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PREAMBULE

La paroi pecto-cellulosique entoure chaque cellélgétale. Elle assure sa morphologie,
sa structure et constitue une barriere physiquehghique contre les stress biotiques et
abiotiques (Carpita & Gibeaut, 1993). En appareigide, la paroi reste néanmoins extensible,
permettant la croissance cellulaire, et est pomcta@& plasmodesmes facilitant les
communications intercellulaires (Lodigt al, 2000). La paroi est aussi une source nutritive
importante pour les Hommes et les animaux, et uateéne premiére pour les industries du
textile, du papier, agro-alimentaires, cosmeétiquessi que pour la production de biofuel
(Somerville, 2007).

De par son importance, la connaissance des voiggsimthese des différents éléments
constitutifs de la paroi est donc nécessaire. @lusiapproches ont été développées, avec d’'une
part, la génétique fonctionnelle qui a permis dadir une fonction a un gene muté et a contribué
a déterminer certaines étapes de la biosyntheserdposés pariétaux comme la cellulose, le
xyloglucane (XyG) ou encore les pectines en gén@mafardet al, 2000 ; Zabotinat al,
2008 ; Atmodjcet al, 2013). D’autre part, une cartographie de la itijar et de la dynamique
des constituants pariétaux a pu étre réaliséerpaunocytochimie couplée a de la microscopie,
grace a l'utilisation d’anticorps monoclonaux. Aeflement, 180 anticorps monoclonaux sont
disponibles pour [I'étude de la paroi (http://wwwNVEbdb.net). Cependant le
rhamnogalacturonane de type Il (RG-Il), polysacideapectique le plus complexe de la paroi,
apparait comme une limite a l'utilisation de cesthudes d’étude. Son rdle structural et
fonctionnel dans la paroi est incontestable maisipurs difficultés nuisent a son étude. D’'une
part, les mutants homozygotes affectés dans layttiosse du RG-Il sont majoritairement
létaux et d’autre part, seuls deux anticorps dirigéntre ce polysaccharide ont pu étre
développés (Matobt al, 1998 ; Williamset al, 1996), mais les épitopes preécis reconnus par

ces sondes restent encore inconnus.

C’est dans ce contexte qu’a débuté mon projet édeethDans un premier temps, j'ai
analysé un mutant affecté dans la synthéese d'umdyltsansférase-like (SiaT-like)
potentiellement impliquée dans la synthese du RGalkuite du travail a consisté a développer
des approches alternatives a I'utilisation d’anfiscet a la génétique fonctionnelle pour I'étude
du RG-II. Ainsi, nous avons développé d’une patelzhnique dite de « click chemistry » qui

permet de s’affranchir de I'emploi d’anticorps. &@ment, nous avons eu recours a des
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analogues fluorés de sucres, inhibiteurs putatéstrdnsférases, comme alternative a la

génétique fonctionnelle.
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Introduction

|.  La paroi primaire végétale : composition et biosynthése

Nous considérerons la classe des Angiospermes,|éa@pgemmunément « plantes a
fleurs » qui regroupent environ 300 000 espécesetadgs allant de I'eucalyptus géant
d’Australie jusqu’aux lentilles d’eau. Les Angiospes sont divisées en Magnoliidées,
Monocotylédones et Eudicotylédones, selon la degniéassification de I'’Angiosperm
Phylogeny Group Il reposant sur I'analyse de séges de genes (APG I, 2009). L'étude
gui suit concernera plus particulierement le cldee Eudicotylédones et plus particulierement
la famille des Brassicacées déwabidopsis thaliangArabidopsis)ait partie.

Chez les cellules jeunes, seule la paroi primatefa@mée. Elle se compose a 90% de
polysaccharides et 10% de protéineg (1) auxquels s’ajoutent des composés phénoliques et
des minéraux. Mais cette composition reste néarsna@riable et peut étre modulée en réponse
aux besoins physiologiques de la cellule (attagae ges pathogénes, stress abiotiques,
élongation cellulaire...). Les polysaccharides pati#t sont divisés en trois familles : la
cellulose, les hémicelluloses et les pectines fotmen réseau dense avec divers niveaux

d’organisation.

Lamelle - Pectines
moyenne
. Microfibrilles de
cellulose
Paroi
primaire
Membrane & - Hémicelluloses
plasmique ' g <

" Protéines
solubles

Figure 1: La paroi primaire des Eudicotylédones. D’aprés Sticklen, 2008.

Chez les cellules plus agées qui ne subissentrpldivision ni expansion, une seconde
paroi plus épaisse peut-étre formée contre la paimiaire. Sa composition riche en cellulose,
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hémicellulose et en lignine, un polymeéere de momuallg, la rend plus rigide que la paroi

primaire et ne permet plus la croissance cellui@hong & Ye, 2015).

Cette premiere partie introductive du manuscritaseonsacrée exclusivement a la

description de la paroi primaire.

1. Les polysaccharides pariétaux

a. Les B-glucanes : structure et synthése
- Lacellulose

Constituant 30 a 40% en masse de la paroi brut&@illet al, 1984), la cellulose est le
polymére le plus abondant sur la planéte. Il eastitué de monomeres de glucose (Glc) liés
enp-(1—4). Deux résidus inversés de glucose forment uriéaule de cellobiose et ce dimére
répétén fois forme la cellulose (=250 a 7Q0®lusieurs chaines de cellulose sont associées
entre elles grace a des liaisons faibles (de tymkolgene ou de Van der Waals) inter- et
intrachaines et cristallisent en microfibrilles (kHmet al, 2010). La cellulose est synthétisée
au niveau de la membrane plasmique par un complexellulose synthases (CESA), codées
par une famille multigénique comportant 10 gends3&1 a CESA10) che&rabidopsisayant
des profils d’expression différents (Richmond & Swwille, 2000).

