restriction Bsal qui sont détruits apres clonage. Ce plasmide est utilisé pour ajouter le
promoteur AtU6 sur la sgRNA.

*Le plasmide pORFE1001 (Addgene plasmid # 112079; http://n2t.net/addgene:112079;
RRID: Addgene_112079) porte la résistance a I’ampicilline et le géne codant pour la protéine Cas9
de S. pyogenes sous le promoteur 2X35S. La séquence 2X35S::Cas9 est entourée de part et d’autre
par les sites de restrictions Bpil détruits apres clonage. Ce plasmide servira dans le niveau 2 de
clonage en donnant 2X35S::Cas9 au plasmide final.

*Le plasmide pICH41780 (Addgene plasmid # 48019; http://n2t.net/addgene:48019;
RRID: Addgene_48019) porte la résistance a la spectinomycine. Ce plasmide sera linéarisé grace
a I’enzyme Bpil et va servir comme end linker dans le plasmide final a 2 SgRNA au niveau 2 du
clonage.

*Le plasmide pICH41822 (Addgene plasmid # 48021; http://n2t.net/addgene:48021;
RRID: Addgene_48021) porte la résistance a la spectinomycine. Ce plasmide sera linéarisé grace
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a I’enzyme Bpil et va servir comme end-linker dans le plasmide final a 4 sgRNA au niveau 2 du
clonage.

*Le plasmide plCSL11024 (pICH47732::NOSp-NPTII-OCST) (Addgene plasmid #
51144 ; http://n2t.net/addgene:51144 ; RRID:Addgene_51144) porte la résistance a 1’ampicilline
et le géne qui attribue la résistance kanamycine aux plantes. Ce géne est entouré de part et d’autre
avec les sites de restriction Bpil qui sont détruits aprés clonage. Il est utilisé au niveau 2 de clonage.

*Le plasmide pAGM4723 (Addgene plasmid # 48015; http://n2t.net/addgene:48015;
RRID: Addgene_48015). Ce plasmide servira comme plasmide final des constructions. C’est un
vecteur binaire T-DNA qui permet la transformation des plantes. 1l porte la résistance a la
kanamycine en plus de I’opéron canthaxanthin. La canthaxanthine, une fois synthétiseée, s’oxyde et
donne une coloration orange, qui permet d’identifier les colonies transformées. Cet opéron, entouré
de part et d’autre par les sites de restriction Bpil, sera remplacé par les différentes séquences
assemblées au niveau 2 de clonage.

* Le plasmide pGWB2 Gateway binary vector (BioVector NTCC Inc.). Ce plasmide
contient les constructions de surexpression (voir chapitre 2). Il porte la résistance a la kanamycine
et sera utilisé pour transformer les plantes.

* Le plasmide pCR™8/GW/TOPO™ est utilisé pour le clonage des genes a partir des
produits PCR de I’ADN génomique des plantes pour envoyer au séquengage.

3.3. Constructions CRISPR-Cas9

3.3.1. Outil bio-informatique : CRISPOR
L’outil bio-informatique CRISPOR (http://crispor.tefor.net/) permet d’identifier, a partir de

I’ADN génomique du géne ciblé, toutes les sequences de 20 nucléotides qui viennent aprés le motif
PAM (le motif de trois nucléotides NGG) (Figure 37). Il permet de plus de prédire les hors-cibles
de la sgRNA correspondante et propose plusieurs criteres de classification de ces séquences. Les
critéres que j’ai choisis pour sélectionner les séquences sont p39r ordre :

- Score de spécificité (Specificity score) > a 95%

- Score de décalage de cadre de lecture (out-of-frame score) le plus haut possible

- Nombre des offs-target et leur répartition dans le genome. Par préférence j’ai choisi uniquement
les offs-target dans les régions intergéniques pour ne pas modifier des genes non ciblés.

- J’ai choisi 2 sgRNA proches (séparées de moins de 300pb si c’est possible) pour favoriser la

création d’insertions ou de délétions (INDEL) dans la zone d’intérét.
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- Si possible que la séquence commence par la base G. En effet pour le promoteur U6 qui sera
ajouté ultérieurement la transcription commence a la base G. Si la séquence ne commence pas par

G, cette derniére peut étre ajouter lors de la commande des amorces.

Her
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Figure 37 : Logiciel crispor. A : En premiere étape il faut insérer la séquence d’ADN génomique du géne ciblé et son
nom (step 1), ensuite il faut choisir le génome du quel provient la séquence (step 3) et enfin sélectionner le type de
motif PAM ciblé, pour mes travaux sur la tomate, j’ai choisi le type « 20bp-NGG -Sp Ca9, SpCas9-HF1, eSpCas9
1.1 » puis cliqué submit. B : Le logiciel affiche les séquences de 20 nucléotides qui peuvent étre ciblés en cherchant le
motif NGG dans les deux brins d’ADN (sens directe et indirecte). La liste des séquences est affichée d’une maniére a
pouvoir les localiser sur le géne (cadre vert), mais aussi en forme de liste dans le tableau en rose, en fonction des
différents parametres. En astérix rouge les principaux parametres auxquels je me basais pour la sélection des
séquences.
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Une fois que j’ai choisi les séquences je les ai intégrés dans la structure suivante : (a la place
des nucléotides en rouge), et les ai commandés sous forme d’amorce directe :

TGTGGTCTCAATTGNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNGTTTTAGAGCTAGAAATA
GCAAG
3.3.2.Construction des sgRNA

La sequence de la sgRNA comporte deux parties essentielles. La premiere, avec laquelle

elle commence, est composée de 20 nucléotides spécifiques d’une séquence du gene ciblé (Figure
38). La seconde, avec laquelle elle se termine, est une séquence qui lui permet de se raccrocher a
la Cas9. Cette derniere partie est la méme pour tous les sgRNA. Ces deux parties sont ajoutées de
part et d’autre d’une structure présente dans le plasmide pICH86966 par amplification PCR pour
former la sgRNA (Figure 38). Ainsi la sgRNA a la structure suivante pour tous les génes, la seule
différence est la séquence rouge de 20 nucléotides (en rose site de reconnaissance de Bsal et en
bleu les sites de restriction de Bsal et en sousligné les 4 paires de base qui permettront la jonction

de la sgRNA a son promoteur AtU6 et au plasmide dans la premiére étape LVL1 du Golden Gate).

Géne ciblé
3 i v 5

| rh

Amplification par PCR

Amorce Leverse
O' S wenesnisennne () @
—
Amorce directe sgRNA scaffold

20 nucléotides complémentaires du géne

sgRNA

pICH86966

Figure 38 : Construction de la sgRNA. A : L’amorce directe est construite de maniére a contenir le site de
reconnaissance Bsal suivi de 20 nucléotides complémentaires a celles ciblés du gene, en plus d’une séquence qui va
s hybrider avec le scafffold dans le plasmide. L’ amorce reverse est construite de maniere a s hybrider avec la fin du
scaffold du plasmide en ajoutant le site de reconnaissance de Bsal. B : aprés amplification par PCR la sgRNA est
construite.

S’TGTGGTCTCAATTGNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNGTTTTAGAGCTAGAAATAGCA
AGTTAAAATAAGGCTAGTCCGTTATCAACTTGAAAAAGTGGCACCGAGTCGGTGCTT
TTTTTCTAGACCCAGCTTTCTTGTACAAAGTTGGCATTACGCTTGAGACCACA3’(165p
b)
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L’amplification PCR est réalisée avec le prémix de PrimeSTAR® Max DNA Polymerase
2X (Takara Bio Inc.) selon les conditions de la Figure 39 avec les amorces citées dans le
paragraphe 4.2. Pour chaque géne, j’ai construit 2 sgRNA ciblant chacune une séquence différente
du gene pour augmenter ’efficacité de 1’édition génétique en coupant le gene au niveau de deux

sites différents.

Mélange réactionnel: Programme:
Dénaturation
initiale Dénaturation
Elongation Elongation
PrimeSTAR® Max DNA Polymerase (1X) 98°C 98°C brida
Amorce Directe (0.2uM) Smin 5 sec [ 72°C @ 72°C
Amorce Reverse (0.21M) 52°C 10sec | 3 min

pICH86966 (50-100 ng) 5sec

Eau distillée (pour volume final de 50ul) 4°Cc

Figure 39 : Réaction PCR pour construire la sgRNA

3.3.3.Migration sur gel d’agarose et purification des sgRNA
Les sgRNA issues de la réaction PCR sont migrés sur gel d’agarose 1% dans du tampon

TAE. Le tampon TAE contient de Tris 40 mM acétate, d'EDTA 1mM pH8 et de 1.25% d'acide
acétique. Le marqueur de taille utilisé est I’Exact Ladder DNA premix 2log. Aprés migration, le
gel est incubé pendant 20 minutes dans un bain de BET 0.04% dilué dans I’eau. La révélation est
réalisée sous lumiere UV. Les bandes correspondent aux sgRNA sont extraits du gel d’agarose
avec le kit "Nucleospin Gel and PCR Clean Up" (Macherey-Nagel, Hoerdt, France) selon le mode
opératoire du fournisseur, élus et enfin stockés a -20°C.
3.3.4.Systéme Golden Gate

Le principe du clonage Golden Gate est la recombinaison d’une séquence d’ADN d’un
plasmide vers un autre sans ajout de nucléotides au niveau des sites de recombinaisons ( Figure
40) (Kirchmaier et al. 2013; Pryor et al. 2020). Cette technique se base sur des enzymes de
restrictions de type 11 S qui coupent a I’extérieur de leurs sites de reconnaissances. Ainsi, une fois
que la ligation a eu lieu, les sites de restriction des enzymes sont détruits (Pryor et al., 2020) (
Figure 40). Les séquences seront libérées de leur vecteur initiaux, avec des extrémités
complémentaires a celle du vecteur récepteur final, ou bien complémentaires avec d’autres
séquences libérées. De cette maniére, le rassemblement grace a la T4 ligase, aura lieu dans un ordre
précis, suivant la complémentarité des extrémités des séquences. Le clonage Golden Gate a été
utilisé pour la premiére fois pour la technique CRISPR par Ma et al. (2015) puis optimisé par Ma
et Liu (2016).
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Plasmide récepteur
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Digestion par les enzymes de restrictions
type IS
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Rassemblement par T4 ligase __l S e
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Geéne de ,. >
I >‘ résistance - s | ‘ SERNA . SRl ' ™\

Plasmide final

Figure 40 : Systeme Golden Gate utilisé pour le rassemblement du vecteur final CRISPR Cas9. A : La premiére étape
est de libérer les séquences d’intérét de leurs plasmides par digestion avec ces enzymes. La digestion génere
respectivement des extrémités qui permettens de rassembler les séquences dans [’ordre désiré. B @ La deuxieme étape
est le rassemblement des séquences par la T4 ligase dans le plasmide final.

3.3.5.Rassemblement des plasmides de niveau 1 (LVL1)
A cette étape, le SgRNA doit étre assemblée avec le promoteur « AtU6 » dans un seul

vecteur. Le promoteur AtU6 se trouve dans le plasmide « pICSL01009 » duquel il est libéré par
digestion avec Bsal (enzyme de restriction type 11S). Ensuite sSgRNA et AtU6 sont rassemblés dans
le vecteur grace a I’enzyme T4 ligase. Pour un méme geéne ciblé, chacun des deux sgRNA doit étre
assembler avec son AtU6 dans deux vecteurs différents. Pour chaque géne, j’ai rassemblé le
sgRNA1+ AtUG6 dans le vecteur pICH47751, et le SgRNA2+ AtU6 dans pICH47761. L’ajout du
promoteur AtU6 et la ligation sont réalisés en une seule étape de digestion (par Bsal) / ligation (par
T4 ligase) (Figure 41). Dans le cas d’extinction de deux génes en méme temps, il me faut 4 sgRNA
(deux pour chaque genes). Alors a cette étape, j’ai rassemblé le sgRNA1+ AtU6 et le SRNA2+
AtU6 du premier géne, respectivement dans pICH47751 et pICH47761, tandis que le sgRNAL+
AtUG et le sSRNA2+ AtU6 du deuxiéme gene, respectivement dans pICH47772 et pICH47781.

Avec les produits de digestion / ligation j’ai transformé des aliquots de 50ul de E.Coli
Top10, par choc thermiques a 42°C en suivant I’instruction du fournisseur. Juste apres le choc, les
bactéries sont déposées sur glace pour 2 minutes et 300ul de LB sont ajoutés sur les aliquots. La
solution bactérienne est incubée 1h a 37°C puis étalé sur une boite de pétri LB+ carbenicilline
(100pg/mL) + IPTG (0.5 mM) + X-Gal (40pg/mL). La boite de Pétri est placée a 37°C pendant
16 heures.
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Aprés 16 h, les colonies positives qui contiennent le vecteur avec la sgRNA+AtUG6 sont de
couleurs blanches alors que les colonies négatives qui portent le vecteur vide sont de couleurs
bleues (voir paragraphe 3.2, plasmides) (Figure 41). Un criblage PCR sur les colonies positives
est realisé en utilisant les amorces LVL1 et un prémix, SapphireAmp® Fast PCR Master Mix 2X
(Takara Bio Inc.) (voir paragraphe 3.5.d du chapitre 2). Ce prémix contient une polymérase sans
activité correctrice. Le programme utilisé pour cette amplification PCR est représenté dans la
Figure 41. Ensuite, les produits d’amplification sont migrés sur gel d’agarose 1% et aprés
révelation du gel dans le BET et sous lumiere UV, les colonies positives donnent des bandes de
521 pb et les colonies négatives donnent une bande de 900 pb (Figure 41). Celles positives sont
ensemencées dans 4 mL de LB+ ampicilline et mises en culture durant 16 heures & 37°C/180 rpm.
La purification du plasmide est réalisée a partir de ces bactéries avec le kit "NucleoSpin Plasmid"
(Macherey-Nagel) en suivant le mode opératoire du fournisseur. Le plasmide est élué dans un
volume total de 50 pl. puis quantifié en spectrophotométrie (Biophotometer Eppendorf, Hambourg,
Allemagne) contre un blanc (70ul d’eau osmosee stérile), a partir de 5ul du plasmide dilué dans
65ul d’eau osmosée stérile. Quinze pl du plasmide purifié sont ensuite envoyés au séquengage avec
les amorces LVLL1 et le reste est conservé a -20°C pour le deuxiéeme niveau de rassemblement
Golden Gate.
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Digestion / ligation LVL1

Mix Digestion /ligation dans 15 pl :

*10X T4 Ligase Buffer : 1.5 pl

*10X BSA : 1.5 pl

*ARN guide (100ng)

*Plasmide (100ng) :pICH47751 ou pICH47761 ou

Programme utilisé :

37°C: 3 minutes j —
o . . cycles
16°C : 4 minutes %

oo o b

50°C : 5Sminutes
80°C : 5 minutes

< Fe

plCH47772 ou pICH47781 12°C: e
*PICSLO1009 promoteur U6 (100ng)

*Bsal : 1 pL

*T4 DNA Ligase : 1yl

*H20 milliQ : jusqu’a 15 pl volume total

Oy

Transformation des E.Coli TOP 10

Mélange réactionnel: Programme:
Dénaturation
Indisle Dol Elongation - Elongation i WiF WLLR
SapphireAmp® Fast PCR Master Mix 2X 98°C 98°C = " _'___“_—
LVL1 Directe (0.2uM) Smin | Seec || MoAEEen [ g3e¢ - 72°C
LVL1 Reverse (0.2uM) 55°C 10sec - 3min WL E WLIR  evide
Colonie de bactéries 5 sec 300 pb N ——
Eau distillée (pour volume final de 15ul) 4°C

wr

Purification du plasmide et envoi au séquencage

Figure 41 : Rassemblement niveau LVLI Golden Gate. L étape de digestion/ligation réalisée par les enzymes
Bsal/T4 ligase selon le programme et avec les produits représentés figure dans les cadres bleus. L’étape de
transformation et de criblage des bactéries est représentée en jaune. La photo de la boite de Pétri montre les colonies
positives en blanc et celles négatives en bleu.

3.3.6.Rassemblements dans le plasmide final pAGMA4723, niveau 2 (LVL2)

Cette étape représente 1’assemblage des différentes unités (géne de résistancet+Cas9+
SgRNA 1+ sgRNA 2) dans le plasmide final pAGM4723. Les différentes unités sont rassemblées
dans le vecteur final dans I’ordre suivant (RB---LB), le géne de résistance Kana (avec pNOS
promoteur et Tnos terminateur), la Cas9 (avec 2X35S promoteur et TOCS terminateur),
AtU6+sgRNAL, AtU6+sgRNA2 et enfin une séquence appelée « linker » qui permet au plasmide
de se refermer. Dans le cas du vecteur destiné aéteindre deux genes en méme temps, les deux
sgRNA de I’autre géne sont ajoutés juste apres celles du premier gene.

Avec les produits de digestion / ligation j’ai transformé les aliquots de 50ul de E. Coli
Topl0 (voir paragraphe 3.5.c du chapitre 2). Les bactéries transformées sont incubées 1h a 37°C
puis étalées sur une boite de Pétri LB+ kanamycine (50ug/mL). La boite de Pétri est placée a 37°C
pendant 16h. Aprés 16 h, les colonies positives qui contiennent le vecteur pAGM4723 avec les
unités dedans sont de couleurs blanches alors que les colonies négatives qui portent le vecteur

pAGMA4723 vide sont de couleurs orange (voir paragraphe 3.2 plasmides) (Figure 42). Un
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criblage PCR sur les colonies positives est réalisé en utilisant les amorces LVL2 et un prémix,
SapphireAmp® Fast PCR Master Mix 2X (Takara Bio Inc.). Ce prémix contient une polymerase
sans activité correctrice. Le programme utilisé pour cette amplification PCR est représenté dans la
Figure 42. Les colonies positives doivent montrer une bande de taille 958pb alors que les colonies
négatives ne montrent pas de bandes sur le gel puisque I’amorce Cas9F s’hybride a une séquence
de la Cas9. Les colonies positives sont ensemencées dans 4 mL de LB+ ampicilline durant 16
heures a 37°C/180 rpm. A partir de ces bactéries, la purification et la quantification du plasmide
sont réalisées comme decrit dans le paragraphe 3.3.5. Quinze pl du plasmide purifié sont envoyés
au séquencage avec les amorces LVL2 et le reste est conserve a -20°C pour la transformation des
agrobactéries.

Digestion / ligation LVL1

Mix Digestion /ligation dans 15 pl : Programme utilisé :
*10X T4 ligase buffer: 1.5 pl 37°C : 3 minutes }

: . A 20 cycles
*PICSL11024- Resistance Kana (100 ng) 16°C: 4 minutes
*PORFE1001- 355:Cas9 (100ng) 50°C : 5Sminutes
*pICH47751 : AtU6+ sgRNA1 (100ng) 80°C: 5 minutes
*pICH47761 : AtU6+ sgRNA2 (100ng) 12°C e .
+plCH47772: AtU6+ sgRNA1 (100ng) +pICH47781: AtU6+ i oty it e B odlie
sgRNA2 (100ng) du deuxiéme géne P - Sk Bmd il
*PpICH41780- Endlinker4 (100 ng) WL , -~y AN / -t S
*PAGMA4723- LVL2 acceptor (100 ng) ) :" Yoo E
*Bpil: 1 ul & =
*T4 ligase: 1ul

*H20 milliQ : ajuster le volume final & 15 pl

Transformation des E.Coli TOP 10
L2 F

Mélange réactionnel: Programme: WiL2 R
958 pb Kana R Ereindre 1
Dénaturation ghne
...... e Dénaturation e Wiz

SapphireAmp® Fast PCR Master Mix 2X 98°C 98°C AtUss | AtUs+ IR Eteindre 2

N T o o - H F—
LVL2 Directe (0.2M) Smin | Ssec | RSN 72°¢ | 72C o - | sgRNAT sgrag finker génes
LVL2 Reverse (0.2uM) 55°C 10sec | 3min
Colonie de bactéries 5 sec

o WVLZ R

Eau distillée (pour volume final de 15pl) il opb

ide vide

Purification du plasmide et envoi au séquencage

Transformation des agrobactéries EHA105

Figure 42 : Rassemblement niveau LVL2 Golden Gate. Dans les cadres bleus : étape de digestion/ligation réalisée
par les enzymes Bpil/T4 ligases selon le programme et avec les produits représentés. En jaune : étape de
transformation et de criblage des bactéries. La photo de la boite de Pétri montre les colonies positives en blanc et
celles négatives en orange. En vert : programme utilisé pour le criblage par PCR des agrobactéries positives.

3.3.7.Transformation des agrobactéries avec la construction finale CRISPR/Cas9
Des aliquots de 40ul des agrobactéries éléctrocompétentes EHA105 sont transformés avec
10 a 50 ng du plasmide pAGM4723+ unités d’intérét dedans. Les agrobactéries sont déposées dans

une cuve d'électroporation et électroporées avec I'électroporateur Micropulseur TM (Biorad) sous
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un courant de 2.5 kV. Juste apres le choc, 300ul de LB sont ajoutés dans la cuve, puis ’ensemble
de la solution est incubé 2 h & 28°C / 180 rpm puis étalée sur une boite de Pétri LB+ kanamycine.
La boite de Pétri est placée a 28°C pendant 48 heures. Les colonies d’agrobactéries qui ont poussé,
sont sélectionnées par criblage PCR en utilisant les amorces LVL2 (Figure 42). C’est avec ces
colonies d’agrobactéries porteuses des constructions CRISPR / Cas9 dans le plasmide pAGM4723
que les cotylédons de tomate seront transformés.
3.4. Transformation et régénération des plantes tomate in vitro
3.4.1.Solutions stocks utilisées dans les milieux de culture

J’ai préparé les solutions meres indiquées dans le Tableau 9 pour les utiliser ultérieurement
dans la préparation des différents milieux de régénération des tomates. Les solutions meres sont
filtrées en conditions stériles a I’aide des filtres de a 0.2um puis sont réparties dans des aliquots de

15mL et conservées a I’abri de la lumiére a 20°C.

Tableau 9 : Produits utilisés pour la préparation des milieux

Produits Cnncem‘r atmn‘ dela Solvant Fournisseur
solution-mére

Thiamine HCL 10 mg/ml H20 mQ Sigma-Aldrich
AIA: acide indole acétique 1mg/ml EtOH 70% Sigma-Aldrich
. R +29, i - bl
BAP: 6-benzylamimopurine 10mg/ml HZO\ImQ 2% | Sigma-Aldrich
NaOH
Acétosyringuone: 3°.5°- )
ez . Aldrich
Diméthoxy-4’- 0,098 mol/L EtOH 70% .
2 z Chemistry
hydroxyacétophénone
kanamycine 150mg/ml H20 mQ Duchefa
Timentin: Ticarcilin disodium 150mg/mt H20mQ s
w/Clavula
2,4D : Acide 2.4-
’ ’ 10 mg/ml EtOH 70% | Sigma-Aldrich

dichlorophénoxyacétique

. Homoi2% M
Kinétine 1 mg/ml mQ +2% | Sigma-Aldric

NaOH
+20,
Vitamines de Nitsch 10g/ml (X100) H2O\ImQ 2 Duchefa
NaOH
Zéatine: NS-isoentényladénine 2 mg/ml H20 mQ SIGMA
VAENTETES b Sk Il & 10g/ml (X100) H20mQ Duchefa

skoog vitamins mixture

3.4.2.Milieux de régénération

Il existe 6 milieux de régénération in vitro des tomates a partir des cotylédons. Ces milieux sont
préparés dans des bouteilles d’H20 milliQ, dont le pH est ajusté a 5.8 avec du KOH avant d’étre
autoclavées. Les hormones et les antibiotiques sont ajoutés a la solution une fois les bouteilles

refroidies jusqu’a une température d’environ 50°C. Les milieux sont ensuite coulés dans des boites
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de Pétri stériles (dans des pots bébé en verre dans le cas de milieu de germination) conservées a
’abri de la lumiére a 4°C.

Les milieux sont préparés au maximum 3 jours avant leur utilisation. Le milieu de
suspension d’agrobactérie est le seul milieu qui n’est pas solide. Il est préparé et conservé de la
méme manieére sauf qu’il n’est pas coulé dans des boites de Pétri. Dans la mesure ou j’ai travaillé
sur deux variétés de tomates différentes, il a fallu adapter la composition des milieux de

régenération a chacune (Tableau 10 et Tableau 11).

Tableau 10 : Compositions des milieux pour la culture in vitro de la variété Ailsa Craig

Substrats Milieu de Milieu de Milieu de Milieu de Milieu de Milieu
gérmination | préculture suspension co-culture régénération |d’enracinement
Sels MS (Murashig et 1,1g/L 4,41g/L 4,41g/L 4,41g/L 4,41g/L 2,2g/L
Skoog)
KH,PO, 200 mg/L 200 mg/L 200 mg/L
MES 700 mg/L 700 mg/L
Agar HP696 8g/L 8g/L 8g/L 8g/L 78g/L
Sucrose 15 E/L 20 E/L 20 g_/L 20 g_/L 30 g_/L 10 E/L
Ajuster le pH a 5,8 avec du KOH et autoclaver avant d’ajouter les hormones / vitamines / antibiotiques
préalablement filtrées (0,2pum)
Thiamine HCI 1mg/L 1mg/L 1mg/L
Acétosyringone 2*10* mol/L | 2*10“*mol/L | 2*10* mol/L
2,4D 0.25 mg/L 0.25 mg/L
kinétine 0.1 mg/L 0.1 mg/L
Vitamines de Nitsch 100 mg/L 100 mg/L
Kanamycine 100 mg/L
Timentin 300 mg/L 75 mg/L
Vitamines M.S 12,5 mg/L 100 mg/L 100 mg/L 100 mg/L 100 mg/L 50 mg/L
Zéatine 2mg/L

Tableau 11 : Compositions des milieux pour la culture in vitro de la variété WVal06

Substrats Milieu de Milieu de Milieu de Milieu de Milieu de Milieu
gérmination | préculture suspension co-culture régénération |d’enracinement
Sels MS (Murashig et 1,1g/L 4,41¢g/L 4,41g/L 4,41¢g/L 4,41¢g/L 2,2g/L
Skoog)
KH,PO, 200 mg/L 200 mg/L 200 mg/L
MES 700 mg/L 700 mg/L
Agar HP696 8g/L 8g/L 8g/L 8g/L 7g/L
Sucrose 15 g_/L 20 g_/L 20 g_/L 20 g_/L 30 g_/L 10 g_/L
Ajuster le pH a 5,8 avec du KOH et autoclaver avant d’ajouter les hormones / vitamines / antibiotiques
préalablement filtrées (0,2um)
Thiamine HCl 0.9 mg/L 0.9 mg/L 0.9 mg/L
Acétosyringone 2*10% mol/L | 2*10*mol/L | 2*10% mol/L
AlIA 1mg/L 1mg/L 1mg/L
BAP 2mg/L 2mg/L 2mg/L
Kanamycine 150 mg/L
Timentin 300 mg/L 75 mg/L
Vitamines M.S 12,5 mg/L 100 mg/L 100 mg/L 100 mg/L 100 mg/L 50 mg/L
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3.4.3.Stérilisation des graines

A partir de ce paragraphe jusqu’au paragraphe 4.4.10, tout le travail est réalisé sous une
hotte dans des conditions stériles. Le matériel est stérilisé a 1’autoclave ou bien a I’aide d’éthanol
70% puis bralé a la flamme.

Les graines de tomate sont stérilisées avec de 1’eau de javel 3% pendant 15 minutes puis
rincées a I’cau stérile 2 fois et un dernier lavage de 10 minutes (3 lavages en total). Elles sont
ensuite étalées sur le milieu de germination dans des pots bébés en verre incubés pendant 7 jours
dans I’armoire climatique a 24°C en lumiere diffuse (mi- obscurité).
3.4.4.Manipulation des cotylédons

Au bout de 7 jours, les graines ont germé et développé des cotylédons. Les cotylédons sont
prélevés en sectionnant la base de I’hypocotyle et déposés sur une surface dure et stérile (I’intérieur
d’une boite de Pétri) pour les découper. Les cotylédons sont découpés en 3 fragments a I’aide d’un
scalpel (Figure 43). Ces fragments sont disposés dans une boite de milieu de préculture, face
supérieure au contact du milieu, bien a plat. Cette boite est placée dans I’armoire climatique

pendant 24h & 24°C, en lumiére diffuse de 120 pmol/m?/s.

1 2 3

Figure 43 : Manipulation des cotylédons. Les deux extrémités sont éliminées c6té hypocotyle et c6té pointe, puis le
cotylédon est coupé en 3 fragments, perpendiculairement a la nervure.

3.4.5. Conditionnement des agrobactéries

Au cours du méme jour de manipulation des cotylédons, une préculture d’agrobactéries est
lancée (dans 10 mL de LB + rifampicine 20mg/L + kanamycine 50mg/L) a partir d’une colonie
d’A. tumefaciens EHA105 transformés par la construction souhaitée et incubée toute la nuit a
28°C/180 rpm. Le lendemain, une culture (45 mL dans du LB + rifampicine 20mg/L + kanamycine
50mg/L) est lancée a partir de 5 mL de la préculture. Elle est incubée jusqu’a que sa D.O (600 nm)
soit comprise entre 0,4 et 0,6. Une fois que la culture est a la bonne D.O, elle est centrifugée 10
min a 5000 rpm. Le culot est re-suspendu dans 40 mL de milieu de suspension des agrobacteries
et la D.O est re-mesurée. A partir de cette suspension, une solution est formée par dilution (en
utilisant du milieu de suspension des agrobactéries) a une D.O de 0,08 (0,05~0,08) dans un falcon

(50 mL) stérile a un volume final de 30mL. Cette solution est laissée reposer pendant 15 minutes.
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3.4.6.Transfection des cotylédons par A. tumefaciens

Les cotylédons sont délicatement sortis du milieu de préculture a ’aide d’une pince stérile
et déposés dans la suspension d’agrobactéries dans le tube de falcon. Le tube est enveloppé avec
du papier aluminium pour assurer I’obscurité a 1’intérieur et mis sur une plaque agitante a vitesse
faible pendant 30 min. Aprés 30 minutes d’agitation, les cotylédons sont déposés, a 1’aide d’une
pince stérile, sur un papier essuie-tout stérile et enroulés délicatement pour éliminer la solution des
agrobactéries. Les cotylédons sont ensuite étalés sur le milieu de co-culture en contact avec la
gélose via la surface supérieure. Ils sont déposés dans 1’armoire climatique pour 48h a 24°C.

En raison du nombre de constructions (5 constructions de surexpression et 7 constructions
de CRISPR/Cas9, par variété) je transformais chaque semaine une construction en utilisant 50
graines de chaque variété. Ce travail s’est étalé sur 4 mois, entre préparation des milieux, lancement
des transformations des nouvelles constructions et repiquage des cotylédons en cours de
régénération jusqu’a la finalisation de la transformation de toutes les constructions.
3.4.7. Régenération des cotyledons

Apres 48h, les cotylédons sont étalés sur le milieu de régénération et déposés dans 1I’armoire
climatique sous éclairage 16h/obscurité 8h a 24°C pendant une semaine. Les fragments de
cotylédons sont repiqués sur du milieu de régénération avec une périodicité de 7 jours jusqu’a
I’obtention des plantules (petite tige et feuilles) a partir des cals.
3.4.8.Préparation des plantules pour I’enracinement

Aprés plusieurs semaines de régénération (6 a 8 semaines selon la variéte utilisée), des tiges
avec des feuilles se sont développées a partir des cals. Elles sont récupérées en les coupant a I’aide
d’un scalpel stérile (Figure 44). Ensuite, les tiges des plantules se sont enfoncées délicatement
dans le milieu d’enracinement dans des pots en verre. Ces derniers sont placés dans 1’armoire
climatique avec les conditions de 16h/obscurité 8h a 24°C. Les plantules sont repiquées dans des
pots bébés en verre toutes les 2 semaines jusqu’au développement des racines et des nouvelles

feuilles.

1éres feuilles Point de section

Tige

‘.oboo.
Cal

N4

Figure 44 : Séparation de la plantule & partir du cal.
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3.4.9.Acclimatation et culture des tomates transgéniques

Une fois que les racines sont bien développées, les plantules sont sorties des pots et
rempotees dans du terreau dans une caisse de confinement légerement ouverte pour leur assurer
une bonne humidité (70%) avec les conditions 16h jour/8h obscurité et température 24°C.

Aprées 3 semaines d’acclimatation, les plantes sont sorties de la caisse de confinement dans
un phytotron dedié aux OGM avec les conditions suivantes : 24°C le jour 16°C la nuit, une
photopériode de 16 h d’éclairage, humidité relative de 70%, et en fin un apport de fertilisant N, P,
K (8%,16%,40%) une fois par semaine.
3.5.1dentification des plantes transgéniques
3.5.1.Extraction de ’ADN génomique

Cent mg de feuilles des plantules régénérées dans les pots en verre sont broyés dans 1’azote
liquide a l'aide d'un mortier et d’un pilon préalablement nettoyés avec de 1’éthanol 70%. La poudre
obtenue est transférée dans un microtube de 1.5 mL pour extraire I’ADN génomique avec le kit
"E.ZN.A ® SP Plant DNA kit" (Omega Bio-tek, Norcross, GA, Etats-Unis) selon les
recommandations du fournisseur. L’ADN génomique extrait est stocké a -20°C. j’ai utilisé
I’amplification du géne SITIP41 (Lacerda et al., 2015b) comme contréle.

3.5.2.Amplification par PCR (génotypage)
L’amplification des génes ciblés a partir de I’ADN génomique des plantes est réalisée avec

un prémix de PrimeSTAR® Max DNA Polymerase 2X (Takara Bio Inc.). Ce prémix contient une
polymérase a haute-fidélité. Le génotypage par amplification PCR est réalisé avec un prémix,
SapphireAmp® Fast PCR Master Mix 2X (Takara Bio Inc.). Cette amplification permet de valider
I’insertion des constructions de surexpression, et de valider 1’insertion des constructions
CRISPR/Cas9. Cette derniere se fait en plusieurs étapes ; la premiere est de vérifier la présence de
la séquence codant pour la protéine Cas9 dans le génome des plantes par amplification PCR en
utilisant le couple d’amorce 35S prom+cas9. Ces amorces amplifient une sequence de 1134 kb de
I’ADN de la Cas9. La deuxieme étape consiste a valider I’insertion des séquences codantes pour
les sgRNA dans le génome, pour cela j’ai utilisé le couple d’amorce LVL2. En effet dans I’ADN-
T inséré dans le génome de la plante, les séquences sgRNA viennent juste aprés la séquence de la
Cas9. Pour cela, ’amorce LVL2 directe s’hybride a la fin de la séquence codante pour la Cas9 et

I’amorce LVL2 reverse s hybride a la fin de la région qui contient les sgRNA (0.946 kb).
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3.5.3.Clonage dans pCR™8/GW/TOPO™

Les produits PCR obtenus dans le paragraphe 4 .5.2 doivent étre envoyer au séquencgage
pour pouvoir valider la présence d’édition génétique et de savoir le type de mutations qu’elle a
engendré. Les plantes générées peuvent étre chimériques ; ¢’est-a-dire que dans une méme plante,
plusieurs cellules ont pu subir un événement d’édition différent. Alors il y a une forte possibilité
que pour chaque amplification du gene pour une méme plante, il existe plusieurs alléles. Ainsi,
pour envoyer au séquencage il faut séparer les alleles, sinon les profils de séquengages ne seront
pas clairs. Pour cela le passage par une étape de clonage dans un plasmide constitue une étape
importante dans ma stratégie.

Le clonage dans le plasmide pCR™8/GW/TOPO™ est réalisé en plusieurs étapes comme
décrit dans le paragraphe 3.5 du chapitre 2. Le produit de ligation est utilisé pour transformer
des bactéries MC1022 éléctrocompétentes dans une cuve d'électroporation et électroporées avec
I'électroporateur Micropulseur TM (Biorad) sous un courant de 2,5 kV. Juste aprés le choc, 300pl
de LB sont ajoutés dans la cuve. L’ensemble de la solution est ensuite incubé 1h a 37°C puis étale
sur boite de Pétri LB+ spectinomycine 100mg/L, placée a 37°C pendant 16 heures. Les colonies
qui se sont développées sont ensemencées dans 4 mL de LB+ spectinomycine 16 heures a 37°C/180
rpm pour la purification du plasmide avec le kit "NucleoSpin Plasmid” (Macherey-Nagel). Le
plasmide élué dans un volume total de 50 pl est quantifié avec le spectrophotomeétre Biophotometer
(Eppendorf, Hambourg, Allemagne). Quinze ul du plasmide purifié sont envoyés au séquencage.

3.5.4.Séquencage
Le séquencage est réalisé par Macrogen Europe B.V. (Amsterdam, Pays-Bas). Les

¢chantillons séquencés sont les genes d’intéréts clonés dans le plasmide pCR™8/GW/TOPO™ en
utilisant les amorces citées dans le Tableau 8. J’ai analysé les résultats du séquengage en utilisant

I’outil bioinformatique Bioedit (Tom Hall, Ibis Therapeutics Carlsbad, CA, Etats-unis).

4 Résultats
4.1.Constructions CRISPR/Cas9

4.1.1.Construction des sgRNA

J’ai construit deux sgRNA par geéne pour augmenter 1’efficacité de 1’édition génétique
(Figure 45) en utilisant le logiciel crispor, et les criteres de sélection décrites dans le paragraphe
3.3.1. Au total, j’ai construit 10 sgRNA (2/gene) par amplification PCR (paragraphe 3.3.2) a partir

du plasmide pICH86966, et en utilisant les amorces mentionnées dans le tableau 10 (Figure 46).
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PHT1:
153...CCCACATCCACTA*TCGAAACGGGACTTCGAAAGACGTTATCGATTTATCGAGAGTGGGCGGGGCGAATAGGTGAAGATGAACATGGTAATCGAGGAGTTTTTCTCAATGATGAGGGTGTTCGAT
TCATCGAGGCGTCTGTAGACGCCTCGTTGGACGAAGTATTGCCCTTAAAGCCTTCTCCCTCTATGCTCTCCTTACATCCTAGTTTAAAAGATGTAGTGGAGTTAATCCAAGTCCAAGTCACACGTTTCACGT
GTGGCTCTGTGGTGGTCGGTTTCACCGGCCACCACATGATAGCTGACGGCCACGCTGCAAGCAACTTTTTTGTCGCGTGGGGGCAAGCATGTCGAGGGATGGAAATTACACCCATCC*CGATGAACGAT
CGTGCTATTTTCCGCCCTCGAAATCCACCCCTAGTCGAGTACAACCATGTTGGGGCCGAATTCGTGTCCAAATTAGTAAACAAAGAGTTAGTCAAAATCAACAACGATCAAGATAAAGAGAAAAATATCAT
AGTCCACAAAGTCCATTTCACC...642

PHT2:

381. ATCCAAGTCCAAGTCACACGTTTCACGTGTGGCTCTGTGGTGGTCGGTTTCACCGGCCACCACATAATAGCTGACGGCCATGCTGCAAGCAACTTTTTTGTCGCGTGGGGTCAAGCGTGCCGAGG
GATGGAAATTACACCCCTC*CCGGTGAATGACCGAACTATTTTCCGCCLTCG *GGATCCACCCCTCGTCGAGTACAACCATGTTGGGGCCGAATTCGTGTCCAAATTAGGATACAAGGAGTTAGTCAAAGT

CAACAACGATGAA...684

PHT3:

149. TCCCACTCCACCAAAC*GCCGCGATTCAATTGGGGCTTCAAAAGGCCCTAGCGATTTACAGGGAGTGGGCAGGGCGATTAGGTAAAGACGAAAATGGTATTCCAGTAATTTCGCTCAATGATGAA
GGTGTTCGATTCGTTGAGGCATCAGCGGATAGTACCCTTGATAAAGTTATGCCCTTTAAACCTTCCGCTTCTTTGCTTAACTTACATCCTCGC*TTGAACAATGTGGTCGAGTTGGTGCAAGTTCAAGTC...9
33

PHT4:

320..TTTCAAGCCTTCGCCTTCTTTGCTTAGCCTACATCCTAGCTTGAAGGATGTCAAAGAATTGGTGCAAGTCCAATTAACTAGGTTCACTTGTGGCTCCTTAG* TGGTTGGTTTTACCGCGC*ACCACAC
GGTAGCAGACGGTCATTCAACTAGCAACTTCTTGGTTGCATGGGGCCAAGCTTGTCGAGGCCTCAAAGTCAATCCTCTTCCTTTGCATGATCGTAGTATTTTCACCCCACGAAAT... 759

Solyc06g083900.2:

80...CTTGCTGTGAGAAATTGGGGTTGAAAAGAGGTCCATGGAGCAAAGAAGAAGATTATTTACTCATCAATTACATTAAAAAGAATGGTCATCCTAAT* TGGCGTGCACTTCCAAAACTTGCAGGTCTA*
TTAAGGTGCGGAAAAAGTTGTAGGCTTCGATGGACTAATTACTTGAGACCTGATATTAAGCGAGGCAATTTTACTCATCAAGAAGAAGATACAATTATCAAGTTGCATCAAGTTC..517

Figure 45 : Les sequences ciblées par sgRNA pour chaque géne. En jaune les séquences ciblées, en gris le motif PAM,
l’astérisque rouge montre le site de coupure de la cas9 dans le géne, et en vert le nombres de nucléotides du gene, non
représentées dans la figure.

Figure 46 : Photo du gel d’agarose des sgRNA, les résultats révéle des bandes de 165pb attendus.
4.1.2.Rassemblement Golden Gate

J’ai réalis¢ les rassemblements Golden Gate en deux étapes (LVL1 et LVL2) comme décrit
dans le paragraphe 4.3.3 (Figure 47). J’ai obtenu en final des plasmides qui me permettent soit

d’éteindre un géne ou bien 2 génes en méme temps (Tableau 12). Pour rappel, I’extinction du géne
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solyc06g083900.2 me permettra d’obtenir des lignées de tomate qui n’expriment pas le facteur de

transcription solyc06g083900.2, potenticllement impliqué dans 1’accumulation de phénolamides.
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Figure 47 : Rassemblement Golden Gate. A: Rassemblement LVL1, photo du gel qui montre la taille des bandes des
constructions positives LVL1 positives de 521 pb comparées a un témoin positif (vecteur séquencé avec sgRNA dedans
marqué en +) et un témoin négatif (le vecteur LVL1 vide marqué en -). B: Rassemblement LVL2, photo du gel qui
montrer la taille des bandes des constructions positives a 2 sgRNA (958 pb fleches rouges), et la taille des bandes des
constructions LVL2 a 4 sgRNA (1432 pb fléches en blanches).

Pour créer des lignées de tomate qui n’accumulent pas de la CP, il faudrait théoriquement
construire un plasmide permettant d’éteindre les quatre génes SIPHT en méme temps, ce qui
signifie un plasmide contenant 8 sgRNA. La probabilité d’éteindre 4 génes en méme temps est tres
faible et est impossible avec ce systéme de rassemblement. Ainsi, 1’alternative est de faire les
constructions qui permettent d’éteindre d’un coté les geénes SIPHTL1/SIPHT2 et de 1’autre coté
SIPHT3/SIPHT4. Le choix des couples de génes est basé sur ’analyse spatiale de 1’expression de
ces gene (travaux du laboratoire pas encore publiés). Ainsi SIPHT1 est principalement exprimé
dans les tiges, les fleurs et un peu dans les fleurs, alors que SIPHT?2 est trés faiblement exprimé
dans la plante saine. En revanche ces deux génes sont trés fortement induits par 1’herbivorie de T.
absoluta et une infection par Pseudomonas syringae générant une forte accumulation de CP dans
les tissus. Ces deux genes se trouvent sur le méme chromosome 11 et ne différent que de quelques
nucléotides. Le géne SIPHT3 est exprimé dans les fleurs et les racines, alors que SIPHT4 seulement
dans les racines. Ainsi, I’extinction du couple SIPHTL1/SIPHT2 permettrait de limiter
I’accumulation de CP dans les tiges et les feuilles de la plante et en réponse a un stress biotique,
alors que I’extinction du couple SIPHT3/SIPHT4 limiterait 1’accumulation de cette molécule dans

les racines et les fleurs.
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Tableau 12 : Les différentes constructions CRISPR/Cas9

SIPHT1

AB

SIPHT2
CD

EF SIPHT3

SIPHT4
GH

s0lyc06g083900.2

ABCD SIPHT1+SIPHT2

EFGH SIPHT3+SIPHT4

4.2 Transformation et régénération des tomates a partir des cotylédons
J’ai transformé des agrobactéries EHA105 a partir des constructions de surexpression dans

pGWB2 et les constructions CRISPR/Cas9 dans pAGMA4723. J’ai utilisé ces bactéries pour
transformer les cotylédons des deux variétés de tomate WVal06 et Ailsa Craig. Le choix a été fait
d’utiliser deux variétés en paralle¢le afin d’optimiser les chances de succes de ce protocole de
transformation qui n’était alors pas maitrisé au laboratoire. J’ai créé d’une part 5 lignées de tomate
qui surexpriment SIPHT1, SIPHT2, SIPHT3, SIPHT4, solyc062083900 en plus d’une lignée témoin
transformée par le vecteur pGWB2 vide. J’ai créé, d’autre part, 7 lignées de tomates éditées
génétiquement par la CRISPR/Cas9 pour éteindre chaque géne individuellement et aussi pour
éteindre le couple de genes SIPHT1+S/PHT2, SIPHT3+SIPHT4.

La vitesse de régénération de la variété WVal106 (7 a 8 semaines) est beaucoup plus rapide
que celle de la variété Ailsa Craig (10 a 12 semaines). Ailsa Craig présente plus de difficulté de
régénération du fait de la perte de constructions et du temps nécessaire pour optimiser le protocole
et obtenir des plantules de cette variété. En effet, Ailsa craig a montré un retard dans la formation
des cals par rapport a WVal06 et un brunissement de ces derniers. J’ai résolu le probléme en
augmentant la concentration de thiamine-HCI (de 0.9mg/L a 1mg/L) dans le milieu, en diminuant
la concentration de kanamycine (de 150 mg/L a 100mg/L) ainsi qu’en raccourcissant le temps de
co-culture de 48h a 24h. Ceci m’a permis d’obtenir les cals des constructions SIPHT1, SIPHT2,
solyc062083900.2 en surexpression, et les constructions SIPHT1 et SIPHT3 en CRISPR/Cas9 de
cette variété. Pour la variété WVal06, j’ai obtenu les cals des constructions SIPHT1, SIPHT2,

114



SIPHT3, SIPHT4 en surexpression et en CRISPR/Cas9, en plus de construction SIPHT3+ SIPHT4
en CRISPR/Cas9.

La majorité des tiges formees a partir des cals des différentes constructions avaient des
phénotypes normaux et similaires ; une petite tige avec quelques feuilles et un méristeme apical
(Figure 48).
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Figure 48 : Régénération des tomates a partir des cotylédons in vivo. A : Coupure des cals en 3 fragments. B :
Cotylédons étalés dans le milieu de pré-culture. C : Formation des cals et début de feuilles. D : Formation des tiges
et des feuilles a partir des cals. E : Plantule au bout de trois semaines dans le milieu d’enracinement. F : plantule
transgénique sortie en premiére semaine d’acclimatation. G: Plantules transgéniques en troisiéme semaine
d’acclimatation.

Dans de rare cas, j’ai observé des tiges avec des malformations : certaines ne portaient
qu’'une seule feuille en absence de méristeme apical, d’autres, des tiges et des feuilles sans
pigmentation, d’autres encore une tige portant des feuilles blanches et vertes (Figure 49). La
formation des tiges blanches était souvent accompagnée d’un brunissement du cal et la mort de
cette tige. Seules les tiges avec méristemes apicaux verts ont été sélectionnées et transférées vers
le milieu d’enracinement. Les cals de la construction CRISPR/Cas9 du géne solyc06g083900 a pris

beaucoup de temps pour former des tiges (8 a 9 semaines) pour des deux variétés de tomate.
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B C D

Figure 49 : Explants avec des malformations in vitro. A: Feuille unique sans méristeme apicale. B: Tige verte avec
des feuilles vertes et blanches. Tiges blanches avec des feuilles vertes et jaunes. Explant complétement blanc qui
commence a mourir.

Le temps d’enracinement s’est avéré étre le méme pour les deux variétés et s’étalait entre
8 et 10 semaines. Pendant cette période les plantules formaient des nouvelles feuilles vertes, les
vielles feuilles devenant jaunes et tombant. De plus, certaines tiges ont développé des racines a
plusieurs endroits. Une fois rempotées dans le terreau, les plantules ont formé des nouvelles feuilles
vertes et développé des nouveaux méristemes au bout d’une semaine d’acclimatation dans la caisse
de confinement. Certaines tiges présentaient des racines a différents endroits en plus des feuilles
pendant la phase d’enracinement. Une fois sorties de leurs pots et rempotées dans le terreau, seules
les racines a la base de la tige persistaient alors que les autres se desséchaient sans impacter la
croissance de la plante. Les plantules de la construction solyc06g083900.2 en CRISPR/Cas9 ont
présenté des difficultés de développement et sont mortes.
4.3.Culture des plantes transgéniques dans le phytotron

Les plantes rempotées dans du terreau sont mises en culture dans un phytotron dédié pour
les OGM, dans les conditions citées dans le paragraphe 3.4.10. Le taux d’avortement des fleurs
s’est avéré élevé ; aucune, une seule ou deux fleurs persistaient par bouquet (Figure 50). Les
bouquets floraux sans sac a pollen avortaient aussi, ainsi que les fleurs des tomates témoins et
sauvages (WT) des deux variétés. Les plantes ont présenté certains phénotypes de stress, avec des
petites feuilles jaunes, et des colorations violette sur d’autres feuilles. Le taux d’avortement a
diminué avec la succession de génération des bouquets floraux : la moitié des fleurs persistaient
d’un bouquet, avec dans quelques cas une seule fleur avortée. Les plantes se sont ensuite
développées normalement (croissance, formation des nouvelles vertes feuilles et ramifications)
(Figure 50).
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Figure 50 : Culture des plantes transgéniques dans le phytotron. A : Plantes 3 mois apres la sortie des pos bébés. B :
Sac a pollen. C : Ailsa Craig qui porte un fruit. D : WVal06 avec des feuilles stressées. E : Phénotype violet des
feuilles stressées. F et G : avortement des fleurs.

4.4.1dentification des plantes TO transgéniques
4.4.1.Génotypage par PCR des plantes transgéniques de surexpression

Suite aux travaux de transformation et régénération des plantes qui surexpriment les génes
cibles, j’ai obtenu 52 plantules en enracinement. Pour vérifier I’insertion de I’ADN-T dans les
plantules TO régénérées, j’ai réalisé un génotypage par amplification PCR (paragraphe 4.5.2), en
utilisant les amorces dans le tableau 10. Ce génotypage se base sur la détection de I’insertion du
promoteur 35S plus I’ADNc du géne ciblé (ADN-T), et cela en réalisant des amplifications PCR
avec une amorce qui cible une séquence du début du promoteur et une amorce qui cible une
séquence de la fin de ’ADN du gene ciblé (Figure 51).

Pour valider I’extraction d’ADN génomique, j’ai amplifié le géne de ménage SITIP41 (taille
1.1 kb) (Figure 52, partie A). Parmi ces plantules, 48 présentaient le promoteur 35S en plus de
I’ADNc du gene ciblé dans leur génome (Figure 52, partie B et C), ce qui est équivalent & une
efficacité de 92,3%.
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Solyc06g083900 mmmp S 1.716 kb
SIPHT1 > 4 2.211 kb
SIPHT2 g 2.211 kb
SIPHT3 > < 2.214 kb
SIPHT4 g 2.214 kb

Figure 51 : Représentation de I’hybridation des amorces par rapport au T-DNA inséré dans le génome de la plante
et la taille des bandes attendues par rapport a chaque géne ciblé.

|E TIP 41: gene de ménage SIPHT1, SIPHT2,SIPHT3, SIPHT4

Figure 52 : Génotypage par PCR des tomates transgéniques qui surexpriment les genes ciblés. A: Amplification par
PCR pour le géne de ménage TIP41 sur de I’ADN génomique de différentes plantes issues de culture in vitro (*) et sur
de I’ADN génomique de WT (Wild Type) WVal06 et Ailsa craig. Ce gel permet de valider [’extraction de I’ADN
génomique. B: Amplification par PCR sur le géne SIPHT1 pour deux plantes Ailsa craig issues de culture in vitro
comparé a du WT. La plante 1 est transgénique alors que la 2 non puisqu'elle n’a pas I’ADN cherché dans son génome.
Les plantes a,b,c, et d sont issues de la culture in vitro variété WVal06. La plante a est transgénique pour le géne
SIPHT?2, la plante b n’est pas transgénique, la plante c transgénique pour le géne SIPHT3 et d transgénique pour le
géne SIPHTA. C : Amplification par PCR du géne solyc06g083900 sur I’ADNg des plantes transgéniques Wval06 (*)
en comparant avec WT.
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Larépartition des plantes transgéniques selon le géne qu’elles expriment est représenté dans
le Tableau 13. Pour chaque construction, les plantules sont issues d’au moins 6 cals différents, la
majorité de ces plantes sont de la varieté WVal06 (Tableau 13). Les 48 plantules sont réparties

sur les différentes constructions comme représenté dans le Tableau 13.

Tableau 13 : Plantes transgéniques régénérées pour la surexpression

\ Nombre de o -
gene Variete
plantes

3 Ailsa Craig 3

SIPHT1
WVal106 3
3 Ailsa Craig 3

SIPHT2
5 WVal106 4
SIPHT3 7 WVal06 6
SIPHT4 9 WVal106 7
3 Ailsa Craig 3

solyc06g083900

8 WVal06 6
Controle 6 WVal06 6

4.4.2.Génotypage par PCR des plantes transgéniques CRISPR/Cas9

Dans le cas des plantes issues de la transformation avec les constructions CRISPR/Cas9,
nous avons obtenu au total 57 plantules. J’ai réalisé I’extraction de I’ADN génomique a partir de
100 mg de poudre de feuilles de chaque plante et j’ai validé 1’extraction en amplifiant par PCR du
géne SITIP41. J’ai suivi les étapes décrites dans le paragraphe 3.5.2 pour sélectionner les plantes
qui ont bien intégrés les Cas9 et les sgRNA dans leurs génomes (Figure 53). Parmi les 57 plantules,
46 avaient la Cas9 dans leur génome, c’est-a-dire ; 80.7% des plantes TO générées portaient la
Cas9. La présence de la Cas9 est essentielle puisqu’elle représente les ciseaux moléculaires
permettant de couper le géne. Les 46 plantes qui contenaient la Cas9 dans leur génome contenaient
aussi les sgRNA (Figure 54). Aprés avoir confirmé I’insertion des constructions CRISPR Cas9
dans le génome des plantes, j’ai réalisé¢ une amplification par PCR pour détecter les mutations en
utilisant les amorces de chaque géne (Tableau 8). Parmi les 46 plantules, 35 ont montré deux
bandes ; une de la taille du géne ciblé et I’autre de taille différente (plus petite). Ce résultat indique
qu’il y a eu délétion d’un alléle du gene (ce qui correspond a la bande de taille inférieure) alors que
’autre alléle du geéne peut n’avoir subi aucune mutation ou bien avoir subi des délétions mineures

ou des insertions qui ne sont pas déetectable par migration sur gel (Figure 54). Onze plantes ont
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montré un profil de la méme taille du géne ciblé (Figure 54), indiquant une absence de mutation,
ou bien la présence d’une mutation ponctuelle ou encore 1’insertion ou la délétion de seulement

quelques nucléotides que I’analyse sur gel d’agarose ne permet pas de déceler.

35S prom+cas9 F LVL2 F
— —
ﬂ Casg —
35S prom+cas9 R LVL2R
0.946 kb
—— sf—
LVL2 F LVL2R
1.134 kb ' Dans le cas de 4 sgRNA:
| — f—
355 prom+cas9 F 355 prom+cas9 R 1.439 kb
C——
LVLZ F LVL2R

Figure 53 : Hybridation des amorces par rapport au T-DNA CRISPR/ Cas?9.
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Amplification de la Cas9

B | Amplification des sgRNA

D | Amplification des génes ciblés par CRISPR/Cas9

Figure 54 : Génotypage par PCR des tomates transgéniques pour les constructions CRISPR/Cas9. A : Amplification
de la cas9 dans les plantes transgéniques issues de la culture in vitro (*), comparé a des plantes issues de la culture
in vitro qui n’ont pas intégré la séquence de la Cas9 dans leur génome (-). B : Amplification de la construction sgRNA
dans différentes plantes transgéniques. Les plantes 1, 2, et 3 contiennent 2 sgRNA dans leur génome, la plante 4
contient 4 sgRNA dans son génome. C : Amplification du géne SIPHT4 a partir des plantes transgéniques. Les plantes
a, b, et d présentent des profils identiques au profil d 'une plante non transgénique (WT). Les plantes c, e, fet g montrent
un profil de mutation out une bande est inférieure a la taille du géne et [’autre bande est identique a ce dernier.
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Les 46 plantules sont réparties sur les différentes constructions comme représenté dans le

Tableau 14.

Tableau 14 : Plantes TO transgéniques régénérées pour la CRISPR/Cas9

5 Nombre de seie
gene Variété
plantes
4 Ailsa Craig 3
SIPHT1
9 WVal106 9
SIPHT2 9 WVal06 8
3 Ailsa Craig 2
SIPHT3
6 WVal106 5
SIPHT4 10 WVal106 9
SIPHT3+ SIPHT4 5 WVal106 5

A ce stade, on ne peut pas en savoir plus sur les types de mutations créées. Pour le savoir,

j’ai amplifié les régions ciblées a partir de I’ADN génomique des 46 plantes en utilisant les amorces

du Tableau 8. Ces amorces permettent d’amplifier la région qui entoure les sites d’hybridation de

part et d’autre des deux sgRNA pour chaque géne ciblé (Figure 55). Ensuite je les ai clonés dans

le vecteur pPCR™S8/GW/TOPO™ pour le séquencage. J’ai transformé des bactéries MC1022 avec

ces vecteurs, et j’ai sélectionné 8 colonies au hasard parmi celles qui se sont développées, j’ai

purifié leurs plasmides envoyés au séquencage avec les amorces du Tableau 8.

Geéne ciblé

—
amorce directe

—_—

amorce reverse

Figure 55 : Amplification par PCR pour le séquencage. En vert : les régions ciblées par les sgRNA du géne, et ou la
cas 9 coupe a [’endroit oui la mutation aura lieu. En bleu : les régions d’hybridation des amorces utilisées pour
entourer de part et d’autre la région mutée.

4.4.3.1dentification de mutation créé par séquencage

Pour chaque plante TO j’ai envoyé au séquencage 8 échantillons. Les résultats de

séquengage ont montré qu’il existe en général au moins 4 all¢les différents pour le geéne ciblé dans

une méme plante TO. En fait, parmi les 46 plantes CRISPR/Cas9, la majorité étaient chimériques
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(elles présentent plus de 4 alléles différents par geéne ciblé). Par contre, je n’ai pas trouvé chez ces

plantes chimériques, un allele sauvage parmi les 8 échantillons (Tableau 15).

Tableau 15 : Types de plantes TO régénérées par édition génétique

Nombre d'alleles
Type de plantes différents par plante/
nombre d'alléle . .
Nombres de plantes TO . Présence d'alléle
envoyés au
CRISPR/Cas9 . sauvage
e b séquencage par
Description nombre plante
chimériques 26 >4 /8 non
Soud/8
46 Hétérozygotes 17 / 1
Non éditées 3 2/8 2

Les éditions génétiques qui ont eu lieu étaient majoritairement sous forme de indels
(insertion/délétion de bases), notamment des insertions, en plus de substitutions (remplacement
d’une base par une autre) (Figure 56). En plus 1’édition génétique ne se limitait pas au site de
coupure de la Cas9, mais plutot elle s’étalait sur plusieurs nucléotides entre les deux sites de
coupure (Figure 56). Dix-sept plantes TO étaient hétérozygotes, c’est-a-dire qu’elles avaient un
allele sauvage non édité (WT, Wild Type) et un autre (parfois deux autres) édités (Tableau 16).
Ensuite 3 plantes ne présentaient aucune édition génétique, le géne était impact, et exactement
comme celui des plantes WT. Ces 3 plantes ont été jetées.

Les résultats du séquencgage ont montré aussi, pour 6 plantes sur 8, que les sgRNA du géne
SIPHT1 ne sont pas hybridées au gene SIPHT2 ni I’inverse, malgré la forte homologie entre ces
deux geénes (ils ne différent que par quelques nucléotides) puisque les éditions génétiques ont eu
lieu dans des endroits différents entre les deux genes. Par rapport a la construction CRISPR/Cas9
SIPHT3+SIPHTA4, les résultats ont montré que I’édition génétique a eu lieu dans 4 plantes au niveau
des deux genes, alors que seule une plante a été modifié sur un seul géne (SIPHT4). Chacune de
ces 4 plantes avaient différents alleles du méme gene qui ne ressemblaient pas a 1’alléle sauvage

(WT).

123



o ; ;
l,‘llnlﬁmdas‘\phjr---||||‘||rru|r:--||||||rrrr|v'r||1 VAT [UCA TR [ ETOT (TR T [FANE [FNAT (VAT [TRAN OO0 LT [ CRAR

160 170 180 150 520 530 540 550 560
WT-SIPHTL |[CACATCCACTATCGAAACGGGACTTCGARAGACGTT; [TGGARATTACACCCATCCC GATGARCGATCGTGCTATTTTCCGCCCTC
Plante 1 |e-a e a0 s o i .......................................... B e B e BB AT SR e S v
Plante 2 [ e ismmns mimtinsmame s mesmms s saiomme) o s s oo oo s s o i L g e S ams s s sy e St s e e S —. % ......
Plante3-alldle 1 [« v v v v v wnunn o g T . T e Cuinien—albuy wels OBl o soies b i ......
Plante 3 alldle 2 |ebaisirass s P o IR i v b et e e LRI T T T R ORE R, R
\'UC'E‘D*IdES {ph]“IIIIIIl‘l‘l'Ill“I‘lllIII‘I‘UIIIUII“II!IIIIIIII l'llllllIIIl'lll‘lIlIl‘l"'lillllIlll‘fIll
330 340 350 360 370 430 440 450 460

WT-SIPHT1 CCTT-CTCCCT -CTATG
Plante 1l c sas~sawias

Plante 2 . . . .
Plante 3-alléle 1 . . .|.
Plante 3-alléle 2 « « .|.°

T TCGGTTTCACCGGCCACCACA TGATAGCTGACGGCCER

[¢]

CTCCTTACATCCTAGTTTARRAGATGT |G

OO I R R T T s s O A A

- o 510 520 530

530 540 550 560
WT-SIPHT2 |CGTGCCGAGGGATGGAAATTACACCCCTCC  CGGTG. [ACACCCCTCC CGGTGAATGACCGAACTATTTTCCGCCCTCGGGATCCA
Plante 1 [ T T T s o NSRS el D A g Ol WG S o e s o) TR
Plante 2 | LB . o P e e e e v aeen e o DI | [ A. - oL . = BB
Plante 3-alléle 1 [aiia saais sinas save s e s s e e ey S p——— I T
Plante 3-alltle 2 [0 i, it e s e Hparaiaan o cugocme [CRREEE R SR A TS DG S R SR S o W SRR s
\ﬂ,lﬁt'dql\’.h‘-'I'rr'l""l""I.'r'l“"l“lrl""l"“l'."I'*“l...'ltt"l"""l'.lr"'llll'l".
HuERHiEEs W 230 240 250 260 270 | 420 430 440 450
WT-SIPHT4/GATGAACATGGAARTCGAGTGA TTCTCCT [TAACTAGGTTCACTTGTGGCTCCTTAGTGGTTGGTTTTACC
Plante 1-alldle 1f. . o=, « cCCT . v v e v e nnws R AT R AR T B B R e e i
Plante 1-alléle 2| - ...T.G.A.T.T.T ..A..C|.C.T*PCACAGTTCAA.TT. . .8CA.A.CT.ABAGCAR . GG
| i S ATGGAAATAACAAGCC.TATAG|C...¥TA..C.TA.G.GCAT. .¥CA.CAACRAARAG.GA.AG

Figure 56 : Quelques résultats de séquencage des plantes TO. Les génes sont alignés et comparés a chaque fois au
gene WT (Wild Type) non édité grdce a [’outil bioinformatique « Bioedit ». Chaque base est codée par une couleur
spécifique. Les bases identiques a celles du WT, sont en désignées par des points avec la couleur correspondante de
chaque base. Le « - » indique une délétion dans les alleles des plantes transgéniques, alors que dans le WT le tiret
indique une insertion de base a ce niveau dans un des alleles des plantes TO. La fléche et les astérisques rouge indiquent
le site de coupure de la cas9.

A : Trois plantes transgéniques ayant alleles différents du méme géne ciblé SIPHT1. Ces alléles sont édités dans la
région autour des sites de coupures de la cas 9. Ici l'alléle 1 et 2 de la plante 3 paraissent identiques. En cherchant
dans toute la séquence des alléles édités de la plante 3, I'allele 1 et 2 sont finalement différents, puisqu’ils n’ont pas
les mémes éditions génétiques (les différences sont encadrées en orange). B : Plantes transgéniques pour le gene
SIPHT?2. L’alléle 1 de la plante 3 présente une importante délétion de 32 bases entre les deux sites de coupure de la
cas9. C : Plantes transgéniques pour le gene SIPHT4, des éditions génétiques avant les sites de coupure de la cas9
sont visibles pour les 2 plantes.

Apres avoir identifié les types d’éditions génétiques dans chaque plante, j’ai cherché pour
chaque édition de nucléotides, le changement qu’elle engendrait par rapport a la séquence protéique
correspondante en comparant avec la séquence protéique WT (Figure 57). Les résultats ont montré
que, dans 71% des cas, il y a eu une modification du cadre de lecture et insertion de codons STOP
(Figure 57) indiquant la production d’un peptide non fonctionnel. Dans 29% des cas, la mutation

protéique était plutot de type de substitution d’un acide aminé par un autre (Figure 57). Cette
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mutation peut engendrer une modification dans I’activité de I’enzyme ou pas. Le Tableau 16

permet de voir les types de mutations générées en fonction des constructions.
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Figure 57 : Quelques résultats de comparaison de séquences protéiques entre les alléles édités et [’alléle sauvage
(WT). Les séquences d’acides aminés sont alignées et comparés a chaque fois au WT (Wild Type) non édité grdce a
["outil bio-informatique « Bioedit ». Chaque acide aminé est codé par une lettre et couleur spécifique. Les acides
aminés identiques a ceux du WT, sont désignés par des points avec la couleur correspondante. Le « - » indique une
délétion des acides aminés des plantes transgéniques, alors que dans le WT le tiret indique une insertion d’acide aminé
a ce niveau dans les plantes TO. La fleche et les astérisques rouge indiquent le site de coupure de la cas9. Les
astérisques noirs représentent des codons STOP.

A : Trois plantes transgéniques ayant séquences protéiques différentes du méme gene ciblé SIPHT1. Ces séquences
sont éditées dans la région autour des sites de coupures de la cas 9. Ici les protéines 1 et 2 de la plante 3 paraissent
identiques. En cherchant dans toute la seéquence protéique editée de la plante 3, les protéines 1 et 2 sont finalement
différents, puisqu’elles n’ont pas les mémes acides aminés (les différences sont encadrées en orange). B : Plantes
transgéniques pour le géne SIPHT2. La séquence protéique 1 de la plante 3 présente une importante délétion d’acides
aminés entre les deux sites de coupure de la cas9. C : Plantes transgéniques pour le gene SIPHT4, des éditions
génétiques avant les sites de coupure de la cas9 sont visibles pour les 2 plantes.

A partir de la génération TO, issue de la culture in vitro, il est difficile d’évaluer I’impact
de la modulation génétique sur le niveau d’accumulation des phénolamides et I’expression des
genes ciblées, puisque les plantes sont majoritairement chimériques. Les plantes TO ont subi aussi
plusieurs changements de conditions de culture (in vitro puis dans le phytotron) et ce que cela peut
engendrer comme impact sur la composition des métabolites dans ces plantes. Pour cela il faut

passer a la génération suivante T1.
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Tableau 16 : Types de plantes TO régénérées par édition génétique

géne Nombre de plantes - Type de mutation protéique
2 Non éditée Pas de mutation
SIPHT1 4 Hétérozygotes Substitution d’acides aminés
S Substitution d’acides aminés/ modification
7 Chimériques
du cadre de lecture
e Délétion des acides aminés/ modification du
3 Bi-alléliques
cadre de lecture
SIPHT2 a4 Hétérozygotes
Substitution des acides aminés/ modification|
du cadre de lecture
2 Chimériques
3 Hétérozygotes o . o .
Substitution des acides aminés/modification
SIPHT3
L du cadre de lecture
6 Chimériques
2 Hétérozvaotes Substitutions d’acides aminés/modification
Ve du cadre de lecture
SIPHT4 Chimériques Substitution d’acides aminés/ modification
Bi-alléligues du cadre de lecture
1 Non éditée Pas de mutation
- Substitutions des acides aminés/
SIPHT3+ SIPHT4 5 Chimériques modifixation du cadre de lecture

4.5.0btention de la génération T1

L’obtention de la génération T1, a demandé du temps, jusqu’a ce que les fruits murissent or a ce
moment j’étais déja dans les 4 derniers mois de these. Pour cette raison, je n’ai pas pu réaliser
pleinement I’étude physiologique de ces plantes transformées T1. Par contre j’ai pu commencer le
travail de caractérisation moléculaire des transformants T1 de plantes surexprimant
solyc06g083900.2. J’ai ainsi extrait ’ADNg et I’ARN de 9 plantules T1 issues de deux événements
de transformation différents (=2 plantes TO, numérotées 8 et 36). A partir de I’ADNg j’ai réalisé
des amplifications par PCR pour détecter I’insertion de la construction de surexpression dans le
génome de ces plantules en utilisant les amorces du Tableau 8. Les résultats ont montré que les

plantules T1 ont le promoteur 35S+1’ADNc de solyc06g083900.2 dans leur génome. Donc elles

ont bien hérité les constructions qui leur permettent de surexprimer le géne (Figure 58).
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Figure 58 : Amplification des constructions de surexpression a partir de I’ADNg des plantules T1. En astérisque 4
différentes plantules T1. WT : plante non transformée. + : plante TO a partir de laquelle les plantules T1
proviennent.

Ensuite nous avons procédé comme décrit dans le paragraphe 3.11 du chapitre 2 pour
réaliser une qPCR a partir de I’ADNc de ces ARN. Nous avons utilisé les amorces décrites dans le
tableau 2 du chapitre 2 pour détecter le niveau d’expression du géne solyc06g083900.2 dans les
plantules T1. Les résultats ont montré une surexpression importante de ce géne dans les plantules
T1 par rapport aux plantules WT (non transformées) (Figure 59). A I’exception de la plantule T1
numéro 4 issue de la plante 8 TO qui a montré un niveau d’expression du géne égale au celui des

plantes WT) (Figure 59).
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Figure 59 : Niveau d’expression du géne solyc06g083900.2 dans les différentes plantules T1 (1,2,3,4 et 5) issues des
plantes 8 et 36 T0O en comparant avec le niveau d’expression du géne dans les plantes non transformées WT (1,2, 3, 4
et 5). A : les différentes valeurs du niveau d’expression du géne de chaque plante T1. B : Les moyennes des RQ des
plantules T1 issues des plantes TO (8, 36 et WT). P<0.05
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Nous avons aussi regardé le niveau d’expression des génes SIPHTL1 et SIPHT2 dans les
plantules T1 qui surexpriment a différents niveaux le géne solyc06g083900.2 afin de voir si la
surexpression de ce dernier conduit a leur surexpression. Les résultats n’ont cependant montré
aucune différence entre le niveau d’expression de SIPHT1 et SIPHT2 dans ces plantes par rapport
aux plantes non transformees (WT).

A T’heure de la rédaction de ce chapitre, I’analyse de leur composition en composés

phenoliques et plus particulierement en phénolamides doit encore étre réalisée.

5.Discussion
L’objectif de ce chapitre était de créer des lignées TO et T1 de tomate dans lesquelles

I’expression des genes SIPHT1, SIPHT2, SIPHT3, SIPHT4 et solyc06g083900.2 étaient modulées
(geénes surexprimés ou éteints). Les lignées TO constituent la clé pour 1’obtention des générations
suivantes, genétiqguement modifiées, sur lesquelles les réles physiologiques des phénolamides
seront étudiés. Dans les travaux de ce chapitre, j’ai utilisé les constructions de surexpression
réalisées dans le chapitre 2. De plus, j’ai réalisé les constructions CRISPR/Cas9 qui m’ont permis
d’éteindre les génes ciblés, en utilisant le systeme de rassemblement Golden Gate.
5.1.La génération des transformants a nécessité un travail de mise au point technique
important

La régénération des plantes a partir des cotylédons de tomate, in vitro, s’est étalée sur
plusieurs mois (8 a 9 mois), vu le nombre de constructions de surexpression (5) et de CRISPR/Cas9
(7) pour les deux variétes Ailsa craig et WVal06. Le protocole de régénération n’était pas établi au
laboratoire, ce qui m’a amené a adapter le protocole utilisé au laboratoire BFP, selon le matériel et
les produits présents au LAE. Pr. Hernould m’a recommandé d’utiliser un seul protocole de
régenération pour les deux variétés de tomate et qui fonctionne pour les deux variétés dans son
laboratoire. La régenération de la variété Ailsa Craig avec les phytohormones AIA et BAP cités
dans ce protocole a causé des difficultés. C’est pourquoi, j’ai dit modifier ce protocole, notamment
avec d’autres hormones plus adaptées a cette variété. Ainsi, j’ai utilisé le protocole de régénération
de la variétée Micro-Tom, fourni par le laboratoire BFP. Dans ce dernier protocole, les
phytohormones utilisées sont le 2.4D, la kinétine et la zeatine. Pour les deux protocoles j’ai ajusté
la concentration de thiamine-HCI et kanamycine dans les différents milieux.

Pour chaque construction, j’ai obtenu des cals. Cependant, Ailsa craig a montré un retard

dans la régénération et la formation des cals, qui brunissaient et mourraient, ce qui n’est pas le cas
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du cultivar WVal06. J’ai résolu le probléme de brunissement en augmentant la concentration en
thiamine-HCI dans le milieu de 0.9 mg/L a 1 mg/L et en diminuant la concentration de kanamycine
de 150mg/L jusqu’a 100 mg/L. Néanmoins les cals des 6 constructions de cette variété¢ (2 en
surexpression et 4 en CRISPR/Cas9) n’ont pas survécu. En revanche, la régénération des WVal06,
étant moins sensible, une seule construction a été perdue (SIPHT1+ SIPHT2 en CRISPR/Cas9). Au
final, j’ai obtenu 48 plantes transgéniques portant les constructions de surexpression, parmi
lesquelles 39 sont de la variété WVal06, et 46 plantes portant les constructions de CRISPR, dont
39 sont de WVal06. Toutes les constructions de la variété WVal06 sont disponibles. Cette variéeté
est donc tres propice pour les travaux de régénération de tomate in vitro.

Lors de la formation des méristémes apicaux, j’ai remarqué des phénotypes anormaux tels
que 1’absence de méristeme apical, des feuilles blanches, des plantules entiérement blanches. Ces
phénotypes anormaux sont indépendants des constructions et sont plutdt reliés a des facteurs
environnementaux (hormones et vitamines dans le milieu, humidité..) et génétiques (teneur
endogéne en hormones des explants) de la culture in vitro (Plana et al., 2006) (Cho et al., 1998;
Zhang et al., 2000; Song et al., 2012; Yan et al., 2019). Les « malformations », 1’absence de
méristéme apical, le phénomene de feuilles individuelles issues d’un cal, ainsi que le phénomene
de polyploidie, sont causées par I'utilisation des phytohormones exogénes pour la régénération
(Bargetal., 1997; Plana et al., 2006). Les formes de cytokines et d’auxine utilisées a la régénération
ainsi que leur combinaison semblent capables de jouer un rdle trés important dans la formation de
plantes albinos (ou blanches) (Jiang et al., 1998). Ainsi, la combinaison BAP + 2.4-D dans le milieu
de régénération de I’avoine, générerait moins de plante albinos (Hagio et al., 1995). La formation
des plantes albinos est plutét reliée a la longue durée du stade de cal pendant la régénération et la
concentration de saccharose dans le milieu (Fellers et al., 1995; Altpeter et al., 1996; Song et al.,
2012).

5.2. L’analyse des transformants a été perturbée par la mise en place de nouvelles enceintes
phytotroniques

Une fois rempotées dans le terreau, et sorties vers le phytotron, les plantes des deux variétés,
ont présenté des phénotypes de stress, tels qu’une surface foliaire réduite, un jaunissement des
feuilles, une coloration violette des feuilles et des tiges, ainsi qu’un fort avortement des fleurs qui
s’est révélé étre indépendant des constructions ou de la variété. Nous avons verifié les conditions
environnementales pouvant potentiellement impacter le développement et la croissance dans le

phytotron comme 1’intensité lumineuse, le pH du substrat, et la qualité du substrat. 1l semble que
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la lumiére soit en cause dans ces symptomes. Le phytotron que j’ai utilisé pour élever ces plantes
a été inauguré en 2020 suite au renouvellement des enceintes climatiques de ’ENSAITA. 11 est
équipé de panneaux de LED sense restituer la qualité de la lumiere solaire. Cependant, plusieurs
experimentateurs ont relevé sur les cultures (mais, figuier notamment) des symptomes comparables
a ce que j’ai observé sur les tomates. L’analyse du spectre de lumiére visible a indiqué un
déséquilibre tres fort du ratio rouge claire/rouge sombre. Ce ratio a été en partie corrigé par 1’ajout
de lumiére rouge sombre, mais les symptomes persistent, bien que moins séveres. De nouvelles
corrections de la qualité de lumiére sont en cours de réflexion, mais en 1’état actuel, les conditions
de croissance des plantes ne me permettent pas d’envisager une étude de la physiologie de mes
plantes transformées.
5.3. La technique de transformation développée présente une grande efficacité

Les résultats de génotypage des plantes TO ont montré une tres grande efficacité de
transformation des plantes en surexpression en CRISPR/Cas9. L’efficacité en CRISPR Cas9, est
équivalent au pourcentage des plantes TO qui ont intégré la Cas9 dans leur génome et qui ont montré
des éditions génétiques dans les séquences de leurs genes ciblés. La majorité des plantes
CRISPR/Cas9 obtenues étaient chimériques (57%), avec au moins 4 alleles différents du gene
ciblé. Alors que 28 % étaient hétérozygotes avec un alléle non modifié, 9% étaient bi-alléliques
avec deux all¢les chacun édité d’une maniére différente et 6.5% n’étaient pas éditées. Ces résultats
sont proches de ceux obtenus dans la littérature (Brooks et al., 2014; D’ Ambrosio et al., 2018b; Li
et al., 2018b). Une étude a montré que, chez la tomate, le systéme d’édition CRISPR/Cas9 peut
engendrer en moyenne 3,6 alleles différents pour un gene donné (D’ Ambrosio, Stigliani, et Giorio
2018). Cela peut s’expliquer par le fait que la plante générée est mosaique ou chimérique, ¢’est-a-
dire qu’elle contient des cellules avec du matériel génétique édité de maniere indépendante et
potentiellement différente (Brooks et al., 2014; Ma et al., 2015a, 2015b; Liu et al., 2015). Les
résultats du séquengage ont montré, que 1’édition génétique ne se limitait pas aux sites ciblés, mais
plutdt qu’elle s’étalait sur plusieurs nucléotides entre les deux sites de coupures.

Les mutations génétiques étaient majoritairement des insertions, mais aussi des
substitutions de nucléotides, ou bien des délétions de quelques nucléotides. Le plus grand nombre
de nucléotides supprimes et non remplacées étaient pour le gene SIPHT?2 ou les sgRNA ciblées des
séquences tres proches (9 nucléotides les séparent). Ces mutations ont, dans la plupart des cas,
engendré des mutations dans la séquence protéique (protéine tronquée due a des codons stops,

modification du cadre de lecture). Dans d’autres cas les mutations ont donné des substitutions des
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acides aminés (mutation faux-sens). Cette derniere ne signifie pas que la protéine est inactivée, ou
a changé d’activité. Cela dépend si la mutation a eu lieu dans un site actif ou dans un site de fixation
des substrats dans la protéine.

Les plantes TO genérées ont permis d’obtenir des plantules transgéniques T1 en
surexpression et en CRISPR. Sur les plantes qui surexpriment les genes ciblés, je vais chercher les
constructions insérées dans leurs génomes pour valider la transmission de I’insertion de la
génération TO. J’ai commencé ce travail sur des plantules issues de deux TO différentes qui
surexpriment le géne solyc06g083900.2, puisque ¢’était la construction ot j’avais le plus de graines
disponibles. Les résultats de PCR ont bien montré I’insertion du promoteur 35S+ I’ADNc du géne
dans le génome. En paralléle les études du niveau d’expression du géne dans les plantes T1 par
qPCR a montré des niveaux d’expression trés supérieurs aux plantes sauvages. Ces niveaux
d’expression sont assez variables ce qui peut s’expliquer par le site d’insertion du transgéne dans
le génome.

Le travail de caractérisation génétique doit se poursuivre sur les plantes surexprimant les
PHT pour valider la transmission héréditaire des constructions de surexpression, ainsi que sur
I’ensemble des plantes T1 CRISPR pour détecter les types d’édition héritées. Les taux de réussite
¢levés que j’ai pu obtenir sur les TO et les premiers T1 analysés augurent bien de I’obtention de T1
pour I’ensemble des constructions que j’ai initiées. L’analyse de ces plantes (parametres de
croissance, contenu métabolique, résistance/sensibilité a des bioagresseurs) devra permettre de
déterminer plus précisément le r6le physiologique des phénolamides.

5.4. Solyc062083900.2 est-il réellement impliqué dans la régulation de la voie des
phénolamides ?

Les analyses des plantes T1 surexprimant solyc06g083900.2 ont été initiées tres
récemment. Outre la confirmation que ces plantes surexpriment fortement le transgene, un premier
résultat est que ces plantes ne présentent pas d’augmentation de 1’expression des genes SIPHT1 et
SIPHT2 comme nous pouvions le supposer. Ce résultat va a ’encontre de I’hypothése d’une
régulation de I’accumulation de CP par solyc06g083900.2, via une induction des S/IPHT a I’image
de ce qui a été décrit chez N. attenuata. L’analyse de la composition métabolique de ces plantes
devra permettre de conclure sur I’impact de solyc06g083900.2 sur la voie des phénolamides. Une
étude trés récente publiée en février 2021, a montré que la surexpression, chez la tomate, de
solyc062083900.2 (identifié¢ sous le nom de S/IMYB14 dans la publication) se traduit par une

accumulation plus forte de flavonoides (dérivés quercétine et kaempférol) , ainsi que d’une
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surexpression des geénes associés a la biosynthése des flavonoides dans des plantules de tomate (Li
et al.,, 2021). Ces plantes transgéniques ont, par ailleurs, montré une tolérance au 2,4,6-
trichlorophénol, un polluant organique causant des stress oxydants chez les plantes) (Li et al.,
2021). Ainsi les auteurs ont suggéré un role de ce géne dans la biosynthése des flavonoides et un
role de maintien de ’homéostasie des radicaux libre chez la tomate (Li et al., 2021). Les auteurs
ont également montré que I’expression de solyc06g083900.2 est initié aprés une cascade
d’événements qui passe par la voie de signalisation de ’acide jasmonique qui active le facteur
SIMYC2 (Lietal., 2021). SIMYC2 dans la publication est le méme solyc089g076930 que celui que
j’ai identifié dans mon travail. Cette publication confirme ainsi 1’hypothése que j’avais émise au
début de ce travail pour le choix des génes candidats. L’implication de solyc06g083900.2 dans la
biosynthese de flavonoides ne veut cependant pas dire que ce geéne n’est pas aussi impliqué dans
d’autres voies des biosynthéses, notamment celle des phénolamides. L’analyse métabolique
conduite par Li et al., 2021 était ciblée sur les flavonoides et les anthocyanes car les plantules
transgéniques apparaissaient plus violettes que les plantes témoins. L’analyse métabolomique que
je souhaite conduire sur mes plantes pourraient permettre d’identifier d’autres voies modulées par
ce facteur de transcription. Une observation que j’ai pu réaliser est que les plantes TO CrispR de
solyc08g076930, que j’ai générées, présentaient un retard important de développement et ont fini
par mourir. Il s’agit de la seule lignée CrispR que j’ai perdu sur le cultivar Wval06. Cela amene a
se poser la question du caractere essentiel de ce facteur de transcription pour la plante. Plusieurs
facteur de transcription de la famille R2R3 MYB jouent un rdle essentiel dans la régulation du
développement, dans le métabolisme et dans les réponses de la plante aux stress(Dubos et al.,
2010; Zhao et al., 2014; Gates et al., 2016; Naing and Kim, 2018; Ma and Constabel, 2019). Le
caractére essentiel de solyc08g076930 pourrait étre expliqué par le role proposé par Li et al., 2021

dans la régulation de stress oxydatif.
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Chapitre 4 : Evaluation de propriétes
biologiques de phénolamides de tomate
induits par I’herbivorie de T. absoluta
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1.Préambule
En paralléle & mes travaux destinés a identifier des genes clés de la biosynthese de

phénolamides chez la tomate et a créer des outils permettant 1’étude de leur fonction in planta, j’ai
étudié leur intérét dans le secteur de la santé. Les phénolamides sont des molécules pour lesquelles
un grand nombre d’activités thérapeutiques ont été démontrées. Dans ce cadre, nous avons rédigé
un article de review sur ce sujet, publié en 2020 dans le journal Biomedicine and Pharmacotherapy,

pour lequel je suis 1°" auteur.

Je débuterai ce chapitre en présentant succinctement les principales activités thérapeutiques
associées aux phénolamides, puis je décrirai les travaux que j’ai conduits en collaboration visant a
évaluer les propriétés antimicrobiennes et anti-inflammatoires de phénolamides de tomate induits

par I’herbivorie de T. absoluta.
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2.Introduction
La bioactivité des phénolamides a été initialement étudiée dans les années 1970, et

actuellement elle est etudiée principalement dans un contexte éthnopharmacologique®. En effet, les
herbes médicinales et les baies asiatiques, comme les baies de goji (wolfberries, fruits de Lycium
barbarum L.), jikoppi (écorce de racine de Lycium chinense Miller), I’herbe du shoo-fly (pomme-
du-Pérou, Nicandra physaloides Schreb.), le carthame (Carthamus tinctorius L.), la croix maltaise
(fruits de Tribulus terrestris L.), le veloutier (Heliotropium foertherianum Diane & Hilger) et
Scopolia tangutica Maxim., qui présentent une pléthore de propriétés bénéfiques pour la santé, sont
riches en divers phénolamides qui ont été criblés et se sont souvent révelés étre des molécules
actives de ces extraits (Funayama et al., 1980; Long et al., 2014). Une récente revue sur la
phytochimie du genre Lycium a rapporté 42 phénolamides différents, représentant environ 12%
des métabolites connus dans ce genre (Qian et al., 2017). De plus, la présence de phénolamides
dans les Iégumes comestibles tels que l'aubergine (Solanum melongena L.), la tomate (Solanum
lycopersicum L.), le cacao (Theobroma cacao L.), I'avoine (Avena sativa L.), a permis d’envisager
d’utiliser ces molécules comme ingrédients alimentaires bénéfiques pour la santé. L'éventail des
propriétés biologiques des phénolamides liées a la santé est large. Ils comprennent des propriétés
anti-inflammatoires, antioxydantes, antimicrobiennes et anticancéreuses ainsi que des activités
protectrices du syndrome métabolique, des maladies cardiovasculaires et des maladies

neurodégénératives.

5 L’étude des plantes médicinales en lien avec leur utilisation empirique et la médecine
traditionnelle locale.
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Figure 60: Structure des phénolamides. En rouge les dérivés d'acide hydroxycinnamique et les monoamines
aromatiques ou polyamines aliphatiques et en noir la liaison amide. Tranilast est un phénolamide de synthése

2.1.Activités anti-inflammatoires des phénolamides
2.1.1.Processus d’inflammation

L'inflammation est un processus complexe impliqué dans la réponse immunitaire d'un
organisme a divers stimuli tels qu'une infection et / ou une lésion tissulaire (Medzhitov, 2008). Ce
processus est controlé temporellement et spatialement par les régulateurs plasmatiques et
cellulaires et il est considéré comme un levier pour maintenir I'état homéostatique basal. Le mode

de vie moderne, a travers un régime riche en graisses et / ou en glucose, a un impact constant sur
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I'noméostasie basale et peut induire un état inflammatoire chronique (Kotas and Medzhitov, 2015;
Medzhitov, 2008). L'inflammation chronique est un facteur de risque et un contributeur & un large
éventail de maladies, y compris le diabéte de type 2 (Donath and Shoelson, 2011), les maladies
cardiovasculaires (Taube et al., 2012), les cancers (Lu et al., 2006; Trinchieri, 2012) et les maladies
neurodégéneératives (Hirsch and Hunot, 2009). Identifier et caractériser des molécules anti-
inflammatoires efficaces, éventuellement d'origine naturelle, est donc une préoccupation majeure.

Plusieurs études ont évalué les propriétés anti-inflammatoires des phénolamides, en tant
que principe actif d'origine naturelle (alimentation, phytothérapie) ou en tant que composés
synthétisés chimiquement. Un modéle classique pour étudier les propriétés anti-inflammatoires
potentielles des molécules est de stimuler les monocytes et/ ou les macrophages avec des molécules
pro-inflammatoires telles que le lipopolysaccharide (LPS) et de vérifier si la ou les molécules
ajoutées sont capables de contrer cet effet. Une fois les cellules stimulées par du LPS, celles-ci vont
répondre en synthétisant et sécrétant des cytokines pro-inflammatoires (TNF-a, IL-1B, IL-6...)
(Figure 61). Ces cytokines affectent le systéme rénal, stimule I’hypertension, ainsi que d’autres
effets indésirables (Mehaffey and Majid, 2017). D’autres cellules peuvent étre utilisées pour I’étude
des effets anti-inflammatoires comme la lignée cellulaire embryonnaire de rein humain (HEK-293)
et la lignée cellulaire de muscle squelettique (C2C12) (Xie et al., 2014; Yeo et al., 2019).