Mueller et Brown Jr ont mis en évidence dans lesas 1980 que les CESA s’associaient
en hexameéres impliquant 3 différentes CESAs. Etanhé qu’une microfibrille est formée par
cristallisation de 36 chaines de cellulose, iléapbposé que les complexes de 6 CESAS soient,
eux-mémes, regroupeés par 6 (Cosgrove, 2005 ; Metval, 2008), 'ensemble formant une

structure appelée rosetted. 2).
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v
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STAST
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-

'

CESA

Rosette

Sous-unité
d’une rosette

Chaine de B-(1->4) glucanes S Microfibrille de cellulose

Figure 2 : Modéle de synthése de la cellulose. A. Marquage par immuno-gold des

enzymes CESAs organisées en rosette dans la mempl@miqueB. Organisation d’'une
rosette regroupant 6 sous-unités constituées deSAQifférentesd : orangefl : marron;y :
verte), formant le complexe de synthése de laloskuC. Modélisation de la synthése d’'une
microfibrille de cellulose. Sur ce modéle, chaquetgine CESA synthétise une chaineBde
(1—4)-glucanes. En conséquence, chaque rosette dgetl3& chaines de glucanes formant
une microfibrille de cellulose D’aprés Cosgrateal., 2005.

Les microfibrilles de cellulose, avec une tensiemékistance comparable a celle de l'acier,
confére a la paroi sa résistance mécanique (Féduselli et al, 2007), en particulier contre
la pression de turgescence. L'orientation des rilmithes de cellulose contrdlerait également
le sens de I'élongation cellulaire (Green, 1962gi&otoet al, 2001) Cette organisation peut
étre mise en évidence par marquage a l'aide deescihgbrescentes telles que le calcofluor
blanc qui se lie non spécifiquement apsglucanes (Hughes & McCully, 1975) ou au
Pontamine FastScarlet 4B (S4B) (Haathal, 2005 ; Andersoet al, 2010).

15



Introduction

- La callose

La callose est un polymere linéaire de glucoses ri@joritairement ef-(1—3) mais
présentant également des liaisonspefi—6) (Chen & Kim, 2009). La callose est aussi
synthétisée au niveau de la membrane plasmiqueuparfamille d’enzymes, les callose
synthases, codées par 12 genes différents Arerdopsis(Richmond & Somerville, 2000 ;
Verma & Hong, 2001). La callose est impliquée ddifferents stades de croissance de la
plante, en commencant par la mise en place daatuplcellulaire au moment de la division.
Elle formerait un manteau recouvrant la membraasmique et précederait la déposition de
cellulose pour la formation d’'une nouvelle paroaifielset al, 1995). Une autre fonction
connue de la callose est celui de renforcemenétahriEn effet, des accumulations de callose
sont observées dans la paroi lors de premiersssthidéection de plantes, assurant une barriere
physique plus robuste contre la pénétration dugggthe (Lunaet al, 2011). Il est notamment
admis depuis plusieurs années, que des dépbtdldsecsont produits localement au niveau
des plasmodesmes des éléments conducteurs deslalaberée suite a des stress biotiques ou
abiotiques (Kolet al, 2012 ; Jacobst al, 2003 ; Engleman & Esau, 1964). Ces dépots peuvent
étre mis en évidence aprés traitement au bleulian(Jensen, 1962) ou par marquage au
calcofluor blanc (Hughes & McCully, 1975). Le rOlmajeur de la callose dans le
développement du tube pollinique sera abordé pbiis dans le chapitre 1l de cette

introduction.

b. Les hémicelluloses

Les hémicelluloses forment un groupe de polysaabbsramifiés hétérogenes constitués
d’'un squelette de résidus liés pril—4) pour ce qui concerne les XyGs, les xylanes, les
mannanes et les glucomannanes, ou plus raremepi(kr3,1—4) (Scheller & Ulvskov,
2010). La composition des hémicelluloses, pouraspece considérée, peut varier en fonction
du tissu étudié. Néanmoins, le type d’hémicellutoleeplus rencontré dans la paroi primaire
des Eudicotylédones (20 a 30%) est le XyG. Il cofgpan squelette dp-(1—4)-glucose
pouvant étre ramifié en 6 par diverses courtenelsatomposées de xylose (Xyl), de galactose
(Gal), de fucose (Fuc) ou encore d’arabinose (Kfm). 3). Certains oses peuvent aussi &re

acétylés.
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a-Fucp aL-Galp pL-Araf
1 1 1
2 2 3
p-0-Galp || p-o-Galp p-o-Galp || at-Araf aL-Araf
1 1 1 1 1
2 2 2 2 2

a-D-Xylp a-0-Xylp a-D-Xylp a-D-Xylp a-0-Xylp a-0-Xylp a-D-Xylp a-0-Xylp a-0-Xylp
1 1 1 1 1 1 1 1 1
6 6 6 6 6 6 6 6 6
p-0-Gicp || p-o-Gkp || p-o-Gicp || p-0-Gicp || p-0-Gicp || p-0-Gicp || p-0-Gicp || p-O-Gicp || p-0-Gicp || B-0-Gicp || 0-Glcol
2 2 2

1 1 1
a-L-Araf p-o-Xylp p-0-Xylp
3

1
a-L-Araf

G F L X J S T A B C Gol

B ‘,
C) D-Glucose Glc:
& D-Galactose Gal,
‘ D-Xylose Xyl
0 L-Fucose Fuc:

Figure 3 : Structure du xyloglucane. A. Code a une lettre attribué a chaque ramification
du XyG selon la nomenclature de Ftyal, (1993). Les résidus de Glc réducteurs conventis e
alditol sont désignés par le code « GaB »Structure d’'une séquence de xyloglucane retrouvée
chezArabidopsis D’aprés Scheller & Ulvskov, 2010.