. LPS
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Figure 61: Réponse des macrophages a un stimulus comme le LPS (polysaccharide). Les macrophages stimulés par
du LPS synthétisent et excretent des cytokines pro-inflammatoires. Ces cytokines, notamment la TNF-a est transportée
par le sang vers différents organes. Ce qui conduit a différentes réponses inflammatoires dans les organes ciblés.
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2.1.2.R0les anti-inflammatoires

Le réle anti-inflammatoire des phénolamides a été étudié pour plusieurs molécules et sur
differents types de lignées cellulaires. Des exemples des molécules étudiées sont représentées dans
la Figure 62. La dicoumaroylputrescine, la diféruloylputrescine et la p-coumaroyldopamine
inhibent la translocation nucléaire du facteur de transcription NFxB (Kim et al., 2012; Lee et al.,
2015). En effet, NFxB stimule la transcription des genes codants pour des cytokines pro-
inflammatoires tels que IL-1, IL-6 et TNFa. Ainsi, I’inhibition de translocation de NFxB empéche
I’activation de ces génes (Kim et al., 2012; Lee et al., 2015) (Figure 62). La
dihydrocaféoyltyramine et la féruloylputrescine contrélent I’expression du cyclooxygénase 2
(COX-2) etainsi inhibent la synthése du prostaglandine E2 (PGE2) qui joue un réle important dans
I’inflammation. Ces deux phénolamides inhibent aussi la translocation nucléaire des facteurs de
transcription AP1 (protéine activatrice 1) et C/EBPB (CCAAT/enhancer-binding protein) en
bloquant 1’activité des kinases telles que JNK (c-Jun N-terminal kinase) et ERK (extracellular
signal-regulated kinase) (Han et al., 2010; Wang et al., 2020) (Figure 62). D’autres phénolamides
comme les avenanthramides réduisent la translocation de NFkB, en inhibant IKKp (IxB kinase b),

ce qui inhibe I’expression des cytokines IL-1, IL-6 et I’accumulation des ROS (espéces réactives

de I’oxygéne).
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Figure 62 : L’inflammation induit [’activation de la voie des kinases, notamment JNK (c-Jun N terminal kinase) et
ERK (kinase régulatrice du signal extracellulaire). Cela conduit & la translocation nucléaire du facteur de
transcription NFxB et [’activation du facteur de transcription AP1 (protéine activatrice 1). En conséquence, la
transcription de la synthase iNOS, de la cyclooxygénase COX2, et des cytokines proinflammatoires IL-1, -6, -8 et
TNFa sont induits. Les étapes d’inflammation inhibées par les différents phénolamides sont représentées en rouge.
CoD : p-coumaroyldopamine; FT: féruloyltyramine; DHCT: dihydrocaféoyltyramine; DCP: dicoumaroylputrescine;
DFP: diféruloylputrescine; CVD: clovamide; Avns: avenanthramides.
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2.2.Activité antimicrobienne des phénolamides

La littérature sur les activités antimicrobiennes des phénolamides est relativement rare, et
la méthodologie utilisee pour définir la concentration minimale inhibitrice (CMI) est souvent
différente entre les études et ne suit pas toujours les normes internationales, ce qui rend la
comparaison difficile. D'une maniere générale, les phénolamides sont principalement décrits
comme des agents antimicrobiens a efficacité moyenne & faible. En ce qui concerne les activités
antibactériennes, les composés les plus actifs présentant une valeur CMI inférieure a 99 pg / mL
ont été trouves contre Staphylococcus aureus et Streptococcus pyogenes (Yingyongnarongkul et
al., 2006, 2008; Georgiev et al., 2012). Les groupements dihydrocaféoyl semblent étre trés
importants, car ils conferent une activité antibactérienne contre plusieurs souches de S. aureus, y
compris les souches résistantes a la méthicilline (SARM) et a la vancomycine (VRSA) (CMI <50
ug / mL) (Yingyongnarongkul et al., 2006, 2008). La dihydrocaféoyltyramine, la trans-
féruloyloctopamine et la trans-féruloyltyramine, extraites de I'écorce de racine de Lycium chinense
Mill., présentent des activités antifongiques significatives (5 pg / mL <CMI <10 pg / mL) contre
Candida albicans et Saccharomyces cerevisiae (Lee et al., 2004). Les extraits riches en
phénolamides tels que les extraits de feuilles de Lycium barbarum et de Lycium chinense ont
également montré des activités antibactériennes significatives contre Salmonella typhimurim et
Escherichia coli (Mocan et al., 2014). L'activité antimicrobienne des phénolamides a également
été étendue aux kinétoplastides. Ces derniers représentent une classe de protistes parasitaires, dont
trois sont a l'origine de maladies tropicales humaines majeures : la trypanosomiase humaine
africaine, la maladie de Chagas et la leishmaniose. La recherche de nouveaux antikinétoplastides
est trés active. Parmi les cibles potentielles, I'identification d'un inhibiteur de la trypanothione
synthase est prometteuse (Jagu et al., 2017). La voie trypanothione régule le potentiel redox dans
les kinétoplastides. Le trypanothione est synthétisé par la trypanothione synthase a partir de deux
molécules de glutathion et une de spermidine. La conception d'inhibiteurs de la trypanothione
synthase a base d'analogues de la spermidine semble trés prometteuse (Jagu et al., 2017). Dans ce
contexte, la kukoamine A et ses analogues ont été sélectionnés avec succés comme inhibiteurs de
la trypanothione synthase (Ponasik et al., 1995).
2.3.Activité anti-cancéreuse des phénolamides

Les propriétés anticancéreuses des phénolamides ont été étudiées et rapportées uniquement
pour plusieurs métabolites et types de cancer. Ces propriétés peuvent étre distinguées en trois

catégories basées sur le mécanisme d'action: (i) blocage du cycle cellulaire, (ii) induction de
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I'apoptose et (iii) inhibition des métastases (Rocha et al., 2012) (Tableau 17). Le mécanisme
anticancéreux de certains phénolamides a été bien étudié. Ainsi, les composés p-
coumaroylsérotonine et avenanthramide C, tranilast et dihydroavenanthramide D (Figure 60) ont
montré des effets anticancéreux importants dans le cas du cancer du sein (Lee et al., 2011;
Subramaniam et al., 2011; Hastings and Kenealey, 2017; Mitsis et al., 2018). Les composés p-
caféoyltyramine, p-coumaroyltyramine, et diféruloylputrescine jouent un réle intéressant contre ce
cancer (Park and Schoene, 2003; Park, 2012; Kim et al., 2014). En plus du p-coumaroylsérotonine
du carthame et des graines des centaurée, le féruloylsérotonine et la kukoamine A ont montré des
effets antiproliférateurs importantes dans le cas du glioblastome (un cancer du cerveau
particulierement invasif) (Platten et al., 2001; Wang et al., 2016; Lazari et al., 2017; Alexiou et al.,
2017). Le role inhibiteur des avenanthramides d’avoine a été décrit dans le cas des différents
cancers digestifs notamment 1’avenanthramide A qui active la sénescence cellulaire du cancer
colorectal (Guo et al., 2010; Scarpa et al., 2018; Fu et al., 20193, 2019b). D’autres phénolamides
dérivés d’acide anthranilique en plus du N-trans-feruloyloctopamine extrait de la paroi de 1’ail, ont
montré des activités anti-cancéreuses des cancers digestifs (carcinome, cancer du cdélon) comme le
N-(E)-p-coumaroyl-3-hydroxy acide anthraniligue et le N-(E)-cafeoyl-3-hydroxy acide
anthranilique (Bai et al., 2017; Finetti et al., 2018).

En conclusion, depuis leur premiére découverte en tant que composes bioactifs dans les
années 1970, les phénolamides présentent un intérét pharmacologique important. A 1’heure
actuelle, environ 100 différentes structures de phénolamides ont montré une diversité d’activité
thérapeutique. Cependant, la diversité structurelle des phénolamides est beaucoup plus large que
les structures rapportées. La génération de structures théoriques basées sur les groupements
phénoliques et aminés les plus courants peut, en effet, atteindre plusieurs centaines. Ainsi, le

potentiel de découverte de nouvelles bioactivités parmi cette famille de métabolites est énorme.
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Tableau 17 : Activité anti-cancer des phénolamides

_ Tvpes de caner ACtiVItés anticance‘reuses

p-coumaroylsérotonine Cytotoxicité pour les cellules cancéreuses
Avénanthramides Cancer du sein Apoptose des cellules cancéreuses
Tranilast Inhibition de la croissance des cellules cancéreuses
dérivés de la tyramine (caféoyl- et Arrét de la croissance cellulaire et induction de
coumaroyl-) et la putrescine - I'apoptose
vh) P Cancer du sang (leucémie) Pop
Diféruloylputrescine Inhibition de |a prolifération cellulaire

p-coumaroylsérotonine,

. . Bl | llulai i i I
feruloylsérotonine ocage du cycle cellulaire et induction de l'apoptose

Blocage du cycle cellulaire, induction de I'apoptose

kukoamine A Cancers du cerveau SErEE ! ' ’
et inhibition de invasion cancéreuse.

Tranilast Réduction de la prolifération cellulaire

Inhibitionde la prolifération cellulaire, activation de

Avenanthramides ) L , .
la senescence cellulaire et inhibition de I'invasion

Cancers du systéme digestif -
Inhibition de la prolifération cellulaire et de

N-trans-feruloyloctopamine - .
I'invasion

2.4.Activités thérapeutiques connus de quelques phénolamides présents chez la tomate
Plusieurs phénolamides sont identifiés chez la tomate en réponse a des stress. Parmi ces
phénolamides, certains sont étudiés pour leurs réles thérapeutiques en tant que antioxydants tels
que la kukoamine A/B, la feruloylputrescine, la p-coumaroyltyramine et la féruloyltyramine. La
feruloylputrescine et la p-coumaroyltyramine ont montré une activité régulatrice de la glycémie,
en inhibant 1’a-glucosidase (Song et al., 2016). La kukoamine B diminue aussi la glycémie (Li et
al., 2019). La p-coumaroyltyramine a montré également une activité anti-cancéreuse contre la
leucémie (Kim et al., 2014). Un autre dérivé tyramine, la féruloyltyramine, présente des activités
anti-inflammatoires et antibactériennes contre B. subtillis, S. aureus et L. monocytogenes (Georgiev
etal., 2012). Ce phénolamide inhibe aussi I’agrégation des plaquettes sanguines (Park, 2009, 2015,
2016). La kukoamine A est considérée comme un produit bioactif neuroprotecteur, dont le
mécanisme d’action est de diminuer la production des ROS et bloquer les récepteurs NMDARS,
considérés comme éléments clé pour I’induction de I’altération et de la destruction neuronales (Hu
et al., 2015). De plus, il permet I’inhibition de la prolifération des cellules du cancer de cerveau, le
glioblastome (Wang et al., 2016). Ce phénolamide a montré aussi des propriétés hypotensives

(Funayama et al., 1980) et anti-inflammatoires (Hadjipavlou-Litina et al., 2009).
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2.5.Evaluation des propriétés thérapeutiques des phénolamides de tomate induits par
I’herbivorie de T. absoluta

L’herbivorie de T. absoluta augmente la concentration d’une dizaine des phénolamides,
comme la CP et la féruloylputrescine, déja identifié chez la tomate. Elle induit ’accumulation de
molécules jamais détectées chez la tomate, & de fortes concentrations comme le N1, N5, N14- tris
(dihydrocafeoyl) spermine (TDHC spermine), et N1, N10-bis-(dihydrocaféoyl) spermidine (DHC
spermidine), ou a des faibles concentrations comme la kukoamine A/B (KukA/B) (Tableau 18).

Un certain nombre de phénoloamides accumulés ont des propriétés thérapeutiques averées
(féruloylputrescine, dihydrocaféoylputrescine et kukoamine A/B) (voir paragraphe 2.4) (Tableau
18). La kukoamine A constitue le phénolamide le plus étudié pour ses effets anticancéreux et ses
activités anti-inflammatoires (paragraphe 2.4). Comme nous 1’avons vu dans les paragraphes
précédents, en dépit d’un large panel d’activités thérapeutiques potentielles, un travail important
de caractérisation des propriétés d’un grand nombre de phénolamides reste encore a réaliser, en

particulier vis-a-vis d’activité antimicrobienne ou anti-inflammatoire.

Tableau 18 : Les phénolamides majoritaires de tomate induits par [’herbivorie de T. absoluta

Quantité plante
AT IR témoin/plante
Phénolamides infestée (pg/g de
matiére séche)
N1,N5,N14-tris- ‘T!;l o
(dihydrocaféoyl) R 10/1200
spermine | SN Ly
o1
Caféoylputrescine T 3/50
~F 1! HH.
N1,N10-bis- PO
(dihydrocaféoyl) ' ; ,{] 0/30
spermidine oo “:“"_T_‘:
Kukoamine A/B [ 0/20
:lz‘]'\ ]
Féruloyl putrescine °/‘1 o 0/10
e “M L by
Féruloyl-Lysine T, i 0/10
Ay e
Dihydrocaféoyl wo L
yarocateoy D 0/10
putrescine S
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Les travaux de ce chapitre ont pour objectif de caractériser des propriétés biologiques des
principaux phénolamides induits par I’infestation de T. absoluta. Notre démarche expérimentale
consiste a faire pousser des plants de tomate en vue de produire des extraits métaboliques contenant
des phénolamides, a purifier ces extraits, a caractériser les molécules d’intérét qu’ils contiennent,
et a déterminer leurs propriétés biologiques (Figure 63). Pour cela, il a fallu optimiser les
conditions d’infestation et de culture des tomates afin d’obtenir les concentrations les plus fortes
en phénolamides dans la biomasse. Nous nous sommes intéressés en premier temps aux
phénolamides en quantité plus fortes que les autres dans les extraits. Le TDHC spermine est
particulierement intéressant. En plus de sa forte accumulation dans les tissus de tomate, cette
molécule présente une structure trés proche des kukA/B, avec un groupement dihydrocaféoyl
supplémentaire qui pourrait diversifier ou potentialiser ses propriétés biologiques (Figure 63).
Cette molécule présente la plus grande concentration par rapport aux autres phénolamides dans les
plantes infestées par 7. absoluta ; il est le plus fortement induit par 1’herbivorie, ce qui permet
d’envisager son extraction et sa purification. Les 3 autres phénolamides d’intérét sont la CP et les
deux isomeres kukoamine A et kukoamine B. Ces molécules sont disponibles en synthese chimique
dans le commerce. Nous avons ensuite évalué les effets thérapeutiques des molécules pures en
réalisant des tests anti-inflammatoires, antibactériens et anticancéreux (Figure 63).

Les travaux de ce chapitre s’inscrivent intégralement dans le projet AnTIdOTe « Activités
Thérapeutiques de métabolites spécialisés impliqués dans I’Interaction tOmate-Tuta absoluta ».
C’est un projet collaboratif entre 4 entités de I’Université de Lorraine, le Laboratoire Agronomie
et Environnement (LAE) qui le porte, le Laboratoire d’Ingénierie des Biomolécules (LIBio), le
Laboratoire Lorraine de Chimie Moléculaire (L2CM) et le Laboratoire de Stress Immunité
Pathogenes (SIMPA). L’objectif d’ AnTIdOTe financé par I’Idex Lorraine Université d’Excellence,
action ‘Impact Biomolécules’. Ce projet finance les travaux de purification, d’achat des molécules

disponibles en synthéeses chimiques ainsi que les tests de criblage des activités thérapeutiques.
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Figure 63: Les étapes de la démarche de recherche du chapitre 4.

3.Matériels et méthodes

3.1. Matériels biologiques :
Tomate (Solanum lycopersicum L.). Les graines de tomate de la variété Better Bush

(hybride VFN, fournisseur : Tomato Growers) sont mises en germination dans du terreau puis
disposées en serre. Les jeunes plantes sont cultivées pendant 20 jours (apreés 1’apparition des
cotylédons), ce qui correspond a une plantule de 4 feuilles bien développées. Les plantes sont
utilisées pour I’agro-infiltration.

T. absoluta. Les pupes fournies par 1’Institut Sophia Agrobiotech sont mises dans un
insectarium avec des plants de tomates pour se développer et boucler leur cycle de vie.

L’insectarium est placé dans une serre et avec des plants de tomates disposés a 1’intérieur pour
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alimenter T. absoluta qui s’y multiplie. Les larves en deuxieéme et troisiéme stade larvaire sont
utilisées dans les expériences.

Cellules macrophages. La lignée THP-1, provient des monocytes humains d’origine
leucemique différenciables en macrophages sous PMA (phorbol-12-myristate-13-acétate) a 20
mM. Cette lignée est fournie par le laboratoire SIMPA.

Bactéries pathogenes. Les bactéries pathogenes sont fournies par le laboratoire L2CM,
plateforme ABC. Elles sont utilisées pour les tests antibactériens. Bactéries gram (-): P.
aeruginosa (responsable des infections chroniques et aigus, urinaires, cutanées, pulmonaires,
ophtalmologiques), E. coli (infections urinaires, entériques), K. pneumoniae (infections urinaires,
pulmonaires et du tube digestif), A. baumannii (infections respiratoires), E. cloacae (infections
urinaires, bactériémie, infections respiratoires). Bactéries gram (+) : S. aureus (infections cutanées,
conjonctivite, pneumonie), E. faecalis (infections urinaires, endocardites et intra abdominales).
L’inoculum bactérien a été réalisé afin d’avoir une concentration finale de 5.10° UFC (Unité Faisant
Colonie) /mL.

3.2. Préparation des extraits qui accumulent les phénolamides

Jai bénéfici¢ de stocks de poudres de feuilles de tomates soumises a I’herbivorie de T.
absoluta obtenus lors de la thése de Victoire Coqueret (2013-2017). J’ai utilisé des poudres issues
de 4 traitements : tomate sous faible nutrition azotée sans T. absoluta (LN-T) et tomate sous faible
nutrition azotée avec T. absoluta (LN+T), Tomate sous forte nutrition azotée sans T. absoluta (HN-
T), tomate sous forte nutrition azotée avec T. absoluta (HN+T) (Tableau 19). Ces échantillons
vont permettre d’obtenir des extraits bruts en vue de purifier le TDHC spermine et pour les premiers

tests d’activités antibactériennes et anti-inflammatoires.

Tableau 19: Différents extraits utilisés pour les premiers tests de criblage d'activités thérapeutiques.

Concentration
s d’azote dans la Type
Echantillons solution d’échantillon
nutritive
LN-T Saine
Teneur limitée en
Quatrieme azote (30uM)
LN+T feuille du haut
infestée par Tuta Troisieéme feuille
du haut dela
HN-T Saine plante
Quatrieme Excés en azote
HN+T feuille du haut (1mMm)
infestée par Tuta
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A partir de 1g de poudre de chaque échantillon, j’ai ajouté 35 mL de méthanol 60%, puis

ce melange est incubé pour une nuit & température ambiante. Le mélange est centrifugé pendant 10

minutes a 13000 rpm. Le surnageant est récuperé et le culot re-suspendu a part dans 10mL de

méthanol 60% a température ambiante pendant une journée. Les surnageants récupérés apres

centrifugation (pendant 10 minutes a 13000 rpm) sont ajoutés aux autres surnageants recupérés. Ils

sont ensuite passés au speed vacuum pendant 6h (vaporisation du méthanol). Ensuite la solution

est versée dans des boites de Pétri en verre puis congelée a -80°C. Aprés congélation, les boites de

Pétri avec la solution solidifiée sont passées au lyophilisateur. A partir de la poudre lyophilisée, 5

mg de chaque échantillon sont pesés pour les tests antibactériens et 1.5mg / échantillon pour les

activités anti-inflammatoires. Pour déterminer la teneur en phénolamides en UPLC, 30 mg de

chaque extrait sont dissous dans 500l de méthanol 70% (Figure 64, Tableau 20 et Figure 81 en

annexe). L’extrait HN+T (Excés en azote + herbivorie) contient le plus de phénolamides,

notamment TDHC spermine, en second rang vient LN+T, HN-T et LN-T.
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Figure 64 : Chromatogramme des analyses UPLC de la teneur en phénolamides de [’extrait LN-T. CP :
Caféoylputrescine, DHC spermidine : N1, N10-bis-(dihydrocaféoyl) spermidine, TDHC spermine : N1, N5, N14-tris-
(dihydrocaféoyl) spermine. KukA/B : Kukoamine A et B.

Tableau 20 : Teneur en phénolamides pour chaque extrait. La teneur est exprimée en aires de pics détectés dans les

chromatogrammes UPLC. CP : Caféoylputrescine, DHC spermidine : N1, N10-bis-(dihydrocaféoyl) spermidine,
TDHC spermine : N1, N5, N14-tris-(dihydrocaféoyl) spermine. KukA/B : Kukoamine A et B.

LN-T 69 185 + 167 784 + 891842 + 473189 +
LN+T 94 858 ++ 479213 +++ 2850066 +HH+ 512230 ++
HN-T 96 635 +++ 238457 ++ 1193 300 ++ 740 262 +++
HN+T 148 288 +H++ 724502 ++++ 3993990 |  ++++ 962 596 -+
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3.3. Biosynthése du N1,N5,N14-tris-(dihydrocaféoyl) spermine
3.3.1. Infestation des tomates par T. absoluta

Des plantes de tomates agées de 20 jours sont infestées par des larves T. absoluta au 3°™ et
4%me stade larvaire. Chaque plante est infestée par une moyenne de 6 larves/feuille. Le montage est
installé dans un insectarium, et I’ensemble positionné dans une petite serre ou la température varie
entre 15°C pendant I’hiver et 35°C pendant 1’été. Apres 4 jours d’infestation, les larves sont sorties
de leurs mines et déposées sur des nouvelles plantes a I’aide d’un pinceau, et les parties aériennes

des plantes sont récoltées, congelées immédiatement a I’azote liquide et conservées a -80°C.

Figure 65: Infestation des tomates avec des larves de T. absoluta pour induire la biosynthése de la molécule TDHC
spermine.

3.3.2. Lyophilisation des échantillons et broyage

Les échantillons sont lyophilisés puis broyés dans un broyeur a bille (Retsch MM400).
Deux billes sont déposées dans chaque pilulier et la vitesse de broyage est réglée a 30 rpm pendant
45 secondes pour les feuilles et 1 minute pour les tiges. Les piluliers sont ensuite bien fixés et
équilibrés dans les bras du broyeur (Figure 66). Une fois que les échantillons sont transformés en
poudre, les billes sont retirées des piluliers grace a une baguette magnétique, puis elles sont
nettoyées a 1’eau et a 1’alcool avant d’étre séchées et réutilisées. Les poudres sont ensuite

conservées a température ambiante dans une armoire.
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Piluliers

Billes magnétiques

Figure 66: Broyage des échantillons avec le broyeur a bille.

3.3.3 Extraction des composés phénoliques a partir des échantillons lyophilisés

L’extraction est réalisée dans du méthanol a partir de 6g de poudre dans des tube Falcon de
50mL. L’extraction consiste a suspendre les 6g dans 15mL de méthanol 60%, puis a incuber ce
mélange une nuit a température ambiante. Le mélange est centrifugé pendant 10 minutes a 13000
rpm. Le surnageant est récupéré et le culot re-suspendu a part dans 10mL de méthanol 60% a
température ambiante pendant une journée. Les surnageants récuperés apres centrifugation
(pendant 10 minutes a 13000 rpm) sont ajoutés aux autres surnageants récupérés et conservés a -
20°C.
3.3.4. Purification de N1,N5,N14-tris-(dihydrocaféoyl) spermine par HPLC

Les échantillons extraits dans le paragraphe 3.2.3. sont passés au speed vac pour évaporer
le méthanol pendant 6h. Les solutions sont ensuite injectées dans une HPLC semi-préparative
(5mL/injection). L’analyse commence avec une phase mobile (polaire) composée de 90% de H20
(+ 0.1% acide formique) / 10% de méthanol (+ 0.1% acide formique), pour arriver a une
composition de 90% de méthanol (+ 0.1% acide formique) / 10 % de H20 (+ 0.1% acide formique).
Le volume d’injection est 5 mL. La molécule recherchée, N1, N5, N14-tris-(dihydrocaféoyl)
spermine, a un temps de rétention de 3,55 minutes. Le temps de rétention est basé sur le profil UV
d’intérét qui apparait a 3,55 minutes. La molécule est récupérée. Plusieurs injections sont réalisées
pour augmenter la quantit¢ de molécule collectée. Les volumes contenant la molécule sont
combinés et lyophilisés et la poudre récupérée. La purification est réalisée en collaboration avec le
laboratoire Libio sur la plateforme PASM (Plateau d’Analyse Structurale et Métabolomique) de
I’ENSAIA.
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3.4. Chimiosynthése de N1,N5,N14-tris-(dihydrocaféoyl) spermine

La chimiosynthése de la molécule est réalisée par Michel Boisbrun (L2CM). Elle se base
sur les travaux de Yingyongnarongkul et al. (2008) qui utilisent I’extraction en phase organique
solide. Le principe de la synthése repose sur deux étapes essentielles. La premicre consiste a
préparer le groupement polyamine, dans notre cas c’est la spermine, pour recevoir les groupements
d’acide caféique a des sites bien précis et protéger ces sites. La molécule protectrice utilisée est la
2-acétyldimedone (Dde). La deuxiéme étape permet de remplacer les molécules Dde par des
groupements d’acide caféiques. Cela est faisable en fixant le produit purifié sur une résine active
de carbonate et en réalisant plusieurs étapes de lavage avec 5% de NoHs4 dans du DMF
(DiMéthylFormamide) pour éliminer les molécules Dde. La résine de Wang est traitée ensuite avec
la solution d’acide caféique pendant 12h pour coller les groupements acides. La résine est ensuite
traitée avec 20% TFA/CH:Cl, pendant 2h, et la suspension filtrée. Enfin, la résine est lavée avec
CH»Cly, et la solution de lavage est ajoutée a la solution filtrée. Le solvant est ensuite évaporé du

mélange pour obtenir in fine la molécule purifiée en poudre (Figure 67).
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Figure 67: Synthese de TDHC spermine (N1, N5, N14-tris-(dihydrocaféoyl)spermine. Dde: 2-acétyldimedone, APTS:
acide paratoluenesulfonique.
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3.5. Tests antibactériens

Les tests antibactériens sont réalisés par la méthode de « Broth dilution tests » (Jorgensen
and Turnidge, 2015), par notre partenaire Arnaud Risler (plateforme ABC, Faculté de Pharmacie,
Université de Lorraine). Le principe de cette méthode est de préparer plusieurs dilutions de la
molécule testée dans un milieu qui permet la croissance des bactéries, dans les puits d’une plaque
stérile (plaque de 96 puits). 1l faut ensuite inoculer ces dilutions par la souche de bactérie testée,
puis incuber le tout a 37°C pendant 24h. La turbidité de la solution est examinée pour détecter la
croissance des bactéries dans le milieu. La CMI (Concentration Minimale Inhibitrice) est
déterminée par un dispositif de visualisation pour I'inspection de la croissance dans chacun des
puits. Elle correspond a la plus faible concentration de la molécule, ne présentant pas de croissance
bactérienne. Les micro-dilutions sont réalisées en milieu Mueller-Hinton 2 dans un volume final
de 100uL. Les molécules testées sont diluées dans de I’eau pour préparer une solution de 4096
mg/L, a partir de laquelle une gamme de dilutions successives de ratio 1/2, de 1024 & 4 mg/L ont
été testés. L’inoculum bactérien a été réalisé afin d’obtenir une concentration finale de 5.10° UFC
(Unité Formant Colonie)/mL (Jorgensen and Turnidge, 2015). La détection de la croissance a été
effectuée a 24h par observation de la présence ou absence de croissance dans les puits. Chaque
essai est répété 8 fois. Les témoins réalisés sur chaque plaque sont : témoin milieu seul, témoin
milieu + échantillon et témoin bactéries (témoin de croissance) (Jorgensen and Turnidge, 2015).
3.6. Tests anti-inflammatoires

Le LPS (lipopolysaccharide des bactéries Gram (-)) induit une réponse inflammatoire
caractérisée entre autres par la synthése et la sécrétion de cytokines pro-inflammatoires (IL-1, IL-
6, IL-18, TNF-a) par les cellules immunitaires possédant le récepteur au LPS. La concentration de
ces cytokines dans le milieu de culture des cellules est proportionnelle a I’inflammation. Notre
objectif est d’identifier si les molécules/extraits que nous possédons sont capables d’inhiber la
production de ces cytokines. Pour cela, il faut donc utiliser un stimulus classique comme le LPS
puis rajouter la molécule/1’extrait 1h apres pour voir si cette molécule/extrait rajouté est capable de
s’opposer a la pro-inflammation déclenchée par le LPS. D’autre part, nous avons aussi recherché
si la molécule/I’extrait était capable de mettre les cellules immunitaires dans un état anti-
inflammatoire : la molécule/I’extrait a donc été ajoutée au milieu de culture des cellules
immunitaires puis 1h aprés, le LPS a été rajouté. Les tests anti-inflammatoires sont réalisés par
Armelle Ropars (Laboratoire SIMPA).
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3.6.1. Obtentions des macrophages humains

La lignée THP-1 (lignée promonocytaire de leucémie humaine) est cultivée a 37°C sous 5% de
CO; dans du milieu RPMI 1640 auquel sont ajoutés, du sérum de veau feetal a 10% décomplémentée,
du pyruvate de sodium a ImM, des acides aminés non essentiels 1x, de la L-glutamine a 2mM, de
la pénicilline a 100 U/mL et de la streptomycine a 100 pg/mL. Les monocytes sont différenciés en
macrophages dans des plaques 24 puits a une concentration de 0.8 million de monocytes/mL par
ajout du PMA (phorbol myristate acétate) a 20nM au milieu de culture. Apres 72h, les différents
tests peuvent étre alors effectues.
3.6.2. Incubation des macrophages avec les extraits/LPS

Les macrophages préparés comme indiqué dans le paragraphe 3.6.1 sont incubés avec

différentes solutions présentées dans le Tableau 21. Les 4 extraits bruts de tomate contiennent un
mélange de composés phénoliques, dont de I’acide chlorogénique (thése de Victoire Coqueret
2017). Ce dernier présente des activités anti-inflammatoires décrites dans la littérature et dans les
extraits, il constitue environ 30% des polyphénols dont il est la molécule majoritaire. 1l va donc
servir de témoin pour les fractions d’extrait brut. Les 3 concentrations des extraits bruts utilisées
(50, 100, 150 pg/mL) contiennent donc 30 % d’acide chlorogénique, ce qui correspond
respectivement a 15, 30 et 45 pg/mL d’acide chlorogénique : ce sont donc ces concentrations qui
vont étre choisies comme référents. Cing expériences ont été réalisées avec pour chaque
experience, trois répétitions de chaque traitement. Apres 3 jours de différenciation, les
macrophages sont incubés pendant 24h avec 100 ng/mL de LPS ajouté 1h avant ou lh aprés 1’une
des fractions MR ou I’acide chlorogénique. Apres incubation, les surnageants de culture cellulaire
sont récupérés et conservés a -80°C pour d’éventuels tests (tests ELISA) et les cellules sont

soumises a un test de viabilité (test au cristal violet).
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Tableau 21: Solutions d'incubation et traitement des macrophages.

Produits Concentration finale _ description

Inducteur classique de
stress cellulaire. Induit une

LPS (lipolysaccharide) 100 ng/mL RPMI 1640 réponse pro-inflammatoire.
Controle positif.
Molécule connue pour avoir
des propriétés légerement
RPMI 1640 anti-inflammatoires.

Acide chlorogénique (CA) | 15 (= 42,37 uM), 30, 45 pg/mL Constituant polyphénolique

majoritaire dans les MR.
Permettra de comparer
I'activité des MR a CA.

i) 50, 100, 150 pg/mL contenant

LN+T a peu prés 30% d’acide RPMI 1640 Extraits bruts utilisés
HN-T chlorogénique d'ou les 15, 30, comme produits a tester
HN+T 45 pg/mL de CA utilisés.

Caféoylputrescine Molécule pure achetée
15, 30, 45 uM RPMI 1640 (chimio synthése) utilisée

comme produit a tester

Kukoamine A

3.6.3. Tests de cytotoxicité cellulaire avec le cristal violet

Avant d’étudier un effet anti-inflammatoire éventuel des extraits, il faut deja analyser la
viabilité des cellules en présence des différentes concentrations d’extraits. Le test au cristal violet
permet de déterminer le % de viabilité. Celui-ci se fixe a ’ADN des cellules vivantes en leur
donnant une coloration violette que I’on peut analyser par spectrophotométrie. La D.O. obtenue est
donc proportionnelle au nombre de cellules vivantes et le 100% correspond a la D.O. obtenue avec
des cellules non traitées. De facon plus précise, pour réaliser le test, le surnageant de culture des
macrophages est retiré puis congelé a -80°C en vue de tests ELISA. Les macrophages qui sont des
cellules adhérentes, vont étre lavées deux fois délicatement avec du tampon PBS (= phosphate
buffer saline) afin d’¢éliminer les cellules mortes et le restant de milieu de culture cellulaire. Le
tampon PBS est enlevé puis 0.5mL de cristal violet 0.05% est ajouté dans chaque puits. Apres 20
minutes d’incubation a température ambiante, les plaques sont lavées 3 fois doucement avec de
I’eau distillée puis mises a sécher a température ambiante. Ensuite, 0.5mL d’acide acétique 10%
est ajouté dans chaque puits pour lyser les macrophages. Ceci va permettre de solubiliser
I’ensemble. Aprés 20 minutes d’incubation a température ambiante, 100 pL de ce lysat est disposé
dans une plague 96 puits pour étre ensuite lu au spectrophotometre a la D.O. a 595 nm.
3.6.4. Technique ELISA et determination de la production de TNFa des THP-1 différenciées

Les surnageants de culture des macrophages traités pendant 24h avec les fractions MR+LPS
ou avec I’acide chlorogénique + LPS vont donc servir, entre autres, a analyser la production de

TNFa. Le kit utilisé provient de chez RnD Systems (BioTechne) et est base sur la technique ELISA
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en « sandwich ». Des anticorps anti-TNFa. sont ont donc été immunoadsorbés par le fournisseur
sur la plagque puis les surnageants de culture sont déposés dans les puits. Aprés une incubation a
température ambiante de 2h, la plaque est lavée puis un anticorps anti-TNFo couplé a une
peroxydase est ajouté. Apres 2h d’incubation suivie de lavages, le substrat de I’enzyme est rajouté.
Apres 20 minutes de réaction enzymatique, la réaction est stoppée par ajout de H>SO4 concentré et
la plague est alors lue au spectrophotometre a une D.O. de 450 nm.
3.7. Modification des conditions de cultures des tomates

Nous avons réalisé des expériences visant a optimiser les conditions de culture permettant
d’augmenter la teneur en phénolamides dans la biomasse. Dans une premiere expérience, nous
avons utilisé 20 plantes de tomate de méme age (21 jours aprés germination), parmi lesquelles 10
sont mises en culture hydroponique et 10 dans de la terre. Cing plantes de chaque systeme de
culture sont infestées au niveau de leur deuxiéme feuille par 6 larves de T. absoluta pendant 4 jours.
Ensuite, nous avons réalisé une extraction de composés phénoliques sur les feuilles ‘locales®
infestées par T. absoluta, les feuilles ‘systémiques’’, ainsi que les tiges ‘systémiques’ (paragraphe
4.9 du chapitre 2). Ensuite nous avons analyse la teneur de ces feuilles en CP (Caféoylputrescine),
DHC spermidine (N1, N10-bis-(dihydrocaféoyl) spermidine), TDHC spermine (N1,N5,N14-tris-
(dihydrocaféoyl) spermine) et kukA/B (Kukoamine A/B).

Dans une deuxiéme expérience, nous avons utilisé des plantes de tomates de différents ages
(20, 30, 40 et 50 jours apres germination). Ces plantes étaient cultivées en serre dans du terreau.
Nous avons ensuite infesté chacune des plantes avec 6 larves (3 répétitions par traitement). Nous
avons ensuite extrait les composés phénoliques que nous avons analysés a I’UPLC.
4.8. Analyses statistiques

La normalité des valeurs obtenus pour les différents traitements est validée en tracant
I’histogramme de distribution. La moyenne des répétitions de chaque traitement, les variances, les
écart-types et les erreurs standards sont calculés. Les moyennes sont représentées sur les
histogrammes et les erreurs standards sont utilisés comme barre d’erreurs. La significativité des
différences observées est calculée en utilisant le « Student test ou T.test » et la valeur de p est ainsi

déterminée. Les moyennes sont significativement différentes a P<0.05.

6 Les tissus locaux sont ceux ou a eu lieu le site d’herbivorie.
" Les tissus systémiques représentent les tissus ol il n’y a pas eu I’action physique de I’herbivorie.
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4 Résultats
4.1. Synthese du N1,N5,N14-tris-(dihydrocaféoyl) spermine par la tomate

La molécule TDHC spermine est la plus accumulée dans les tissus des tomates infestées
par 1. absoluta (Tableau 18). Ainsi, son extraction et sa purification a partir des plantes infestées
est possible. Les travaux précédents (theése de Victoire Coqueret 2013-2017) ont montré que
I’accumulation maximale des phénolamides dans les feuilles des tomates se produit en présence
d’une charge larvaire de 12 larves/feuilles, en comparaison d’essais réalisés avec 1 ou 6 larves par
feuille. Les plantes utilisées dans les travaux de la thése de Victoire sont jeunes (21 jours apres
germination) et cultivées en hydroponie. Pour nos travaux, le passage vers la culture en terre, et
I’utilisation des plantes plus agées avec un plus grand nombre de biomasse générée nous
paraissaient plus pratiques et faciles. La question se pose sur I’optimisation (i) des conditions de
culture et (i1) de 1’age des plantes convenable pour une accumulation maximale en phénolamides.
4.1.1. Optimisation des conditions de cultures

J’ai comparé I’impact du mode de culture (terre vs. hydroponie) sur la capacité
d’accumulation en phénolamides des tissus de tomates soumis a I’herbivorie (paragraphe 3.7).
Les résultats montrent une accumulation tres élevée des 4 phénolamides mesurés (CP, DHC
spermidine, TDHC spermine, KukA/B) dans les plantes cultivées en terre par rapport a celles
cultivées en hydroponie ( Figure 68) et par rapport aux plantes témoins non-infestées. De plus, les
feuilles infestées et les tiges des plantes cultivées en terre qui sont infestées par T. absoluta ont
montré une plus forte accumulation de la CP par rapport & celles non infestées. TDHC est plus
accumulée dans les feuilles que dans les tiges des plantes en terre infestées par 7. absoluta ( Figure
68). Cela nous permet de valider 1’utilisation de la culture en terre plutdét qu’en hydroponie pour

augmenter la teneur en phénolamides de la biomasse des plantes infestées.
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Figure 68 : Comparaison de [’accumulation des phénolamides dans les différentes parties des plantes infestées par

T. absoluta en fonction du substrat de culture (hydroponie H ou terre T) en comparant avec des plantes témoins de
chaque systéme de culture, non infestées. CP (Caféoylputrescine), DHC spermidine (N1, N10-bis-(dihydrocaféoyl)
spermidine), TDHC spermine (N1,N5,N14-tris-(dihydrocaféoyl) spermine) et kukA/B (Kukoamine A/B). Locales :
tissus ou a lieu I’herbivorie, systémique : les tissus non impactés physiquement par [’herbivorie. P<0.05.

4.1.2. Optimisation de I’age de plantes

Le but de cette expérience est d’optimiser 1’age des plantes qui permet d’obtenir le plus
d’accumulation des phénolamides dans la biomasse des plantes infestées en suivant la méthode
décrite dans le paragraphe 3.7. Les résultats ont montré que les plantules accumulent le plus de
phénolamides 20 jours aprés germination, dans les feuilles ainsi que dans les tiges. Leur
concentration diminue chez les plantes plus agées (Figure 69).
En conséquence, pour la suite des expérimentations, nous avons infesté des jeunes plantes de
tomate de 20 jours, cultivées en terre, avec au moins 6 larves, afin d’obtenir une biomasse enrichie

en phénolamides (paragraphe 3.3.1).
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Figure 69: Accumulation des phénolamides dans les feuilles (F) et les tiges (T) des plantes infestées par T. absoluta a
différents ages : 20 jours, 30 jours, 40 jours et 50 jours apres germination. CP (Caféoylputrescine), DHC spermidine
(N1, N10-bis-(dihydrocaféoyl) spermidine), TDHC spermine (N1,N5,N14-tris-(dihydrocaféoyl) spermine) et kukA/B
(Kukoamine A/B). p<0.05

4.1.3 Purification de N1,N5,N14-tris-(dihydrocaféoyl) spermine issue de plantes

La TDHC spermine a été purifi¢ en HPLC-semi-préparative. Cette molécule que I’on suit
en général en spectrométric de masse, est aussi observable avec une détection a 280nm par la
formation d’un petit pic.

Apres purification par HPLC, les fractions qui contenaient la molécule sont constituées de
méthanol et d’eau. Afin d’obtenir la molécule sous forme de poudre, nous évaporons le méthanol
au speed vac et nous ¢€liminons 1’eau par lyophilisation. A I’issue de ces différentes étapes de
purification, seule une petite quantité de TDHC spermine est identifiée dans la poudre, représentant
a peine 10% de la quantité attendue. Nous avons déterminé a quelle étape du processus de
purification la molécule se perd. Les analyses a I’UPLC-MS aprés chaque étape de purification ont
montré que c’est a I’étape de lyophilisation que se situe le probléme, avec plus de 90% de la
molécule perdue a cette étape. Nous avons remplacé la lyophilisation par une élimination de 1I’eau

au speed vac (Figure 70). Cela permet de récupérer I’intégralité de la molécule injectée au départ.
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Figure 70: Différentes étapes d’obtention de la molécule N1,N5,N14-tris-(dihydrocaféoyl) spermine sous forme de
poudre a partir de biomasse lyophilisée. L’étape d’évaporation de [’eau par lyophilisation est remplacée par
[’évaporation au speed vac. En bleu, les étapes initiales du protocole. Les fleches bleues pointillés représentent les
étapes qui sont éliminées.

Au final, a partir d’1kg (MS) de plante, nous avons récupéré environ 3mg de molécule pure.
Ce faible rendement s’explique en partie par la perte importante rencontrée au moment de la
lyophilisation.

Les tests d’activité thérapeutique nécessitent de 10 a 20 mg de molécule pure. Aussi,
compte-tenu des exigences expérimentales et du faible rendement en molécule obtenu a partir des
plantes, avons nous pris la décision d’arréter nos investigations a ce stade pour ce qui concerne
I’obtention de phénolamides d’intérét a partir de plantes et de changer de stratégie pour les tests.
Notre collégue chimiste a essayé de produire la TDHC spermine par synthése chimique comme
décrit dans le paragraphe 3.4. La tentative de synthése a commencé depuis plus d’un an ; elle s’est
avérée complexe a cause d’un probleme de stabilité de 1a molécule. Notre étude s’est alors focalisée

sur deux molécules, la kukA et la CP, disponibles dans le commerce, ainsi que sur des extraits bruts
de feuilles accumulant différemment des phénolamides (LN-T, LN+T, HN-T, HN+T).
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4.3. Tests antibactériens de kukoamine A, de CP et de phénolamides présents dans des extraits
bruts de feuilles

Les tests antibactériens sont réalisés en suivant les €tapes décrites dans le paragraphe 3.5
a partir de 5 mg de la poudre des extraits brut de tomate sous faible nutrition azotée sans T. absoluta
(LN-T), tomate sous faible nutrition azotée avec T. absoluta (LN+T), tomate sous forte nutrition
azotée sans T. absoluta (HN-T), et tomate sous forte nutrition azotée avec T. absoluta (HN+T), en
plus de 5 mg des deux molécules pures kuk A et CP.

Aucune activité antibactérienne est détectée pour les extraits bruts (LN-T, LN+T, HN-T et
HN+T) a des concentrations en dessous de 1024mg/L. En revanche, les tests réalisés sur la kuk A
et la CP montrent une activité antibactérienne contre Staphylococcus aureus a des concentrations
de 256 mg/L pour la kuk A et 512 mg/L pour la CP (). La kuk A présente également une activité
antibactérienne (MIC=512 mg/L) contre Acinetobacter baumannii, et une activité bactérienne
faible (MIC = 1024 mg/L) contre la majorité des autres bactéries testées (Tableau 22). La CP
montre une activité inhibitrice sur Enterococcus faecalis a 1024 mg/L. De maniére générale, les
concentrations auxquelles les deux phénolamides inhibe la croissance bactérienne révelent des

activités antimicrobiennes faibles (MIC=1024mg/L) a modérées (MIC>256 mg/L).

Tableau 22: Activités antibactériennes de la kukoamine A et de la caféoylputrescine.

.. Caféoylputrescine
Souche bactérienne ‘ et :
- (mg/L)
Staphylococcus aureus 256 512
Enterococcus faecalis 1024 1024 Activité antibactérienne en fonction des
concentrations de la molécule:
. [Molécule] <64mg/L : forte activité
Pseudomonas aeruginosa 1024 >1024 64mg/L< [molécule] <1024 mg/L: activité modérée
[Molécule] = 1024 mg/L : faible activité
Molécul 1024 L : Pas d’activité
Escherichia coli 1024 >1024 [Molécule] > 1024 me/L.: Pas d'activité
Klebsiella pneumoniae >1024 >1024
Acinetobacter baumannii 512 >1024
Enterobacter cloacae 1024 >1024
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4.4. Tests de cytotoxicité et anti-inflammatoire sur les cellules THP-1 différenciées en
macrophages
4.4.1. Tests de cytotoxicité et tests anti-inflammatoires avec les extraits bruts

Des différences de viabilité des macrophages au cristal violet sont observées entre les 4
fractions apres incubation avec différentes concentrations des extraits bruts (50, 100 et 150 pg/mL)
(). L’incubation des macrophages avec la fraction HN-T ou HN+T ne montre aucune cytotoxicité,
quelle que soit la concentration utilisée. Les fractions LN-T et LN+T montrent une baisse de 20-
25% de la viabilité, dés la concentration 100 pg/mL, correspondant a la présence de 30 pg/mL
d’acide chlorogénique. Ces fractions sont donc cytotoxiques dés cette concentration. Le LPS utilisé
a 100 ng/mL n’exerce pas d’effet cytotoxique sur les THP-1.

Si ces mémes fractions sont ajoutées avant ou apres le LPS, le % de cytotoxicité ne change
pas : les fractions HN-T et HN+T n’ont pas d’effet cytotoxique alors que les fractions LN-T et
LN+T restent cytotoxiques et ce, dans les mémes proportions que lorsqu’elles sont utilisées seules
(Figure 71).

Densite optique (595 nm)

1.00

0.90 -

0.80

0.70

0.60

0.50 q

0.40 4

0.30 1

0.20 -

0.10

0.00

D R A R R A R
S S S S S S S S S S S ST R RGBT R T
x x s X - s
§%§s§%§s FEE P §9§s§%§e VIFFS SIS IS

G

Figure 71: Résultats des tests de viabilité au cristal violet. La densité optique (D.O.) provient du relargage
du cristal violet par les macrophages vivants aprés les avoir incubés 24h avec différents traitements : acide
chlorogénique ou fraction d’extrait brut a différentes concentrations, LPS seul ou LPS ajouté avant ou apres [’acide
chlorogénique ou la fraction extrait brut. CA : acide chlorogénique. Le signe — représente le traitement appliqué en
premier sur les macrophages. Le signe + indique le traitement appliqué en deuxiéme sur les macrophages. * p < 0.05;
**p < 0.01; *** p < 0.001. Cette expérience a été réalisée 3 fois et a chaque fois, avec 8 répétitions par traitement.

Quelle que soit la concentration de HN-T ou de HN+T utilisée, il n’y a pas de différence

avec la production de TNFa générée par les cellules témoins non traitées ( Figure 72). Pour les
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extraits bruts LN-T et LN+T, on observe une diminution de 20-25% de la production de TNF-a dés
la concentration de 100 pg/mL, correspondant a 30 pg/mL d’acide chlorogénique. Cette diminution
du pourcentage est identique a celle obtenue avec les tests au cristal violet ( et Figure 72).

Pour les fractions HN-T et HN+T, il n’y a pas de différence avec la production de TNFa
provoquée par le LPS seul, quelle que soit leur concentration et 1’ajout de la fraction avant ou apres
le LPS ( Figure 72). Notons une seule exception, correspondant au traitement « LPS puis HN-T a
50 pg/mL », soit 15 pg/mL d’acide chlorogénique. Cela témoigne d’un trés léger effet anti-
inflammatoire qui s’estompe quand la concentration augmente. Pour la fraction LN-T la production
de TNFo diminue a la concentration de 100 pg/mL ou de 150 pg/mL (correspondant
respectivement a 30 et 45 ng/mL d’acide chlorogénique), ajoutée avant ou apres le LPS. Le méme
effet est observé avec la fraction LN+T ( Figure 72). Par contre, on observe un effet anti-
inflammatoire non significatif, de cette fraction, a la concentration de 50 pg/mL (15 pg/mL d’acide
chlorogénique) quand le LPS est mis avant ou apres la fraction (observée aussi avec LN+T mais

non significatif) ( Figure 72).
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Figure 72: Résultats des tests ELISA concernant la production de TNF-o dans des surnageants de culture cellulaire
ou les macrophages ont été incubés 24h avec de [’acide chlorogénique ou des extraits bruts a différentes
concentrations ou avec du LPS seul ou du LPS ajouté avant ou aprés [’acide chlorogénique ou [’extrait brut. CA :
acide chlorogénique. Le signe — représente le traitement appliqué en premier sur les macrophages. Le signe + indique
le traitement appliqué en deuxiéme sur les macrophages. * p < 0.05; ** p < 0.01; *** p < 0.001: par rapport au

témoin CA. * p < 0.05; Mp < 0.01; ###p < 0.001: par rapport au LPS. Cette expérience a été réalisée 3 fois et a
chaque fois, avec 8 répétitions par traitement.
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4.4.2. Tests de cytotoxicité et tests anti-inflammatoires avec la caféoylputrescine et la
kukoamine A
La CP et la kuk A ont été testées a 3 concentrations : 15, 30 et 45 uM, classiquement utilisées

dans la littérature sur des lignées cellulaires. Lorsque les macrophages sont incubés avec la CP, les
tests au cristal violet ne montrent aucun impact sur la viabilité cellulaire avec les concentrations
utilisées (Figure 73). De la méme fagon, cette molécule ajoutée avant ou apres le LPS dans le
milieu de culture des cellules n’a aucun impact sur la viabilité des macrophages au bout de 24h

d’incubation a aucune des concentrations utilisées (Figure 73).
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Figure 73: Résultats des tests de viabilité au cristal violet. La densité optique (D.O.) provient de la libération du cristal
violet par les macrophages vivants aprés incubation 24h avec la caféoylputrescine (15, 30 et 45 uM) ou avec le LPS
seul ou avec le LPS ajouté avant ou aprés la caféoylputrescine. CA: acide chlorogénique. CP: caféoylputrescine. Le
signe — représente le traitement appliqué en premier sur les macrophages. Le signe + indique le traitement appliqué
en deuxiéme sur les macrophages. * p < 0.05; ** p < 0.01; *** p < 0.001. Cette expérience a été réalisée 3 fois et a
chaque fois, avec 8 répétitions par traitement.

La CP exerce un léger effet anti-inflammatoire (-10%) a la concentration de 45 uM par
rapport aux cellules non traitées, montré par les tests ELISA (Figure 74). On observe une
diminution dose-dépendante de la production de TNF-a (respectivement de 10 et de 22%)), lorsque
les macrophages sont incubés avec le LPS et qu’une heure apres, on ajoute la CP a 30 ou a 45 uM

(Figure 74).
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Figure 74: Résultat des tests ELISA concernant la production de TNF« provenant de surnageants de culture cellulaire
ou les macrophages ont été incubés 24h avec la caféoylputrescine (15, 30 et 45 uM) ou avec le LPS seul ou avec le
LPS ajouté avant ou apres la caféoylputrescine. Le signe — représente le traitement appliqué en premier sur les
macrophages. Le signe + indique le traitement appliqué en deuxiéme sur les macrophages. * p < 0.05; ** p < 0.01;

*** 1 < 0.001: par rapport au témoin CA. ! p <0.05; Mp <0.01; ###p < 0.001: par rapport au LPS. Cette expérience
a été réalisée 3 fois avec 8 répétitions par traitement.

Les tests au cristal violet montrent que lorsque les macrophages sont incubés avec
la kukA, leur viabilité cellulaire reste identique a celle des cellules non traitées et ce, quelle que
soit la concentration utilisée (Figure 75). De la méme fagon, si cette molécule est ajoutée avant ou
apreés le LPS dans le milieu de culture des cellules, elle a aucun impact sur la viabilité¢ des

macrophages au bout de 24h d’incubation a aucune des concentrations utilisées (Figure 75).
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Figure 75: Résultats des tests de viabilité au cristal violet. La densité optique (D.O.) provient du relargage du cristal
violet par les macrophages vivants incubés pendant 24h avec la kukoamine A (KuKoA) a 15, 30 ou 45 pM ou avec le
LPS seul ou avec le LPS ajouté avant ou apres la kukoamine A. Le signe — représente le traitement appliqué en premier
sur les macrophages. Le signe + indique le traitement appliqué en deuxieéme sur les macrophages. Cette expérience a
été réalisée 3 fois avec 8 répétitions par traitement.
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En présence de kukA, la production de TNFa des macrophages reste inchangée par rapport
aux cellules non traitées (Figure 76). Lorsque les macrophages sont incubés en présence de LPS
et de kukA, le niveau de production de TNFa reste identique a celui engendré par le LPS seul

(Figure 76).
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Figure 76: Résultat des tests ELISA concernant la production de TNFa provenant de surnageants de culture cellulaire
ou les macrophages ont été incubés 24h avec la kukoamine A (15, 30 et 45 uM) ou avec le LPS seul ou avec le LPS
ajouté avant ou apres la kukoamine A. Le signe + indique le traitement appliqué en deuxiéme sur les macrophages. *

p < 0.05; ** p <0.01; *** p < 0.001: par rapport au témoin CA. ! p < 0.05; Mp <0.01, ###p < 0.001: par rapport
au LPS. Cette expérience a été réalisée 3 fois avec 8 répétitions par traitement

5. Discussion

5.1. La N1,N5,N14-tris-(dihydrocaféoyl) spermine est apparue comme une molécule difficile
a produire en quantité avec le systéme Tomate/ T. absoluta

Parmi les molécules synthétisées par la tomate en réponse a I’herbivorie de 7. absoluta, le
N1,N5,N14-tris-(dihydrocaféoyl) spermine constituait une molécule de fort intérét en raison de sa
structure proche de molécules bioactives connue (kukoamine) et de sa concentration assez forte
dans les tissus de tomates infestées (de I’ordre de 1200mg/kg MS). Cela permettait d’envisager la
purification de quantités suffisantes pour des tests de bioactivité. En dépit d’un travail
d’optimisation des conditions de production, les essais conduits pour purifier cette molécule ne se
sont pas révelés satisfaisants. Alors que nous pouvions nous attendre a purifier de ’ordre de 1g de
molécule pure a partir de la biomasse dont nous disposions, nous avons réussi a purifier seulement
3mg, ce qui était bien insuffisant pour les tests d’activité biologique (10 a 20 mg de molécules

nécessaire). Nous avons pu montrer que cette molécule est tres instable, en particulier lors de
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I’¢étape finale de lyophilisation. Ceci était plutot inattendu dans la mesure ou cette molécule partage
avec la kukoamine la méme structure avec en plus un groupement Caféoyl-CoA. Les kukoamines
et notamment la kukoamine A et B sont des molécules généralement stables a différentes étapes de
synthése sur phase solide. J’ai également montré que ces molécules sont stables dans des
conditions expérimentales trés contrastées (aprés 4h sur glace, 3 cycles de congélation et
décongélation, 180 jours a -80°C, aprés 3h a température ambiante) (Page et al., 1998; Li et al.,
2015c; Zhao et al., 2016; Wang et al., 2017).

Apres avoir constaté la difficulté d’obtenir cette molécule a partir de la biomasse, nous
avons essay¢ de 1’obtenir par le biais d’une synthése chimique. Dans ce but, nous avons initié¢ une
collaboration avec un collégue chimiste du laboratoire L2CM, Michel Boisbrun, pour réaliser cette
synthese. La synthése chimique n’est pas encore finalisée mais trés bien engagée. Dans le détail,
la synthese chimique est basée sur les travaux de Yingyongnarongkul et al. (2008) pour la synthese
de bis, tris et tétra(dihydrocaféoyl)polyamine en phase solide. Elle a nécessité plusieurs tentatives
d’optimisation et d’adaptation du protocole décrit dans cette publication. A I’heure actuelle, la
molécule a pu étre obtenue mais avec de trés faible rendement et en mélange avec d’autres
isomeéres. Plusieurs tentatives de purification sont en cours, mais une fois encore, cette étape
s’avere critique en raison d’une forte instabilité de la molécule. A court terme, un lot d’une
vingtaine de milligrammes devrait étre disponible pour initier de premiers tests biologiques, mais
un travail d’optimisation s’aveére encore nécessaire pour envisager une production plus
conséquente. Devant ce constat, d’autres alternatives peuvent encore étre explorées. L’une d’elle
serait de pouvoir synthétiser la molécule dans des systémes hétérologues (bactérie, levure). Les
travaux que j’ai conduits et qui sont présentés dans le chapitre 2 visaient a identifier une spermine
N-acyltransférase qui serait tres utile pour cette synthese.

5.2. Les phénolamides testés présentent une faible activité antibactérienne

L’objectif était d’identifier des phénolamides de la tomate qui inhibent fortement la
croissance des bactéries pathogeénes de ’homme a une faible concentration (<64mg/L). Nous avons
testé dans un premier temps la capacité inhibitrice d’extraits bruts de plants de tomate. Les feuilles
dont sont issus les extraits bruts proviennent de tomates infestées ou non par 7. absoluta, avec ou
sans limitation de nutrition azotée. Les travaux de Victoire Coqueret (2013-2017) avaient montré
que la limitation en azote seule augmente la teneur des feuilles en composés phénoliques, mais pas
la teneur en phénolamides. En combinant la limitation d’azote a 1’herbivorie, la teneur en

phénolamides augmente (Tableau 20).
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Aucun des extraits bruts, n’a montré une activité antibactérienne contre toutes les bactéries
gram — et gram + testées. Par contre, les deux molécules pures kukA et CP ont présenté une faible
activité antibactérienne. Cette faible activité des molécules pures, combinées a leur présence a de
faibles concentrations dans les extraits bruts (20ug/g et 50ug/g de masse fraiche dans la modalité
HN+T pour KukA et CP respectivement) explique le fait qu’aucune activité antibactérienne n’ait
été détectée sur les extraits bruts.

Parmi les souches testées, celle de Staphylococcus aureus est la plus sensible aux deux
phénolamides kukA et CP et notamment a kukA. S. aureus est une bactérie pathogéne majeure de
I’homme impliquée dans des maladies infectieuses sévéres telles que I’endocardite, I’ostéomyélite,
la bactériémie et la pneumonie mortelle (Lowy, 1998; Guo et al., 2020). Ces infections sont
communes dans les hopitaux (maladies nosocomiales), et certaines souches ont développées des
résistances au principaux antibiotiques utilisés. Parmi ces souches récentes, il y a celles résistantes
a la méthicilline (SARM) ou a la vancomycine (SARV) (Guo et al., 2020). Trouver un nouvel
antibiotique efficace contre ces deux souches est d’ une importance majeure. KukA et CP montrent
des effets antibiotiques modérées sur S. aureus a des concentrations supérieures a 100 mg/L. Dans
la littérature, 1’effet antibactérien de kukA est identifié¢ contre les souches SARM et SARYV, a des
concentrations < 99mg/L (Yingyongnarongkul et al., 2006, 2008). Dans nos travaux, nous n’avons
pas testé ’activité antibactérienne de kukA sur ces deux souches. L’activité antibactérienne de CP
n’a jamais ¢été décrite. Dans la littérature, les concentrations modales des principaux
antistaphylococciques pour les souches de S. aureus sensibles sont < a 16 mg/L (Daurel and
Leclercq, 2008). Cela montre que les molécules testées ne présentent pas d’activité antibactérienne
remarquable contre S. aureus. Il faudrait néanmois évaluer 1’effet que peuvent avoir ces molécules
sur les souches SARM et SARV.

5.3. Les composés phénoliques de I’extrait brut présentent des effets anti-inflammatoires
potentiels

Les extraits bruts de feuilles de tomates élévés sous une nutrition azotée limitée présente
une cytotoxicité. Cette cytotoxicité n’apparait pas liée a 1’acide chlorogénique puisqu’aux 3
concentrations testées avec cette molécule pure, la viabilité est proche de 100 %. Avec la
concentration a 50 pg/mL (correspondant a 15 pg/mL d’acide chlorogénique) avec laquelle il n’y
a pas de cytotoxicité, on observe un effet anti-inflammatoire quand le LPS est mis avant la fraction
LN+T ou quand LN-T est mis avant le LPS. Cela signifie donc qu’un ou des composants présents

dans ces deux fractions exerce(nt) un effet anti-inflammatoire. Ce ou ces composants ne se trouvent
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pas dans HN-T ou dans HN+T, ou alors a de trop faibles concentrations pour exercer leur effet. Ce
composant n’est pas I’acide chlorogénique puisqu’il pas d’effet anti-inflammatoire lorsqu’il est
utilisé seul aux concentrations correspondant a celles dans les extraits bruts. En plus, les fractions
HN-T et HN+T en contiennent et elles n’ont pas d’effet anti-inflammatoire. La limitation de
fertilisation azotée conduit a une augmentation des concentrations en composés phénoliques dans
organes végétatifs de la tomate (Larbat et al., 2014; Royer et al., 2016). Ainsi, les fractions LN-T
et LN+T contiennent plus de polyphénols que HN-T et HN+T. LN-T et LN+T contiennent aussi
plus de flavonoides (comme la rutine), d’anthocyanines (comme les dérivés de pétunidine), et
d’acide chlorogéniqueque HN-T et HN+T (Larbat et al., 2014). On peut donc supposer que la plus
forte activité anti-inflammatoire des extraits LN-T et LN+T est liée a cette augmentation des
concentrations en différents composés phénoliques.

Pour déterminer la concentration minimale d’extraits bruts LN-T et LN+T qui induisent un
effet anti-inflammatoire, il faudra refaire des tests avec des concentrations plus faibles que 50
pg/mL d’extraits. Le fait que LN-T ajouté avant le LPS puisse enclencher un état anti-
inflammatoire chez les macrophages THP-1 est tres intéressant car cela peut étre vu comme un rdle
préventif anti-inflammatoire. LN-T constitue I’extrait qui contient le moins de phénolamides par
rapport aux autres. L’effet constaté est certainement di a d’autre(s) molécules présente(s) dans la
fraction.

5.4. CP présente des effets anti-inflammatoires potentiels décrits pour la premiére fois

La CP a montré un léger effet anti-inflammatoire sans aucune cytotoxicité sur les
macrophages a la concentration de 45 uM. Quand ces macrophages sont incubés avec le LPS puis
qu’une heure apres, on rajoute la CP a 30 ou a 45 uM, il y a une diminution dose-dépendante de la
production de TNF-a. Cette molécule est donc capable de s’opposer a I’effet pro-inflammatoire
engendré par le LPS. Les activités anti-inflammatoires de la CP ne sont pas décrites dans la
littérature. Ainsi nos résultats sont prometteurs pour 1’utilisation de la CP en prévention des
inflammations. Les tests ont besoin d’étre répétés.

Si cette molécule est ajoutée dans le milieu de culture des THP-1, 1h avant le LPS, ily a
une diminution de la pro-inflammation déclenchée par le LPS (de 20%). Cela signifie donc que la
molécule déclenche un processus anti-inflammatoire chez les THP-1 qui empéche le LPS de
stimuler efficacement les cellules.

La kukA n’a montré aucun effet anti-inflammatoire sur les macrophages THP-1. Par contre

Peffet anti-inflammatoire de cette molécule est bien décrit dans la littérature comme
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neuroprotecteur (Hu et al., 2015, 2017; Roumani et al., 2020b). Les tests sont réalisés sur des
cellules de moelle osseuses humaines (SH-SY5Y), ou des souris de laboratoire (C57BL/6) induit
par MPP+  (1-méthyl-4-phényl pyridinium) ou  MPTP  (1-méthyl-4-phényl-1,2,3,6-
tétrahydropyridine). Dans nos travaux nous avons réalisé les expériences sur des cellules de
macrophages induites par LPS. Cela indique que la kukA ne présente pas un role anti-
inflammatoire sur les macrophages. Dans ce cas il parait intéressant de réaliser des tests sur des
cellules de la moelle osseuse non utilisées en littérature, ou faire les tests sur des souris plutét que
sur des macrophages.

En conclusion, nos travaux ont montré la difficult¢ d’obtenir le phénolamide TDHC
spermine a partir de la biomasse et également a partir de la synthése chimique. Ainsi, la synthése
dans des systemes hétérologues présente une alternative intéressante pour relever les défis de
purification et de rendement de cette molécule, une fois I’enzyme de synthése caractérisée.
L’obtention prochaine de petites quantités de cette molécule nous permet d’envisager tres
prochainement de premiers tests anti-inflammatoires, antibactériens et anti-cancéreux. La CP
disponible en synthése chimique a montré des effets anti-inflammatoires jamais décrits. Il reste a
définir la concentration minimale nécessaire pour avoir des effets anti-inflammatoires. La kukA
n’a montré aucun effet anti-inflammatoire sur les macrophages. Des tests anti-cancéreux seront

réalisés sur ces deux molécules.
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Chapitre 5 : Discussions génerales et
perspectives
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Les métabolites spécialisés sont des molécules organiques présent en faibles concentrations
chez les plantes. Elles accomplissent des fonctions essentielles pour la survie des plantes et
représentent aussi des molécules marqueurs de la qualité des produits consommés (aspect visuel,
contribution aux qualités organoleptiques des produits consommes) ainsi que des structures a forte
valeur thérapeutique. Connaitre ce métabolisme nous fournit des moyens d’améliorer notre fagon
de produire dans un contexte de changement climatique globale, en ayant moins recours a 1’usage
de pesticide de synthese par exemple, et nous permet aussi d’améliorer la qualité nutritionnelle de
I'alimentation.

Les phénolamides représentent une famille des métabolites spécialisés présents dans un
grand nombre de plantes sauvages et cultivées. On les retrouve beaucoup dans les organes
reproducteurs, mais également dans les tissus végétatifs ou leur accumulation peut étre induite par
différentes contraintes biotiques et abiotiques. Ils présentent aussi des fonctions biologiques
importantes (anti-inflammatoires, anti-oxydants, antibactériens, anticancéreux). Les travaux que
j’ai réalisés au cours de ma thése ont porté sur 1’étude de la voie de biosynthése des phénolamides
chez la tomate au travers (i) la caractérisation de génes impliqués dans le contrdle de leur
biosynthése, (ii) le développement d’outils méthodologiques destinés a étudier leur fonction in vivo
et (iii) I’évaluation de leurs propriétés biologiques. Pour réaliser ce travail j’ai développé une
approche pluridisciplinaire impliquant de la biologie moléculaire pour la caractérisation des genes,
de I’ingénierie métabolique, de 1I’écophysiologie et de la biochimie pour étudier les fonctions des
genes, et de la pharmacologie pour évaluer les effets thérapeutiques.

1. Compréhension de la voie de biosynthese des phénolamides du plant de tomate
1.1. Solyc06g083900.2, un facteur de transcription impliqué dans le contréle de la voie des
phénolamides ?

Un premier objectif des travaux de these, était d'identifier des génes impliqués dans le
contr6le de la voie de biosynthése des phénolamides. Nous avons identifié 2 facteurs de
transcription, solyc069g083900.2 et solyc089076930.1, orthologues de ceux de N. attenuata
(NaMYB8 et NaMYC2), et qui sont fortement induits par I’herbivorie de T. absoluta. Notre
hypothése était que, suite au stress herbivorie, le géne solyc08g076930.1 induit I’expression du
geéne solyc06g083900.2 qui a son tour entraine 1’accumulation de phénolamides via une induction
des acyltransférases spécifiques dont SIPHT1 et SIPHT2. La publication récente de Li et al. (2021)
confirme une partie de notre hypothese de départ, a savoir que solyc06g083900.2 est contr6lé par

solyc089076930.1, montrant ainsi une conservation des mécanismes de régulation entre tabac et
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tomate. En revanche, nous n’avons pas d’élément assez solide pour valider ou invalider
I’implication de solyc06g083900.2 dans le contrdle de la voie des phénolamides. La surexpression
transitoire du géne solyc06¢g083900.2, dans les tomates n'a pas engendré une accumulation plus
importante de phénolamides dans les tissus, cependant, comme nous 1’avons vu dans le chapitre 2,
I’absence d’accumulation de ces métabolites pourrait aussi étre liée a plusieurs facteurs dont la
disponibilité en substrat dans la plante. Dans leur travaux, Li et al. (2021) ont montré que
solyc069083900.2 joue un rdle régulateur de I'accumulation de flavonoides chez la tomate. Tout
comme les auteurs de cette etude qui se sont focalisés sur la voie des flavonoides, mon analyse lors
des expérimentations en expression transitoire s’est focalisée sur la voie des phénolamides. Une
analyse plus globale des conséquences de 1’expression de ce géne sur le métabolisme devra étre
conduite. Par ailleurs, que ce soit dans le cas des expressions transitoires ou de la caractérisation
préliminaire des premiers transformants T1, je n’ai pas constaté d’effet de la surexpression de
solyc062083900.2 sur le niveau d’expression de SIPHT1 et SIPHT2 dont on suppose qu’ils
contrélent I’accumulation de CP in vivo en réponse a un stress herbivorie. L’analyse métabolique
des feuilles et tiges de ces plantes T1 permettra de confirmer I’implication de ce geéne dans la
régulation de la voie des phénolamides.

1.2.Existe-t-il d’autres génes candidats d’une nouvelle spermine transférase chez la tomate ?

En plus des deux facteurs de transcription, nous avons cherché a identifier les génes de
synthése du phénolamide le plus accumulé dans les tomates en réponse a 1’herbivorie de T.
absoluta, la N1, N5, N14-tris-(dihydrocaféoyl) spermine. Savoir comment est synthétisé ce
phénolamide est important (i) sur le plan de 1’étude spécifique de 1’interaction tomate/ T. absoluta
car il nous permettrait de moduler spécifiquement 1’accumulation de ce phénolamide est évaluer
son role dans I’interaction et (i1) sur le plan de 1’étude des fonctions biologiques de la N1, N5, N14-
tris-(dihydrocaféoyl) spermine car il permettrait de disposer d’un moyen de synthése simple de
cette molécule.

Nous avons identifié 8 candidats fortement induits par 1’herbivorie, parmi lesquelles 7 ont
été testé. Pour le moment, les tests d'activités enzymatique n’ont pas permis d’identifier d’activité
spermine transférase parmi ces candidats. Mais un certain nombre de contrdles restent encore a
faire pour s’assurer de la bonne expression d’au moins 4 enzymes par notre systéme d’expression
hétérologue. Deux candidats, solyc12g096770.1.1 (SHT7) et solyc12g010980.1.1 (SHT8)
présentent une tres forte identité avec une spermine transférase d'aubergine et plusieurs autres

candidats proches des spermidine transférases de N. attenuata (NaDH29 et CV86). Les tests
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d’activité ont été conduits avec de la spermine et de la spermidine en considérant qu’une enzyme
pouvait réaliser les 3 acylations nécessaires a la synthése de N1, N5, N14-tris-(dihydrocaféoyl)
spermine. Cette hypothése n’est peut-Etre pas la bonne et il est possible qu’il s’agisse d une réaction
séquentielle impliquant plusieurs transférases reconnaissant chacune un intermédiaire de synthese
comme substrats. Des tests d’activités avec un intermédiaire monoacylés par exemple, pourrait
peut-étre permettre de montrer 1’implication d’un des candidats dans la biosynthése de la molécule
cible. Par ailleurs, le criblage métabolique pourrait aussi étre étendu a d’autres amines, comme
I’agmatine ou la tyramine. Enfin, comme discuté dans le chapitre 2, I’hypothése d’une autre famille
enzymatique (polycétide synthase, GDSL) impliquée dans cette voie n’est pas a exclure et devra
étre prospectée.

2.Création des lignées de tomate transgéniques par régénération in vitro

Jai développé et optimisé le protocole de régénération des plantes de tomate a partir des
cotylédons pour les deux variétés Ailsa craig et WVal06. Ce travail a pris beaucoup de temps,
mais j’ai réussi a obtenir des plantes TO et T1 transgéniques.

Le choix de travailler sur deux variétés se justifiait par la possibilité d’optimiser les chances
de succes de la mise en place de ce protocole. Effectivement les deux variétés se sont comportées
différemment. Ailsa craig a demandé plus du temps pour former des tiges feuillées a partir des cals
et a nécessité un travail conséquent de mise au point des conditions du milieu de culture. A ce
stade, et en voyant que WVal06 posait moins de problémes, j’aurai certainement di arréter le
travail sur Ailsa craig ce qui m’aurait permis d’avoir plus de temps pour d’autres aspects de ma
these. Les résultats de régénération et de transformation (surexpression et CRISPR) sont tres
satisfaisants sur la variété WVal06. Mes résultats montrent une tres grande efficacité de I'édition
génétique par CRISPR Cas9, puisque la majorité des plantes régénérées avaient au moins 3 alleles
différents mutés du géne ciblé. A partir des plantes transgéniques TO, nous avons obtenu des graines
et des plantules T1, mais les probléemes de lumiére dans les phytotrons ont été un autre point
limitant pour la progression de ce travail, car il a fallu beaucoup de temps pour obtenir des fruits a
partir des plantes TO. Dans un premier temps j’ai validé la transmissibilité des constructions de
surexpression de TO vers T1 et j’ai aussi vérifié la présence de la protéine Cas9 dans les T1. Les
conditions de lumiere actuelles sont aussi un frein pour la bonne réalisation des analyses
métaboliques sur la génération T1 et les suivantes. La résolution prochaine de ce probléme

permettra d’accélérer la caractérisation des plantes transformées.
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3.L’analyse des tomates transformées permettra de mieux comprendre les mécanismes de
défense contre T. absoluta

L’obtention de lignées de tomate transgéniques affectées pour 1’accumulation de
phénolamides, constitue une étape importante du projet inter-unité « Biotactique ». Ce projet a pour
double objectif de mieux caractériser 1’efficacité des réponses métaboliques de la tomate vis a vis
de T. absoluta et caractériser 1I’impact de pratiques culturales (pilotage de la nutrition azotée de la
plante) sur le contrdle de ce ravageur.

En plus de la caractérisation métabolique et physiologique qui seront conduites au LAE, les
plantes générées durant ma these seront caractérisées, par les partenaires du projet (ISA Sophia-
Antipolis) pour leur résistance/sensibilité a T. absoluta. Les conséquences d’une augmentation
d’accumulation en phénolamides dans les plants de tomate sur les traits de vie d’auxiliaires de
culture (Bracon nigricans, Macrolophus pygmaeus) utilisés en contréle biologique sur T. absoluta
seront aussi évaluée, tout comme les capacités de détoxification des phénolamides par les larves
du ravageur. Au-dela de 1’étude spécifique de ces plantes, la compétence technique en édition de
gene que j’ai apporté permettra de cibler d’autres voies métaboliques qui pourraient jouer un role
dans I’interaction tomate/T.absoluta (composés organiques volatiles, inhibiteurs de protéase).
4.Criblage des activités thérapeutiques des phénolamides du plant tomate : a la recherche de

nouvelles molécules bioactives

La derni¢re partie de ma thése a porté sur I’évaluation de propriétés biologique des
phénolamides de tomate induits par ’herbivorie. Dans cette étude, I’herbivorie est vue comme un
moyen d’augmenter la concentration et la diversité de métabolites pouvant avoir un interét
thérapeutique. Parmi les métabolites induits, la N1, N5, N14-tris-(dihydrocaféoyl) spermine
apparait comme celle ayant le plus de potentiel de par sa proximité structurale avec la kukoamine
A dont le potentiel thérapeutique a été largement étudié (Hadjipavlou-Litina et al., 2009; Hu et al.,
2017; Abe et al., 2017). Ce travail s’appuyait sur le projet collaboratif Antidote qui impliquait deux
laboratoires de pharmacie, ce qui m’a permis de développer des approches de pharmacologie.

Comme nous I’avons vu, ’obtention de N1, N5, N14-tris-(dihydrocaféoyl) spermine en
quantité et en pureté convenable pour la conduite de test biologiques n’est pas simple. Malgré mon
travail sur la partie purification a partir de la plante qui a permis d’identifier et de solutionner
plusieurs points de blocage, cette stratégie d’obtention de la molécule pure est apparue trop
fastidieuse pour un trop faible rendement. La syntheése chimique nous permettra d’obtenir cette

molécule dans les prochaines semaines, mais la encore, ce travail a demandé beaucoup de temps et
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I’expertise de chimistes expérimentés. Une autre possibilit¢é demeure la caractérisation de(s)
I’enzyme(s) impliquée(s) dans sa biosynthése, qui permettrait d’envisager une production plus
simple dans des systémes bactériens. A I’heure actuelle, pour cette molécule nous ne pouvons pas
aller plus loin, mais des tests de criblage d'activités antibactériennes, anti-inflammatoires et
anticancéreux sont prévus une fois qu’elle sera disponible.

En parallele nos partenaires ont réalisé des tests d'activité antibactériennes et anti-
inflammatoire sur la CP et la kukoamine A, toutes les deux disponibles dans le commerce. Les
activités antibactériennes ont révélé, pour les deux molécules, une activité modérée conte S. aureus.
C’est une premiére pour la CP et cela nécessitera de répéter les expériences avec des souches de
cette bactérie qui présentent actuellement une menace a cause de leur résistance a plusieurs
antibiotiques. La CP a également montré des activités anti-inflammatoires intéressantes qui
demanderont plus d'investigation pour déterminer la concentration minimale suffisante pour
déclencher un effet anti-inflammatoire significatif. C’est également un résultat original. La
kukoamine n'a pas montré d’effets anti-inflammatoires sur les cellules macrophages. Mais par
contre son effet est décrit dans la littérature comme un important agent neuroprotecteur des
inflammations neuronales. Cet effet anti-inflammatoire différencié entre types cellulaires est un
résultat intéressant qui pourrait étre creusé afin de déterminer les mécanismes moléculaires qui sont

mis en jeu.
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Annexes

Annexe 1

1. Séquences ADNCc des genes ciblés

>Solyc06g083900, SIMYB13 :
TTATGCTATATCAGCTCCAAGTTCCAAGTGAAAAATCAAAACAAAGTATAGAGAGAGAAAAAATAAA
ATGGGGAGATCTCCTTGCTGTGAGAAATTGGGGTTGAAAAGAGGTCCATGGCGAGCAAAGAAGAAGATT
ATTTACTCATCAATTACATTAAAAAGAATGGTCATCCTAATTGGCGTGCACTTCCAAAACTTGCAGGTC
TATTAAGGTGCGGAAAAAGTTGTAGGCTTCGATGGACTAATTACTTGAGACCTGATATTAAGCGAGGC
AATTTTACTCATCAAGAAGAAGATACAATTATCAAGTTGCATCAAGTTCTTGGAAACAGTTGGTCTGCT
ATTGCAGCAAGATTACCCGGAAGAACAGATAACGAAATAAAAAACATTTGGCATACTCGTCTGAAGAA
AAAAAGGAATGAATCTCAACTTAAAGAAACCCAATCGGAGCCTGAAAATACTAATGTAGATGTACATT
TGGAGGAGGCCAACAATTCTAATGATAAACATTCCGAAATATCGAATCTTAAAATAAACATCGAAATC
CAACAACAACCAAGTCCATCATCGTCAGTATCATCATCAAGTGAAGATTCATGTTCAAATACAACTGC
AACGAGTTCAGAGTCGAGAAATCAAATAATGTCCGATAATTTGTTAGAAATTGATGACGATATTTGGT
CCGAGGTAGTATGGGCACAAGTCGATGACAATTATGTTGATTTGTCATTAATGGAGGATAATTACCAC
ATTAATTCTAGCTTTGATGATAATTGGTTTTGGGATGATCTTTTTACAAGATCTAATGAGTTGATGTTAG
AATTGCCTGAATTATGAGC

>SIPHT1, Solyc11g071470 :
ATGAATGTGAAAATTGAGAGTTCAAAAATCATCAAGCCATTGTATGAAGGAATTCCACCTTCAACTAC
AATTCATATTCCATTCAATGTCTTTGACAATGTAACATTTGATACTCTAATGGCTTTGATTTATGCTTAT
AGACCACCCACCCCTCCCACATCCACTATCGAAACGGGACTTCGAAAGACGTTATCGATTTATCGAGA
GTGGGCGGGGCGAATAGGTGAAGATGAACATGGTAATCGAGGAGTTTTTCTCAATGATGAGGGTGTTC
GATTCATCGAGGCGTCTGTAGACGCCTCGTTGGACGAAGTATTGCCCTTAAAGCCTTCTCCCTCTATGC
TCTCCTTACATCCTAGTTTAAAAGATGTAGTGGAGTTAATCCAAGTCCAAGTCACACGTTTCACGTGTG
GCTCTGTGGTGGTCGGTTTCACCGGCCACCACATGATAGCTGACGGCCACGCTGCAAGCAACTTTTTTG
TCGCGTGGGGGCAAGCATGTCGAGGGATGGAAATTACACCCATCCCGATGAACGATCGTGCTATTTTC
CGCCCTCGAAATCCACCCCTAGTCGAGTACAACCATGTTGGGGCCGAATTCGTGTCCAAATTAGTAAAC
AAAGAGTTAGTCAAAATCAACAACGATCAAGATAAAGAGAAAAATATCATAGTCCACAAAGTCCATTT
CACCTTGGAGTTCCTAGGGAAACTCAAGGCACATGCCTCTTTTATGAATGGGAAGGCCAAAACTTATA
GCACGTTCGAAAGTCTTATAGCCCATTTGTGGAGGGTTATTACAAATTCGCGTAACTTAAACGCGTCAC
AGAACACCCAAATTCGAATATCGGTCGATGGAAGGAGAAGAATAACACCTAGGGTTCCGGATGAATTT
TTTGGTAACATGGTGTTATGGGCATTTCCAACATCAAAAGTGAAGGACTTACTAGATGAGCCACTTCAT
TATGCAACAAAGATTATACATGAGGCAATTACTAAAGTTGATGACAAATATTTCAAGTCATTTATTGAT
TTTGCAAATGATGAGAAAGTAATGACTAGACAAGATTTAATACCAAGTGCAAACATGAAGAATGATTC
ACTTTGTCCAAACTTGGAAGTTGATAGTTGGTTGAGGTTTCCATTTTATGACTTGGATTTTGGTACTGGT
TGCCCATTTTTGTTTATGCCTTCTTATTATCCAATAGAAGGGATGATGTTTCTTGTGCCATCATTTATTG
GAGATGGAAGCATTGATGCTTTTATTCCTTTATATGAACACAATTTAACAAATTTCAAGAAAATTTGTT
ACTCTCTAGATTTGAAAGCAAAGTGA

>SIPHT2, Solyc11g071480
ATGAATGTGAAAATTGATAGTTCAAAAATCATCAAGCCATTATATGAAGGAACTCCTCCTTCAACTACA
ACTCATATTCCTTTCAATATCTTTGACAATGTAACATTTGATGCTCTAATGGCTCTAATATATGCCTATA
GACCACCCACCCCTCCCACATCCACTATTGAAATAGGACTTCGAAAGACGTTATCGATTTATCGAGAGT
GGGCAGGAAGAATAGGTGAAGATGAACATGGTAATCGAGGAGTTTTTCTTAATGATGAGGGTGTTCGA
TTCATCGAGGCGTCTGTGGACACCTCATTGGATGAAGTATTGCCCTTAAAGCCTTCGCCCTCTGTGCTCT
CCTTGCACCCTAGTTTAAAGGATGTAGTGGAGTTAATCCAAGTCCAAGTCACACGTTTCACGTGTGGCT
CTGTGGTGGTCGGTTTCACCGGCCACCACATAATAGCTGACGGCCATGCTGCAAGCAACTTTTTTGTCG
CGTGGGGTCAAGCGTGCCGAGGGATGGAAATTACACCCCTCCCGGTGAATGACCGAACTATTTTCCGC
CCTCGGGATCCACCCCTCGTCGAGTACAACCATGTTGGGGCCGAATTCGTGTCCAAATTAGGATACAA
GGAGTTAGTCAAAGTCAACAACGATGAACATAAAGAGAAGAATATCATAGTCCACAAAGTCCATTTCA
CCTTGGAGTACCTAGGGAAACTCAAGGCGCATGCTTCTTTTATGAATGAAAATGCCAAAACTTATAGC
ACGTTCGAAAGTCTAATAGCCCATTTGTGGAGGGTTATTACAAAATCGCGTGACTTAAACGCGTTTCAG
AACACCCGAATTCGAATATCGGTCGATGGAAGGAGAAGAATTATACCTAGGGTTCCGGATGAATTTTT
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TGGTAACATAGTGTTATGGGCATTTCCAACATCAAAAGTGAAGGACTTACTAGATGAGCCACTTCACTA
TGCAACAAAGATTATACATGAGGCAATTAGTAAAGTTGATGACAAATATTTCAAGTCATTTATTGACTT
TGCAAATGATGAAAAAGTGATGACTAGACAAGATTTAATACCAAGTGCAAACATGAACAATGAATCAC
TTTGTCCAAACTTGGAAGTTGATAGTTGGTTGAGGTTTCCATTTTATGACTTGGATTTTGGCACTGGTTG
CCCATTTGTGTTTATGCCTTCTTATTATCCAATAGAAGGAATGATGTTTCTTGTGCCATCATTTATTGGA
GATGGAAGCATTGATGCTTTTATTCCTTTATATGAACACAATCTAACAAATTTCAACAAAATTTGTTATT
CTCTAGATTTGAAAGCAAAGTGA

>SIPHT3, Solyc069074710 :
ATGAAGGTCAAAATAGAAAGTTCAAAAATCATTAAGCCTTTCTATGAAGACAACATCATCCCTCCTTCT
ACTAAAACCTATATTCCCCTTAGTGTCTTTGATAAAGTCACTTATGAAGCCCAAATTGCTATTATCTATG
CCTATCGCCCTCCCACTCCACCAAACGCCGCGATTCAATTGGGGCTTCAAAAGGCCCTAGCGATTTACA
GGGAGTGGGCAGGGCGATTAGGTAAAGACGAAAATGGTATTCCAGTAATTTCGCTCAATGATGAAGGT
GTTCGATTCGTTGAGGCATCAGCGGATAGTACCCTTGATAAAGTTATGCCCTTTAAACCTTCCGCTTCTT
TGCTTAACTTACATCCTCGCTTGAACAATGTGGTCGAGTTGGTGCAAGTTCAAGTCACAAGGTTCACTT
GTGGCTCGTTGGTGGTCGGGTTCACCGCTCACCACACTGTGGCGGATGGCCATTCCACTAGCAACTTTT
TAGTTGCATGGGGTCAAGCCTGTCGAGGGCTTGACATTAATCCTCTTCCTTTACATGATCGTACAATTTT
TAACCCTCGAAACCCTCCTCTTATCGAGTATGAGCATAAGGGGACCGAGTTTATGTCAAAATCAGTTAA
AAAGGAAAATTCACTCGATGAAAGTACTCATCATGTAACGGAAGATATAGTGGTGCACAAAGTCCATT
TCACCGTTGAGTTTCTAGCAAAACTCAAAGTAAAAGCCTCTTCAATGAACAATAACAATAACAGTAAC
AGTAACAGACCTTATAGCACATTTGAAAGCCTTGTTGCACATTTATGGAGGGCCATCACTAAAGCGCG
AGGCCTAAGTGGCTTCGAGACAACTCATATAAGAATCTCAGTAAATGGTAGAATGAGGTTGAACCCCA
GAGTACCTAATGAGTACTTTGGAAACTTAGTACTGTGGGCATTTCCAACATCAAAAGTGAAGGATCTTT
TAAGAGAGCCTCTTCCTTATGCAACAAAGCTCATTCATGACGCGGTTGTAAAAGTAAACAATAACTATT
TTAGATCGTTCATAGACTTTGCTAATCACAAAGATGAGGATCTCATACCAACAGCAGATATGAACAAA
CACATATTATGTCCTAATCTCGAAGTTGATAGTTGGTTAAGGTTTCCATTCTACGACTTAGATTTTGGAA
TGGGGTGTCCGTACATGTTCATGCCTTCATATTTCCCAACAGAAGGGATGATGTTTCTTCTACCATCATT
CATTGGAGATGGAAGCATTGATGCTTTTATTCCATTGTTTCAAGACAACTTGCCCACCTTCAAGAAAAT
TTGCTATTCTTTAGATCTTGCTTGA

>SIPHT4,

Solyc11g066640 :ATGAAGATTAAAATAGAAAGTTCAAGAATTATTAAGCCTTTCTATGAACACACCCCTC
CTTCTACAACAAGCCACATTCCTCTTAGTGTTTTTGATAAGGTCACATATGAGGCTCAAATTGCTATCAT
ATATGCCTACCACCCACCCACCCCACCAAATATCGCGATTGAATTAGGTCTTCGAAAAGCCTTAGTTGT
TTATCGAGAGTGGGGTGGAAGATTAGGTGAAGATGAACATGGAAATCGAGTGATTCTCCTCAATGATG
AGGGTGTTAGATTTGTCGAGGCATCGGCTAGTAGCACTCTAGATCAAGCAATGCCTTTCAAGCCTTCGC
CTTCTTTGCTTAGCCTACATCCTAGCTTGAAGGATGTCAAAGAATTGGTGCAAGTCCAATTAACTAGGT
TCACTTGTGGCTCCTTAGTGGTTGGTTTTACCGCGCACCACACGGTAGCAGACGGTCATTCAACTAGCA
ACTTCTTGGTTGCATGGGGCCAAGCTTGTCGAGGCCTCAAAGTCAATCCTCTTCCTTTGCATGATCGTA
GTATTTTCACCCCACGAAATTCTCCTCTTTTCGAGTATCAACATAAAGGGGTTGAATATATGTCTAAGT
CTAAAAAAGAACATTCACTCAATGAAGTTCATCATATATCTGAAGATGTGGTTGTACACAAAGTTCATT
TCACAGTTCAATTTCTCGCAAATCTTAAAGCAAAGGCTTCTTCAATGAATGGAAATAACAAGCCTTATA
GCACCTTTGAAAGTCTCCTTGCCCATTTATGGAGAGTCATAACCAAAGCCCGCGGGCTAAGTGGATTTG
AGTCAACCCAAATAAGAATCTCAGTCAATGGTAGAACCAGGTTGAACCCAAAAGTACCCAACGAGTAC
TTTGGCAACTTAGTCCTATGGGCATTCCCAACAACAAAAGTGAAAGAACTATTACGAGAACCTCTGCC
ACACGCAACAAAACTTATTCATGACGCTATTGCAAAAGTAAACAACAACTATTTCAGATCATTTATTGA
CTTTGCTAACACCAAAGCTAAAGAAGAAGATCTTGTCCCCACCGCGGACATGAACAAGTACATACTTT
GCCCAAATATCGAGGTGGATAGTTGGTTAAGGTTCCCATTCTACGACCTAGATTTTGGTACGGGTTGCC
CGTACATGTTCATGCCTTCGTATTTTCCTACCGAAGGCATGATGTTTCTTATACCTTCTTTCGTGGGAGA
CGGAAGTATCGATGTCTTCGTTCCTTTATTCGAAGACAAGTTGCCACTCTTCAAGAAAATTTGTTATTCC
TTGGACTTGCTTGAAGATTAA