Le XyG jouerait un réle structural essentiel damparoi primaire. Cependant I'étude du
double mutantxxt¥/xxt2 (xylosyltransferasel/xylosyltransferaye@Cavalier et al, 2008)
affecté dans la synthése du XyG réveéle un phéngigpaenarqué (plante légerement plus petite
avec des poils absorbants anormaux) en comparaisoe plante sauvage. Park et Cosgrove
(2012b) ont analysé plus en détail la paroi du éooiutant, montrant une paroi beaucoup plus
extensible et ont conclu a un réle du XyG, d'ung,mans le renforcement pariétal et d’autre

part, dans le relachement et I'extension pariétalesa-expansines.

c. Les pectines

Les pectines forment une famille de polysaccharidelses en acide galacturonique
(GalA), constituant 35% de la paroi primaire dediEotylédones. On distingue principalement
trois grandes classes de pectines : les homogedaeies (HG), le rhamnogalacturonane de
type | (RG-1) et le RG-Il. Chez certaines especégétales, on retrouve d’autres classes de
pectines telles que le xylogalacturonane (XGAY(4). Tres présentes au niveau de la lamelle
moyenne, interface entre deux cellules adjacetgsgectines jouent un réle dans I'adhésion

17



Introduction

des cellules entre elles (Boutenal, 2002 ; MacDougakt al, 1996). De nombreuses autres
fonctions sont attribuées aux pectines notammem$ tlamorphogeneése, la croissance de la
plante, la structure de la paroi, 'expansion daife, la croissance du tube pollinique ou encore
dans la signalisation cellulaire et la défense’agdnisme (Mohnen, 2008 ; Atmodgi al,
2013). La présence des pectines peut étre misgdanée par marquage au rouge de ruthénium
(Hou et al, 1999) mais aussi et c'est également le cas pesir hémicelluloses, par

immunomarquage grace aux nombreux anticorps monagioactuellement disponibles.

Rhamnogalacturonane | Rhamnogalacturonane Il

o @ L-Arabinose @ D-Apiose é O-Acétyl
O L-Rhamnose ® D-Galactose @ L-Fucose ?

@ Acide D-Glucuronique @ Kdo ® D-Xylose @:l Borate
@ Acide L-acérique @ D-Dha © L-Galactose

Figure 4 : Représentation schématique des principales pectines de la paroi
primaire des Eudicotylédones. D'apres Harholet al, 2010.

- Les Homogalacturonanes (HGSs)

Les HGs sont des homopolymeres linéaires formésvaten 100 résidus de GalA liés en
a-(1—4). Les HGs sont partiellement méthylestérifiés laufonction carboxylique en¢Get
peuvent étr®-aceétylés en 2 ou en 3 (Mohnen, 2008 ; Caffall &en, 2009). La distribution
et les degrés de méthylestérification (DM)/acétytatvarient en fonction du stade de
développement de la plante et du tissu considéué.frticulierement, le DM peut avoir des
conséguences sur les propriétés mécaniques deoleepainsi réguler la croissance cellulaire
et la forme des cellules. Les HGs seraient dépasésveau de la paroi primaire sous forme
fortement méthylestérifiés puis seraient dé-mésiglfieés par des pectines méthylestérases
(PMEs), facilitant I'action d’autres enzymes agigsaans le relachement pariétal. Les résidus
GalA non méthylés endXont alors chargés négativement et peuvent intesggce les ions
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calciques (C#) pour former un gel, renforgant la paroi celligaita structurén vivo du
complexe HG-calcium est souvent modélisée en e lBotkufs » (Linerst al, 1989) Fig. 5).

A

Figure 5 : Structure et organisation des homogalacturonanes. A. Structure d’'une
molécule d’HG indiquant les sites de méthylestéation en @ et dO-acétylation en position

2 ou 3.B. Modeéle en « boite a ceufs ». Interaction de deupusieurs chaines d’HGs grace a

la formation de ponts calciques entre les fonctimarboxyliques. D’apres Caffall & Mohnen,
2009 ; Vinckeret al, 2003.

Les HGs peuvent aussi étre substitués par un @iephs résidus Xyl liés e(1—3) aux
GalA du squelette formant ainsi le XGA, retrouvénglda paroi de plusieurs tissus chez
Arabidopsis(Zandleveret al, 2007).

L’étude de la dynamique spatio-temporelle des HG gére réalisée traditionnellement
par immunocytochimie mais également grace a lasilon de nouvelles sondes spécifiques
développées par Mravest al. (2014). La technique consiste a utiliser des ofiges de
chitosane, couplés soit a un fluorochrome soitseticules d’or, pour une observation en
microscopie photonique ou électronique respectivenpii se lient par interactions ioniques
aux HGs déméthylestérifiés. Les auteurs ont pu iaisgivie le processus de
déméthylestérification des HGs au cours du dévelogmt de la coiffe racinaire
d’Arabidopsis

- Le rhamnogalacturonane de type | (RG-I)