>Solyc08g076930.1.1 :
ATGACTGAATACAGCTTGCCCACCATGAATTTGTGGAACAATAGTACTAGCGATGATAACGTTTCTATG
ATGGAAGCTTTTATGTCTTCTGATCTTTCTTTTTGGGCTACTAATAATTCTACTTCTGCTGCTGTGGTTGG
TGTCAATTCAAATCTTCCTCATGCTAGTAGTAATACTCCCTCTGTTTTTGCACCATCTTCTTCTACATCTG
CATCTACTTTATCCGCAGCTGCGACTGTGGATGCTTCCAAATCTATGCCGTTTTTCAACCAAGAAACCC
TTCAGCAGCGTCTTCAAGCTCTTATTGATGGTGCTAGAGAGACGTGGACTTATGCTATCTTTTGGCAAT
CGTCGGTTGTTGATTTCTCAAGTCCGTCTGTGTTGGGTTGGGGAGATGGTTATTACAAAGGGGAAGAAG
ATAAAGCAAAAAGGAAATTATCGGTGTCATCACCTGCTTATATTGCTGAGCAGGAGCATCGGAAGAAG
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GTTCTACGGGAGCTGAATTCGTTGATTTCCGGGGCACCACCCGGAACGGATGATGCGGTTGATGAAGA
AGTTACCGACACCGAATGGTTCTTTCTTATCTCCATGACCCAATCGTTTGTTAATGGAAGTGGGCTTCCT
GGTCAGGCGTTGTATAGTTCCAGCCCGATTTGGGTCGCCGGAACTGAGAAATTGGCAGCTTCACACTGT
GAACGTGTGAGGCAAGCACAAGGGTTCGGGCTTCAGACGATTGTCTGTATTCCTTCAGCTAACGGCGT
GGTTGAATTGGGCTCGACGGAGTTGATTGTTCAAAGTTCTGATCTTATGAACAAGGTTAGAGTATTGTT
TAACTTCAGTAATGATTTGGGTTCTGGTTCATGGGCTGTGCAGCCGGAGAGCGACCCATCGGCGCTCTG
GCTCACTGATCCATCGTCCTCAGGTATGGAAGTTAGAGAGTCTTTAAATACAGTTCAAACAAATTCAGT
TCCATCTAGTAATAGTAATAAGCAAATTGCTTATGGAAATGAGAATAATCATCCATCTGGAAATGGTC
AGAGTTGTTACAATCAGCAACAACAGAAGAATCCTCCTCAGCAACAAACACAAGGATTCTTCACGAGG
GAGTTGAATTTTTCGGAATTCGGTTTCGATGGAAGTAGTAATAGGAATGGAAATTCATCGGTTTCTTGC
AAGCCTGAATCAGGAGAAATCTTGAATTTTGGTGATAGTACTAAAAAAAGTGCTTCCAGTGCCAATGT
GAACTTGTTTACAGGTCAGTCCCAATTTGGGGCTGGGGAGGAGAATAATAACAAGAACAAGAAAAGA
TCAGCTACTTCCAGGGGAAGCAATGAAGAAGGAATGCTTTCATTTGTTTCAGGTACAGTTTTGCCTTCT
TCGGGCATGAAGTCAGGTGGAGGCGGAGGCGAAGACTCTGAACATTCAGATCTCGAGGCTTCAGTGGT
GAAAGAAGCTGATAGTAGTAGAGTGGTAGAGCCTGAAAAGAGGCCAAGGAAGCGAGGTAGAAAGCC
AGCGAATGGACGGGAGGAGCCATTGAATCACGTCGAGGCAGAGAGGCAAAGGAGGGAGAAATTGAA
CCAAAGATTCTACGCGCTTAGAGCTGTTGTACCAAATGTGTCTAAGATGGACAAGGCATCACTCCTTGG
AGATGCTATTTCCTATATAAACGAGTTGAAATCGAAGCTTCAAAATACAGAGTCAGATAAAGAAGACT
TGAAGAGCCAAATAGAAGATTTAAAGAAAGAATCAAGGCGCCCCGGTCCTCCTCCACCACCAAATCAA
GATCTCAAGATGTCTAGCCACACTGGAGGCAAGATTGTAGACGTGGATATAGACGTTAAGATCATCGG
ATGGGATGCAATGATTCGTATACAATGTAATAAAAAGAATCATCCAGCCGCAAGGCTAATGGCAGCGC
TCATGGAATTAGACCTAGACGTGCATCATGCCAGTGTTTCAGTTGTCAACGATTTGATGATCCAACAAG
CCACAGTGAAAATGGGTAGCAGACATTACACTGAAGAGCAGCTTAGGGTAGCGTTGACATCGAAAATT
GCTGAAACACACTAA

>Solyc07g008390.1.1, SHT1 :
ATGCTAAAACACCGCTTATGCAGTTCAATACACGTGTATGCAATTCGATACACGTGTCTGTTACTTTCC
TATTTGATGGAGTCCAAGGTTCTTACAAAGATTCAAATCCTTTCCAAAAGTATCATAAAATCAAATCAT
GATAATAATGTTGATCACCCCAAAATTTACAAATTATCCTTTTTTGATCAATTTGCTCTCCAAATGCATG
TCCCTTGTGTTCTTTTTTATCCACTCAAAAATCCCACATTTACTAAAACTCCTATTATACACGAACAATT
TCAACAATCATTGTCTAAGCTTTTAAGTCATGTTTATCCAGCGTCAGGTAGATTTTCATCTGATGGTCAA
TCTATCAATTGTCATGATGAAGGTGTTTTGTATATAAAGGCAAAAGTTGATTCTCAATTTTGTGATTTCC
TCAAGGATGCACAAAAAGATATCGACCTAGCATTGAATTTTTGCCCTAAAGTCGATCGTAACGATTCG
AATTTGTCTATGACACCACTAGTTGTAGTGCAAGTGACGGAGTTTGCTTGTGGTAAGGGGCTAGCTTTA
TGTGTAAGCTCTGAACATGCGGTTATTGATGGATTCACAGCATTGAAATTTGTTTACGAGTGGTCTAAA
GTGAGTAAAATGGGAATTAATAAGATCAATTGCTTCACTTTTGATGATTTTGGTACCATTTTTCCACCA
ACAAGTGATAGTCATTTGTTAAAAAGAGTCGAGTCTCCTAGAGATGATCCTAATCATGATTTTCCTGAA
ATGGTAGCAAGGAGGTTCGTCATAAATCAATCAGTGATATCAAAACTTAGGGAACATGTTGGAGTGGT
TCATATCAGACCATCACGAGTTGAATTGGTGATTGCTTTTCTATGGAGGGCTCTGATCAATGTTTATCG
ATGTAAAAGTAATGGACGTTTGAGACCTTGTTTATTGAGCGTCCCTGTGAATTTACGTGGTAAAATTGA
CTTTCCAAGATACGAAAACTCCTTTGGGAATTTTGCTATTGAAGTCCCGGTCAAATTCATCCCGGGAGA
AACAGGAATGGAGTTAAAAGACATTTTACTATTGATCAAGGACGTCATACAAAAAATCAACGTATCAT
TTGCGAAATCTAGTGATGATATATATTCGCTAGCATCCAAGTTTCATAAAGAAATACAAGAATGGGAA
GAAAATGAACAAGTGGATGTGTGCATGGCATCAAGTTTATGTAGGTTCCCTATTAATGAAGCTGATTTT
GGTTGGGGTAAACCTTGTTTGCTAAGTTTTGGATTGAGACGTAGTGATATGTTTTGGTTGTATGATACA
CCATGTGGGAGTGGAATTATCGTTCAAGTAGATTTGAAGAAAGACTACATGGACATGTTTGGATGTGA
CAGAGATTTATTGTCTCTCACTTGTGAGTAG

>Solyc02g093180.2.1, SHT2 :
CTCACTAAATATAAGTGAATCCTTCTCAGTTTAGCTTCTGCATCAAATTTTATATTATATATATATAGGT
ATGTGAGCCATGACTCATTAAGTATAAGTGAATTTCTCCTCAGTTTAGCTTTTGCAACAAATATTCAAA
GATGACAAAACTTCGAGTAGTATCAGTATGTGTAATTAGGTCCCAAAAATTCTCTTCAAGCAAAAAAA
TCCAGTTAACTCCATGGGATCTTCAACTCCTCACAGTAGATCCTATCCAAAAAGGATTATTTTTCCGTA
AACCAAATCCTGAGCAACCTAAAGAGTTAGCAAAATCATCATCAGAAATTATTAATCGCCTAAAAGTT
TCACTCTCTGATACTCTAAATCATTTTCCTCTTCTCGCGGGTCGACTTATTGCTAGTAAAAATAGTGATG
GCACCTCATCTTTCTTTGTAGATTGCAACAATGAAGGAGCTGAGTTCAATTACGTCACTGCACCTGATT
TAACTGTGGATGATATCTTGGAACAAACTTACGTGCCAAAGATTGTCAAGTATTTCTTCCCACTCAATG
GAGTATGCAACTATGAAGGTGTTTCAAAACCATTGTTGGCTGTGCAAGTCACAGAGCTAGTGGATGGA
TTCTTCATTGGTTGCACTATCAATCATTGTGTAGCGGATGGGACTTCATTTTGGCATTTCTTCAATTGTT
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GGTCTGAAATAGCGCGCAGTGGAGATTCCAATCTTATCGTTAATAAACCGCCGGTTCTGGACCGTTGGT
TTCCTGAATTTGTTGCTAGTCCAATTCATGTACCTTTATCTAATGAACATGTCCATGATGAATTTGATCT
GCCTTTGTTAGAAGAAAGAGTTTTCCATTTTAGCAAGGAGAATATAGCTCAACTCAAAGCCAAAGCCA
ATTCTGAATATGGAAACGACCAAAAGATTTGTATCTCTTCATTACAAGCCGTTTTGGCTCATATCTGGC
AATCTGTTATCCGTTGCCGTTGTGGTACGAACGCTAACGAAAAATTTAGTTTCAAATTACTTATAGGCG
CAAGGACAAGGCTCCAGCCGCATTTACCTGAAGGCTATTTTGGAAATGCGGTACATTTTGTAAACGTG
ACAACCACCGCTAGGGAGATGTTGGAGCATGATTCAGGTTGGGCTGCTATGCAAATAAATAAGGTGGT
ATCTACGCAAACTCATGAAGAGGTTATGAATTTTTATCAAAATTGGGTGAAAAATCCGAAGATCGTGA
AAAAGAGTGAAGTGGTTGCTAATAGCTTGATTGCTAGCAGCTCGCCGCGTTTCGATGTGTACGGCAAT
GATTTTGGATGGGGAAGACCGGTTGGGGTGAGAAGTGGCGCTGGCAACAAACATGACGGGAAAATGA
CAATATTTTGTGGTGCCGAAGAAGGAAGTATAGACATTGAAGCTTGTTTGACCCCTGAAACTTTACATG
CCATGGGACAAGACACTAAATTCATGGGGGACCTGTCAGTAAAAATTGAAATCGCTTAAGCTAATTAC
TTTATTATGTTTTATGGATATGGTTTAATTTAATAATGAACTTCTTATGTGAGTCGATTATCTTTGTGGA
GATGACTTAGAGTTACCTACCAGTCTTGAGTCTTGACTCAATAGTCAAATCCATTATCCATTTCTCTTTT
GTTTATTTATTTAAATAAATATTGTGTGGTTGTATTTTATCAATATTTTTCTCCTTCACATTCCACACACG
TGTTAATTGTGC

>Solyc05g015800.2.1, SHT3 :
CATATTTCAAAATAACAACTCAATCAATCGTTGCTAGCACTCTAAATTCTATTAAACCGAATAAAAGTA
CGTTACACGTACGTATGGCACATAATACTATGCCAATTTCAGTTACACATGACAAGCCAAAATTAGTTG
TTCCATCAATTGTAACACCTCATGAGATAAAGCATCTTTCTGAAATAGATGATCAAGGGAGTACTCGTT
TCCATGTTTCTGTATTAATGTTTTATAAATATAATTCTTTAATGGAAGGTAATGATCCAGCAAAAATTAT
TAAAAATGGATTATCTAAAACACTTGTATTTTATTATCCATTAGCTGGTAGACTCATTGAAGGGCCTAA
TAAAAAGCTTATGGTAAATTGCAATGGTGAAGGAGTCTTGTTTATTGAAGCTGATGCTAATGTGGAGCT
TGAAAAATTAGGTGACTCTATTAAACCACCATGTCCATATATGGATTTACTACTTCACAATGTTCCTGG
TTCTGATGGAATGATTGGTTGCCCTCTTTTGCTAATTCAGGTGACTCGTTTTACTTGTGGTGGATTTGTT
ATTGGATTTAGAGTAAATCACACAATGATGGATGCATATGGTATCAAATTGTTTCTAAATGCATTAAGT
GAATTAATTCAAGGAGCTTCAACACCTTCTATATTACCTGTATGGCAAAGGGATATACTAAGAGCTAG
ATCACCACCATGCATTACATGTACTCACCATGAGTTTGATGAGCAAATTGAATCAAAAATTGCATGGG
AATCAATTGCAGACAAGTTGATACAACAATCATTTTTCTTTGGAAATAAGGAGATGGAAGTTATTAAA
AATCAACTTCCTCCAAATTATGGATGTACGGAATTCGAGTTGTTAGTGGCATTTTTATGGAAATGTCGT
ACCATTGCTCTTGATTTGCACCCTGACGAAATAGTTCATTTGACATATCTTATTAATATACGTAGAAAG
CTACTCAACTTTGAACTACCATCCGGATATTATGGGAATGCATTTATTACTCCAGCTGCGATATCGAAA
GCAGGATTGTTATGTTCAAATCCATTGACATATGCAGTTGAAATGATTAAGAAACTTAAAGATCATATG
AATGAAGAGTACATTAAATCAGTAACAGATTTAATTGTAATCAAAGGGAGACCACAGTTATCAAAATC
TTGGAATTTCATTATTTCAGATAATAGATCTGGTGGTTTTGATAAATTTGATTTTGGATGGGGCGAGCCT
ATTTTTGGCGGAGTTCCTAAAGCTGTATCTTTAATTAGTTTTGGTGTGCCTGTTAAAAATGAAAGAGGT
GAAAAGGGTATTTTGATAGCCATAAGTTTGCCTCCTCTTGCTATGAAAAAATTTCAAGAGGTTGTGTAT
AACTTGACATTAAGAAATATGCAAGGAGTTAACATAATTTCAAAAATGTAGAATTAACTACTTGTCCAT
CTTGTATGTATAATATTAATAAATCAATGATTTTTTTTTATCTTCCATTGGAGATGAAAATTAAGTTCAA
>Solyc07g008380.1.1, SHT4 :
ATGGAGTCTAAGTCTCTTACAAAGATTCAAATCCTTTCCAAAAATATCATAAAATCAAATCATGTTAAT
GATGTTGATCACCCCAATAATTACAAATTATCTTTCTTTGATCAATTTGCTTGTCAAATGCATGTCCCTT
GCTTTCTTTTCTATCCAATCAAATATTCCACCTCCCCTAAAATTTCCATTATACATGAACAACTTCAACA
ATCATTGTCCAAGCTTTTAAGTCATGTTTATCCAGCATCAGGTAGATTTTCATCTGATGCTCAATCTATC
AATTGTCATGATGAAGGTGTTTTGTATATAAAGGCAAAAGTTGATTCTCAATTTTGTGATTTCCTCAAG
GATGCACAAAAAGATATCGACCTAGCATTGAATTTTTGCCCTAAAATCAATCGTAACGATTCGAATTTG
TCTCTCACTCCACTAGTTGTAGTGCAAGTGACGGAGTTTGCTTGTGGTAAGGGGCTAGCTTTATCTCTG
AGCGCTGAACATGCGGTTATTGATGGATTCACAGCATTGAAATTTGTTTACGAGTGGTCTAAAGTGAGT
AAAATGGGAATTAATAAGATCAATTGCTTCACTTTTGATGATTTTGGTACCATTTTCCCACCAACAAGT
GATAATCATTTGTTAAAAAGAGTCGAGTCTCCTAGAGATGATCATAATCATGATTTTCCTGAAALggtagca
CGGAGGTTCGTCATAAATCAATCAGTGATATCAAAACTTAGGGAACATGTTGGAGTGGTTCATATCAGA
CCATCACGAGTTGAATTGGTGATTGCTTTTCTATGGAGGGCTCTGATCAATGTTTATCGATGTAAAAGT
AATGGACGTTTGAGACCTTGTTTATTGAGCGTCCCTGTGAATTTACGTGGTAAAATTGACTTTCCAAGA
TACGAAAACTCCTTTGGGAATTTTGCTATTGAAGTCCCGGTCAAATTCATCCCGGGAGAAACAGGAAT
GGAGTTAAAAGACATTTTACTATTGATCAAGGACGTCATACAAAAAACCcaacgtatCATTTGTGAAATCTAG
TGATAATATATATTCGCTAGCATCAAAGTTTCATGAAGAAATAAAAGAATGGGAAGAAAATGAACAAG
TGGATGTGTGCATGGCATCAAGTTTATGTAGGTTCCCTATTAATGAAGCTGATTTTGGTTGGGGTAAAC

195



CTTGTTTGCTAAGTTTTGGATTGAGACGTAGTGATATGTTTTGGTTGTATGATACACAATGTGGGAGTG
GAATTGTTCTTCAAGTAGATTTGAAGAAAGAATACATGGACATGTTTGGATGTGACAAAGATGTATTGT
CTTTCATTTTTGATGAGTAG

>Solyc12g005430.1.1, SHT5 :
ATGGAAATAGGTTTTGTTAACGAAAATGATTGCATAAAAGTTGAAATCTTATGCAAAAAGCTCATAAA
GCCATCTTCACCTACACCCTCTCAGAATCAACGTTACAAGCTCTCTTTCTTTGATCAAATTGCTGAGAG
AGAGCACATTCCTGTTGTTCTTTTCTATCCTTATAATAATATTAATAGCCACACTATCGATGAACGTCTT
GAGAAATCCCTTTCTGATGTATTAACTCATGTTTATCCAGCAGCAGGAAGGTATGACGACAACGCTGA
ATGTTCGATTCTCTGTCTTGATCAAGGTGTTTCCTATACCAAAGCCAAGGTCAATTGTAAGCTTGGTAA
TTTCTTAGAGAAAACACGCAAGGATTTGAGTGTTGCAACTTTATTTGGGCCACATGAAAATAAGAACA
TGGATCAAAATAATTTTATGGTATCGCCAATTGTGATTATTCAAGTAACTAAATTTGAATGTGGTGGCC
TAGCTTTATCATTCAGTGTTTCACACCCTGCAATGGATGGTTTCACAGGTTTGCAATTTCTATTTGGTTG
GGGAAAAGTGTGTAGATTGGGAACTCCCATCGATAAGATTCATTTCCTAAGCTTCAATTTAGGTAATAT
TTTCCCAACAAGAGATACATCAGCTCTTTTCAACTCAGCCGACGTAGTAAATAGAGAAGAAAATATTG
TTGTTAAGAGATTCGTTGTTCGTGAAGCTGCTCTATCAAGGCTCAAAAAACAATGCATTGATGAATCAG
GCGGAGCTTTGACTTTTCAACCTTCAAGGGTTGAAATAGTTACAGCAATCCTATGGAGGGCTTTTATCC
GCGCTTCAGCAGCTAGAAATGGGTTTGTTAGACCTTCTCTAATGGACTTCCCATTGAATTTACGCTCTA
AATCATCTTTACCTCAAGTAAAAACCTCTATGGGAAATTTCAGAATCGATGTTCCAATAAAATTCATTC
CAGGGGAGACTAAGATGGAATTACACAACTTCATAACATTAATTAGAAATACTATGAATAAAGTTGTT
GCTTCATTTGCCAAACCTTCACCAGATGAAATAGTGTCAACATTGGTGAATATATATAATCAAAGTTTT
ACATCACCAGAATGGGGAGGTAATAATGAAATTGACAAAGTGGCATGTTCAAGTTTATGCAAGTTCCC
TTTGCAGGATATCGATTTTGGTTTGGGAAAACCATCGTTAGTATATTTTGGTTTGAAAGATATGGAAAT
ATTTTGGTTATATGATACAGATTGTCACACTAGTGAAATTGGTGTGCAATTGGACTTGAAGGAAAGTAC
CATGCAATTATTTGAGTGTGACAACGATATCAAAGCTCTCATGTTTATACGCGATGCAAAACTTTGA
>Solyc03g117600.2.1, SHT6 :
TGTGTTGATTTAGAGTATTTTCTCAACCCACTCTCAACCATATTATCACCCATAAAAAAGCTCAACAAC
ATTATTCTGCTCCTTCTCTTTTTTTCAAAAGGAAACATAGTTTGATTGATCGACGATGAAGATCGAGGT
GAAAAACTCAACGATGGTGCAGCCGGCGACGGAGACGCCGCAACTGAGGCTGTGGAACTCTAATGTG
GATTTAGTAGTGCCTAATTTCCACACGCCTAGTGTTTATTTCTATAGGCCAACGGGATCCCCAAATTTTT
TCGACGGGAAAGTGGTTAAGGAGGCACTAAGCAAAGCCCTAGTGCCGTTTTATCCGATGGCTGGGAGA
CTGTGCAGGGATGAAGATGGCCGTATTGAGATTGATTGTAAAGGTCAAGGTGTGCTGTTTGTGGAAGC
TGAGTCCGACGGTGTGGTGGATGATTTTGGCGATTTTGCACCGACGTTGGAGCTCCGGCGACTTATTCC
GGCCGTTGATTACTCACAAGGAATCGAATCGTATGCTCTCTTAGTATTGCAGATAACACAGTTTAAATG
TGGGGGAGTTTCCCTTGGAGTGGGCATGCAACATCATGCAGCAGATGGAGCTTCTGGTCTTCACTTCAT
CAACACATGGTCCGACATGGCTCGTGGTTTAGACCTAACTATCCCACCTTTCATTGATCGTACCCTCCTC
CGTGCTCGTGATCCACCTCAGCCTCAATTCCCCCACGTCGAGTACCAGCCACCTCCCACTCTCAAGACA
ACAGAAGAAAATGTGCCCAATGCAGAAACTGTTCCTGAAACGAGTGTGTCAATCTTCAAACTAACCCG
GGATCAAATCAATACCCTCAAAGCTAAGTCCAAAGAAGATGGAAATACTGTAAACTACAGCTCATATG
AGATGTTGGCAGGGCATGTGTGGCGCTCCACTTGTATGGCACGAGGACTCACTCAGGATCAAGAAACC
AAGTTGTACATAGCAACTGATGGGCGTGCCAGGCTCCGACCTTCTCTTCCACCAGGCTATTTTGGTAAT
GTGATATTCACTGCCACTCCTGTTGCTGTTGCTGGTGATCTCCAATCAAAGCCTATTTGGTATGCAGCCA
GTAAAATCCATGATCAATTGGCTATAATGGACAACGATTACTTGAGATCAGCTCTTGATTATTTGGAAT
TACAGCCTGACTTGAAGGCTCTAGTCCGCGGTGCACATACATTTAAGTGCCCGAATTTAGGAATAACTA
GTTGGTCTAGGCTGCCTATCCATGATGCTGATTTTGGATGGGGTAGGCCAATATTTATGGGACCTGGTG
GTATCGCTTATGAAGGGTTAAGCTTTATATTGCCAAGTCCCATCAATGATGGCAGTCAATCAGTTGCCA
TCTCTCTGCAAGCAGAACATATGAAACTTTTTGAGAAGTTCTTGTATGACATTTGAAAGAAGCCGCTTT
CTTGTGCTGCTTTGATTGGGATTTACAATCACGGATATGTAAAAGAGACTCCCTTTTATCTTTTTTTTTTT
TTTCATTAGAGTTTCTTCTTTGTTTGCCTGGACATCAGTTTTATTTCTGATTCTATGATGCATTGATTATA
TACTCAAAGTTACACTGCTAGTGTTACATGTCTGTGAAGGACCTCAATCTTTTTCACTTCCACAAATGTG
GCAAGATGTTAACTCAGAAGCTCCTAGTAATTATTGTAGTAGTACATATCTTTTATTTGCTAATATTCCT
TAG

>Solyc12g096770.1.1, SHT7 :
ATGGAAATTGAAATCATATCCACAAAATTCATTAAACCATCTTCACCAACTCCAAATCATCTCCAAACT
TACAAGTTAAGTTTCTTTGATCAAGTATCTGATGAGACACATTTACCTCTTGTTTTTTTTTATCCTCCTAC
CAACAACATTAATTTCTCATCTCATCATGAAGAACAACTTGAGCAATCCTTATCTAGGATTTTAACTCA
TGTTTACCCTATTTCTGGTAGATTTAACGAAGATATTAACTCGATATCCTGCCAGGATCAAGGGGTTAA
ATTTATAAAAGCAAAAATGAATAGTAAACTCAATGAATTTCTTGATAAAGCACATAAGGATGTTAACC
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TTTCACTGCTTTGTTGGCCTCAAGATTCATGGAATGTAGATCCATCTAACTTATTTACCATGCCACTTGT
CATCATCCAAATCACGGAATTTGAGTGTGGTGGCTTGGCTCTATCTATGAGCCACATGCACATGACGAT
GGATGGTTATTCAACTTTTAGTTTTATCAACGAGTGGTCTAAAGTGTGTAGACATAAGATTCCTTTAGA
GAAGATCGATTTCATGAGCTTTGATTTAGCTAATGTTTTTCCAACGAGAGATTTATCGAAGCTTCTATTG
CCTCGTATACCTCCAGTAGATCGTGTGGAGTGTAAATTAGTAGCCAGGAGGCTATACATCAATGAAGA
TTCTATTTCAAGGCTAAGAGAAAAAGTTAGTGGAGATTTATGCAAATTTAAGCCGTCAAGAGTTGAAA
TGATTATGGCCATCCTATGGAGGGCTGTAATCCGTGCTTCAGAAAAGAAGCACGGATATCTAAGACGT
TCTTTAATGAACATCCCTATAAATTTGAGAACTAGGTTGATTTCTCTACCTCAAGTAGAAAAATCATTT
GGGAATCTTGGAGTTGACGCTCCTATAAAATTTATACCTGAAGAGAACAAGATGGAGTTGCACGAATT
TGTAACATTAATTCACAACGCCGTGAAGGAAACTATCACTACTTGTGACAAGACTTCACCGGAGGACA
TAGTTTCCGCGGTGTCAAATATATATAATGAAAGTTTTCTAGCACAAGATTGGGGAGGAAATGATGAA
GTTGATAGGATCATAAGTTCAAGTTTGTGTAAATTTCCTATACAAGAAGCTGATTTTGGCTGGGGAAAA
CCATGTTTGATGCATTTTGGATCAAGACATGGTCAAGTTTGTTGGTTGTATGATGCAGAATGTGGCAAT
GGGATTTGTGTGCAAGTAGATTTGAAGGAAGATAATATGAATCTATTTGAATGTGACAATGATATCAA
GGATTTCTTTCAATTTTAG

>Solyc12g010980.1.1, SHTS :
ATGAAAGATTCAATGCAAGTGACTATTTTGTCCAAAAACCTCATTAAACCATCATTACCAACACCAAA
ACACCTTAAATATCACAAGTTATCTTTCTTTGATCAAGTTGCTGATGTAGCACACTTGCCTCTTGTTCTT
TTCTATCCTCATTGTAAGAACAACTCGAAACATGAAGAGCTTGAAGAATCCTTATCGAGGATTTTATCA
CATGTTTACCCTTTAGCTGGTCGATTTGCTGAAGATGATGAATCATTAATTCTTTGTCTTGATCAAGGTG
TTACTTATATCAAAGCAAAGGTCAATTGTACCCTTGATGATTTACTTCAACAAACAAAAAAAGACCTTG
ATCTAGCCTTGTCATTTTGGCCTCAAGGTACGATGGATGTTGATGACTCTAATTTGTTCGTCACGCCACT
TATGGTTGTGCAAGTCACGACATTTGAATGTGGTGGTCTAGCCCTAGCTATTAGCATTGCACATCCTGT
TATGGACGGATGCACCACATTCAAAATCCTTTATGAATGGACCAAAGTGTGCAAATTTGGTACTCCTTC
TAAGGAAATCAGCTTCATGAATTTCAATGTAGGTGCTCTTTTCCCTTACAAGCACGATTTATCAACCCT
CCTTGAGCCTCCGGTTGATGAAGGCAAACGCAAAGACTCTAAGTTAATTGCGAGGAAGTTTGTTTTTGA
GAAAGATGCAATATCGAGGCTCAGAGAGAAATTTGATTCCATAAGTGAAAGTTTAGGTTTTAAACCTT
CTCGAGTTGAGATGATTACAGCACTTTTATGGAGGTCACTTATCCGTTCCACGAAAAGTGCAAAATTGA
AACGTTCTGTAATGTCATTTCCACTTAACTTGCGCGGTAAGGTAGCAGATTTTCCTGAAATTACAGACT
CCTTTGGGAATCTTATTATTGAAGTTCCTATAAAATTTGAGCACGATGATGAAACGAAAATAGAGTCGC
TGCATCAGATCGTAAAACTCATAAAAGAGTCTGTTAAAGTGATTAACAATAAATGCGTCAAAGCTACT
CCAGATGAAATAATTTCTTTGGTTATCGACTTATACAAGGATAGTTACTCTGGATTAGAATGGGGAGGA
GACGATGAAGTTATGAATTTTACGAGCTCAAGTTTATCTAGGTTCCCCATACAAAAAACAGATTTTGGT
TGGGGAAAACCTAGTTTAATGCATTTTGGGTCAAGACATAATCAAGTTTTGTGGTTATATGATACTGAA
TGTGAGACTGGAATTGTTGTGCAAATGGATTTGGAGAAAAAACACATGGATAAACTTGTGTGTGACCA
AGATATCATCGATTTTGCAAAATTTTAG

2. Description des genes candidats transféerases (SHT) :
Les informations citées dans le tableau suivant (tableau X) proviennent de ncbi

(https://www.ncbi.nim.nih.gov/), solgenomic (https://solgenomics.net/ ) , TED ((Tomato
functional Data Base http://ted.bti.cornell.edu/cgi-bin/TFGD/digital/expression.cgi) et Tomato
Expression Atlas (http://tea.solgenomics.net/)
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3. Carte du plasmide pCR™8/GW/TOPO™
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4. Carte du plasmide pGWB2 Gateway binary vector (BioVector NTCC Inc.)
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5. Carte du plasmide pET-28a
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6. Préparation des E.coli MC1022 éléctrocompétentes
A partir d’un stock glycérol (-80°C), des bactéries sont étalées sur milieu solide (LB) et

incubées toute la nuit & 37°C. Le lendemain une colonie de la boite est ensemencée dans 30 mL de
LB et incubée a 37°C/180 rpm pendant 16 heures. A partir de cette pré-culture 10 mL sont utilisés
pour ensemencer 200 mL du LB liquide. La culture de 200 mL est incubée a 37°C/180 rpm jusqu’a
atteindre une D.O entre 0.6 et 0.8. Une fois la bonne D.0 est atteinte la culture liquide est posée sur
glace pendant 30 minutes suivie d’un centrifugation 15 minutes 4°C/2200 g. Le culot est re-
suspendu dans 20 mL d’eau osmosée froide et stérile pour faire le premier lavage puis centrifugé
15 minutes 4°C/2200 g. Cette étape de lavage est répétée 2 fois de plus. Apres le dernier lavage le
culot est re-suspendu dans 15 mL de glycérol 10% (froid et stérile) et centrifuger pour la derniére
fois (15 minutes 4°C/2200 g). Ensuite le culot est re-suspendu dans 1 mL de glycérol 10% (froid
et stérile) et laissé reposer sur glace pendant 30 minutes. Enfin la suspension est aliquotée par

volume de 45 ul dans des tubes stériles et congelée dans de I'azote liquide puis stockée a -80°C.

7. Préparations des Agrobactéries EHA105 éléctrocompétentes
A partir d’un stock glycérol (-80°C) des agrobactéries sont étalées sur milieu solide

(LB+rifampicine) et incubées a 28°C jusqu’a I’apparition des colonies. Une colonie de la boite est
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ensemencée dans 5 mL de LB et incubée a 28°C/2000 rpm pendant 16 heures. A partir de cette
pré-culture 2 mL sont utilisés pour ensemencer 50 mL du LB liquide. La culture de 50 mL est
incubée a 28°C/2000rpm jusqu’a atteindre une D.O entre 0.6 et 0.8. Une fois la bonne D.0 est
atteinte la culture liquide est posée sur glace pendant 30 minutes suivie d’un centrifugation 10
minutes 4°C/3000g. Le culot est re-suspendu dans 45 mL d’eau osmosée froide et stérile pour faire
le premier lavage puis centrifugé 10 minutes 4°C/3000g. Cette étape de lavage est répétée 2 fois.
Aprés le dernier lavage, le culot est re-suspendu dans 40 mL du glycérol 10% (froid et stérile) et
centrifuger pour la derniére fois (10 minutes 4°C/3000g). Ensuite, le culot est re-suspendu dans
500 pl de glycérol 10% (froid et stérile) et aliquotée par volume de 45 pl dans des tubes stériles et
congelée dans de I'azote liquide puis stockée a -80°C.

8. BLAST nucléotidique pour NaMYB8
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Figure 77: Les génes homologues &8 NaMYB8 chez la tomate par BLAST. A : La liste des genes homologues & NaMYB8
(1035ph) par BLAST sur le génome de la tomate (https://solgenomics.net/), subjectld : le géne, id% : pourcentage
d’homologie, Aln: nombre de nucléotides homologues par rapport a la taille de la séquence qui présente une
homologie avec NaMYB8. B : les séquences homologues de chaque géne sont représentées en couleur. Ces couleurs

varient selon le nombre des nucléotides homologues, Query lengh : taille du gene NaMYB8, ID% : pourcentage
d’homologie.
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9. BLAST nucléotidique pour NaMYC2

40-50

Query |
0 GO0 700 800 900 10001100 120

Figure 78: Les génes homologues a NaMYC2 chez la tomate par BLAST. A : La liste des génes homologues a NaMYC2
(2443pb) par BLAST sur le génome de la tomate (https://solgenomics.net/), subjectld : le géne, id% : pourcentage
d’homologie, Aln: nombre de nucléotides homologues par rapport a la taille de la séquence qui présente une
homologie avec NaMYC2. B : les séquences homologues de chaque géne sont représentées en couleur. Ces couleurs
varient selon le nombre des nucléotides homologues, Query lengh : taille du géne NaMYC2, ID% : pourcentage
d’homologie.

6.10. UPLC
Les analyses phytochimiques sont réalisées en chromatographie liquide a ultra-haute

performance (UPLC) (Chaine UPLC Nexera, Shimadzu, Kyoto, Japon), équipée d’un détecteur
UV SPDM20A (Shimadzu) et couplée a un spectromeétre de masse a simple quadripéle LCMS2020
(Shimadzu). La colonne utilisée pour la séparation des phénolamides est en C18 en phase inverse
(ZORBAX Eclipse Plus 150 ou 100 x 2,10 mm ; taille de particule = 1,8 um ; Agilent
Technologies) équipée d’une pré-colonne (1290 Infinity, Agilent Technologies). L’élution est
réalisée dans du méthanol additionnée de 0.1% d’acide formique et de I’eau ultra pure contenant
0.1% d’acide formique. Le débit est de 0,2mL/minute et le volume d’injection est de Sul. De
maniere générale, les analyses sont réalisees en enregistrant le spectre UV entre 200 et 600nm ainsi
que le TIC (total ion chromatographie) en ionisation positive et négative sur la gamme de m/z 100-
1200. Dans le cas précis des criblages d’activité enzymatiques une analyse en SIM(Selected lon
Monitoring) a été conduite en ciblant les produits de métabolisation attendus .Les données sont

traitées par le logiciel LabSolution puis exportees sous tableur Excel
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Tableau 23: Masse des différentes molécules

Nom M/Z(+)
Caféoylputrescine 251
Kukoamine A/B 531
N1, N5, N14-tris- 695

(dihydrocaféoyl) spermine

N1, N10-bis-(dihydrocaféoyl) | 474

spermidine

Caféoylspermidine 310
Caféoylspermine 367
Putrescine 89
Spermine 203
Spermidine 146
Taxifoline 305

6.11. Etude comparative des teneurs en phénolamides dans les feuilles et tiges de tomates
soumises ou non a I’herbivorie de T. absoluta
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Figure 79: Moyennes des aires de pics des molécules détectées dans les feuilles locales (FL) et systémiques (FS) des
plantes de tomate infestées par Tuta et des plantes contrdles non infestées CP : Caféoylputrescine, DHC spermidine :
N1, N10-bis-(dihydrocaféoyl) spermidine, TDHC spermine : N1, N5, N14-tris-(dihydrocaféoyl) spermine. KukoA/B :
Kukoamine A et B. p<0.05
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Figure 80: Moyennes des aires de pics des molécules détectées dans les tiges locales (TL) et systémiques (TS) des
plantes de tomate infestées par Tuta et des plantes controles non infestées CP : Caféoylputrescine, DHC spermidine :
N1, N10-bis-(dihydrocaféoyl) spermidine, TDHC spermine : N1, N5, N14-tris-(dihydrocaféoyl) spermine. KukoA/B :
Kukoamine A et B.
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6.12. Teneur des extraits bruts en phenolamides.
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Figure 81: Chromatogramme des analyses UPLC de la teneur en phénolamides de [’extrait LN-T. CP
Caféoylputrescine, DHC spermidine : N1, N10-bis-(dihydrocaféoyl) spermidine, TDHC spermine : N1, N5, N14-tris-
(dihydrocaféoyl) spermine. KukA/B : Kukoamine A et B.
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Abstract
Phenolamides represent a family of specialized metabolites, consisting of the association of

hydroxycinnamic acid derivatives with aliphatic or aromatic amines. Since the discovery of
the first phenolamide in the late 1940“s, decades of phytochemical analyses have revealed a
high structural diversity for this family and a wide distribution in the plant kingdom. The
occurrence of structurally diverse phenolamides in almost all plant organs has led to early
hypotheses on their involvement in floral initiation and fertility, as well as plant defense
against biotic and abiotic stress. In the present work, we critically review literature ascribing
functional hypotheses to phenolamides and recent evidence on the control of their
biosynthesis in response to biotic stress. We additionally provide a phylogenetic analysis of
the numerous N-hydroxycinnamoyltransferases involved in the synthesis of phenolamides
and discuss the potential role of other enzyme families in their diversification. The data
presented suggests multiple evolutionary events that contributed to the extension of the
taxonomic distribution and diversity of phenolamides.

Keywords: bioactivity, phenolamides, plant defense, plant reproduction, phylogenesis.



Introduction

Specialized metabolism continuously expands during evolution of the green lineage. This has
generated an enormous chemodiversity, largely responsible for the tremendous adaptability
of plants to their challenging environment. Specialized metabolites arising from this
metabolism provide plants with a plethora of molecules that allow their interaction (defense,
protection, or attraction) with their abiotic (UV, temperature, and water deficit, among others)
or biotic (pathogens and insects, among others) environments. Among these compounds,
phenolamides, also termed hydroxycinnamic acid amides or phenylamides, have generated
considerable attention recently. Phenolamides arise from phenolic moieties (mainly
hydroxycinnamic acids and derivatives) covalently linked through amide bonds to an
aromatic monoamine or an aliphatic polyamine (e.g. tyramine, agmatine, anthranilate,
spermidine). Therefore, these phenolic compounds can be considered alkaloids. Their
synthesis is positioned at the crossroads of the phenylpropanoid pathway and the metabolism
of amines (Bassard et al., 2010) (Fig. 1; Sup. Fig. 1).

Feruloylputrescine was the first phenolamide identified in the middle of the twentieth century
(Ryabinine and Ilina, 1949). Since then, a plethora of structures have been elucidated (Fig. 1;
Sup. Fig. 1) and theoretical phenolamide diversity could reach more than 5000 compounds.
Phenolamides have been described throughout the plant kingdom and they accumulate in
various organs, sometimes at very high concentrations, especially in wounded tissues
(Roepenack-Lahaye et al., 2003; Zacarés et al., 2007; Kaur et al., 2010; Onkokesung et al.,
2012), at the surface of pollen grains, in flowers, and in seeds (Meurer et al., 1998;
Grienenberger et al., 2009; Luo et al., 2009; Vogt, 2018). Although phenolamide structure
and distribution are now well documented (Martin-Tanguy et al., 1978; Luo et al., 2009; Kaur
et al., 2010; Dong et al., 2015), their physiological or biological roles are still poorly
understood. Their implication in plant defense against pathogens and herbivores has been
suggested and sometimes demonstrated (Zacarés et al., 2007; Kaur et al., 2010; Lopez-Gresa
et al.,, 2010; Alamgir et al., 2016). However, no clear function is associated with their
presence in large amounts in floral organs and the pollen coat (Fellenberg et al., 2009;
Grienenberger et al., 2009; Vogt, 2018). Concomitant with the discovery of phenolamide
diversity, characterization of N-hydroxycinnamoyltransferases involved in their synthesis
highlighted the complexity of phenolamide appearance in the green lineage, resulting from
numerous and independent gene emergence. This gave clues to explain the origins of
structures, their diversity, and species/organ specificity of phenolamides (Bassard et al.,
2010; Elejalde-Palmett et al., 2015).

A review of the literature on phenolamides reveals three main periods of research conducted
on these molecules (Fig. 2). From 1949 to 2007, the structure of the first major phenolamides
was elucidated, and the enzymes involved in their synthesis were identified as a new type of
enzyme with N-hydroxycinnamoyltransferase activity. Their roles have been hypothesized in
development and flowering, as well as in the defense of the plant against abiotic stress,
injury, and pathogen attack. This period was the subject of two main reviews (Facchini et al.,
2002; Edreva et al., 2007). The second period (2007 to 2015) was marked by an increase in
the number of phenolamide structures reported due to the democratization and improvement



of instrumental tools for phytochemical analysis, by proof of their role in defense against
insects and by the discovery of genes encoding new enzymes, including spermidine and
putrescine N-hydroxycinnamoyltransferases. The first elements of their synthesis regulation
were compiled in the review of Bassard et al. (2010). Since then, so called ,,omic*approaches
have been applied to phenolamides and more plant species have been investigated (Li et al.,
2018). Phenolamide accumulation appears as a conserved chemical trait in the pollen coat of
core Eudicotyledons, suggesting an important role of these molecules in pollen biology. The
acquisition of transcriptomic data in different non model or model plants has made it possible
to explore phenolamide biosynthesis enzyme phylogenesis and help N-
hydroxycinnamoyltransferase orthologue identification among plant species, increasing the
number of characterized enzymes from 21 to 43. Concomitantly, major advances have been
made on the regulation of their biosynthesis in response to biological aggressors
(Onkokesung et al., 2012; Yogendra et al., 2015, 2017; Schifer et al., 2015; Fagin et al.,
2020).

From this founding work and the most recent research, we describe the newly discovered
occurrence of phenolamide diversity in reproductive organs and their possible functions in
reproduction. The defensive role of phenolamides in response to biotic and abiotic stress is
then described with an emphasis on the regulation of their biosynthesis and their specific role.
In the last part of the review, we describe the enzymes involved in the metabolism of
phenolamides and explore the origin of N-hydroxycinnamoyltransferases. Chemistry,
biotechnological production, and health benefits of phenolamides were not detailed here as
two recent reviews already summarized these aspects (Wang et al., 2020; Roumani et al.,
2020).

1. Biological roles of phenolamides

1.1. Role in reproduction

1.1.1. Phenolamides in relation to floral initiation and flower fertility

Mono- and di-putrescine, spermidine and spermine phenolamides are considered to be
involved in plant development and, like free polyamines, could behave as plant growth
regulators (Tiburcio et al., 1993; Martin-Tanguy, 1997; Edreva et al., 2007). Indeed, several
studies indicate that their relative contents are closely related to biological processes, such as
cell proliferation, callus formation, cell differentiation, embryogenesis, or organogenesis
(Edreva et al., 2007). Nevertheless, these findings often rely on correlations and no direct
evidence was provided until now. A link between floral initiation, flower fertility, and
phenolamide accumulation was established decades ago, but molecular evidence was
missing. In several plant families, such as Solanaceae, Brassicaceae, Asteraceae, and
Araceae, the accumulation of phenolamides to a high level in the upper leaves and apices
appears to precede floral initiation (Cabanne et al., 1981; Martin-Tanguy, 1985; Martin-
Tanguy, 1997). Consistently, mutant plants that fail to flower do not accumulate
phenolamides (Martin-Tanguy, 1985). In addition, the accumulation of phenolamides seems
to be linked to flower fertility (Bassard et al., 2010). In Brassica juncea, the level of soluble
and insoluble phenolamides (derived from mono and di-substituted putrescine, spermidine, or



spermine) was shown to be lower in cytoplasmic male sterile plants than in the wild-type
plants during flower development, which is consistent with a putative role in fertility (Guo et
al., 2003). Phenolamides could act as ROS scavenging molecules, among other, during
flower development, thus, preventing oxidative damage, leading to pollen abortion in
cytoplasmic male sterile plants, as suggested in soybean (Ding et al., 2019).

1.1.2. Phenolamides in the pollen coat of Eudicotyledons
The pollen cell wall is very sophisticated and complex. The mature pollen grain is generally

composed of three layers. The inner part of the pollen cell wall, known as the intine, is
synthesized by the microspores themselves, while the outer part, called the exine, is produced
by the surrounding sporophytic tapetal cells and deposited on the surface of the maturating
pollen grain within the locules of the anthers (Hess, 1993; Ariizumi and Toriyama, 2011).
While the intine ensures pollen structural integrity during pollen maturation, the exine
encapsulates and sculpts the pollen grain, providing mechanical and chemical protection and
playing a role in the pollen-stigma interaction. In most species, the pollen grain is
additionally covered by another layer called the pollen coat or tryphine. Constituting the most
outer part of the pollen grain, the pollen coat plays a role in multiple mechanisms, such as
pollen-stigma recognition, self-incompatibility, pollen adhesion to pollinators, protection
against abiotic and biotic stress, and pollen hydration. Like the exine, precursors required for
the formation of the pollen coat originate from the tapetal cells. The chemical composition of
the pollen coat is highly variable among species, but a common feature is the accumulation of
phenolamides (Grienenberger et al., 2009; Quilichini et al., 2015). They are accumulated in
the pollen coat of nearly all core Eudicotyledons (Elejalde-Palmett et al., 2015; Delporte et
al., 2018). They are absent in the pollen wall of Gymnosperms, and only one Monocotyledon,
Canna indica, was shown to accumulate such compounds, although at trace levels (Elejalde-
Palmett et al., 2015). This chemical trait was described several decades ago but more detailed
analyses have been undergone recently, notably, through the characterization of the
molecular determinants responsible for their accumulation as discussed below (Elejalde-
Palmett et al., 2015; Delporte et al., 2018). Particularities of these phenolamides are that they
are derived from aliphatic polyamines and are fully substituted, i.e. primary and secondary
amines are acylated. Until recently, trihydroxycinnamoyl spermidines were considered a
unique marker of the pollen coat of Eudicotyledons (Elejalde-Palmett et al., 2015). As a
constituent of the pollen coat, trihydroxycinnamoyl spermidines were shown to be produced
in the tapetal cells and deposited on the outer surface of the pollen grain (Grienenberger et al.,
2009; Elejalde-Palmett et al., 2015). The decoration of spermidine varies between species, I.€.
aromatic moiety of the phenolics can differ (from p-coumaroyl to sinapoyl, see Fig. 1 and
Sup. Fig. 1 for a list). For example, in Arabidopsis, two main phenolamides were shown to
accumulate in the pollen coat, i.e. tri(5-hydroxyferuloyl) spermidine and di(5-
hydroxyferuloyl)-sinapoylspermidine, whereas in apple trees, tricoumaroyl spermidine and
dicoumaroyl-caffeoylspermidine were the main molecules (Grienenberger et al., 2009;
Elejalde-Palmett et al., 2015). Nevertheless, very recently, Delporte et al., (2018) showed
that, in the Asteraceae family, fully substituted spermine derivatives were the main
phenolamide accumulated in the pollen coat. In the species of this family, spermidine
derivatives were present but at a lower concentration. The acylation pattern of spermine can



vary, depending on the species, in this family. Spermine could be acylated with p-coumaric
and/or caffeic acid (Delporte et al., 2018). For instance, N*, N”, N, N
tetracoumaroylspermine was accumulated in chicory. This study showed that fully substituted
aliphatic polyamines are indeed a marker of the Eudicotyledons, but fully substituted
spermine derivatives are markers of the pollen of the Asteraceae family (Delporte et al.,
2018).

The role of the fully substituted phenolamides derived either from spermidine or spermine is
still under debate, and because they are restricted to the pollen coat, they are often considered
separately from the other phenolamides (Fellenberg and Vogt, 2015; Vogt, 2018). The fact
that their accumulation in the pollen coat is a chemical trait preserved during the evolution of
the green lineage suggests that they must play a role of paramount importance. The
occurrence of spermine derivatives in replacement of spermidine derivatives in Asteraceae is
also intriguing and deserves attention. This metabolic diversification may reflect an
evolutionary advantage that still needs to be uncovered (Delporte et al., 2018). In the
Arabidopsis mutant Atsht, where phenolamides are totally absent in the pollen coat, no clear
phenotype was highlighted (Grienenberger et al., 2009). The pollen morphology was slightly
altered, suggesting a role in sporopollenin ultrastructure, but the pollen grain was still viable
and fertile (Grienenberger et al., 2009). Because of the hydroxycinnamoyl spermidine
absorption spectra, they were predicted to be involved in UV protection. Nevertheless, pollen
grains depleted in spermidine derivatives isolated from Atsht mutants did not show any
impairment of their ability to germinate or to grow a pollen tube in vitro, as well as in vivo
(Grienenberger et al., 2009). The effects of UV irradiation have not been examined at the
DNA level. It is possible that phenolamides have a role in protecting genetic information
inherited by offspring. This may explain why their accumulation in the pollen coat was
maintained through evolution of the green lineage. Further experiments are needed to test this
hypothesis. A role of phenolamides in the control of polyamine homeostasis was suggested
(Fellenberg et al., 2012). Indeed, polyamines are involved in multiple physiological processes
and their intracellular pools need to be finely tuned through compartmentation, control of
their synthesis (transcriptional and translational regulation) and degradation, and eventually
through conjugation (Bouchereau et al., 1999). Nevertheless, analysis of the Atsht mutant
showed no alteration of free polyamine levels (Fellenberg et al., 2012). Experiments done in
vitro with phenolamides extracted and partially purified from bee pollen evidenced the
putative role of these molecules in oxidative stress protection (Zhang et al., 2020).
Additionally, some antifungal properties were also reported for phenolamides accumulated at
the surface of sunflower pollen (Kyselka et al., 2018). In addition, by comparison to
phenolamides accumulated in other parts of the plant (see below), multiple roles have been
tentatively assigned to their accumulation in the pollen coat, such as protection against abiotic
or biotic stress (desiccation resistance, antifungal activity, insect interaction, antimicrobial
activity), function in the stigma-pollen interaction, and pollen germination (Grienenberger et
al., 2009; Elejalde-Palmett et al., 2015; Fellenberg and Vogt, 2015; Delporte et al., 2018;
Vogt, 2018). Notably, Arabidopsis is a self-pollinated species and its pollen is not exposed to
harsh environments. Studies with other species may help to solve this question. With the



emergence of new genome editing methods, mutants of other crop species may become
available to test these hypotheses.

1.2. Protective roles against biotic stresses

1.2.1. Pathogens

Since the first demonstration of p-coumaroyl- and feruloyl-2-hydroxyputrescine
accumulation in leaves of rust-infected wheat (Samborski and Rohringer, 1970), multiple
studies on Solanaceae, Brassicaceae, and Poaceae confirmed that phenolamide accumulation
in response to microbial infection is a global trend (Negrel and Jeandet, 1987; Torrigiani et
al., 1997; Roepenack-Lahaye et al., 2003; King and Calhoun, 2005; Zacarés et al., 2007,
Muroi et al., 2009; Lopez-Gresa et al., 2016; Royer et al., 2016; Morimoto et al., 2018; Ube
et al., 2019a,b). Except for tri-substituted spermine derivatives, all classes of phenolamides
appear to be involved in these interactions. However, no clear rule has been identified linking
the nature of the induced phenolamide to the nature of the pathogen or plant species
(Roepenack-Lahaye et al., 2003; Baker et al., 2005; Zacarés et al., 2007; Royer et al., 2016;
Novo et al., 2017; Morimoto et al., 2018; Ube et al., 2019a). The study of mutants or
engineered plants affected in phenolamide biosynthesis highlighted that phenolamides are an
effective component of the plant defense strategy against pathogens. Indeed, potato plants
with silenced transcription factors StNAC43, StMYBS8, and StWRKY1 accumulated less
phenolamides and were more susceptible to Phytophtora infestans (Yogendra et al., 2015,
2017). An increased susceptibility to Alternaria brassicicola was also observed in
Arabidopsis mutant Atact, which were depleted in p-coumaroylagmatine (Muroi et al., 2009).
In contrast, overexpression of endogenous Tyramine Hydroxycinnamoyl Transferase (THT)
in tomato increased accumulation of tyramine and octopamine derivatives and its resistance
to Pseudomonas syringae (Campos et al., 2014), whereas the ectopic expression of the
Arabidopsis Agmatine coumaroyl transferase (AtACT) in torenia plants rendered them more
resistant to Botrytis cinerea (Muroi et al., 2012). Potato plants overexpressing both AtACT
and the Arabidopsis DETOXIFICATION18 (AtDTXI18) gene gained the capacity to
synthesize p-coumaroylagmatine and export it to the leaf surface. Interestingly, the enhanced
accumulation of p-coumaroylagmatine, p-coumaroyl-, and caffeoylputrescine on the potato
leaf surface reduced spore germination of P. infestans (Dobritzsch et al., 2016).

The protective role of phenolamides against microbes involves at least two processes: direct
antimicrobial activity and reinforcement of the secondary cell wall. Their antimicrobial
activity has been demonstrated against bacteria and fungi, mostly through in vitro assays.
Tyramine- and tryptamine-based phenolamides exhibit growth inhibition activity against
Xanthomonas sp. (Newman et al, 2001; Morimoto et al., 2018), whereas p-
coumaroylnoradrenaline together with p-coumaroyldopamine and feruloyldopamine are
particularly effective in inhibiting the growth of P. syringae (Roepenack-Lahaye et al., 2003;
Zacarés et al., 2007). Regarding antifungal activities, hordatines (hydroxycinnamoylagmatine
dimers) were shown to inhibit the spore germination of 6 fungi, including Bipolaris
sorokiniana and Botrytis allii, at low concentrations (as low as 10” M) (Stoessl and Unwin,
1970). Two agmatine-based phenolamides from barley, murinamides A and B, were recently
characterized for their capacity to inhibit spore germination and germ tube elongation of B.



sorokiniana, Fusarium graminearum, and A. brassicicola (Ube et al., 2017). An antifungal
effect impacting both spore germination and hyphal elongation was also demonstrated for p-
coumaroylagmatine on A. brassicicola (Muroi et al., 2009). More recently, several
phenolamides arising from tryptamine, serotonine, and tyramine were described to inhibit the
conidial germination of the pathogenic fungus Cochliobolus miyabeanus (Morimoto et al.,
2018). Phenolamides also contribute to reinforce the secondary cell wall upon pathogen
infection, commonly named suberization. Indeed, involvement of tyramine associated
phenolamides in the suberization process was demonstrated decades ago by a set of studies
combining '“C labelling and substructure cell fractionation on wounded or fungus-infected
potato leaves and cell cultures (Negrel and Jeandet, 1987; Schmidt et al., 1998). Phenolamide
integration in the cell wall was also reported in fungal-infected barley (p-
coumaroylhydroxyagmatine), in chitin-elicited oat (avenanthramide), in virus-infected
tobacco (feruloylputrescine and feruloyltryptamine), and fungus-infected potato plants
(Torrigiani et al., 1997; Yogendra and Kushalappa, 2016). Incorporation to the secondary cell
wall appears as a multistep process involving phenolamide dimerization or polymerization,
which could necessitate peroxidase activity, followed by integration to the cell wall (King
and Calhoun, 2005). The consequence of phenolamide incorporation to the cell wall is the
reduction of its digestibility by pathogen hydrolytic enzymes, preventing pathogen
proliferation.

1.2.2. Insects

Phenolamide induction in response to insects has already been reported in a diversity of
plants, including Solanaceae and Poaceae, by different herbivore feeding guilds, including
both chewing and sucking insects (Pearce et al., 1998; Kaur et al., 2010; Alamgir et al.,
2016). Among the accumulated phenolamides, putrescine and spermidine derivatives are the
most frequently reported. The accumulation of tyramine derivatives was also observed in
maize infested by the chewing larvae of Spodoptera littorallis (Marti et al., 2013).

The involvement of phenolamides in plant defense against insects is supported by various
studies. In Nicotiana attenuata, silencing of NaMYBS8 led to plants depleted in caffeoyl
putrescine and dicaffeoylspermidine, on which both specialist and generalist caterpillars
(Manduca sexta and S. littoralis, respectively) performed better (Kaur et al., 2010). In
addition, spraying caffeoyl putrescine on leaves of silenced NaMYBS8 plants reduced the
mass gain of M. sexta larva (Kaur et al., 2010). Moreover, the addition of phenolamides to
the artificial diet of Nilaparvata lugens and Sogatella furcifera increased their mortality
(Alamgir et al., 2016). Phenolamide can also act as an oviposition decreasing factor. Sweet
pepper tissues accumulating caffeoylputrescine showed ovipositional deterrence of Liriomyza
trifolii leafminer, and cotyledon treatment with synthetic p-coumaroylputrescine also
decreased oviposition (Tebayashi et al., 2007). Nevertheless, the induction of phenolamide
accumulation upon herbivory is not always related to enhanced plant protection. In rice, the
accumulation of p-coumaroyl- and feruloylputrescine appeared to have no impact on the
performance of chewing insects Spodoptera mauritia and Parnara guttata (Alamgir et al.,
2016). Moreover, in maize, the induced accumulation of p-coumaroyltyramine in response to
S. littoralis herbivory appeared to benefit larvae development. Indeed, in vitro observations



showed that p-coumaroyltyramine present in the diet is beneficial for larval growth (Marti et
al., 2013). In N. attenuata, the accumulation of the mixture of phenolamides upon attacks
suggested that wvarious phenolamides are required to maximize defense -efficiency
(Onkokesung et al., 2012).

1.3. Protective role against abiotic stress

Studies on phenolamides related to abiotic stress are rarer and less detailed than those related
to biotic stress. Phenolamide accumulation has been reported in several plants in response to
a large range of abiotic stress. Mineral deficiencies (K, Ca, Mg, P, S, and Cu), high
temperatures, water excess, and exposure to UV-B and short-term acute Os levels induced
putrescine and spermidine derivative accumulation in wheat, as well as in tobacco plant and
cell cultures (Klapheck, 1983; Edreva et al., 1995; Edreva et al., 1998; Konigshofer and
Lechner, 2002; Demkura et al., 2010). Wounding induced the accumulation of tyramine,
octopamine, and putrescine derivatives in potato and tomato plants (Negrel et al., 1996;
Pearce et al., 1998; Matsuda et al., 2005).

A few studies demonstrated the negative impact of abiotic factors on phenolamide
accumulation. This is the case with salt stress and nitrogen limitation (Shevyakova et al.,
2006; Larbat et al., 2014). In the latter case, since nitrogen limitation promotes an increase in
the concentration of phenolic compounds, the impact on phenolamide accumulation may be
the consequence of a down-regulation in phenolamide specific acyltransferases or of a
decrease in polyamine concentration.

Recently long-term disturbance of abiotic factors involved in climate change (elevation of
CO, and O3 concentrations and temperature) have been evaluated on constitutive and
pathogen-induced leaf specialized metabolites in barley. Plants grown under high temperature
conditions (+5°C) accumulated more hordatine in non-infected leaves, but also more
agmatine derivatives after pathogen infection. The impact of abiotic factors was, however,
very specific to phenolamides (Mikkelsen et al., 2015).

The exact role of phenolamide accumulation on plant adaptation to abiotic stress is still a
matter of hypotheses that need to be validated. One of them is that phenolamides contribute
to limit the oxidative burst mediated by various abiotic stressors. Phenolamides are effective
free radical scavengers and antioxidants (Langebartels et al., 1991; Edreva et al., 1998; Choi
et al. 2007; Georgiev et al. 2012; Abe et al., 2017). Regarding the increase of phenolamides
under UV treatment and the phenotype of N. attenuata lacking phenolamides under UV, it
seems that they may also be involved in plant protection against solar UV. The mechanism of
action still needs to be determined, but the role in UV absorbance may be postulated.

2. Regulatory aspects
Regulatory mechanisms underlying phenolamide accumulation in response to biotic stress

have been highlighted recently (Fig. 3). Regarding microbial infection, a first report on
tomato defense response to P. syringae, demonstrated, through the use of signaling mutants
and phytohormone inhibitors, that phenolamide accumulation was dependent on ethylene
(ET) but not salicylic acid (SA) (Zacarés et al., 2007). The ethylene pathway, together with
the jasmonate (JA) pathway, is involved in phenolamide accumulation induced by



necrotrophic fungi A. brassicicola and B. cinerea in A. thaliana (Muroi et al., 2009; Li et al.,
2018). Indeed, both phytohormones synergistically induce the expression of AtACT (Fig. 3).
This induction is mediated by the transcription factor AtORAS9, which is conformed as a
homodimer, and when associated with the regulator MEDIATOR 25, can bind the AtACT
promoter and induce its expression (Li et al., 2018). Interestingly, AtACT induction is also
associated with the expression of DTXI18, a Multidrug And Toxin Extrusion (MATE)
transporter initially found to export p-coumaroylagmatine on the surface of Arabidopsis
leaves when challenged with the non-hosted fungus P. infestans, the causal agent of the late
blight in potato (Dobritzsch et al., 2016). An exhaustive analysis of the potato defense
response in resistant and sensible cultivars infested with P. infestans led to the identification
of at least two complementary pathways regulating the accumulation of phenolamides that
occur in resistant cultivars (Yogendra et al., 2015, 2017). A first pathway is initiated by ET
and involves a cascade of transcription factor regulation, including StERF3, which activates
the transcription of StNAC43 that, in turn, activates StMYBS expression (Fig. 3). SIMYBS is
a transcription factor that positively regulates the expression of a subset of genes involved in
the phenylpropanoid pathway. Among them, hydroxycinnamoyl-CoA:shikimate/quinate
hydroxycinnamoyl transferase (HCT) and putrescine N-hydroxycinnamoyl transferase (PHT)
are related to the metabolism of phenolamides, and others are related to the accumulation of
flavonoids. Interestingly, silencing of either SINAC43 or StMYBS impairs the accumulation
of phenolamides and flavonoids and reduces the potatoes™ resistance to P. infestans
(Yogendra et al., 2017). A second pathway involves the transcription factor StWRKY1 (Fig.
3). StWRKY1 activity could be regulated at the transcription level, since binding sites to Heat
Shock Protein (HSP) have been found in its promoter, or at the protein level through
phosphorylation by SIMEK 1, a MAP kinase, which could enable the migration of StIWRKY'1
into the nucleus (Yogendra et al., 2015). Interestingly, the two regulation pathways
highlighted in potato appear to control different phenolamide subsets; the former one being
more focused on putrescine and agmatine derivatives and the latter one involving tyramine
and octopamine derivatives (Yogendra et al., 2015, 2017). In wheat, another WRKY
transcription factor, TaWRKY70, is involved in the accumulation of p-coumaroylagmatine
and p-coumaroylputrescine in response to infection with F. graminearum (Kage et al., 2017).

The mechanisms regulating the accumulation of caffeoylputrescine and mono- and
dicaffeoylspermidine in response to herbivory have been extensively studied on the
solanaceous model N. attenuata. The accumulation of phenolamides, together with nicotine
and trypsin protease inhibitor accumulations, constitutes the main response of this plant to
herbivory attacks (Gaquerel et al., 2014). Cumulative data including studies on mutants and
transformants impaired in jasmonate biosynthesis and signaling, demonstrated that herbivore-
induced phenolamide accumulation is mediated by the JA pathway and identified major steps
of this pathway (Halitschke and Baldwin, 2003; Paschold et al., 2007; Stitz et al., 2011) (Fig.
3). Downstream of the JA pathway, the transcription factor NaMYBS8 appears as a master
regulator, positively controlling the expression level of genes involved in the
phenylpropanoid pathway (PAL, C4H) and genes encoding transferases (NaAT1, NaDH29,
NaCV86) that catalyze the final steps of caffeoylputrescine and dicaffeoylspermidine
synthesis (Kaur et al., 2010; Onkokesung et al., 2012). This classical JA-mediated response to



herbivores can be modulated by a huge number of regulatory processes. Among them,
phytohormone crosstalk constitutes a major regulator. Indeed, herbivory was proven to
induce bursts of several phytohormones, such as SA and cytokinin (CYT), in addition to JA
(Fig. 3). SA and JA are well known antagonist phytohormones that promote the defense
response to pathogens and herbivores, respectively. In response to herbivores, the
antagonistic impact of SA on JA can be negated by regulatory proteins, including NPR1
(Rayapuram and Baldwin, 2007). CYT appears as a positive modulator of the JA-dependent
response to herbivores since N. attenuata plants affected by CYT perception develop a lower
phenolamide accumulation in response to herbivores (Schéfer et al., 2015). Interestingly,
CYT and the auxin indole acetic acid (IAA) are important for constitutive phenolamide
response to herbivores (Schéfer et al.,, 2015), whereas ET was recently proved as an
attenuator of locally-induced phenolamide accumulation (Fagin et al., 2020). In rice, the
auxin homolog 2,4-dichlorophenoxyacetic acid (2,4-D) stimulates the JA-dependent response
to herbivores (Xin et al., 2012).

Phenolamide induction in response to herbivores is also modulated by small RNAs. In the
case of N. attenuata, the small RNA machinery involves the proteins RNA-directed RNA
polymerase 1 (RdR1), Dicer-like DCL3 and DCL4, and Argonaute 8 (AGOS) (Pandey and
Baldwin, 2007; Bozorov et al., 2012; Pradhan et al., 2017). The mechanisms by which this
complex modulates herbivore-induced phenolamide accumulation are still unclear.
Interestingly, the herbivore-induced phenolamide response is also modulated by abiotic
stress, such as UV-B, which also stimulate the JA pathway (Demkura et al., 2010).

Behind the extensive knowledge acquired on the model plant N. attenuata, mechanistic
insights on herbivore-induced phenolamides are much more limited. In N. tabacum cell
cultures, phenolamide response to Methyl-Jasmonate (MeJA) treatment is mediated by the
transcription factor NtMYBJS1, a close NaMYBS8 ortholog (Galis et al.,, 20006).
Caffeoylputrescine content in pepper plants was increased by spraying leaves with MeJA
(Tebayashi et al., 2007), and phenolamide accumulation was impaired in tomato mutants jail
affected in JA perception (Chen et al., 2006). In rice, the addition of JA to seedling culture
medium, increase the concentration of a wide diversity of phenolamides (Morimoto et al.,
2018). However, the mutant Osjarl, deficient in JA-Ileu, was only partially affected for
herbivore-induced phenolamide accumulation, suggesting an alternative regulating pathway
(Tanabe et al., 2016). Further studies are needed to elucidate the regulation steps involved in
diverse plant families inducing phenolamide synthesis in response to herbivores.

3. Origin and evolution of phenolamide metabolism
The synthesis of phenolamides involves N-hydroxycinnamoyltransferase at the entry point of

the pathway, which uses preexisting precursors as substrates derived from amine and
phenylpropanoid metabolism (Fig. 1). These enzymes, specific to higher plants, catalyze the
transfer of an activated hydroxycinnamoyl moiety, i.e hydroxycinnamoyl-CoA, to the amino
group of an acceptor. N-hydroxycinnamoyltransferase acyl acceptor specificity is restricted to
a single amine or a few related amines among polyamines (putrescine, spermidine, spermine,
agmatine) or aromatic amines (tyramine, dopamine, tryptamine, serotonin, anthranilates)
(Fig. 1). Besides, each N-hydroxycinnamoyltransferase uses, with various efficiency, a broad



range of hydroxycinnamoyl and related moieties (eg. p-coumaroyl, caffeoyl, feruloyl,
benzoyl), leading to a large diversity of acyl decorations on amines. Consequently, N-
hydroxycinnamoyltransferase acyl donor affinity mainly defines the final product decoration,
also based on the pool of endogenous hydroxycinnamic acids available.

Since the first N-hydroxycinnamoyltransferases were isolated in tobacco in 1984, a great
diversity of enzymes were discovered in terms of substrate specificity (mainly amine acceptor
preference), category and number of amino group acylated on acceptors (primary/secondary
amino groups, mono/poly acylation), distribution within plants (constitutive expression in
various organs or induction), and distribution among species. This diversity is detailed in
Table 1, which summarizes the main features of the 43 N-hydroxycinnamoyltransferases
isolated and Dbiochemically characterized to date. The diversity among N-
hydroxycinnamoyltransferase seems to originate from active and recent evolution
mechanisms, which are, in turn, responsible for the large variety of phenolamide structures
and functions, as illustrated in previous parts of the review. The elucidation of the N-
hydroxycinnamoyltransferase phylogeny and evolutionary origins is important to take a step
forward in knowledge on phenolamides and might facilitate further studies on enzyme
identification, phenolamide distribution among plant species, and identification of universal
functions. Therefore, rather  than  describing  every  characterized  N-
hydroxycinnamoyltransferase (Table 1), we chose to examine the phylogeny of the enzymes
in this part of the review.

N-hydroxycinnamoyltransferases originate from two distinct acyltransferase families. Most
of them are classified within the plant-specific BAHD acyltransferases superfamily, whereas
few are homologs to the GNAT (Gen5-related N-acetyltransferases) acyltransferase
superfamily (Fig. 4). BAHD acyltransferases constitute a plant-specific group of
acyltransferases, catalyzing O-acylation or N-acylation in an acyl-CoA dependent manner for
a large diversity of acceptors. This family is named after the four enzymes that were first
characterized (BEAT, ACT, HCBT, DAT). BAHD acyltransferases are mainly involved in
the metabolism of flavonoids, alkaloids, hydroxycinnamic esters, long-chain fatty acids, and
phenolamides (D*Auria, 2006; Tuominen et al.,, 2011). Enzymes belonging to this
superfamily share two consensus motifs, HxxxDG and DFGWG, involved in substrate
binding and catalytic activity, respectively. This family is subdivided into eight distinct
clades according to sequence similarity (Fig. 4) (D“Auria, 2006; Tuominen et al., 2011).
However, members of these clades exhibit very high versatile catalytic specificities, and N-
hydroxycinnamoyltransferase are diversely distributed within BAHD clades as illustrated in
the phylogenic tree of Figure 3. Contrastingly, the GNAT superfamily contains N-
acyltransferases found in all living organisms and is one of the largest enzyme families.
These enzymes acylate the amino group of various molecules, such as aminoglycosides,
histones, arylalkylamines, decarboxylated amino acid, or polyamines (Salah Ud-Din et al.,
2016; Vetting et al., 2005). GNAT enzymes have highly divergent sequences but share a
structural conformation, including five B-strand, three a-helix, and a P-loop (Zhu et al. 2006).
The GNAT superfamily is composed of 17 acyltransferase families involved in a large
variety of functions. Among them, the DAT family, also called the SSAT family (Diamine N-



AcylTransferase or Spermidine/Spermine N1-AcylTransferase), is dedicated to polyamine
acetylation in both animals and plants (Pegg, 2008; Lou et al., 2016), but few members in
plants are able to catalyze hydroxycinnamoylation (Facchini et al., 2002).

Thus, according to the phylogeny, N-hydroxycinnamoyltransferases are distributed in nine
different clusters (Fig. 4). Each cluster contains enzymes that share almost the same substrate
specificities and catalytic properties. We chose to attribute as cluster names, the name of the
first enzymes discovered (StTHT, HVACT, AtACT1, DcHCBT, AsHHT1, NaDH29, AtSDT,
0Os12g27220, and AtSHT). Clusters of BAHD N-hydroxycinnamoyltransferase probably
emerged independently from canonical O-acyltransferases of the different clades, through
duplication events and neo-functionalization. Slight mutations on a duplicated copy of the
ancestral gene might affect the binding domain of the enzyme and lead to changes in
substrate affinity and new compound synthesis. This metabolic diversification was then
further maintained and expensed, depending on the positive attributes of the organism. This
phenomenon has been suggested for the emergence of rosmarinic acid synthase (RAS) and
spermidine hydroxycinnamoyl transferase (SHT) in BAHD clade Vb from the ancestral HCT
(Petersen et al., 2009; Elejalde-Palmett et al., 2015). The independent emergence of N-
hydroxycinnamoyltransferase clusters results in a poorly conserved motif among enzymes
between clusters and generates overlapping activities corresponding to convergent evolution
phenomena (Peng et al., 2016). Finally, it can be assumed that the emergence of the 9 clusters
occurs in a different timeline during evolution and leads to the complex distribution and
synthesis regulation of phenolamides observed among plant species. To elucidate the profile
of ancestral N-hydroxycinnamoyltransferase for each cluster and identify the ancestral
species in which they emerged, putative orthologs among Tracheophyta belonging to every
cluster were retrieved from databases and analyzed (Fig. 5 and Sup. Fig. 2).

3.1. Cluster StTHT

The first N-hydroxycinnamoyltransferase was described in tobacco leaves challenged with
tobacco mosaic virus (Negrel and Martin, 1984). The enzyme uses tyramine as the preferred
acceptor substrate and has been called Tyramine Hydroxycinnamoyl Transferase (THT).
Thus far, THTs have been purified in several Solanaceae (Hohlfeld et al., 1995; Negrel and
Javelle, 1997) and further cloned in tobacco, tomato, potato, and pepper, forming the StTHT
cluster (Schmidt et al., 1998; Farmer et al., 1999; Roepenack-Lahaye et al., 2003; Kang et al.,
2009). This cluster is the only one belonging to the GNAT superfamily (Fig. 4). THT
probably emerged from DAT-like enzymes involved in polyamine acetylation, such as
AtNATATI (Lou et al., 2016), and occurred in the common Solanales ancestral organism, as
phylogeny analysis did not report orthologues outside this plant order (Fig. 5). Since
emergence, further gene duplications occurred, leading to multiple isoforms (Farmer et al.,
1999; Roepenack-Lahaye et al., 2003; Kang et al., 2009). All THTs characterized to date are
able to use tyramine as an acceptor, which seems to be the original acyl acceptor of canonical
THT but also use additional decarboxylated amino acid with slight divergence: octopamine
for StTHT, NtTHT10/30, and NtTHT4/11; noradrenaline, dopamine, and octopamine for
SITHT1-3, SITHT7-1, and SITHT7-8; and serotonin for CaSHT (Schmidt et al., 1998;
Roepenack-Lahaye et al., 2003; Kang et al., 2009). Most THTs are characterized by their



expression inducibility upon several environmental challenges, such as StTHT, NtTHT10/30,
NtTHT4/11, SITHT1-3, and CaSHT. This supports the possible role of tyramine, serotonin,
octopamine, noradrenaline, and dopamine based phenolamides in plant defense against biotic
and abiotic stress in Solanaceae (Schmidt et al., 1998; Farmer et al., 1999; Roepenack-
Lahaye et al., 2003; Kang et al., 2009).

3.2. Cluster HVACT

Agmatine hydroxyCinnamoylTransferase from barley (HVACT) is one of the first four
BAHDs characterized (Burhenne et al., 2003), establishing BAHD clade IV. This clade is
only composed of N-hydroxycinnamoyltransferases (Fig. 4). Cluster HVACT was initially
reported to have emerged and expanded in Monocotyledons (Tuominen et al., 2011; Peng et
al., 2016). As a result, three additional ACT-like were found in barley and seven in rice.
These enzymes use diverse amine acceptors. OSAHT1 and OSPHT3 are specific for agmatine
like HVACT, whereas HVTHT2, HVTHT7, and HVTHTS are specific for tryptamine and
OsTHT1, OsTHT2, OsTBTI1, and OSTBT2 acylate tryptamine, serotonin, and tyramine
(Burhenne et al., 2003; Tanabe et al., 2016; Ube et al., 2019b; Peng et al., 2019). The ability
of several ACT-like to use tyramine and serotonin as substrates underlines a convergent
evolution for tyramine and serotonin derived phenolamide synthesis in both Monocotyledons
and Solanaceae using BAHD or GNAT acyltransferases, respectively (Peng et al., 2016).
However, both enzymes, usually called THTs, should not be confused. Finally, an additional
diversification in ACT-like acceptors was observed in rice for OSPHT and OsPHT3, which
acylates a single amino group of putrescine (Tanabe et al., 2016). ACT-like isoforms are
differentially expressed. Some are constitutively expressed in roots, flowers, or seedlings,
whereas others are inducible upon pathogen challenge given defensive or developmental
roles, depending on the phenolamide produced (Burhenne et al., 2003; Tanabe et al., 2016;
Peng et al., 2019; Ube et al., 2019b).

As previously described, ACT-like were initially thought to be restricted to Monocotyledons
until the OSPHT ortholog NaAT1 was identified in N. attenuata (Onkokesung et al., 2012).
This explained the common reports of hydroxycinnamoyl putrescine accumulation in both
Gramineae and Solanaceae under pathogen infection (Samborski and Rohringer, 1970;
Klapheck, 1983; Torrigiani et al., 1997; Ogura et al., 2001; Pushpa et al., 2014; Burt et al.,
2019), but also narrow conservation of the cluster HYACT in Eudicotyledons as argued by the
distribution of putative orthologs among plants, as shown in Figure 5. However, compared to
other BAHD clades, the absence of O-acyltransferases, in addition to N-
hydroxycinnamoyltransferases, in clade IV leads to the application of a non-selective
threshold in sequences retained in our identification of putative HVACT orthologues.
Consequently, most obtained accessions might be false positives, and conclusions on a wide
distribution of HVACT clusters outside Monocotyledons are speculative. Since putrescine
based phenolamides were reported outside Solanaceae, among Eudicotyledons (Martin-
tanguy et al., 1978; Negrel, 1989; Kyselka et al., 2018; Elejalde-Palmett et al., 2015), their
synthesis could also involve HVACT orthologues or any other N-
hydroxycinnamoyltransferase clusters, such as NaDH29, AtSDT, Os12g27220, or one that is
still unidentified.



3.3. Cluster AtACT1

As mentioned above, agmatine-based phenolamides are widespread in monocotyledons. They
involve members of the cluster HVACT for their synthesis. These compounds are also
sporadically reported in Eudicotyledon species, including Arabidopsis or Albizzia (Ueda et
al., 1997; Muroi et al., 2009). The acyltransferase AtACT]1, involved in agmatine acylation in
Arabidopsis, was isolated and belongs to clade Ia of BAHD. AtACT]1 is highly divergent
from cluster HVACT and corresponds to a second cluster of agmatine-specific N-
hydroxycinnamoyltransferase, which seems to be restricted to Brassicales (Fig. 5) (Muroi et

al., 2009).

3.4. Clusters DcHCBT and AsHHT1

Avenanthramides are specific to a small number of plant species and have only been reported
in carnation and oat. The N-hydroxycinnamoyltransferases catalyzing acylation of
anthranilate in these species were identified as hydroxycinnamoyl/benzoyl-CoA:anthranilate
N-hydroxycinnamoyl/benzoyltransferase (DcHCBT) and Hydroxycinnamoyl-
CoA:Hydroxyanthranilate N- Hydroxycinnamoyl Transferases (ASHHTs), respectively. They
both belong to the BAHD clade Vb (Fig. 4) (Yang et al., 1997, 2004). However, DCHCBT
and ASHHTs are not closely related and form two very small clusters that probably appeared
recently and independently (Fig. 4 and Fig. 5). Additional gene duplication occurred in oat,
leading to six putative HHT isoforms, including the characterized ASHHT1 and ASHHT4 (Li
et al., 2019). The expression of DCHCBT and AsHHTs are mainly induced after pathogen
infection in accordance with the phytoalexin function of avenanthramides (Yang et al., 1997,
2004).

3.5. Clusters NaDH29, AtSDT and 0s12¢27220

Three distinct N-hydroxycinnamoyltransferase clusters, among the BAHD superfamily,
decorate primary amino groups of linear polyamines (Fig. 4). The clusters AtSDT and
0s12g27220 belong to the BAHD clade Va and catalyze the acylation of spermidine on
primary amino groups at both extremities, leading to di-hydroxycinnamoyl spermidine,
whereas the cluster NaDH?29 belongs to clade Illa and is only able to acylate a single primary
amino group of spermidine or spermine, depending on the enzymes, leading to
hydroxycinnamoyl spermidine (NaDH29 and NaCV86) or hydroxycinnamoyl spermine
(SmSpmHT and SrSpmHT). The three clusters may result from convergent evolution in
distinct higher plants (Fig. 5); cluster Os12g27220 is restricted to Poales (Dong et al., 2015),
cluster NaDH29 is restricted to Solanales (Onkokesung et al., 2012; Peng et al., 2019), and
cluster AtSDT seems more widely distributed among Rosids (Luo et al., 2009). Therefore,
mono- and di-hydroxycinnamoyl spermidines/spermines are reported in a lot of plants but
seems to originate from multi-convergent evolution, highlighting the importance of these
compounds in plants, although their functions are poorly understood. Expression profiles of
enzymes between and within the three groups are not conserved but widely detected in
various tissues, including seedlings, roots, leaves, flowers, fruits, and under herbivory attacks
(Luo et al., 2009; Onkokesung et al., 2012; Dong et al., 2015; Peng et al., 2019).



3.6. Cluster AtSHT

A fourth cluster of N-hydroxycinnamoyltransferases uses polyamines, mainly spermidine, as
an acyl acceptor (Fig. 4). Cluster AtSHT belongs to BAHD clade Vb. The remarkable feature
of the members of this cluster, so called SHT, compared to other N-
hydroxycinnamoyltransferases is their ability to catalyze acylation on secondary amino
groups in addition to primary amino groups (Grienenberger et al., 2009). This particularity
probably involves modification by an enzyme with linear polyamine conformation to allow
access to the secondary amino group. Therefore, SHTs acylate every amino group of
spermidine, leading to tri-hydroxycinnamoyl spermidine. Consequently, SHTs should not be
confused with enzymes using spermidine as a substrate. Since the first characterization of
AtSHT in Arabidopsis (Grienenberger et al., 2009), additional SHT-like enzymes have been
successfully isolated in apple tree (MdSHT), chicory (CiSHT1 and CiSHT?2), and eggplant
(SmMSHT1 and SrSHT1) (Elejalde-Palmett et al., 2015; Peng et al., 2016; Delporte et al.,
2018). Further genomic studies have highlighted the important conservation of SHT as a
single copy throughout core Eudicotyledons, and the absence of tri-hydroxycinnamoyl
spermidine was only demonstrated in few Eudicotyledon orders, such as Gentianales,
Malvales, Cucurbitales, or Fabales (Elejalde-Palmett et al., 2015). Therefore, the SHT cluster
seems to be the most ubiquitous and widespread N-hydroxycinnamoyltransferase (Fig. 5).
SHT probably appeared in ancestral core Eudicotyledons from gene duplication and neo-
functionalization of HCT, a member of BAHD clade Vb involved in lignification of vascular
plants (Besseau et al., 2007; Kriegshauser et al., 2020). In addition to spermidine, some SHTs
use, to a lesser extent, putrescine as an acceptor, and a shift from spermidine to spermine was
demonstrated in the Asteraceae leading to the synthesis of tetra-hydroxycinnamoyl spermine
(Delporte et al., 2018). Interestingly, in the Asteraceae family, two copies of SHTs were
identified, but this apparent functional redundancy was not addressed (Delporte et al., 2018).
Finally, a second conserved trait of SHTs is their exclusive and restricted expression in
tapetum cells of anthers (Grienenberger et al., 2009; Elejalde-Palmett et al., 2015), allowing
accumulation of tri/tetra-hydroxycinnamoyl spermidine/spermine derivatives in the pollen
cell wall of most core Eudicotyledons.

3.7 Toward a third type of N-hydroxycinnamoyltransferase derived from polyketide
synthases?

Polyketide synthase (PKS) is a large family of multifunctional enzymes, restricted to bacteria,
fungi, and plants. They catalyze sequential condensation of malonyl-CoA units on a starting
CoA ester substrate such as acetyl-CoA, followed by polyketide scaffold rearrangement
leading to natural products with high diversity and complex chemical structures (Shen 2003;
Nivina et al., 2019). In plants, the chalcone synthase (CHS) is a particular PKS which uses
hydroxycinnamoyl-CoA as a starting substrate and initiates flavonoid metabolic pathway.
CHS-like PKSs catalyze Claisen condensation on a hydroxycinnamic moiety using three
malonyl-CoA units, followed by a cyclisation (Austin et al., 2003; Dibyendu, 2015).
Recently, the expression in yeast of a tomato genes cluster related to flavonoids reveals the
ability of SICHS to catalyze a C-N bond formation between p-coumaroyl-CoA and
hydroxyanthranilate, in addition to the canonical Claisen condensation (C-C bond) for



flavonoid synthesis (Kong et al. 2020). The synthesis of p-coumaroyl hydroxyanthranilate by
SICHS, also reported for the Arabidopsis CHS, was 40-fold less efficient than its classical
activity which may impair an active avenanthramide biosynthesis in tomato and Arabidopsis.
However, this discovery rises the possibility of a punctual neofunctionalization of CHS-like
PKSs leading to phenolamide emergence in some plant species. A screen for new activities of
CHS and the related stilbene synthase (STS) with monoamines and aliphatic polyamines as
substrates must be investigated in the future.

3.8 Cytochromes P450 and O-methyltransferases as additional drivers of phenolamide
diversification

Apperarance of phenolamides in plants is directly linked to the emergence of new N-
hydroxycinnamoyltransferases with novel catalytic properties. As already mentioned, N-
hydroxycinnamoyltransferases are usually more selective on acyl acceptor than on acyl
donor. Consequently, the hydroxylation and the methylation of the hydroxycinnamoyl groups
may occur before their transfer to the amines. However, chemical diversification among
biosynthetic pathways derived from phenylpropanoids is generally dictated by cytochromes
P450 and O-methyltransferases (Vogt, 2010) and the phenolamide pathway does not
appeared as an exception. In wheat, CYP98A11 and CYP98A12 were reported for the first
time to effectively hydroxylate p-coumaroyl tyramine in vitro (Morant et al., 2007). More
recently, high substrate plasticity has been demonstrated for some members of the CYP9SA
family among terrestrial plants, some of them being able to hydroxylate in vitro the
hydroxycinnamic moiety of phenolamides (Alber et al., 2019). The CYP98A family is widely
distributed among terrestrial plants and mainly dedicated to catalyze the hydroxylation of the
p-coumaroyl shikimate ester for the biosynthesis of monolignols (Alber and Ehlting, 2012).
However, in angiosperms, a second copy of CYP98A has also been reported with a wide
range of substrates among phenolic compounds (Alber et al., 2019). This additional copy may
be recruited to catalyze the decoration of new phenolic compounds such as phenolamides.
Such a neofunctionalization has been demonstrated in planta for the CYP98A8 and
CYP98AY9 paralogs involved in the synthesis of tri-hydroxycinnamoyl spermidine in
Arabidopsis stamens (Matsuno et al., 2009; Liu et al., 2016). CYP98AS8 and CYP98A9 are
Brassicaceae-specific duplicates of the ancestral CYP98A3 involved in the synthesis of
monolignols in vascular tissues (Liu et al., 2016). Evolutionary driven change in tissue
expression associated with substrate plasticity may have contributed to this metabolic
diversification (Matsuno et al., 2009). CYP98AS8 and CYP98AO retain regiospecificity for 3'-
hydroxylation, but CYP98AS also evolved to acquire additional 5'-hydroxylation activity
(Matsuno et al., 2009; Liu et al., 2016). Unlike the exclusive expression of CYP98AS in
tapetum cells, CYP98A9 is also expressed in many tissues, and corresponds to an unfixed
functional copy of CYP98A involved in the metabolism of flavonoids (Matsuno et al., 2009;
Liu et al, 2016). In addition to CYP98A8 and CYP98A9, the synthesis of tri-
hydroxycinnamoyl spermidine in Arabidopsis involve the caffeoyl CoA 3-O-
methyltransferase 1 (AtCCoAOMTI1) and the tapetum-specific methyltransferase 1
(AtTSM1), two divergent O-methyltransferases of the CCoAOMT family (Fellenberg et al.,
2008, 2009, 2012). AtCCoAOMT! catalyzes the 3'-OH methylation of caffeoyl-CoA to



feruloyl-CoA in vascular tissue, as a critical step in phenylpropanoid metabolism for the
synthesis of monolignol. AtCCoAOMT1 probably retained the same activity / substrates in
tapetum cells for methylation of hydroxycinnamoyl fractions prior to their transfer to
spermidine (Fellenberg et al., 2009, 2012). In contrast, the expression of AtTSM1 is strictly
coordinated with SHT and CYP98AS in the tapetum, and catalyzes the 5'-OH methylation of
tri-5-OH-feruloyl spermidine, thus acting after the transfer of hydroxycinnamoyl groups to
the spermidine (Fellenberg et al., 2008). Although both OMTs are required for the synthesis
of tri-hydroxycinnamoyl spermidine, only TSM1 has evolved to directly use phenolamide as
substrates. Remarkably, the co-emergence of TSM1 and CYP98AS8 in the Brassicaceae is
responsible for the accumulation of spermidine coupled to the sinapoyl group, which has not
been reported to date in other Eudicotyledons. Indeed, SHTs are not able to use this bulky
acyl donor as a substrate (Grienenberger et al., 2009). Finally, the metabolic intermediates
leading to the tri-hydroxycinnamoyl spermidines biosynthesis is not well established.
Whereas the 5'-methoxylation occurs unequivocally on hydroxycinnamoyl groups coupled to
spermidine, the contradictory results on substrate forms used by CYP98A9 and CCoAOMT
(amide and CoA ester respectively) keep open the involvement of 3'-methoxylation on
hydroxycinnamoyl moieties before or after transfer to spermidine. Both hypotheses are
possible since SHT efficiently uses p-coumaroyl-CoA and feruloyl-CoA as acyl donors. This
example showing the gain of function of P450s and OMTs for the diversification of tri-
hydroxycinnamoyl spermidine from duplicated ancestral genes implies that similar process
may have occurred on other phenolamide biosynthetic branches. This may deserve our
attention in the future.