Le RG-I, autre polysaccharide membre de la fanmdis pectines, est constitué d'un
squelette de n unités disaccharidiques répétéegde4)-GalA-u-(1—2)-rhamnopyranose ou
n peut étre supérieur a 100. Les résidus GalA peuperter des groupemen@-acétyls

positionnés en 2 et 3. De 20 a 80¥%s résidus rhamnose (Rha) portent erd€s chaines
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latérales neutres d'oligo- ou de polysaccharides pdd—4)-galactanes, des chaines
hétérogénes d’arabinogalactanes de type | (AG-dlediype 1l (AG-II) et/ou des chainesud’
(1—5)-arabinanes (Leroug al, 1993 ; Ridleyet al, 2001, Caffal & Mohnen, 2009Fi(Q. 6).
Les AG-I sont composés d’'une partie linéairepeld—4)-galactanes liés en(1—3) a des
chaines di-(1—5)-arabinanes. Les AG-Il, plus souvent retrouvésso@ss aux
arabinogalactanes protéines (AGPs), se caractépserun squelette d&(1—3)-galactanes

substitués en €par un a trois résidus Gal, eux-mémes « coifféar des résidus d’Ara

terminaux.
a-(1 -»5)-arabinanes Arabinogalactanes de type |
B-(1>4)-galactanes I(u,v\]r;l]l. [on.Araf], 3, 1BGalpd-[ 1BGalpd ], 5-1BGalp
! :
[BGalp], aLAraf1 3olAraf] 3ol Araf BGalpl-3at.Araf
1 " QoA
4 5 H
BGalp ]ult.\lrull, [onAraf)
| 1
4 5 H
BGalp6-1BGalp arLAraf1-3aLAraf aLAraf
1 | 1
..A4aGalpAl 2aRhap | daGalpAl 2aRhap | daGalpAl 2aRhap | -4aGalpAl 2aRhap | daGalpAl 2aRhap | ...
i

I
[BGalp1], ~6PGalp
3
1
[BGalp],
3
1
BGalp
3

1
BArap

Figure 6 : Structure du squelette et des différentes chaines latérales du RG-
I. D’apres Caffall & Mohnen, 2009.

- Le rhamnogalacturonane de type Il (RG-II)

Contrairement au RG-1, le RG-Il est un polysacategectique de faible poids moléculaire
(5-10 kDa) qui possede une structure reconnue co@ame la plus complexe retrouvée au sein
de la paroi mais qui est peu variable. Le RG-llésdes autres pectines par traitement
enzymatique a I'endo-(1—4)-polygalacturonase (EPG) ne représente que 3 a&%a
fraction pectique de la paroi primaire des Eudigatgnes (O’Neillet al, 2004; Yapo, 2011).

Une description plus exhaustive de cette pectiniécpééere fera I'objet du chapitre II.
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2. Les protéines pariétales

Faiblement représentées quantitativement au seita d@mmposition de la paroi, les
glycoprotéines n’en sont pas moins indispensablémtagrité pariétale. On distingue les
protéines structurales des protéines a role enzgugatjui participent a la structuration de la
paroi, son remodelage et a la défense de la pleoniére les pathogenes. Les protéines
structurales sont classées en fonction de leures®guen acides aminés et leurs profils de
glycosylation. En effet, on distingue particuliem les glycoprotéines riches en
hydroxyproline (HRGP) et les protéines riches guige (GRP). La proportion de ces protéines
fortement glycosylées varie selon le type cellelatonsidéré et I'état physiologique des

cellules.

a. Les protéines structurales
Les glycoprotéines riches en hydroxyproline (HRGP)

Aprés synthése du squelette peptidique, les HRGBssent des modifications post-
transcriptionnelles dans le réticulum endoplasmid&®R) par les enzymes prolyl 4-
hydroxylases, formant des résidus 4-hydroxyprolddlyp), sites deO-glycosylation des
protéines (Lamport, 1965 ; Estevet al, 2006). Ces sites porteront de courtes chaines
d’arabino-oligosaccharides ou de plus longues @sauliarabinogalactanes. Les HRGPs,
fortement glycosylées, sont impliquées dans I'efdendes aspects de la croissance et du
développement de la plante depuis 'embryogeneéses{al, 2011) jusqu’au développement
du tube pollinique (Mollett al, 2002). Néanmoins, I'hétérogenéité de la partyeayinique
rend difficile I'extraction et la purification d'nHRGP afin de lui attribuer une fonction précise
(Sommer-Knudseat al, 1998). De plus, la partie glycannique masquealttgprotéique, ainsi
il est souvent admis que c’est la partie glycosyiéiedétermine la fonction. Parmi les HRGPs,

on distingue les AGPs, les extensines et les presédiiches en proline (PRPS).

Les extensinesprotéines pariétales modérément glycosylées,lesqius étudiées. Elles
se caractérisent par la répétition du motif séffayelroxyproline) [Ser(Hyp)4]. Elles sont riches
en Ser, proline (Pro), Hyp, valine (Val), histidifh€is), lysine (Lys) et tyrosine (Tyr). La plupart
des résidus Hyp sont substitués par 1 a 4 résidagtrquelques Ser peuvent étre glycosylées
avec un Gal (Showalter, 1993). Des liaisons dipléhgr intramoléculaires et
intermoléculaires peuvent se former entre deuxduvdsiproches de Tyr (Kieliszeswski &
Lamport, 1994 ; Bradet al, 1996 ; Heldet al, 2004) formant une liaison isodityrosirfad.

7). Ces HRGPs seraient particulierement impliquées da défense contre les stress biotiques
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(Esquerre-Tugaye & Mazau 1974 ; Xaeal, 2011 ; Plancoét al, 2013 ; Nguema-Ona &
al., 2014) et joueraient un role essentiel dans 'emppep@se et la mise en place de la plaque
cellulaire (Hall & Cannon, 2002).
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Figure 7 : Représentation schématique d'une extensine de tomate arborant une
liaison intramoléculaire isodityrosine. D’aprés Carpita & McCann, 2000.

Les extensines formeraient des liaisons ioniques Bs pectines grace aux résidus Lys et
His chargées positivement et les charges négale®sacides uroniques pectiques (Showalter,
1993).