3.9 Phenolamide glycosylation and transport

Glycosylated phenolamides have been detected in the seeds of rye, barley, corn, foxtail millet
and maize (Luo et al., 2009; Pihlava, 2014; Pihlava et al., 2018; Li et al., 2018; Xiang et al.,
2019), in tobacco leaves (Li et al., 2018) and in Arabidopsis and chicory flowers (Fellenberg
et al., 2009; Handrick et al., 2010; Delporte et al., 2018). The enzymes catalyzing their
glycosylation remain unknown. However, the glycosylated forms being often detected as
minor compounds compared to the free phenolamides, it may involve unspecialised and
large-substrate accepting UDP-glycosyltransferases.

As previously presented in this review, the incorporation of phenolamides into the cell wall
(Clarke and McCaig, 1982; Negrel et al., 1996; McLusky et al., 1999; King and Calhoun,
2005; Ishihara et al., 2008) and their localization on the surface of the pollen grain
(Grienenberger et al., 2009, Delporte et al., 2018) imply their transport in the apoplast.
Several membrane transporters involved in the release of parietal precursors from tapetum for
the formation of sporopollenin have been characterized as the ABC transporters ABCG26 /
ABCGS3 for the polyketide (Quilichini et al., 2014; lefévre et al., 2018) or the NPF transporter
FST1 for the flavonol glycosides (Grunewald et al., 2020), but the tri-hydroxycinnamoyl
spermidine transporters have not been identified. Multi-drug and toxic compound extrusion
transporters (MATEs) are the best candidates for the transport of phenolamide across the
membrane, as recently exemplified by the leaf export of p-coumaroylagmatine through



DTX18 in Arabidopsis (Dobritzsch et al., 2016), but alternatively, the involvement of
secretory vesicle systems could not be excluded (Xu et al., 2014).

4. Conclusion and remaining challenges

As highlighted in this review, knowledge about phenolamides has increased considerably
over the last decade, particularly with respect to their structural diversity and the mechanisms
underlying their biosynthesis. Connecting these two aspects, it appears obvious that
challenges remain in understanding and discovering all enzymes enabling the biosynthesis of
this great chemical diversity. Presently, no enzyme catalyzing the di-acylation of putrescine,
agmatine, or cadaverine has been reported. In addition, the coupling of dihydrocaffeoyl
moieties to spermine, which leads to the promising therapeutic kukoamines, is still not
resolved at the enzymatic level. This raises the question of the emergence of other N-
hydroxycinnamoyltransferase clusters or diversification of already described ones. Behind
these evolutionary aspects, structure-function analyses are urgently needed to identify key
amino acids controlling enzyme specificity. Yet, no representative crystal structure of the
above-mentioned N-hydroxycinnamoyltransferase clusters is available and the only few
attempts of in silico modeling and docking simulations were not experimentally confirmed by
mutant analysis (Peng et al., 2016; 2019). Likewise, subcellular organization of these
pathways has still to be elucidated. Albeit subcellular localization has been demonstrated for
some enzymes (Delporte et al., 2018), micro-compartmentation of these pathways must not
be excluded. Many proteins involved in the phenylpropanoid pathway are assembled in
supramolecular complex called metabolons (Ralston and Yu, 2006; Laursen et al., 2015).
Particularly, considering that multiple acylation steps can occur, it is tempting to suggest an
organization in metabolons of certain of these enzymes with other actors of the
phenylpropanoid pathway. Indeed, it is not clear whether the intermediates are kept within
the active site of the enzymes to complete acylations or if the intermediates are channeled
between enzymes. This will deserve further investigations. Moreover, since a large amount of
phenolamide dimers are now being described, knowledge regarding their dimerization is still
to be uncovered. In barley, peroxidases have been suggested to catalyze the dimerization of
hydroxycinnamoylagmatine to hordatine (Negrel and Smith, 1984; Burhenne et al., 2003).
However, neither the enzyme nor the gene has been characterized to date (Nomura et al.,
2007). The implication of other enzyme families needs to be investigated. As mentioned
above, the role of cytochromes P450, O-methyl-transferases and polyketide synthases in the
phenolamide pathway may have heretofore been underestimated. All these questions
highlight the need to include more plant models in phenolamide metabolism studies. One of
them should be plants from the genus Lycium. In this solanaceous genus, more than 42
phenolamide structures have been reported, including kukoamines, dimers, and glycosylated
forms (Qian et al., 2017), but nothing has been described at the enzymatic level, which offers



a fantastic playground for discovering new enzymes. Those compounds may have a role in
plants, in terms of their defense. Therefore, the optimization of their biosynthesis in plant
organs is one of the ways to favor the biological control of pests and diseases. Functional
roles of phenolamides, in terms of therapeutic and human health beneficial aspects, need
further investigation. Two reviews have been published this year on these questions (Wang et
al., 2020; Roumani et al., 2020). Research efforts focused on the added value of consuming
food products rich in phenolamides (oat, barley, eggplant, tomato, and pepper, among others)
appear essential.
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lycopersicum noradrena lahaye et al. 2003
line,
dopamine,
octopamin
e
GNAT DAT  CaTHT Capsicum Stem, root Tyramine Fe, pC 1° Mono AY819700 Kang et al. 2006
annuum
GNAT DAT  CaSHT Capsicum Flower, Serotonin, Caf, Fe, 1° Mono AF329463 Back et al. 2001, Kang
annuum stem, UV- tyramine pC et al. 2006
induced
BAHD v HVACT Hordeum Seedling, Agmatine Ci, pC,Fe, 1° Mono AY228552  Burhenne et al. 2003
vulgare induced by Caf
phytopatho
gens
BAHD v HVTHT7 Hordeum Induced by  Tryptamin Ci, Fe, pC 1° Mono Hr1G0194 Ube et al. 2019
vulgare phytopatho e, 10.1
gens serotonin
BAHD v HVTHT8 Hordeum Induced by Tryptamin Ci, Fe, pC 1° Mono HrlG0777 Ube et al. 2019
vulgare phytopatho e, 80.1
gens serotonin
HVACT  BAHD \Y HVTHT2  Hordeum Induced by  Tryptamin Fe 1° Mono HrlG0777 Ube etal. 2019
vulgare phytopatho e, 90.1
gens serotonin,
tyramine
BAHD v OsAHT1  Oryza sativa Root, flower Agmatine  Fe 1° Mono BAS91492 Tanabe et al. 2016
BAHD v OsPHT3  Oryza sativa Root, flower Agmatine, pC, Fe 1° Mono BAT09225 Tanabe et al. 2016
putrescine
BAHD v OsPHT Oryza sativa Root, Putrescine  Fe, pC 1° Mono BAT09226 Tanabe et al. 2016
flower,

wounding



BAHD v OsTHT1 Oryza sativa nd Tryptamin  pC, Caf, 1° Mono 0s10g233  Pengetal. 2016a
e, Bz 10
serotonin,
tyramine
BAHD v OsTHT2 Oryza sativa nd Tryptamin  pC, Caf, 1° Mono 0s10g238 Pengetal. 2016a
e, Fe 20
serotonin,
tyramine
BAHD v OsTBT1 Oryza sativa nd Tryptamin  pC, Bz, 1° Mono Os11g422  Pengetal. 2016a
e, Caf 90
serotonin,
tyramine
BAHD v OsTBT2 Oryza sativa nd Tryptamin Bz 1° Mono Os11g423 Pengetal. 2016a
e, 70
serotonin,
tyramine
BAHD v NaAT1 Nicotiana Induced by Putrescine  Caf, Fe 1° Mono JN390826  Onkokesung et al.
attenuata herbivore 2012
attack
AtACT1 BAHD la AtACT1 Arabidopsis Induced by Agmatine pC, Fe 1° Mono BT011800 Muroi et al. 2009
thaliana phytopatho
gens
BAHD llla NaCv86  Nicotiana Induced by Acylated pC, Caf 1° Mono JN390825 Onkokesung et al.
attenuata herbivore spermidin 2012
attack e
BAHD llla NaDH29  Nicotiana Induced by Spermidin  Caf, Fe, 1° Mono JN390824  Onkokesung et al.
NaDH29 attenuata herbivore e pC 2012
attack
BAHD llla SmSpmH  Solanum nd Spermine pC 1° Mono KP233218 Pengetal. 2019
T melangena
BAHD llla SrSpmHT  Solanum Fruit Spermine pC, Fe, 1° Mono KR150683 Pengetal. 2019
richardii Caf
AtSDT BAHD Va AtSCT Arabidopsis Root Spermidin  pC 1° Di NM12807 Luo et al. 2009
thaliana e 2
BAHD Va AtSDT Arabidopsis Silique, Spermidin S 1° Di NM12791 Luo et al. 2009
thaliana seedling e 5
Os12g27 BAHD Va Os12g27  Oryza sativa Leaf Spermidin  pC, Fe 1° Di ABA98379 Dong et al. 2015



220 220 e
BAHD Va Os12g27 Oryza sativa Various Spermidin  pC, Fe 1° Di ABG22016 Dong et al. 2015
254 tissues e
BAHD Vb AtSHT Arabidopsis Tapetum Spermidin  Fe, Caf, 1°and Tri NM12746  Grienenberger et al.
thaliana e pC, Ci 2° 4 2009
BAHD Vb MdSHT Malus Anther Spermidin  pC, Fe, 1°and Tri ALFO0095 Elejalde-palmett et
domestica e Caf 2° al. 2015
BAHD Vb NtSHT Nicotiana nd Spermidin  pC, Fe, 1°and Tri MN78704  Personal
tabacum e Caf 2° 5 communication
BAHD Vb SISHT Solanum nd Spermidin  Fe, pC, 1°and Tri MN78704  Personal
lycopersicum e Caf 2° 4 communication
BAHD Vb RicSHT Ricinus comunis nd Spermidin  Fe, Caf 1°and Tri MN78704  Personal
e 2° 3 communication
BAHD Vb VVSHT Vitis vinifera nd Spermidin  Fe, pC 1°and Tri MN78704  Personal
e 2° 7 communication
BAHD Vb RocSHT Rosa canina nd Spermidin  pC, Fe 1°and Tri MN78704  Personal
AtSHT e 2° 6 communication
BAHD Vb SmSHT1  Solanum Flower, Spermidin  Caf, Fe, 1°and Tri KP165410 Peng et al. 2016b
melangena fruit, e, pC 2°
induced by spermine
abiotic
stress
BAHD Vb SrSHT1 Solanum nd Spermidin  Caf, Fe, 1°and Tri KP165411 Pengetal. 2016b
richardii e, pC 2°
spermine
BAHD Vb CiSHT1 Cichorium Flower Spermine, pC, Caf, 1°and Tetra MG45724  Delporte et al. 2018
intybus spermidin  Fe, Ci 2° 3
e
BAHD Vb CiSHT2 Cichorium Flower Spermine, pC, Caf, 1°and Tetra MG45724  Delporte et al. 2018
intybus spermidin  Fe, Ci 2° 4
e
BAHD Vb DcHCBT  Dianthus Induced by  Anthranila Ci,pC,Bz 1° Mono 784383 Yang et al. 1997
DcHCBT caryophyllus phytopatho te
gens
BAHD Vb AsHHT1  Avena sativa Induced by  50H- pC, Caf 1° Mono AB076980 Yang et al. 2004; Li et
AsHHT1 phytopatho  anthranila al. 2019
gens te



BAHD Vb AsHHT4 Avena sativa Leaf 50H- pC, Caf 1° Mono MH39706 Yang et al. 2004; Li et
anthranila 4 al. 2019
te

Acceptor and donor substrates are listed in range of efficienty. Ci, cinnamoyl; pC, p-coumaroyl; Caf, cafferoyl; Fe, feruloyl; S, sinapoyl; Bz,
benzoyl; nd, not determined. Enzymes are first regroup depending on phenolamide synthetised, sub-groups represent common evolutive origin.



Figure legends:

Figure 1 Schematic representation of the connections between the phenylpropanoid and
mono- poly-amine pathways at the origin of phenolamide structural diversity. The six main
phenolic acids constituting acyl donors are represented as CoA esters. The major groups of
amines used as acyl acceptors are described together with their amino acid precursors. The final
enzymatic step leading to phenolamide biosynthesis is supported by N-
hydroxycinnamoyltransferases harboring specificity toward amine moieties. Few structures
representative of phenolamide diversity are indicated, additional structures are given in
Supplemental Figure 1.

Figure 2 Timeline showing the evolution of studies on phenolamides: Three main periods
can be distinguished. The first one from 1949, when the first phenolamide was identified until
the review of Edreva et al. in 2007. The second period was from 2007 to 2015, and the last period
from 2015 to the present. The blue boxes represent the major breakthroughs of each period. In the
white boxes, major reviews are indicated.

Figure 3 Phylogeny of characterized N-hydroxycinnamoyltransferases. Protein sequences
were aligned using ClustalX, and the phylogenic tree was constructed using neighbor joining and
bootstrap analysis. Black names correspond to the DAT family of GNAT acyltransferases for
which only two representative members characterized in mammals and plants are mentioned
(HSSATI1 and AtNATATL). Colored names represent BAHD acyltransferases clades for which
every characterized member is mentioned: clade Ia (blue), clade II (yellow), clade I1la (magenta),
clade IIIb (cyan), clade IV (orange), clade Va (red), and clade Vb (green). N-
hydroxycinnamoyltransferases are indicated in bold, and clusters are highlighted with dark lines
or marked with an asterisk. Amine acceptors used by members of each N-
hydroxycinnamoyltransferase clusters are mentioned.

Figure 4 Mechanisms of phenolamide accumulation under biotic stress in plants. The orange
box represents the mechanisms described in response to pathogen infection and the green box
those in response to herbivory. Transcription factors are in bold and phytohormones in blue. In
the case of pathogen infection, phenolamide accumulation relies on ethylene (ET) and jasmonic
acid (JA) signaling pathways. ET activates different transcription factors (ERF, NAC) and ends
by activating MYB factors that induce the expression of genes of the phenylpropanoid pathway,
together with acyltransferases. In Arabidopsis, JA activates the AtORAS9 factor, which leads
immediately to overexpression of the AtACT enzyme. Finally, a third pathway implies the
activation of WRKY transcription factors through the MAPK pathway. In the case of herbivory,
the JA signaling pathway is mainly activated. Once JA is accumulated, Coronatine Intensitivel
(COI1) degrades the Jasmonate Zim-Domain (JAZ) proteins and releases transcription factors
belonging to the bHLH family MYC. The release of MYC2 activates the MYB transcription
factor. Herbivory also induces the accumulation of other phytohormones and SmRNA, which can
modulate the JA dependent response and/or contribute to a systemic accumulation of
phenolamides. The mechanisms for such aspects of the regulation are still unclear. Plain lines
represent a direct relationship between these elements, whereas dotted lines represent
relationships between elements with probable intermediates. PAL: Phenylalanine Ammonia
Lyase; 4CL: 4-coumarate: CoA ligase; C4H: Cinnamate-4-Hydroxylase; CP: CaffeoylPutrescine;
CoP: p-coumaroylPutrescine; FP: FeruloylPutrescine; MCS: MonoCaffeoylSpermidine; DCS:
DiCaffeoylSpermidine; CoT : p-coumaroylTyramine; FT: FeruloylTyramine; CoN: p-



coumaroylNoradrenaline ; CoOc : p-coumaroylOctopamine ; CoD : p-coumaroylDopamine ; FD :
FeruloylDopamine ; IAA : Indole Acetic Acid ; CK : Cytokinine ; SA : Salicylic Acid.

Figure 5 Distribution of putative N-hydroxycinnamoyltransferase orthologues among
Tracheophyta species. Putative orthologues of N-hydroxycinnamoyltransferase were identified
as described in Supplemental Figure 2. Hit numbers among plant orders for the accessions
previously obtained were summarized in the table for each N-hydroxycinnamoyltransferase
clusters. To avoid confusion between orders without identified orthologues, due to limitations in
data availability rather than lack of orthologues, we applied our method on AtHCT. Since it is
assumed that HCT is needed for lignification in Tracheophyta and is maintained among land
plants (Kriegshauser et al. 2020), we specifically mention plant orders with hits for HCT
orthologues. Therefore, the absence of hits for an N-hydroxycinnamoyltransferase cluster within
an order indicated in the table, corresponds to the absence of predicted orthologues. In addition,
the number of hits for HCT indicates the species diversity available in the database for each
order.
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ARTICLE INFO ABSTRACT

Keywords: Phenolamides constitute a family of metabolites, widely represented in the plant kingdom, that can be found in
Pheﬂ"la{mdes all plant organs with a predominance in flowers and pollen grains. They represent a large and structurally diverse
Kukoamine family, resulting from the association of phenolic acids with aliphatic or aromatic amines. Initially revealed as
Putrescine . . i . . . .
; active compounds in several medicinal plant extracts, phenolamides have been extensively studied for their
Tyramine . . . . e I
Clovamide health-promoting and pharmacological properties. Indeed, phenolamides have been shown to exhibit antioxi-
Avenanthramide dant, anti-inflammatory, anti-cancer and antimicrobial properties, but also protective effects against metabolic

syndrome and neurodegenerative diseases. The purpose of this review is to summarise this large body of liter-
ature, including in vitro and in vivo studies, by describing the diversity of their biological properties and our
actual knowledge of the molecular mechanisms behind them. With regard to their considerable pharmacological
interest, the question of industrial production is also tackled through chemical and biological syntheses in
engineered microorganisms. The diversity of biological activities already described, together with the active
discovery of the broad structural diversity of this metabolite family, make phenolamides a promising source of

Human health

new active compounds on which future studies should be focused.

1. Introduction

Phenolamides, also known as hydroxycinnamic acid amines (HCAA)
or phenylamides, are plant specialized metabolites widely distributed in
the plant kingdom [1-4]. The phenolamide structure is characterised by
the association of at least one hydroxycinnamic acid derivative which is
linked through an amide bond to an aromatic monoamine or an aliphatic
polyamine (Fig. 1). In nature, the most common hydroxycinnamic acid
derivatives are p-coumaric, ferulic, caffeic and sinapic acids, together
with some glycosylated forms. Regarding the amine moieties, the aro-
matic monoamines are either phenolic (dopamine, octopamine, tyra-
mine, noradrenaline, anthranilic acid) or indolic (serotonin, tryptamine)
whereas the aliphatic polyamines differ in C length and N number
(agmatine, putrescine, cadaverine, spermidine and spermine) (Fig. 1).

The combination of different hydroxycinnamic acid and amine
moieties together with the possibility of one to four N-substitutions on
aliphatic polyamines are responsible for the broad structural diversity
for phenolamides. In a recent study, Li and coworkers constructed an in

* Corresponding author.
E-mail address: romain.larbat@univ-lorraine.fr (R. Larbat).

https://doi.org/10.1016/j.biopha.2020.110762

silico phenolamide database containing more than 840 possible struc-
tures based only on the most common hydroxycinnamic acid and amine
moieties [5]. Even if all these structures have not been detected in na-
ture, the recent development of specific Liquid Chromatography High
Resolution Mass Spectrometry (LC-HRMS) methods has allowed for the
detection of at least 79 different phenolamides from different organs in
only four different plants (corn, wheat, rice and tobacco) [5,6].

The phenolamide distribution within plants is well-documented [1,4,
7-9]. They can be found in all plant organs and sometimes at high
concentrations, especially at the surface of pollen grains and seeds [7,
10-12] or in wounded tissues [13,8,14,15]. Contrary to the knowledge
on their occurrence and distribution, their physiological roles are still
poorly understood. Roles in plant defence against pathogens and her-
bivores have been suggested and sometimes demonstrated [8,14,16,17].
However, no clear function is associated to their presence in large
amounts in floral organs and pollen [11,18].

The bioactivity of phenolamides was initially investigated in the
1970s, and nowadays is mostly done in an ethnopharmacological
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Fig. 1. Structural origin of phenolamide and representation of major structures.

context. Indeed, Asian medicinal herbs and berries, such as goji berries
(wolfberries, fruits of Lycium barbarum L.), jikoppi (root bark from
Lycium chinense Miller), shoo-fly herb (apple-of-Peru, Nicandra phys-
aloides Schreb.), safflower (Carthamus tinctorius L.), Maltese cross (fruits
of Tribulus terrestris L.), veloutier (Heliotropium foertherianum Diane &
Hilger) and shan lang dang (Scopolia tangutica Maxim.), which exhibit a
plethora of properties beneficial to health, are rich in various phenola-
mides that have been screened and often revealed as active principles
[19-21]. A recent review on Lycium genus phytochemistry reported 42
different phenolamides, representing about 12 % of the known metab-
olites in this genus [22]. Since then, this list has become longer [23-25].
In addition, the occurrence of phenolamides in edible vegetables such as
eggplant (Solanum melongena L.), tomato (Solanum lycopersicum L.),
cocoa (Theobroma cacao L.), oat (Avena sativa L.) and others has allowed
us to consider them as potential health-promoting food ingredients. The
range of health-related biological properties of phenolamides is wide.
They include anti-inflammatory, antioxidant, antimicrobial and
anti-cancer properties together with activities protecting humans from
metabolic syndrome, cardiovascular diseases and neurodegenerative
diseases. The objective of this review is to present the current state of art
regarding the health-promoting and pharmacological properties of
phenolamides with the molecular mechanisms supporting them. In
addition, from the perspective of more intensive usage in the future, a
section of this review will be devoted to their chemical and biological
production in microorganisms.

2. Protective activities against metabolic syndrome

The metabolic syndrome groups a cluster of metabolic disturbances
such as glucose intolerance, insulin resistance, dyslipidaemia and hy-
pertension, which all constitute risk factors for atherosclerotic cardio-
vascular diseases, stroke and diabetes [26,27]. The emergence of
metabolic syndrome is linked to an increase in obesity worldwide,
associated with a high-fat/high-glucose diet [28]. Indeed, expanded
adipose tissue appears as the major contributor to metabolic syndrome
development by (i) increasing blood levels of fatty acids, which also
contributes to hyperinsulinemia due to reduced insulin sensitivity in
muscles and increased insulin export from the pancreas and (ii) inducing

a pro-inflammatory state, through the increased expression of two
pro-inflammatory cytokines, interleukin (IL)-6 and Tumor Necrosis
Factor o (TNFa), which counteract the anti-inflammatory effect of the
insulin-sensitising cytokine adiponectin. Increasing blood adiponectin
levels is therefore a target to prevent metabolic syndrome. In vitro, the
synthetic phenolamide N-(2-phenylethyl)ferulamide exhibits adipo-
nectin inducing activity comparable to the reference drug pioglitazone
in mouse 3T3-L1 cells and human pre-adipocytes [29]. This inducing
effect is linked to the transcriptional activation of the Peroxisome
Proliferator-Activated Receptor y (PPARy) Retinoid X receptor o (RXRa)
heterodimer. Bioassays on diabetic male KK-AY/Ta mice concluded that
a diet containing 1% N-(2-phenylethyl)ferulamide significantly reduces
blood glucose and triglyceride blood levels after 5 weeks [29].
Controlling the blood glucose level is another alternative to prevent
metabolic syndrome. a-glucosidase is involved in glycogen and starch
hydrolysis to glucose. Among the phenolamides, p-coumaroyltyramine,
p-coumaroylputrescine, feruloylputrescine and diferuloylputrescine
have exhibited inhibitory activity against yeast a-glucosidase [30-32].
In particular, p-coumaroyltyramine showed very high efficiency with a
Ki < 1 pM and important specificity for a-glucosidase, since p-glucosi-
dase, a-amylase, a-galactosidase and a-mannosidase were not inhibited
[31,32]. Molecular docking analyses of p-coumaroyltyramine on a ho-
mology model structure of a-glucosidase indicated that it was positioned
at the entrance of the active site and highlighted the importance of the
phenolic acid moiety, specifically the hydroxyl group on the phenolic
cycle and the double bond between the phenolic cycle and the amine
group for the stabilisation of the inhibitor [32]. Kukoamine B (Nl,
N'°-bis(dihydrocaffeoyl)-spermine) was recently shown to lower blood
glucose in a type 2 diabetic mouse model (db/db) [33]. This effect on
blood glucose was accompanied by a decrease in triglycerides, choles-
terol and phosphatidylethanolamide, together with a reduction in
several pro-inflammatory cytokines, making kukoamine B a potential
candidate drug for the treatment of type 2 diabetes mellitus [33].
Atherosclerosis constitutes one of the major outcome risks of meta-
bolic syndrome [34,35]. Atherosclerosis is an inflammatory process
affecting the vessel walls of arteries, which can ultimately lead to car-
diovascular diseases. This complex process is well-explained and
described in a review by Galkina and Ley [36]. Feruloylserotonin and
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p-coumaroylserotonin were identified as the active components in saf-
flower extract that exhibited anti-atherosclerotic properties. Indeed,
supplementation of the diet with safflower (Carthamus tinctorius L.) ex-
tracts or serotonin derivatives to mice deficient in apolipoprotein E (a
mouse model of atherosclerosis) reduced the atherosclerotic lesion area
[20]. Since this effect was accompanied by a reduction in the plasma
lipid peroxide level, it was concluded that p-coumaroylserotonin and
feruloylserotonin may attenuate atherosclerotic lesion development
through the oxidative protection of lipids. This study was confirmed on
Kurosawa and Kusanagi-Hypercholesterolemic rabbits, in which
long-term dietary supplementation led to a decrease in atherosclerotic
lesions and higher vascular distensibility [37]. In addition, diet sup-
plementation with safflower extract for 4 weeks in a small number of
human volunteers led to a reduction in the plasma level of oxidised LDL,
which was associated with a reduction in some cardiovascular risk
markers [38].

The mechanisms of action of safflower serotonin derivatives to limit
atherosclerotic lesion formation appear to be numerous. Indeed, Piga
and collaborators have shown that p-coumaroylserotonin and fer-
uloylserotonin inhibit in vitro adhesion and migration of the U-937
human monocyte cell line toward human endothelial aortic cells
(HEAC), which are key steps in the early development of atherosclerotic
lesions. This inhibition appeared to be linked to the antioxidant prop-
erties of these phenolamides, which interrupted the Reactive Oxygen
Species (ROS)-dependent induction of Vascular Adhesion Molecule 1
(VCAM-1), an adhesion factor for leukocytes, and that of Monocyte
Chemoattractant Protein 1 (MCP-1), a chemoattractant of monocytes
synthesised by HEAC [39]. Another study indicated that p-coumar-
oylserotonin and feruloylserotonin inhibited, in a
concentration-dependent manner, the phenylephrine-induced vasocon-
striction state on rat femoral artery rings. They also inhibited the pro-
liferation and migration of vascular smooth muscle cells (VSMCs) by
blocking the Platelet Derived Growth Factor (PDGF) signalling cascade
or the intracellular [Ca®'] increase [40]. Interestingly, the oat-specific
phenolamide, avenanthramides (Avns) also inhibited U-937 monocyte
cell line adhesion to HEAC and decreased VCAM-1 and MCP-1 expres-
sion, as well as the expression of IntraCellular Adhesion Molecule-1
(ICAM-1) [41].

Platelet aggregation plays an important role in the mechanism of
atherosclerotic plaque formation inside the artery. Among other phe-
nolamides, feruloyltyramine, caffeoyldopamine and hydrox-
ybenzoyltyramine derivatives are able to inhibit platelet aggregation in
the mouse. This effect is mediated by the inhibition of cyclooxygenase
activity and a decrease in cAMP accumulation, which initiate the
platelet aggregation cascade through P-selectin activation [42—,43,44].

3. Vascular system

In addition to atherosclerosis, phenolamides appear to be beneficial
molecules in other aspects of cardiovascular system disease. Indeed, the
hypotensive property of the oriental medicine plant jikoppi has been
attributed to N!,N'*-bis(dihydrocaffeoyl)-spermine, also called kuko-
amine A [19]. This initial study did not determine the mechanisms un-
derlying this property. However, a more recent study, devoted to
identifying the bitter-active compounds of the tropical fruit lulo (Sola-
num quitoense L., Solanaceae), isolated two spermidine containing phe-
nolamides, i.e. (Nl,N4,N8—tris(dihydrocaffeoyl)—spermidine and NI,N&,
bis(dihydrocaffeoyl)-spermidine), with a structure very close to that of
kukoamine A. Interestingly, the former metabolite exhibited strong
inhibitory activity against Angiotensin-Converting Enzyme (ACE), a
carboxypeptidase that plays an essential role in blood pressure regula-
tion [45]. Docking analysis of NL,N* N&.tris(dihy-
drocaffeoyl)-spermidine and N*,N® bis(dihydrocaffeoyl)-spermidine in
the active site of ACE highlighted a strong protein-inhibitor interaction
in both cases, mediated by a hydrophobic interaction through the aro-
matic ring and hydrogen bonds through the dihydrocaffeoyl moieties
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Fig. 2. Molecular targets mediating the anti-inflammatory properties of
phenolamides in macrophage, dermal fibroblast and neuronal cell
models. Inflammatory stimuli induce kinase cascades involving JNK (c-Jun N-
terminal kinase) and ERK (extracellular signal regulated kinase), which induce
the nuclear translocation of NFxB and the activation of the AP1 (activator
protein 1) transcription factor. As a consequence, the transcription of iNOS
(inducible nitrite oxide synthase), COX2 (cyclooxygenase 2), IL (interleukin)-1,
-6, -8 and TNFo (tumor necrosis factor a) is induced. The steps that are inhibited
by phenolamides are represented in the scheme. The colour code indicates if it
has been described in macrophages (green), dermal fibroblasts (grey) or
neuronal (red) cells. CoD: p-coumaroyldopamine; FT: feruloyltyramine; DHCT:
dihydrocaffeoyltyramine; DCP: dicoumaroylputrescine; DFP: diferuloylpu-
trescine; CVD: clovamide; Avns: avenanthramides.

[46]. Due to the structural homology of kukoamine A with these me-
tabolites, it is reasonable to hypothesise that its hypotensive activity
could be mediated by a similar mechanism.

Clovamide (N-caffeoyl-dihydroxyphenylalanine) is a phenolamide
initially isolated from red clover (Trifolium pratense L.) [47], largely
present in the Trifolium genus and in cocoa (Theobroma cacao L.). This
phenolamide exhibited a protective effect against oxidative stress on the
rat cardioblast cell line H9¢2. It acts by limiting the ROS content in HoO,
treated H9c2 cells, also by decreasing apoptosis events, such as DNA
fragmentation and caspase activation [48]. This antioxidant effect on
cardioblast cells is interesting since myocardial damage after heart
attack and/or stroke is usually caused by sequential ischemia/r-
eperfusion, which promotes oxidative stress [49]. Clovamide has also
been demonstrated to limit oxidative stress-induced damage to blood
platelets and plasma [50].

4. Anti-inflammatory properties

Inflammation is a complex process involved in the immune response
of an organism to various stimuli such as infection and/or tissue injury
[51]. This process is temporally and spatially controlled by plasma and
cellular regulators and is viewed as a lever to maintain the basal ho-
meostatic state. The modern lifestyle, through different stressors such as
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a high-fat and/or high-glucose diet, constantly impacts on basal ho-
meostasis, and may induce a chronic inflammatory state [51,52].
Chronic inflammation is a risk factor and a contributor to a large array of
chronic diseases, including type 2 diabetes [53], cardiovascular diseases
[54], cancers [55,56] and neurodegenerative diseases [57]. Identifying
and characterising efficient, possibly natural-source anti-inflammatory
molecules is thus of major concern. Numerous phenolic compounds are
efficient anti-inflammatory molecules [58]. Several studies have eval-
uated the anti-inflammatory properties of phenolamides, as part of
active principle from natural sources (food, herbal medicine) or as
chemically synthesised compounds. Due to the complexity of inflam-
matory processes, multiple targets and markers for anti-inflammatory
properties have been studied, and inter-molecule and inter-study com-
parisons are often difficult. For the ease of the reader, the
anti-inflammatory properties of phenolamides are summarised in Fig. 2.

A classical model to study potential anti-inflammatory properties of
molecules is to stimulate monocytes and/or macrophages with pro-
inflammatory molecules such as lipopolysaccharide (LPS) and verify if
the added molecule(s) is able to counteract this effect. For example,
using the murine RAW 267.4 cell line stimulated with LPS, several
phenolamides including tyramine, dopamine, tryptamine, spermidine,
anthranilic acid and phenethylamine derivatives have been screened
and demonstrated to inhibit the production of nitric oxide (NO) with
ICs values ranging from 2 to 5 0 pM [59-65]. The mechanisms involved
have been deciphered in the case of dihydrocaffeoyltyramine, fer-
uloyltyramine, p-coumaroyldopamine, dicoumaroylputrescine, difer-
uloyputrescine, avenanthramides (Avns) and clovamide (Fig. 2).
Dicoumaroylputrescine, diferuloylputrescine and p-coumaroyldop-
amine were shown to inhibit the nuclear translocation of the tran-
scription factor NFkB, which stimulates the transcription of numerous
genes such as the pro-inflammatory cytokines IL-1, IL-6 and TNFa [59,
66]. Dihydrocaffeoyltyramine and feruloyltyramine inhibit prosta-
glandin E; (PGEy) synthesis by controlling cyclooxygenase 2 (COX-2)
expression. Both tyramine derivatives inhibit transcription factor acti-
vating protein 1 (AP1) and CCAAT/enhancer-binding protein (C/EBPf)
nuclear translocation by blocking c-Jun N-terminal kinase (JNK) and
extracellular signal-regulated kinase (ERK) phosphorylating activity
[60,65,67]. The anti-inflammatory activity of tyramine derivatives
(dihydrocaffeoyl- and caffeoyl) has been confirmed in other cell types,
such as the human embryonic kidney cell line (HEK-293). Again, this
activity was mediated by the inhibition of NFkB nuclear translocation
[68]. Interestingly, these two phenolamides exhibited contrasted
anti-inflammatory efficiencies, indicating that the C7-C8 double bond of
the phenolic moiety (the only difference between the two molecules)
was important for this activity. In a skeletal muscle cell line (C2C12),
Avns inhibited TNFa-induced inflammation through a reduction in NFxkB
translocation, the downregulation in IL-1 and IL-6 expression and
impaired ROS accumulation [69,70]. Interestingly, molecular docking
studies revealed that Avns (A, B and C) inhibit the NFxB pathway
through an allosteric inhibition of IkB kinase b (IKKp) [70,71].

Another phenolamide, clovamide, has been studied on human
monocytes pretreated with phorbol 12-myristate 13-acetate (PMA) and
has shown a strong anti-inflammatory activity. Clovamide inhibits su-
peroxide anion production and TNFa and IL-6 synthesis. This inhibition
appears again to be mediated by the inhibition of NFkB nuclear trans-
location [72].

Oatmeal has long been used to treat itch associated with diverse
xerotic dermatitis [73]. Avenanthramides appear to be associated at
least partly with this property, since they exhibit anti-inflammatory
activity on dermal fibroblasts, keratinocytes and mast cells [74-77].
Purified Avns limit TNFa-induced keratinocyte inflammation by
reducing the expression of NFkB and the release of IL-8 [75]. The syn-
thetic Avn Tranilast reduces dermal fibroblast inflammation by
decreasing the expression of COX-2, which negatively impacts PGEy
production [74,78]. Interestingly, the topical application of purified
Avns reduces both neurogenic inflammation and the immune-mediated
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allergic response in a murine itch model [75].
5. Neuroprotective properties

Neurodegeneration is the basis of numerous pathologies, including
ischemic stroke and neurodegenerative diseases (Parkinson’s disease,
Alzheimer’s disease, multiple sclerosis, etc.). Neurodegeneration is a
complex process that can be induced notably by oxidative and inflam-
matory stresses [79-81]. The anti-inflammatory properties of clovamide
and its derivatives were confirmed in vitro using specific cellular models
of neuro-inflammation such as LPS treated BV-2 cells or SH-SY5Y cells
[82-84]. Clovamide synthetic derivatives appeared to efficiently inhibit
NO production in inflammation-induced cells. This was the consequence
of multistep impact on the induced inflammation pathway (Fig. 2)
which included the inhibition of JNK, extracellular signal-regulated
kinase-mitogen activated protein kinase (ERK-MAPK) and IkB phos-
phorylation [83], as well as the inhibition of NFkB nuclear translocation
[83,84], as well as the inhibition of IL-1, IL-6, TNFaq, inducible nitric
oxide synthase (iNOS) and COX-2 expression [83-85]. Finally, direct
inhibition of the iNOS activity has been demonstrated for some clova-
mide derivatives, supported by molecular docking evidence for the
active site of iNOS [84].

A larger panel of phenolamide structures including clovamide de-
rivatives, kukoamine A, tyramine and octopamine derivatives have been
studied for their neuroprotective properties using in vitro HyO»-induced
and neurotoxin-induced cell models [86-89]. Indeed, kukoamine A and
the clovamide derivative caffeoylphenylalanine methyl ester reduced
ROS production in H20z-induced SH-SY5Y cells. In addition, they
inhibited the induction of apoptosis by reducing mitochondrial mem-
brane potential (MMP) loss, modulating the level of malondialdehyde
(MDA) and affecting the level of apoptotic markers such as the Bax/Bcl2
ratio and cleaved caspase-3 [86,89]. Kukoamine A blocked N-Methyl--
D-Aspartate Receptors (NMDARs), a key element involved in neuronal
excitotoxicity [86]. The neurotoxin 1-methyl-4-phenylpyridinium ion
(MPP™) is used on SH-SY5Y dopaminergic neuroblastoma cells as an in
vitro model of Parkinson’s disease (PD). With this model, cis-fer-
uloyltyramine isolated from Nicandra physaloides and kukoamine A were
demonstrated to inhibit apoptosis in MPP*-induced cells and to promote
autophagy [87,88].

The neuroprotective properties of previously cited phenolamides has
gained support from in vivo assays on PD murine models consisting of 1-
methyl-4-phenyl-1,2,3,6-tetrahydropyridine (MPTP) intoxicated mice.
Indeed, the administration of kukoamine A, caffeoylphenylalanine and
clovamide derivatives (from 10 to 20 mg/kg) alleviated the dyskinesis
symptoms of these mice. These molecules also reduced apoptosis and
oxidative stress and stimulated tyrosine hydroxylase accumulation,
thereby supporting dopamine biosynthesis in the substantia nigra and
striatum of mice, which are the brain areas especially affected in PD [83,
84,88,89]. Transgenic fruit flies (Drosophila melanogaster)
over-producing Amyloid (Ap) oligomers are used as a model of Alz-
heimer disease (AD) [90]. These transgenic flies exhibit several features
of AD, including short-term memory loss, that can be quantified through
a well-established aversive Pavlovian olfactory conditioning assay in
which flies are trained to avoid an odour associated with an electric
shock [91]. Whereas transgenic flies with AD symptoms did not avoid
the odour associated with the electric shock, those fed with wolfberry
kukoamine derivatives were preferentially attracted by the odour not
associated with the electric shock, indicating a partial recovery of
short-term memory [92]. This result is corroborated by the ability of
wolfberry water extract to inhibit Ap1-42 aggregation [93]. Recently,
the oral administration of Avn-C to AD transgenic mice (Tg2576 and
5XFAD) was shown to partially restore their spatial memory capacities.
Although the mechanisms remain unclear, the oral administration of
Avn-C reduced caspase-3 cleavage, ameliorated neuroinflammation and
increased the accumulation of IL-10 [94].
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Table 1
Antioxidant properties of phenolamides reported in the literature.
ECso (uM)
Molecules DPPH scavenging PTIO " scavenging cu®t DPPH Oy OH  scavenging References
activity (%) reduction scavenging scavenging
N-E-coumaroyltyramine 96
N-E-feruloyltyramine 96
Lyciumamide A 76 [o711
Lyciumamide B 73
Lyciumamide C 90
Kukoamine A 119 10 87 401 168 Xican et al.
Kukoamine B 29 9 74 278 147 2018
Kukoamine A 96
Kukoamine B 97
Kukoamine C 0 toi
Kukoamine D 42
Di-coumaroylputrescine >500 >10000 165
Di-feruloylputrescine 38 292 352 [95]
Coumaroyl-feruloylputrescine 70 488 193
N-trans-feruloyl-N'-cis-feruloyl-cadaverine >100
N,N'-trans-diferuloyl-3-oxo-cadaverine >100
N-trans-feruloyl-N'-cis-feruloyl-3-hydroxy- 37
cadaverine
N,N'-cis-diferuloyl-3-hydroxy-cadaverine >100
N-trans-p-coumaroyl-N'-trans-feruloyl-3- [99]
. >100
hydroxy-cadaverine
Diferuloylcadaverine 38
N,N'-Diferuloylputrescine 41
(E,Z)-Terrestribisamide >100
(Z,Z)-Terrestribisamide 67
N-trans-o-coumaroyldopamine 78 28
N-trans-m-coumaroyldopamine 74 36
N-trans-feruloyldopamine 73 45
N-trans-p-coumaroyldopamine 24 406
N-trans-feruloyl-3-methyldopamine 64 70
N-trans-feruloyl-4-methyldopamine 43 165
N-trans-isoferuloyl-dopamine 76 35
N-trans-isoferuloyl-3-methyldopamine 45 155 [66]
N-trans-isoferuloyl-4-methyldopamine 33 288
N-trans-o-coumaroyl-3-methyldopamine 39 217
N-trans-m-coumaroyl-3-methyldopamine 31 874
N-trans-p-coumaroyl-3-methyldopamine 34 279
N-trans-o-coumaroyl-4-methyldopamine 28 348
N-trans-m-coumaroyl-4-methyldopamine 34 279
N-trans-p-coumaroyl-3-methyldopamine 38 225

6. Antioxidant properties

In addition to their capacity to modulate kinase cascade pathways,
which in turn may increase the antioxidative potential of cells and or-
gans (described above), phenolamides have been described as efficient
antioxidative and antiradical agents (Table 1). The characterisation of
these properties has been documented in several studies using diverse
assays assessing antiradical activities (DPPH, PTIO, ORAC, -OH, -O5...)
and metal chelating activity (Fe, Cu) [66,95-100].

Interestingly, since phenolic acids, polyamines and aromatic amines
are already known to be efficient antioxidative agents [102—,103,104],
their combination as phenolamides tends to potentiate this character-
istic [98,101,105]. Several structure-function studies that focused on
phenolamide subfamilies provided a better understanding of the struc-
tural features supporting their ROS-scavenging activity. Indeed, for
dihydrocaffeoyl-spermine derivatives, referred as kukoamines, the po-
sition of the dihydrocaffeoyl moieties on the spermine nitrogens has a
considerable impact on radical scavenging activity (DPPH test); kuko-
amine B (Nl, N0 bis DiHydroCaffeoyl spermine) and A (Nl, N4 bis DHC
spermine) show higher activity than kukoamine C (N°, N'© bis DHC
spermine) and D (Nl, N°® bis DHC spermine) [101]. In addition,
replacement of dihydrocaffeoyl moieties with caffeoyl moieties or fer-
uloyl moieties shows the importance of chain flexibility in the DHC and
the presence of hydroxyl groups on the phenolic ring [101]. In addition
to their radical scavenging activity on DPPH, kukoamine A and B were
found to be efficient scavengers of other radicals such as PTIO, -OH and

-Oz, indicating several possible mechanisms including proton transfer,
electron transfer, hydrogen atom transfer or radical adduct formation. In
addition, these two compounds were also able to chelate iron [106]. In
the case of phenolamides integrating an aromatic amine (dopamine,
tryptamine, tyramine, phenylethylamine), comparative analysis based
radical scavenging activity (DPPH assay) led to the conclusion that,
among the phenolic moieties, the caffeoyl structure was the most effi-
cient, whereas for the amine part, dopamine is most effective [107]. The
catechol function present in the amine part of dopamine is more effec-
tive than the catechol function on the feruloyl moieties in terms of
sustaining electron transfer and, consequently, radical scavenging
property [105].

7. Antimicrobial properties

Due to the constant increase in the number of infectious diseases and
the concomitant lack of available treatments for certain diseases and
antibiotic resistance, research and development into new antimicrobial
agents is urgently needed to confront this major public health problem
[108]. The literature regarding the antimicrobial activities of phenola-
mide is relatively rare, and the methodology used to define the Mini-
mum Inhibitory Concentration (MIC) is often different between studies
and does not always follow international norms, which makes compar-
ison difficult. To summarise the available data, we define three effi-
ciency levels, based on the MIC categorisation (see details in Table 2). In
a general way, phenolamides are mostly described as medium to low
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Table 2
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A/B: Antimicrobial activities of phenolamides. The efficiency is represented by symbols defining three categories: +++ MIC <50 pg/mL; ++ 50<MIC<99 pg/mL; +
MIC >100 pg/mL. References are given by superscript letters. a [107]1; b [109]; ¢ [110]; d [182]; e [111]; f [183]Kyselka et al., 2018.

A represents available data on antibacterial activities.

Molecules B. subtilis L. monocytogenes S. aureus S. pyogenes S. aureus S. aureus S. aureus S. aureus S. aureus
1A95¢ c12¢ 209° 10535¢ NBIMCC ATCC MRSAY® MRSA MRSA
33597 6538P* 20628>° 20630>°

Dihydrocaffeoylpropanediamine 44 44 i

Dihydrocaffeoylputrescine et 4t .