Les AGPssont des HRGPs fortement glycosylées, puisquarkéepylycannique constitue
en moyenne 90% en masse de la molécule. La ghatomyldes AGPs est trés hétérogene, elle
varie selon I'espéce, l'organe et le type cell@aonsidérés mais est principalement formée de
chaines d’AG-Il ainsi que minoritairement de résiduc, Xyl, Rha et d’acide glucuronique
(GlcA) (Seifert & Roberts, 2007 ; Nguema-Oeial, 2012). Les AGPs som-glycosylées
principalement sur les résidus Hyp et plus rarensentdes résidus Ser et Thr. Initialement
divisées en deux classes : AGPs dites « classigeeAGPs « non classiques », la derniere
classification distingue quatre types d’AGPs aves dlomaines peptidiques spécifiques.
Certaines possedent une ancre lipidique glycosgiptatidylinositol (GPI) en C-terminal
(Ellis et al, 2010) permettant leur liaison a la membrane pigqgen Fig. 8). Leur réle
biologique a été démontré dans de nombreux staddéwkloppement de la plante notamment
I'embryogenése somatique (Van Hengedl, 2002) ; la croissance du tube pollinique (Mollet
et al, 2002) ; la croissance racinaire (Nguema-@na, 2012) ou encore l'interaction plante-
microorganismes (Nguema-Owd al, 2013). La plupart de ces fonctions ont été ékmsd
indirectement grace au réacfifglucosyl-Yariv (Yariv) (Yarivet al, 1967) qui interfere
spécifiquement avec les chaines de galactanegnifs(1—3) des AGPs (Kitazawat al,
2013).
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Figure 8 : Structure des arabinogalactane-protéines (AGPs). A. Les AGPs sont

des protéines pariétales fortement glycosylées qntitdtre ancrées a la membrane plasmique

par une ancre GPI. La partie glycannique est tédéérbigeneB. Classification des AGPs en
AGP classique, AGP hybride, AGP chimérique, pepti@(courte AGP classique). Les AGPs
hybrides peuvent contenir des domaines spécifiglaas leur séquence. PM : membrane

plasmique. D’apres Nguema-Oegal, 2013.

Les PRPscontiennent essentiellement le motif Pro-Hyp-Vat-Lys répété n fois et sont
faiblement glycosylées (Cassab, 1998y ( 9A). Leur fonction spécifique n’a pas encore été

déterminée bien que leur implication dans la déffi@iation du xyleme (Loopstra & Sederoff,

1995) et la formation des nodules (Shereieal, 2005) est fortement pressentie.

23



Introduction

A EERGEOO@EDEDEDO@EDEDTHEOOGED

B oo @mm@EmEEHID

Figure 9 : Représentation schématique d'une protéine riche en proline (PRP) de
soja (A) et d'une protéine riche en glycine (6RP) de pétunia (B). D'aprés Carpita
& McCann, 2000.

- Les protéines riches en glycine (GRPs)

Cette famille de protéines pariétales se caraetéxds la répétition de courtes séquences
riches en glycineKig. 9B). Une classification basée sur leur structure gdegl’arrangement
des domaines riches en glycine ainsi que la présdiatres motifs conservés a permis de
distinguer cing grand types de GRPs. Le rOle degoa®ines dans la structuration de la paroi
a été proposé depuis la purification des premi&RePs (Condit & Meagher, 1987) mais les
données recueillies jusqu’a présent ne permetestljétre plus précis. Cependant, I'étude de
leurs motifs protéiques, leurs localisations calh@ls mais aussi la régulation de I'expression
des genes impligués dans leurs syntheses a peatiithder aux GRPs un rble dans la défense
de la plante, I'hydratation du pollen ou encoradaistance au stress osmotique (Sachetto-
Martinset al, 2000 ; Mangeoet al, 2010).

b. Les enzymes de la paroi primaire.

La morphogenése et I'expansion cellulaire nécessite remodelage contrdlé de la paroi
et, en particulier, de ces polysaccharides cotigsituCe procédé délicat qui implique un
relachement pariétal tout en conservant l'intégnitécanique de la paroi face a une forte
pression de turgescence est assuré par diversgsenprésentes au sein méme de la paroi

primaire.

- Remodelage des homogalacturonanes

Les polygalacturonases (PGs), de type endo-PGS(EC.15) ou exo-PGs (EC 3.2.1.67),
sont impliquées dans le remodelage parigialleur action d’hydrolyse du squelette HG.
Soixante-neuf genes codant des PGs putativeséittatitifiés dans le génomeAdabidopsis

Elles interviennent principalement au cours desph&nes de séparation cellulaire qui ont
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lieu lors d’abscission d’organes tels que les Hertrles feuilles mais aussi lors des processus
d’expansion cellulaire (Gonzalez-Carramtaal, 2002, 2007 ; Xiaet al, 2014).

Les pectates lyases-like (PLLS) clivent les liasaf{1—4) du squelette HG par réaction
dep-€élimination. La encore, on distingue les endo-gtestlyases (EC 4.2.2.2), les exo-pectates
lyases (EC. 4.2.2.9) et les pectines lyases (EQ.4(@). Les pectates lyases different des
pectines lyases par leur besoin en ion&" @aur leur activité catalytique (Benen & Visser,
2003). Ces enzymes sont également sécréetées pamigeux organismes pathogenes (Payasi
et al, 2008).

Les groupement®-acétyl retrouvés en 2 ou en 3 sur les HGs (justid% d’acétylation)
peuvent étre hydrolysés par les enzymes appelétasgracétylestérases (PAEs; EC 3.1.1.6).
Leurs roles physiologiques émergent peu a peujdomguht les PAES dans la plasticité pariétale

et la résistance aux pathogenes (de Setiag, 2014).

Les PMEs (EC 3.1.1.11) appartiennent a une largg/leamultigénique (66 genes chez
Arabidopsi$ et peuvent étre exprimées de facon organe- egssgpécifique (Pelloust al,
2007). Elles catalysent la dé-méthylestérificatdes HGs au sein de la paroi, créant des
groupements carboxyles chargés négativemest. HGs dé-méthylestérifiés peuvent ainsi,
d’une part, établir des ponts calciques favoribamangement des HGs en « boites a ceufs » et
former un gel qui favorise la stabilité de la paDiautre part, I'action des PMEs libére des
protons qui, localement vont acidifier le pH depkroi réduisant I'activité des PMEs elles-
mémes et favorisant I'action d’autres enzymes (éP@s, PLLs,...). Ainsi, les PMEs
contribuent majoritairement au remodelage des pesitn muro et au relachement pariétal.
Leur activité est étroitement régulée par la présed’inhibiteurs dénommés PMElIs
(inhibiteurs de pectines méthylestérasés).(10) (Jolieet al, 2010 ; Sénéchait al, 2014).

PME €I ca’
(01970 070 0 078 0 0 0,020 — . OOOOCOOCOOOO0 .
H,0  CH,OH s
|
L4
000000
L -s -
000000
. Acide galacturonique Méthyl ester

Figure 10 : Représentation schématique de I'action des PMEs et de leur inhibiteur
PMET dans la formation d'un gel pectique. D'aprés Jolieet al, 2010 .
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- Les xyloglucane endo-transglucosidases/hydrolases (XTH) et les endo-3-(1—4)-

glucanases (EGases)

Les XyG endo-transglucosidases/hydrolases (XTH4$) pmur substrat le XyG. Elles
participent au remodelage pariétal en participafingssemblage/démantelement du réseau
cellulose/XyG de la paroi primair€i@. 11). Elles appartiennent a la famille 16 des hydesas
et ont une activitt enzymatiqgue de xyloglucane doeamansglucosidase (activité de
xyloglucosyltransférase) et/ou de xyloglucane : cehgdrolase (activité d’endp-1,4-
glucanasefThompson & Fry, 2001 ; Rosat al, 2002). CheZrabidopsis 33 genes ont été
identifiés avec des profils d’expression variabpesmettant une action temporellement et
spatialement régulée. Des stress mécaniques, debtions d’hypoxie ou d’anoxie vont

entrainer une surexpression des genes codant ldgNXiShitani & Vissenberg, 2007).

Figure 11 : Mode d'action des XTHs. Les XTHs clivent une chaine de XyG
(représentée en rouge) qui permet la liaison eldrex microfibrilles de cellulose voisines
(représentées en vert), par des liaisons hydrogedmss la pression de turgescence, les
microfibrilles se retrouvent éloignées du compleéXeH-XyG formé (comme indiqué par les
doubles fleches). Une autre chaine de XyG adjacget# se fixer sur le site catalytique de
'enzyme formant un XyG hybride et recréant unésba entre les deux microfibrilles de
cellulose. D’apres Ross al, 2002.

Les enddoB-(1—4)-glucanases (EGases) hydrolysent les liaifefis—4)-glucosyl de$-
(1—4)-glucanes non substitués. Elles sont codéesyediamille de 25 genes ch&mbidopsis
Dans la paroi primaire, leurs principales ciblestsa cellulose et les XyGs. Elles agissent dans

les régions ou la cellulose n’est pas cristallinekarguent les XyGs attachés aux microfibrilles
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de cellulose entrainant un relachement pariétale¢@éreket al, 2008). De nombreux
organismes pathogénes sécretent ces enzymes &mtoriafection de la plante. D’autres
évidences suggerent que certaines EGases assadig#agaembrane interviendraient dans la
biosynthese de la paroi (Leey al, 2002).

- Des protéines non enzymatiques : les expansines

Les expansines ont été identifiees pour la prenfa@sedans le phénomene d’élongation
cellulaire par croissance « acide » (McQueen-Masbbal, 1992) faisant référence a une
stimulation rapide de la croissance en réponse @Hude la paroi plus acide. Les expansines
ont une action unique sur le relachement pariétaindniére pH-dépendant. Deux familles
d’expansines ont été différenciées chez les Angimsps, lesi-expansines et lgsexpansines
qui ont une structure proche mais different delgar affinité de substrat, la deuxieme famille
serait plus spécifique des Poacées, et de paptetit de N-glycosylation (Cosgrovet al,
2002). CheZArabidopsis 26 génes codent pour degxpansines et 5 pour dgsexpansines.
(http://www.personal.psu.edu/fsl/ExpCentral/aboupaansins.htm). Leurs séquences
protéiques sont constituées de trois parties oamatheN-terminal contenant un peptide signal
d’adressage au systeme de sécrétion, un domaialgtcpie central homologue a celui des
enzymes de la famille des endo-glucanases et umidersimilaire a un domaine de liaison a
la cellulose. Malgré la forte similarité de séqueawec d’autres enzymes pariétales, aucune
activité enzymatique n’a pu étre détectée dangiéparations d’expansines. Ainsi, jusqu’a
présent, I'activité attribuée aux expansines sxgansion de la paroi n’est pas reconnue en
tant qu’activité hydrolytique (Cosgrove 2000a, 2000Les expansines perturberaient les
liaisons covalentes établies entre la cellulodesghémicelluloses induisant une dissociation et
un déplacement des hémicelluloses qui reformenoatiaison avec une autre microfibrille de

cellulose Fig. 12.

Les expansines permettent un relachement paragiale en réponse a un stress et joue un

réle important dans la maturation des fruits (R&dgennett, 1999).
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expansine cellulose

hémicellulose

Figure 12 : Le reldchement pariétal par les expansines. Lesa-expansines induisent,
au niveau de leur site catalytique (1), une disgmm locale et un glissement des
hémicelluloses a la surface des microfibrilles eldutose. Ces enzymes possedent un domaine
de liaison (2) qui permet leur ancrage a la surféeda cellulose. LeB-expansines, ont un
mode d’action similaire mais agiraient sur d’autghgcannes, tels que les xylanes. D’apres
Sampedro & Cosgrove, 2005.