Dihydrocaffeoylcadaverine ++ 4t 4t

Dihydrocaffeoylhexanediamine + a4 a4

N1-N9-Bis(dihydrocaffeoyl) ++ [ [
norspermidine

N1-N10-Bis(dihydrocaffeoyl) ++ RIS St
spermidine

Kukoamine A . 4t 44

Tri(dihydrocaffeoyl) + St .
spermine

Tetra(dihydrocaffeoyl)polyamine 4 et RS

Caffeoyllysine + +

Cinnamoyldopamine + + + +

Coumaroyldopamine + + + +

Caffeoylphenylethylamine + + + +

Caffeoyldopamine + + + +

Caffeoyltyramine + + + +

Caffeoyltryptamine + + + ++

Feruloyldopamine + + 4 4

Feruloyltyramine + + ++ +

Feruloyltryptamine + + + +

Sinapoyldopamine + + + +

Sinapoyltyramine + + 4 44

Sinapoyltryptamine + + + ++

efficiency antimicrobial agents (Table 2). Regarding antibacterial ac-
tivities, the most active compounds exhibiting a MIC value below 99
pg/mL were found against Staphylococcus aureus and Streptococcus pyo-
genes [107,109,110]. Dihydrocaffeoyl moieties appeared to be very
important, as they to confer antibacterial activity against several strains
of S. aureus, including methicillin resistant (MRSA) and vancomycin
resistant (VRSA) strains (MIC < 50 pg/mL) [109,110]. Dihy-
drocaffeoyltyramine, trans-feruloyloctopamine and trans-feruloyltyr-
amine, extracted from the root bark of Lycium chinense Mill., exhibited
also significant antifungal activities (5 pg/mL < MIC < 10 pg/mL)
against Candida albicans, Saccharomyces cerevisiae and Trichosporon bei-
gelii [111].

Despite their generally moderate antimicrobial activity, the contri-
bution of phenolamides in complex extracts exhibiting antimicrobial
activities is still unclear and deserves better attention. Indeed,
phenolamide-rich extracts such as Lycium barbarum and Lycium chinense
leaf extracts also exhibited significant antibacterial activities against
Salmonella typhimurim and Escherichia coli [112]. In addition, a study by
Michalet et al. [113] reported the capacity of N-trans-4’-methyldop-
amine, isolated from Mirabilis jalapa, to inhibit NorA multidrug efflux
pumps overexpressed in S. aureus. Bacterial efflux pumps contribute to
the multidrug resistance phenotype by extruding a wide range of
exogenous compounds, including antibiotics [114]. The use of efflux
pumps inhibitors (EPI) could be an interesting strategy to restore anti-
biotic sensitivity to multidrug resistant strains. A structure-function
analysis of this activity concluded that maximal NorA efflux pump in-
hibition was observed with phenolamides bearing two hydroxyl groups
in the phenolic ring and an indolic group [113].

The antimicrobial activity of phenolamides has also been extended to
kinetoplastids. The latter represent a class of parasitic protists, with
three of them causing major human tropical diseases: human African
trypanosomiasis, Chagas disease and leishmaniasis. Research into new
antikinetoplastids is highly active. Among the potential targets,

identification of a trypanothione synthase inhibitor is promising, as re-
ported in a recent review by Jagu et al. [115]. The trypanothione
pathway regulates the redox potential in kinetoplastids. Trypanothione
is synthesised by trypanothione synthase from two molecules of gluta-
thione and one of spermidine. The design of trypanothione synthase
inhibitors based on spermidine analogues seems very promising [115].
In this context, kukoamine A and analogues have been successfully
screened as trypanothione synthase inhibitors [116].

8. Anti-cancer properties

Cancer is one of the leading causes of death worldwide, with an
estimated 18.1 million new cancer cases and 9.6 million deaths in 2018
[117]. These indicators are still in progress due to many factors,
including the increase in and ageing of the population, environmental
impacts and socioeconomic development [118,119]. In high-income
countries, the emergence cancer is slowly decreasing thanks to inten-
sive research and innovation in the field in recent decades [120].
Nevertheless, the road is still long to find efficient treatments against the
multiple forms of cancer, and the search for novel effective therapeutics
is still needed.

The anticancer properties of phenolamides have been investigated
and reported only for several metabolites and cancer types. According to
Rocha et al. [121], who reviewed the anticancer properties of hydrox-
ycinnamic acids, these properties can be discriminated into three cate-
gories based on the mechanism of action: (i) blockade of the cell cycle,
(ii) induction of apoptosis and (iii) inhibition of metastasis. Current
knowledge on phenolamide anticancer activities is summarised in
Table 3.

8.1. Breast cancer

Breast cancer was the most diagnosed cancer among women
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A represents available data on antibacterial activities.
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worldwide in 2018 [117]. Mitsis et al. [129] identified p-coumar-
oylserotonin as a cytotoxic compound against a breast carcinoma cell
line (MCF-7), which could act through multiple pathways. Indeed, it
blocked the cell cycle at the S-phase and induced apoptosis through
caspase-8 activation. In addition, p-coumaroylserotonin decreased the
accumulation of several cluster of differentiation (CD) markers like
CD24, CD44, CD58 and CD71, all overexpressed in aggressive cancer
cells with high metastasis potential. Avns purified from oat greatly
impacted the viability of MDA-MB-231, another human breast cancer
cell line. Among the major isoforms, AvnC was the most effective and
acted through the induction of apoptosis [130]. Two synthetic Avns, i.e.
Tranilast and dihydro-AvnD, also exhibited anticancer properties
against breast tumour cell lines. The former inhibited cell growth and
migration as well as colony formation in the BT6474 and MDA-MB-231
cell lines [131]. The latter decreased the invasion of MCF-7 cells by
inhibiting the MAPK/NFkB and MAPK/AP-1 pathways and by sup-
pressing Matrix Metalloproteinase 9 (MMP-9) expression [132].

8.2. Leukaemia

Leukaemia is a cancer affecting blood cells. Several human
leukaemia cell lines, namely U-937, Jurkat and HL-60, have been used as
in vitro models to study the potential anticancer properties of tyramine-
and putrescine-derived phenolamides. Among the tyramine-derived
phenolamides, both caffeoyl and coumaroyl moieties exhibited anti-
cancer activity, the former being the most effective [126,127]. These
two molecules induced cell cycle arrest at the S-phase and the induction
of caspase-3 activity, indicating possible pro-apoptotic properties. In
addition, caffeoyl- and p-coumaroyl-tyramines can inhibit the tyrosine
kinase activity of the Epidermal Growth Factor Receptor (EGFR)
involved in several signalling cascades leading to cell proliferation, in-
vasion and metastasis. Among the polyphenolic compounds purified
from corn bran, diferuloylputrescine (DFP) was shown to be the most

effective against the U-937 cell proliferation [128]. DFP acted as an
inducer of the apoptotic process which was characterised by chromatin
condensation, DNA fragmentation, cytochrome c release and caspase-3
activation. Addition of DFP to the U-937 cell culture medium
decreased the expression of anti-apoptotic markers such as Inhibitor of
Apoptosis Protein (IAP) and the Bcl2 family proteins. Interestingly, DFP
also exhibited pro-apoptotic properties against the Caki cell line, an in
vitro model of kidney carcinoma. The active concentration against the
cancer cell line (100 pM) was not cytotoxic to normal human fibroblasts
[128].

8.3. Brain cancer

Among brain cancers, glioblastoma is certainly the most common but
also the one with the worst prognosis [140]. p-coumaroylserotonin,
which was effective against MCF-7 breast cancer cells, was also suc-
cessfully tested, together with feruloylserotonin, on the U251MG and
T98 G glioblastoma cell lines. p-coumaroylserotonin and feruloylser-
otonin reduced proliferation in the two cell lines by blocking the cell
cycle at the G2/M and S phases and by triggering apoptosis (through the
activation of caspase-8 in the case of p-coumaroylserotonin) and the
collapse of mitochondrial membrane potential [122,123]. In addition,
feruloylserotonin suppressed the expression of CD24 and CD44, two
markers of cancer stem cells [123]. p-coumaroylserotonin and fer-
uloylserotonin were found to be non-toxic to zebrafish even at a high
concentration (1 mM). The crude extract from Lycium chinense root bark
also impacted glioblastoma cell growth. The active component of this
crude extract is kukoamine A, which was able to block the cell cycle of
U251 and WJ1 cell lines at GO-G1 phase. In addition, it had
pro-apoptotic properties through a reduction in 5-LOX and Bcl2
expression, concomitant with an increase in Bax and caspase-3 expres-
sion. Finally, kukoamine A also reduced cell migration and cell invasion
by modulating the expression of specific markers such as C/EBPf,



M. Roumani et al.

Biomedicine & Pharmacotherapy 131 (2020) 110762

Table 3
Anticancer properties of phenolamides reported in the literature.
Molecules Cancer Model Cell cycle arrest Pro-apoptosis properties Anti-metastasis properties References
type properties
p-Coumaroylserotonin Brain U251MG T98G Blocks cells at G2/M Induces caspase-8 [122]
and S phases Induces mitochondrial membrane
depolarisation
Feruloylserotonin Brain U251MG Blocks cells at G2/M Induces caspase-8 Reduces the expression of [123]
T98G and S phases Induces mitochondrial membrane = CD24 and CD44
depolarisation
Grossamide and Brain GSC-3# [23]
methylgrossamide GSC-12#
Kukoamine A Brain U251 Blocks cells at GO/G1- Reduces 5-LOX and Bcl2 Reduces C/EBPf, N-cadherin, [124]
WJ1 phase expression level vimentin, Twist, Snail, Slug
Increases Bax and caspase-3 expression
expression level Increases E-cadherin
expression level
Reduces 5-LOX expression level
Inhibits cell migration
Inhibits cell invasion
Tranilast Brain LN18 Blocks cells at S phase Inhibits the release of TGF-p1 [125]
T98G Increases the cellular and TGF-p2
9 L Rat level of p21 Inhibits cell migration and
invasiveness
Decreases the size of the
tumour in vivo
Decreases MMP-2 activity
p-Coumaroyltyramine Leukaemia HL60 Blocks cells at S-phase Induces caspase-3 [126,127]
U937 Inhibits tyrosinase
Jurkat activity of EGFR
Caffeoyltyramine Leukaemia HL60 Blocks cells at S-phase Induces caspase-3 [127]
U937 Inhibits tyrosinase Induces DNA fragmentation
Jurkat activity of EGFR
Di-feruloylputrescine Leukaemia U937 Decreases the expression of [128]
cIAP2, XIAP, Induces the cleavage
of PLC-g and PARP
Induces the release of cytochrome
c
Induces chromatin condensation
Induces DNA fragmentation
Bcl2, Mcl-1 and pro-caspase 3
Inhibits NFkB promoter activity
p-Coumaroylserotonin Breast MCF-7 Blocks cells at S-phase Induces Caspase-8 Reduces the CD24, CD44,CD58  [129]
and CD71 expression level
Avenanthramide C Breast MDA-MB-231 Blocks cells at subG1 Induces DNA fragmentation [130]
phase Induces apoptosis
Induces caspase 3 and 7 activity
Tranilast Breast MDA-MB-231 Induces the cleavage of PARP Reduces the accumulation of [131]
BT-474 MRTF-A
Reduces the clonogenicity of
cells
Inhibits cell migration
Dihydro-avenanthramide Breast MCF-7 Blocks the induction of MMP-9 [132]
D protein and its excretion
Inhibits NFkB and AP-1
activation
Inhibits the JNK pathway
Inhibits the ERK pathway
Di-feruloylputrescine Kidney Caki Induces apoptosis [128]
Tranilast Pancreas PGHAM-1 Blocks cells at GO-G1 Decreases angiogenesis in [133]
phase dorsal air sac models
Natural and synthetic Colon Caco-2; Induces caspase-2, - 3, - 8 Inhibits expression of hTERT, [134-,135,
avenanthramides HCT116; activities COX-2 and MDR1 136,137,138]
HCTS; HT29 AvnA increases miR-129—-3p Inhibits COX-2 activity
expression Reduces PGE, production
AvnA induces p53 and p21 AvnA inhibits DDX3 ATP
protein accumulation hydrolysis activity
Inhibits Snaill and E-cadherin
expression
Natural and synthetic Liver Hep3B Induces caspase-2, - 3, - 8 Inhibits expression of hTERT, [135]
avenanthramides activities COX-2 and MDR1
Inhibits COX-2 activity
Reduces PGE; production
N-feruloyloctopamine Liver Huh7, Inhibits p38 MAPK and Akt [139]
HCCLM3 phosphorylation

Inhibits Slug expression
Increases E-cadherin
expression
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Summary of the antimelanogenic properties of phenolamides. The ICsy values for mushroom, murine tyrosinase activity and melanin production are given in
micromolar. The inhibition of human tyrosinase in melanoma cells is given as % for a phenolamide concentration of 100 pM.

Molecules Mushroom Tyr B16 Tyr (L-DOPA) B16 Tyr (TYR) B16 melanin Human HMVIL References
Inhibition ICsg Inhibition ICsg inhibition ICsg inhibition ICsq melanoma cell Tyr
inhibition
N1-(E)-N6-(Z)-di-p-coumaroylputrescine 75.1
N1-acetyl-N5, N10-(E)-di-p-methoxy-
o >100
coumaroylspermidine
N1-acetyl-N5 (Z), N10-(E)-di-p-methoxy-
S >100
coumaroylspermidine
N1-acetyl-N5, N10-(Z)-di-p-methoxy-
S >100
coumaroylspermidine
N1, N5, N10-(E)-tri-p-coumaroylspermidine 20.3
Safflospermidine A 85.8
N1, N5, N10-(Z)-tri-p-methoxy-
s >100
coumaroylspermidine
N1, N5-(Z), N10-(E)-tri-p-
j 31.7
coumaroylspermidine
N1, N5, N10-(Z)-tri-p-coumaroylspermidine 85.8 [62,153,
N1, N10-(E) di-p-coumaroyl-N5-(Z)- 152]
L 24.7
caffeoylspermidine
N1-(E)-, N10-(Z) di-p-coumaroyl-N5-(Z)-
g 21.5
caffeoylspermidine
N1-(E)-p-coumaroyl-N5 (Z) N10 (E)-di-
s 189
caffeoylspermidine
N1, N5-(E)-di-caffeoyl-N10 (E) p-
i 60.4
coumaroylspermidine
N1, N5, N10-(E)-tri-caffeoylspermidine 24.6
N1, N5 (E), N10-(Z)-tri-caffeoylspermidine 80.3
N1-p-methoxybenzoyl-N5 (Z)-N10 (E)-di-p-
‘e >100
methoxy-coumaroylspermidine
N1, N5, N10, N14-(Z)-tetra-p- 195
coumaroylspermine :
N-p-coumaroylserotonin 74 245 [146]
. . [62,153,
N,N’-di-coumaroylputrescine 82.4 181.7 1056.7 3169.5 152,95]
N-p-coumaroyl-N’-feruloylputrescine 233.6 921.5 1257.6 [95]
N,N’-di-feruloylputrescine 291.3 733.6 [95]
N-trans-feruloyltyramine <10 [151]
N-trans-caffeoyltyramine - - 30 [147]
N-trans-caffeoyltryptamine - - 14 [147]
N-trans-caffeoylserotonin 28 15 55 [147]
N-trans-caffeoyl-methoxy-tryptamine - - 4 [147]
N-trans-feruloyltryptamine - >30 13 [147]
N-trans-feruloylserotonin 23 216 23; 191 48 [147,146]
N-trans-protocacheuoyltyramine - - 9 [147]
N-trans-protocacheuoyltryptamine - 7 [147]
N-trans-protocacheuoylserotonin 73 43 [147]
N-trans-resorcinoylserotonin 42 15 39 [147]
N-trans-guaiacoylserotonin 211 >30 16 [147]
N-trans-hydroxybenzoyltryptamine - >30 0 [147]
N-trans-hydroxybenzoylserotonin 233 >30 9 [147]
N-trans-benzoyltryptamine - - 1 [147]
N-trans-benzoylserotonin 333 >30 23 [147]
N-acetylserotonin 311 >30 18 [147]
Serotonin 550 >30 15 [147]
5-Hydroxyindole 68 13 54 [147]

N-cadherin, vimentin and TWIST at the protein level. Most interestingly,
kukoamine A was successfully assayed in vivo in rats grafted with WJ1
glioblastoma cells. Repeated intra-peritoneal inoculation of kukoamine
A at 10 mg/kg for 4 weeks led to a 30 % reduction in tumour weight in
comparison to control. This effect increase to a 50 % reduction with
kukoamine A at 20 mg/kg [124]. The synthetic Avn Tranilast was also
shown to be effective in reducing the proliferation, migration and
invasiveness of the LN-18 and T98 G malignant human glioma cell lines.
Tranilast reduced DNA synthesis and blocked cells in the S phase.
Moreover, it increased the accumulation of the CDK inhibitor p21 and
reduced the production of Transformation Growth Factor (TGF) p1 and
2. Moreover, oral administration of Tranilast (200 mg/kg) was able to
inhibit glioma growth in the 9 L rat glioma model, where cells were
implanted intracranially in syngeneic Fisher 344 rats. Tranilast treat-
ment significantly decreased the glioma volume after 10 days [125].

8.4. Digestive cancers

Among the phenolamides, Avns have been reported to exhibit anti-
cancer activities against several digestive cancers. Indeed, natural and
synthetic Avns can inhibit cell proliferation in several colon (HT29,
Caco-2, LS174 T, HCT116), hepatic (HepB3) and pancreatic (PGHAM-1)
cancer cell lines [133-135,141,142]. In the Caco-2 and HepB3 cell lines,
Avns induced the activation of caspase-8 and -3. Avns were also able to
inhibit COX-2 activity and PGE2 production, which could contribute at
least partly to the inhibition of proliferation in these cell lines [134,135].
Recently, the combined use of colon cancer cell lines (HCT116, HCTS,
DLD1) and colorectal carcinogenesis murine models (azox-
ymethane/dextran sulphate sodium-induced colorectal cancer, a xeno-
graft tumour model in BALB/c nude mice) led to the identification of at
least two molecular mechanisms and signalling pathways by which
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AvnA impacts colorectal cancer [136,137]. Indeed, AvnA appeared to
activate cellular senescence through the increased expression of the
microRNA miR-129—3p, which repressed the expression of the E3
ubiquitin ligase Pirh2 (p53-induced RING-H2), Insulin like Growth
Factor 2 mRNA Binding Protein 3 (IGF2BP3) and CDK6. As a conse-
quence of Pirh2 repression, the p53 and p21 protein levels increased
inducing cell senescence [137]. In addition, AvnA also inhibited the
ATPase activity of DEAD-Box helicase 3 (DDX3) [136], which is
involved in the cell invasiveness in several cancer types [143]. The
impact of Avns in limiting cancer invasiveness has also been demon-
strated through the inhibition of migration and epithelial-mesenchymal
transition (EMT) in tumour cells. Indeed, yeast-derived N-(E)-p-cou-
maroyl-3-hydroxyanthranilic acid and N-(E)-caffeoyl-3-hydroxyan-
thranilic acid reduced the expression of the zinc finger protein Snaill
and lymphoid-enhancing factor-1 (LEF-1), which led to a reduction in
E-cadherin expression, a major molecule implicated in the EMT process
[138]. N-trans-feruloyloctopamine also exhibited robust inhibition of
cell proliferation and invasion in hepatocellular carcinoma -cells
(HCCLM3 and Huh7), and may act via the down-regulation of Slug
expression and p38 MAPK and Akt phosphorylation [139].

9. Phenolamides in cosmetics

In the cosmetics industry, skin whitening products represent an
important sector, with an estimation of 15 % of the world population
concerned (www.sironabiochem.com/products/skinlightening). Skin
pigmentation is due to the accumulation of melanin produced by me-
lanocytes in the epidermis. Melanogenesis, the biosynthetic pathway
leading to melanin, is quite well-characterised. Tyrosinase is a multi-
functional enzyme catalysing the two first steps of melanogenesis,
namely the hydroxylation of i-tyrosine to 1-DOPA, followed by its
oxidation into dopaquinone [144]. This crucial role of tyrosinase in
melanogenesis makes it a preferential target to inhibit melanogenesis.
Hence, most commercial skin whitening products contain a tyrosinase
inhibitor as the active principle. The search for tyrosinase inhibitors of
natural origin is an active topic, as highlighted in a recent review by
Pillaiyar et al. [145] who listed potentially effective candidates. Among
them, many phenolic compounds are mentioned (flavonoids, coumarins,
resveratrol derivatives). Although phenolamides were not mentioned,
several of them presented tyrosinase inhibitory effects in different
assays.

Ethyl acetate and methanol extracts of safflower seeds exhibit strong
mushroom tyrosinase inhibitory activity [146]. Feruloylserotonin and
p-coumaroylserotonin have been shown to be the active compounds in
safflower seed extract, with ICsq values of 23 and 74 pM, respectively
(Table 4). Both molecules were able to inhibit melanin synthesis in
murine B16 melanoma cells with ICsg values far below the cytotoxic
concentration. Serotonin-composed phenolamides have also been
highlighted as effective inhibitors of murine and human tyrosinase in a
structure-function study comparing 19 structural derivatives [147].
Indeed, serotonin (5-hydro-indole) moieties confer better tyrosinase
inhibitor activity than tyramine and tryptamine moieties. The number of
hydroxyl groups on the phenolic moieties is also an important factor.
This assay identified two compounds, i.e. N-trans-caffeoylserotonin and
N-trans-protocachuoylserotonin, as the most potent tyrosinase in-
hibitors.  Interestingly, = N-trans-protocachuoylserotonin  exerted
non-competitive inhibition on tyrosinase activity. Tyramine-composed
phenolamides have been screened as human tyrosinase inhibitors. The
three best inhibitors are N-trans-caffeoyltyramine, N-dihy-
drocaffeoyltyramine and N-dihydrocoumaroyltyramine, highlighting
once again the importance of hydroxyl groups on the phenolic ring to
support this property [148]. The mechanism of action has not been
deeply investigated; however, the authors did not find a correlation
between antiradical activity and tyrosinase inhibitory capacity, ruling
out the possibility that these compounds act as antioxidants against
dopaquinone, the final product of tyrosinase. The use of these three
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compounds as tyrosinase inhibitors is now under patent [149,150].
Interestingly, N-trans-feruloyltyramine was found as the active compo-
nent in alcoholic extracts of Enicosanthum membranifolium branches and
Aurea helianthus stems, which inhibited melanogenesis in the murine
B16 melanoma cell line [151,152]. N-trans-feruloyltyramine did not act
as an inhibitor of tyrosinase activity but rather reduced tyrosinase
accumulation [151]. Melanogenesis inhibition is not restricted to indolic
and aromatic monoamine phenolamides. Indeed, polyamine phenola-
mides from corn bran and the pollen of Quercus mongolica also displayed
inhibitory activity against mushroom tyrosinase [95,153]. Among the
derivatives tested, those bearing a long polyamine chain (spermidine
and spermine) with three to four hydroxycinnamic acids exhibited the
highest inhibitory activity.

10. Bioavailability

Whereas bioavailability and bioaccessibility have been well-
documented and reviewed for certain categories of phenolic com-
pounds, including flavanones [154] and phenolic acids [155,156],
studies specifically focused on phenolamides are still rare. The
bioavailability of Avns is probably the most studied. Indeed, the three
major Avns from oat (AvnA, B and C) appear in the blood plasma of
human adults 15 min after Avns skim milk supplementation, and reach a
peak after 2 h [157]. Interestingly, the occurrence of Avns in plasma was
accompanied by an increase in reduced glutathione in blood plasma,
which is an important antioxidant component [157]. The bioavailability
of AvnA in human blood plasma is 2-5 times higher than that of AvnB
and C [157]. The same observation was also made in rat blood plasma
[158]. Bioavailability also depends on the organ considered, since AvnB
was the major form found in the liver and AvnC was the major form
found in skeletal muscles [158]. Metabolites absorbed by the animal or
human body are prone to modifications such as conjugation with sul-
phates or glucuronides, or metabolisation by the gut microbiota [159].
Indeed, phenolamides found in the blood plasma and organs of rat fed
with Avns or serotonin-derivative phenolamides were mainly in conju-
gated forms (from 50 % up to 99 %) [20,158]. Interestingly, Wang et al.
[160] identified the biotransformed products of AvnC in the mouse and
human gut microbiota and demonstrated that one metabolite of AvnC
(dihydro AvnC) was more effective than AvnC itself in terms of limiting
the proliferation of the human HCT-116 colon cancer cell line [160].
These results highlight the importance of such metabolites and the
constituents of the gut microbiota.

11. Chemical synthesis and biological production

As for many plant specialized metabolites, phenolamides may
constitute a limited resource, due to the fact that they are usually present
at low concentrations in plants, or found at high concentrations in very
specific organs. Their extraction may lead to low yield and/or need a
multi-step process that can be time-consuming and expensive. These
findings may constitute a bottleneck to the use of these wide-range
bioactive compounds for pharmaceutical applications. Several reports
describe possible pathways to their chemical synthesis [109,110,161].
Chemical synthesis is usually regarded as a multi-step and costly process
using non-renewable resources. Since the early 2000s, the availability of
genetic sequences coding for acyltransferases involved in the biosyn-
thesis of different phenolamide classes has allowed for the development
of biotechnological approaches. Indeed, acyltransferases catalyse the
last step of phenolamide synthesis, consisting of transferring acyl chains
under the form of coA esters (commonly cinnamoyl-coA, p-coumar-
oyl-coA, caffeoyl-coA, feruloyl-coA, sinapoyl-coA) onto the N atom of
aromatic monoamines or polyamines. Several transferases have been
characterised from plants, usually bearing a specificity for the amine
type with more flexibility on the acyl chain. Hence,
tyramine-hydroxycinnamoyl-transferase (THT) isolated notably from
various Solanaceae is able to synthesise tyramine-associated
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Table 5

Summary of the diversity of phenolamide structures that can be produced by metabolic engineering with information on the yield when available. PHE: phenylalanine;
TYR: tyrosine; TRP: tryptophan; PHEA: phenylethylamine; PPA: phenylpropylamine; PBA: phenylbutylamine; SPD: spermidine: SPM: spermine; Yav: yeast avenan-
thramide. When produced from plants, the yield is expressed in pg. mg ™" fresh weight (FW); when produced in microorganisms, the yield is expressed in mg.L ™! of
culture medium.

Organism Introduced genes Substrates Products Yield Reference
Rice CaSHT - Feruloylserotonin ' 200 pug/g FW [171]
- p-coumaroylserotonin 224 pg/g FW
CaSHT - Feruloylserotonin ) 0.6 pg/g FW [173,
- p-coumaroylserotonin 0.1 pg/g FW 175]
Tomato 0.07 hg/g
SITHT - p-coumaroyltyramine W [174]
- Yavl 120 mg/L
Nt4CL + CcHCT . Yava 220 mg/L [176]
p-coumaric acid + Spd Di-p-Coumaroylspermidine
Sinapic acid + Spd Di-Sinapoylspermidine
4CL + AtSCT p-coumaric acid + Spd Coumaroylspermidine - [181]
Ferrulic acid + Spd Feruloylspermidine
Ferulic acid + Spd Di-Feruloylspermidine
Sinapic acid + Spd Di-Sinapoylspermidine
4CL + AtSDT Sinapic acid + putrescine Di-Sinapoylputrescine - [181]
Sinapic acid + Spermine Di-Sinapoylspermine
FjTAL+4CL+HvACT Agmatine p-coumaroylagmatine - [181]
FjTAL+4CL + AtSCT - Di-p-Coumaroylspermidine - [181]
Caffeic acid + L-dopa Clovamide 10 mg/L
Caffeic acid + L-dopa Dideoxyclovamide 29 mg/L
Caffeic acid + L-dopa Deoxyclovamide 18 mg/L
p-coumaric acid + L-dopa p-coumaroyl-L-dopa -
Ferulic acid + L-dopa Feruloyl-L-dopa -
Sinapic acid + L-dopa Sinapoyl-L-dopa -
Caffeic acid + PHE Caffeoylphenylalanine -
p-coumaric acid + PHE p-coumaroylphenylalanine -
Yeast Ferulic acid + PHE Feruloylphenylalanine -
Sinapic acid + PHE Sinapoylphenylalanine -
Caffeic acid + TYR Caffeoyltyrosine -
p-coumaric acid + TYR p-coumaroyltyrosine -
At4CL + TpHDTI Feruloic acid + TYR Feruloyltyrosine - 1771
Sinapic acid + TYR Sinapoyltyrosine -
Fluorocinnamic acid + TYR Fluorocinnamoyltyrosine -
Trifluoromethylcinnamic acid + TYR Trifluoromethylcinnamoyltyrosine -
p-coumaric acid + TRP p-coumaroyltryptophan -
Caffeic acid + TRP Caffeoyltryptophan -
Ferulic acid + TRP Feruloyltryptophan -
Sinapic acid + TRP Sinapoyltryptophan -
p-coumaric acid + ILEU p-coumaroylisoleucine -
Caffeic acid + ILEU Caffeoylisoleucine -
Ferulic acid + ILEU Feruloylisoleucine -
Sinapic acid + ILEU Sinapoylisoleucine -
p-coumaric acid + PHEA p-coumaroylphenethylamine -
Caffeic acid + PHEA Caffeoylphenethylamine -
Ferulic acid + PHEA Feruloylphenethylamine -
Os4CL-CaSHT Cinnamic acid + PHEA Cinnamoylphenethylamine - 1178]
3-methoxycinnamic acid + PHEA 3-methoxycinnamoylphenethylamine -
4-methoxycinnamic acid + PHEA 4-methoxycinnamoylphenethylamine -
p-coumaric acid + TYR p-coumaroylptyramine -
m-coumaric acid + TYR m-coumaroylptyramine -
o-coumaric acid + TYR o-coumaroylptyramine -
. Caffeic acid + TYR Caffeoyltyramine -
E. coli Os4CL-CaTHT Ferulic acid + TYR Feruloyltyramine -
Cinnamic acid + TYR Cinnamoyltyramine -
3-methoxycinnamic acid + TYR 3-methoxycinnamoyltyramine -
4-methoxycinnamic acid + TYR 4-methoxycinnamoyltyramine - [178]
0s4CL-CaSHT-PpPDC p-coumaric acid + PHEA p-coumaroylphenethylamine 101.9 mg/L
r
gsr:?blr,-CaSHT-SeTAL-Pp-PDC—aroG"’ ) p-coumaric acid + PHEA p-coumaroylphenethylamine 152.5 mg/L
0Os4CL-CaTHT-PcTDC p-coumaric acid + TYR p-coumaroylptyramine 48.2 mg/L
0s4CL-CaTHT-PcTDC-aroGfbr-tyrAfbr p-coumaric acid + TYR p-coumaroylptyramine 495.4 mg/L
O0s4CL-CaTHT-PeTDC-aroGfbr-SeTAL- glucose p-coumaroylptyramine 94.7 mg/L
tyrAfbr
E. coli p-coumaric acid + MetOHPHEA p-coumaroyl- 4- MetOHPHEA -
m-coumaric acid + MetOHPHEA m-coumaroyl- 4- MetOHPHEA -
o-coumaric acid + MetOHPHEA o-coumaroyl- 4- MetOHPHEA -
Os4CL-CaSHT Caffeic acid + MetOHPHEA Caffeoyl-4- MetOHPHEA - [179]

Ferulic acid + MetOHPHEA

Cinnamic acid + MetOHPHEA
3-MetOHcinnamic acid + MetOHPHEA
4-MetOHcinnamic acid + MetOHPHEA
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Feruloyl-4- MetOHPHEA
Cinnamoyl-4- MetOHPHEA
3-MetOHcinnamoyl-4- MetOHPHEA
4-MetOHcinnamoyl-4- MetOHPHEA

(continued on next page)
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Organism Introduced genes Substrates Products Yield Reference
2,4-diMetOHcinnamic acid + 2,4-DiMetOHcinnamoyl-4-
MetOHPHEA MetOHPHEA )
3,4-diMetOHcinnamic acid + 3,4-DiMetOHcinnamoyl-4-MetOHPHEA -
MetOHPHEA
p-coumaric acid + PPA p-coumaroyl-3-PPA -
m-coumaric acid + PPA m-coumaroyl-3- PPA -
o-coumaric acid + PPA o-coumaroyl-3- PPA -
Caffeic acid + PPA Caffeoyl-3- PPA -
Ferulic acid + PPA Feruloyl-3- PPA -
Cinnamic acid + PPA Cinnamoyl-3- PPA -
3-MetOHcinnamic acid + PPA 3-methoxycinnamoyl-3- PPA -
4-MetOHcinnamic acid + PPA 4-methoxycinnamoyl-3- PPA -
2,4-DiMetOHcinnamic 2,4-dimethoxycinnamoyl-3- PPA -
3,4-DiMetOHcinnamic acid + PPA 3,4-dimethoxycinnamoyl-3- PPA -
p-coumaric acid + 4 PBA p-coumaroyl-4- PBA -
m-coumaric acid + PBA m-coumaroyl-4- PBA -
o-coumaric acid + PBA o-coumaroyl-4- PBA -
Caffeic acid + PBA Ccaffeoyl-4- PBA
Ferulic acid + PBA Feruloyl-4- PBA -
Cinnamic acid + PBA Cinnamoyl-4- PBA -
3-MetOHcinnamic acid + PBA 3-methoxycinnamoyl-4-PBA -
4-MetOHcinnamic acid + PBA 4-methoxycinnamoyl-4-PBA -
2,4-DiMetOHcinnamic acid + PBA 2,4-dimethoxycinnamoyl-4-PBA
3,4-DiMetOHcinnamic acid + PBA 3,4-dimethoxycinnamoyl-4-PBA -
p-coumaric acid + tyramine p-coumaroyltyramine 188 mg/L
Feruloic acid + tyramine Feruloyltyramine 175 mg/L
Caffeic acid + tyramine Caffeoyltyramine 31 mg/L
At4CL-CaTHT Cinnamic.acid' + tyramine. Cinnamoyltyramin§ 2.7 mg/L [173,
p-coumaric acid + dopamine p-coumaroyldopamine 36 mg/L 175]
Feruloic acid + dopamine Feruloyldopamine 48 mg/L
Caffeic acid + dopamine Faffeoyldopamine 34 mg/L
Cinnamic acid 4+ dopamine Cinnamoyldopamine 0.67 mg/L
p-coumaric acid + serotonin p-coumaroylserotonine 215 mg/L
p-coumaric acid + Octopamine p-coumaroyloctopamine 208 mg/L
p-coumaric acid + tyramine p-coumaroyltyramine 187 mg/L
At4CL-CaSHT Caffeic acid + serotonin Caffeoylserotonin 11 mg/L [180]
Ferulic acid + serotonin Feruloylserotonin 96 mg/L
Cinnamic acid + serotonin Cinnamoylserotonin 39 mg/L
Sinapic acid + serotonin Sinapoylserotonin 1 mg/L
Lalcat :;;)CCUS At4CL-TpHDT1 p-coumaric acid + TYR Dideoxyclovamide 0.33 mg/L [177]

phenolamides with coumaroyl-coA or feruloyl-coA [162-165]. Other
transferases like serotonin-hydroxycinnamoyl-transferase  (SHT),
agmatine-hydroxycinnamoyl-transferase and spermidine-hydroxycin
namoyl-transferase have been characterised and cloned from different
plant species [7,12,15,166-170]. This catalogue of hydroxycinnamoyl
transferases, together with their flexibility regarding the acyl donor
origin, allows a priori the possibility to synthesise a large array of
phenolamides.

The impact of overexpressing acyltransferases on phenolamide
accumulation has been investigated in several plant models with con-
trasting results. Indeed, neither the overexpression of the pepper SHT in
rice, nor the overexpression of the endogenous THT of tobacco led to the
expected constitutive accumulation of serotonin- and tyramine-
associated phenolamides [171,172]. In the case of the transgenic
plants overexpressing the pepper SHT, addition of tyramine to the cul-
ture medium led to an increase in phenolamide accumulation in com-
parison to the wild type plant. This supports the idea that the
endogenous concentrations of serotonin and tyramine could constitute a
bottleneck. Accordingly, the overexpression of pepper SHT and tomato
THT in tomato plants, known to accumulate high concentrations of
endogenous tyramine and serotonin, increased the constitutive accu-
mulation of phenolamides by a factor 2-10 [173,174]. Nevertheless,
with this strategy, the accumulation level of phenolamides remains too
low (from ng/g to hundred pg/g of fresh weight) to envision using them
as a production platform (Table 5).

Phenolamide production has been investigated through metabolic
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engineering in micro-organisms i.e. yeast and bacteria. Microorganisms
are unable to produce hydroxycinnamoyl-coA esters. The plant specific
4-coumarate-coA ligase (4CL) catalyses the formation of the
hydroxycinnamoyl-coA esters from hydroxycinnamic acids and coen-
zyme A. Co-expression of 4CL and acyltransferases was successfully
developed to produce a high diversity of phenolamides in microorgan-
isms. In yeast (S. cerevisiae), Moglia et al. (2010,[184,176]) developed a
strain coexpressing 4CL2 from tobacco and hydroxycinnamoyl coA
transferase from globe artichoke (HCT) producing anthranilate-based
phenolamides from phenolic acids and anthranilate supplemented to
the growth medium. Using the same strategy, Eudes et al. [181] built up
yeast strains able to produce agmatine, putrescine, spermidine and
spermine derivatives. More recently, Bouchez et al. [177] reported on
the production of clovamide and its derivatives by a yeast strain
co-expressing 4CL5 from Arabidopsis thaliana and
hydroxycinnamoyl-CoA: 1-3,4-dihydroxyphenylalanine hydrox-
ycinnamoyl transferase (HDT) from clover. Interestingly, depending on
the acyl donors and acceptors added to the cell culture medium, the
strain could synthesise up to 22 different phenolamides. The same genes
were also successfully expressed in the bacterial strain Lactococcus lactis
[177]. The bacteria E. coli has been also used for the production of
tyramine-, serotonin- and phenethylamine-based phenolamides with
strains co-expressing 4CL and either SHT [178-180] or THT [175,178].
As for the yeast system, the E. coli expression system has the advantage
of directly producing the molecule of interest in the culture medium, but
with higher production levels than with yeast. In addition, in order to
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Fig. 3. Summary of phenolamide bioactivities according to their amine moiety. For each phenolamide class, colours indicate that at least one structure has been
reported for the related bioactivity. MS: metabolic syndrome; VS: vascular system; AL: anti-inflammatory; NP: neuroprotection; AO: antioxidant; AM: antimicrobial;

AC: anticancer; C: cosmetic.

avoid the addition of the substrate (phenolic acids and amines) into the
culture medium, Sim et al. [178] built up a strain combining the over-
expression of 4CL and THT together with a tyrosine decarboxylase
(TDC) and a tyrosine ammonia lyase (TAL), which led to the production
of endogenous tyramine and p-coumaric acid from tyrosine. As a
consequence, this strain was able to produce p-coumaroyl-tyramine
directly from glucose.

12. Conclusions

Since their first discovery as bioactive compounds in the 1970s [19,
45], phenolamides have been of interest in a pharmacological context.
Indeed, our review led us to identify about 100 phenolamide structures
exhibiting activity. Ranking these structures based on their amine
moieties shows that some of them (putrescine, spermidine, tyramine
derivatives and clovamide) have been successfully characterised
regarding a broad panel of bioactivities (Fig. 3), whereas others
exhibited more specific bioactivities (or have been assayed and only
specific bioactivities have been reported). Phenolamide structural di-
versity is far broader than the actual reported structures, since theo-
retical structure generation based on the most common phenolic and
amines moieties can reach several hundreds [5]. Therefore, the potential
to discover new bioactivities among this family of metabolites is huge.
Increased research efforts to prospect their bioactivity is fully justified
by the major associated issues, in terms of human and plant health.
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Résumé

Les phénolamides constituent une famille des métabolites spécialisés qui s’accumulent chez une grande diversité d’especes
végétales. Ils ont des fonctions dans I’initiation florale, interviennent dans les réponses des plantes a des stress, et ils entrent dans la
composition des parois de grains de pollen. De plus, leur bioactivité thérapeutique a été décrite en tant que molécule anti-oxydante,
anti-inflammatoire, anti-microbienne ou anti-cancéreuse. Des travaux récents du laboratoire ont montré que la tomate produit des
phénolamides, notamment lorsqu’elle subit 1’herbivorie du ravageur Tuta absoluta. Leur role dans la défense des plantes reste a
instruire. Dans ce cadre, un premier objectif de ma thése a été de moduler la composition en phénolamides chez la tomate afin
d’évaluer les conséquences de cette modulation sur le fonctionnement de la plante et sa capacité a se défendre. Un second objectif a
été de déterminer le potentiel thérapeutique de ces phénolamides identifiés chez la tomate, par des tests de criblage d’activité. Un
préalable a la génération de plantes modifi¢ génétiquement pour leur capacité de synthése de phénolamides, a été¢ d’identifier de
nouveaux genes contrélant ’accumulation de phénolamides dans la plante. Nous avons exploité notre banque ARN Seq de tomate
et des travaux chez d’autres solanacées. Nous avons identifi¢ dix génes candidats, dont deux codant pour des facteurs de transcription
et huit pour des acyltransférases. La caractérisation fonctionnelle de ces candidats n’a, pour le moment, pas mené a 1’identification
de nouvelle fonction enzymatique associée a la voie des phénolamides. Ce travail devra étre poursuivi en élargissant le spectre de
substrat testés sur les candidats identifiés et en ciblant d’autres geénes candidats. Pour générer les plantes modifiées génétiquement,
j’ai réalisé un travail de développement méthodologique volumineux, ayant nécessité de maitriser au laboratoire des protocoles de
transformation et de régénération sur 1’espéce tomate, et d’acquérir et maitriser la technique d’édition de géne (CRISPR/cas9). La
technique mise au point conduit a une forte efficacité de transformation, que ce soit en surexpression ou en édition de géne. Nous
avons généré ainsi 94 lignées de tomates dont I’expression des génes de putrescine hydroxycinnamoyl transférase (PHT) responsable
de I’accumulation de caféoylputrescine, a ét¢ modifiée a la hausse ou a la baisse, tout comme 1’expression du facteur de transcription
solyc06g083900.2 susceptible d’étre impliqué dans 1I’accumulation d’un ensemble plus large de phénolamides. Les plantes obtenues
sont maintenant disponibles pour un travail de caractérisation de leur contenu métabolique et des conséquences physiologiques des
modifications générées. Nous avons évalué le potentiel thérapeutique de quelques phénolamides de tomate induits par I’herbivorie
de T. absoluta. L’obtention de molécules pures a demandé le concours de chimistes. Parmi les molécules évaluées, la
caféoylputrescine et la kukoamine présentent des activités antibactériennes modérées vis-a-vis de Staphylococcus aureus. Les tests
ont révélé la propriété anti-inflammatoire de la caféoylputrescine sur des cellules de macrophage. Ces travaux confirment le potentiel
thérapeutique des phénolamides. Ils seront poursuivis en vue de 1’évaluation de leurs propriétés anti-cancéreuses.
Mots clés : Phénolamides, tomate, Tuta absoluta, N-acyltransférases, facteur de transcription, surexpression, édition
génétique, anti-inflammatoire, antibactériens.

Abstract

Phenolamides are a family of specialized metabolites that accumulate in a wide variety of plant species. They have functions
in flower initiation, are involved in plant responses to stress, and they are part of the composition of the walls of pollen grains. In
addition, their therapeutic bioactivity has been described as an antioxidant, anti-inflammatory, anti-microbial or anti-cancer
molecule. Recent laboratory work has shown that the tomato produces phenolamides, especially when it is attacked by the pest Tuta
absoluta. Their role in the defense of plants remains unclear. In this context, a first objective of my thesis was to modulate the
composition of phenolamides in tomatoes in order to assess the consequences of this modulation on the functioning of the plant and
its ability to defend itself. A second objective was to determine the therapeutic potential of these phenolamides identified in tomatoes,
by screening tests for activity. A prerequisite for the generation of plants genetically modified for their capacity to synthesize
phenolamides, has been to identify new genes controlling the accumulation of phenolamides in the plant. We have exploited our
RNA Seq tomato bank and work in other Solanaceaec. We have identified ten candidate genes, two of which code for transcription
factors and eight for acyltransferases. The functional characterization of these candidates has so far not led to the identification of
any new enzymatic function associated with the phenolamide pathway. This work should be continued by broadening the spectrum
of substrate tested on the identified candidates and by targeting other candidate genes. To generate the genetically modified plants, I
carried out a methodological work, in the laboratory, to develop transformation and regeneration protocols on the tomato species,
and the gene editing technique, (CRISPR / cas9). The techniques developed lead to a high efficiency of transformation, whether in
overexpression or in gene editing. We thus generated 94 lines of tomatoes in which the expression of the putrescine
hydroxycinnamoyl transferase (PHT) genes responsible for the accumulation of caffeoylputrescine was modified upward or
downward, as was the expression of the transcription factor solyc06g083900 .2 likely to be involved in the accumulation of a wider
set of phenolamides. The plants obtained are now available for characterization work on their metabolic content and the physiological
consequences of the modifications generated. We evaluated the therapeutic potential of some tomato phenolamides induced by the
herbivory of T. absoluta. Obtaining pure molecules required the help of chemists. Among the molecules evaluated,
caffeoylputrescine and kukoamine A exhibit moderate antibacterial activities against Staphylococcus aureus. The tests revealed the
anti-inflammatory property of caffeoylputrescine on macrophage cells. This work confirms the therapeutic potential of
phenolamides. They will be prosecuted for the evaluation of their anti-cancer properties.
Key words: Phenolamides, tomato, Tuta absoluta, N-acyltransferase, transcription factors, overexpression, genetic editing,
anti-inflammatory, antibacterial.
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