3. Biosynthése golgienne des hémicelluloses et des pectines

a. Biosynthése des précurseurs : les nucléotides-sucres

Les hémicelluloses et les pectines sont formésta pda la polymérisation de nucléotides-

sucres dits sucres « activés ». Leurs synthesésctieent a partir de quelques nucléotides
sucres précurseurs : 'UDP-glucose (Uridine diphasg-Glc) et le GDP-mannose (GDP-
Man), eux-mémes formés dans le cytosol a partifrdatose-6-phosphate, produit de la
photosynthese (Reiter, 2008). C’est grace a I'actombinée d’enzymes d’interconversion
comprenant des épimérases, des décarboxylasegslédbgdratases, des réductases et des
mutases que les 30 nucléotides-sucres différatgntifiés chez les plantes, seront synthétisés
(Reiter, 2008 ; Yiret al, 2011). Parallelement a cette voie principaleydt®sede novoune
deuxieme voie, appelée « voie de recyclage » {(xagalpathway ») permet la conversion de
sucres libres en nucléotides-sucres, par I'act®kidases et d’'UDP-phosphorylaseg 13
(Bar-Peled & O’Neill, 2011 ; Geserick & Tenhake,13).
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Figure 13 : Principales voies de synthése et d'interconversion des nucléotides-

sucres chez les plantes. Les principaux nucléotides-sucres nécessairesyntaése de la
paroi sont encadrés en bleu. lls dérivent du feest® P (encadré en vert), produit lors de la
photosynthese, grace a l'action de différentes mesy impliquées dans les mécanismes
d’interconversion. Les sucres libres peuvent égatdnétre engagés dans la synthése de
nucléotides-sucresa la « voie de recyclage ». D’aprés Bar-Peled & QIN2011.

Afin de contourner la différence de localisatiortrenles nucléotides-sucres produits
majoritairement dans le cytosol, et les sites dathgse des polysaccharides et des
glycoprotéines, des transporteurs vont permettte Brheminement vers la lumiere de

I'appareil de Golgi.
b. Le transport des nucléotides-sucres

Les analyses phylogénétiques prédisent I'existdhage cinquantaine de transporteurs de

nucléotides-sucres dans le génomeradbidopsis(Rautengartert al, 2014). Cependant, trés
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peu de mutants affectés dans la synthese de cefing® ont un phénotype visuellement
difféerent d’'une plante sauvage ce qui a ralentr lelentification et leur caractérisation
fonctionnelle. Ainsi, seuls quelques transporteumtseté caractérisés pour le transport de GDP-
Man (Baldwin et al, 2001 ; Handforcet al, 2004), UDP-Gal (Norambueret al, 2005 ;
Rollwitz et al, 2006), CMP-acide sialique (cytidine monophosplaziede sialique, Takashima
et al, 2009 ) et plus récemment une famille de transpeostd’UDP-Xyl a été identifiés (Ebert
et al, 2015). Certaines de ces protéines ne sont pgsutsuspécifiques d’'un seul substrat,
comme la famille de transporteurs dits bi-fonctielsrd’UDP-Rha/UDP-Gal (Rautengarten

al., 2014) ou encore d’'UDP-GIc/UDP-Gal (Norambuenal, 2002 ; Handforet al, 2012 ).
Suite a leur transport, les nucléotides-sucresns@mis en charge par les enzymes de synthese
des polysaccharides pariétaux : les glycosyltraasés (GTs). Leur domaine catalytique est
situé dans le lumen de l'appareil de Golgi et clea@ul est fortement spécifique d'un

nucléotide-sucre et d’un type de liaison.

c. Biosynthése golgienne du xyloglucane et des pectines

A la difféerence de la cellulose et de la calloss, hémicelluloses et les pectines sont
synthétisées au niveau de I'appareil de Golgi (lidoet al, 2012). Leurs structures complexes
nécessitent une certaine organisation des enzytmgsrdonversion des nucléotides-sucres,
une coordination avec leurs transporteurs et les @§sociées. La compartimentation de
I'appareil de Golgi en fait un organite adapté @rdebiosynthéses et le développement des
méthodes d'immunolocalisation couplées aux appdeemicroscopie électronique a permis
de grand progrés concernant la compréhension d#okynthése de ces polysaccharides
pariétaux (Follet-Gueyeet al, 2012). Les polysaccharides non cellulosiques iesgra
synthétisés et modifiés au cours de leur achemineangavers les différents saccules golgiens

et le réseatrans-golgien, puis transportés vers la parai des vésicules de sécrétion.

- Biosynthése du xyloglucane

Le squelette glycannique du XyG serait synthéteéum ou plusieurs génes membres de
la famille des cellulose synthases-like (CSLs) dmmtaines ont été localisées dans I'appareil
de Golgi (Daviset al, 2010). Leurs fonctionnements seraient similagre®lui des protéines
CESA, avec un transfert des nucléotides-sucre®)fidlucose, sur la chaine glucanique en
cours de synthése (Pauy al, 2013 ; Schultinket al, 2014). Puis, les enzymes(1—6)-
xylosyltransférases (XyITs), appartenant a la feemiles GT34 (classement de la base de

données CAZy : Carbohydrate-Active enZyme), tramsieles résidus Xyl, a partir d’'UDP-
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xylose, sur I'avant-dernier résidu Glc d'un cellofsose ou d’'un cellohexaose (Fakal,
2002 ; Cavalier & Keegstra, 2006). Un résidu Galtpsubstituer les chaines de XyG, par
I'action desp-(1—2)-galactosyltransférasef-(1—2)-GalTs]. CheZArabidopsis deux de ces
enzymes ont été identifiée&AtMUR3 (Madsonret al, 2003) etAtXLT2 (Jenseret al, 2012),
spécifique du transfert d’'un Gal sur, respectiveimien3™ et le 2™ résidu Xyl. Enfin, une
seule enzyme-(1—2)-fucosyltransféraseA(FUT1), appartenant a la famille des GT37, a été
caractérisée comme étant responsable du tran&farrésidu Fuc terminal sur un résidu Gal
d’'une chaine de XyG (Perret al, 1999 ; Vanziret al, 2002).

Une structure particuliére a été retrouvée lor$amlyse du XyG des poils absorbants
d’Arabidopsispar Pefiaet al. (2012). En effet, un résidu GalA est dans ce g@ag@au Xyl
grace a I'enzyme codée patXUT1, identifiée par une approche de génétiquersa/eCette
découverte de deux chaines acides sur le XyG afteu® lettres a la nomenclature de Fry
(1993) : Y B-D-GalpA-(1—2)-0-D-Xyl p-(1—6)-p-D-Glcp] et Z [a-L-Fug-(1—2)-B-D-GalpA-
(1—2)-0-D-Xyl p-(1—6)-B-D-Glcp].

Tableau 1 : Liste des protéines connues impliquées dans la synthese du

xyloglucane. FucT: Fucosyltransférase; GalT: galactosyliiénase ; GalAT :

galacturonosyltransférase ; GIcT : glucosyltrarefér,O-AcT : O-acétyltransférase ; XyIT :
xylosyltransférase .

Famille

Activité Geéne CcAZy Références

B-(1—4)GlcpT CSLC4 GT2 Cocuron et al., 2007
Cavalier et Keegstra, 2006 ; Cavalier et al., 2008 ;
a-(1—6)-XylpT XXT1-5 GT34 Faik et al., 2002 ; Vuttipongchaikij et al., 2012 ;
Zabotina et al.,, 2008

B-(1—2)GalpT MUR3 GT47 Madson et al., 2003
B-(1—2)GalpT XLT2 GT47 Jensen et al., 2012
B-(1—2)GalpAT XUT1 GT47 Pefia et al., 2012
a-(1—2)FucpT MUR2/FUT1 GT37 Perrinet al,, 1999 ; Vanzin et al., 2002

O-AcT AXY4,AXYAL - Gilleetal., 2011

DesO-acétylations peuvent aussi étre ajoutées exclomne sur les résidus galactose du
XyG par une XyGO-acétyltransféerase (AXY4), identifiée par Gilet al, (2011). Cette

aceétyltransférase est également localisée dargarap de Golgi Tab. 1).
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- Biosynthése des pectines

En raison de la haute spécificité des GTs et didviersité des polysaccharides pectiques,
il est admis qu’au moins 67 transférases différeatat requises pour leurs synthéses, incluant
des GTs, méthyltransférases et acétyltransféerasemjo et al, 2013). Atmodjcet al. (2013)
ont proposé deux modeles hypothétiques pouvastriduleurs synthéses : le modele classique
dit de «synthése consécutive » et un modéle dathése par domaines ». Le premier modéle
consiste en la synthése des pectines par ajoutssitcdes nucléotides-sucres sur un polymere
en cours de synthese au fur et a mesure de somagmeent a travers les compartimetits,
median, et transgolgiens Fig. 14A). Dans le second modele, la synthése des pectines
s’effectue en blocs. Différents domaines pecticgoes synthétisés indépendamment comme
dans le modele classique puis seraient transfé@rétoe sur une chaine en cours de synthése.
Le polysaccharide ainsi formé est ensuite trangpaats la paroi par des vésicules de sécrétion
(Fig. 14B).

La complexité de cette famille rend difficile largication et I'identification des enzymes
nécessaires a leurs syntheses. Ainsi, seules daatikes de GTs ont été caractérisées d'un
point de vue fonctionnell@ab. 2) tandis que pour d’autres, seule une fonctiontugta pu été
attribuée par caractérisation phénotypique et lmoicjue de mutants (Orfilet al, 2005 ;
Mouille et al, 2007 ; Miacet al, 2011 ; Harholet al, 2012). Néanmoins, il apparait que toutes
sont des protéines membranaires de type Il, poss@daseul domaine transmembranaire avec
I'extrémitéN-terminale orientée vers le cytoplasme et le domeatalytiqueC-terminal orienté

vers le lumen de I'appareil de Golgi.
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Figure 14 : Biosynthese des pectines selon deux modeles hypothétiques. A. Le
modéle de synthése consécutive. Les GTs ajout@sécativement des sucres sur I'extrémité
non réductrice d’'un oligo- ou d’'un polysaccharide @urs de croissance pour former le
squelette et les chaines latérales des pectineles3es GTs impliquées dans chaque étape sont
représentées par soucis de claBtéLe modéle de synthése par domaines. La premiape ét
€@ st I'élongation d’un domaine oligosaccharidigeleg’une chaine d’HG par le complexe
GAUT1 : GAUT7 du-(1—4)-galacturonosyltransférases (G1-G7). Dans ce mmap
I'activité transférase est portée par GAUTL targlie GAUT7 aurait un r6le d’ancrage du
complexe dans la membrane golgienne. Le domain@G@hl serait synthétisé par des RG :
rhamnosyltransférases (RG : RhaT) et des RG : yatawsyltransférases (RG : GalAT) non
encore identifiées. Puis@ transfert en bloc du domaine pectique par une
oligosaccharyltransférase (OT) sur un autre domi@imaant une structure plus conséquente.
Cette étape a lieu jusqu’a ce que le polymére esti formé. La derniére éta@ est le
transfert du polysaccharide mature vers la paraghAque étape des modifications telles que
les méthylestérifications et/ou acétylations petnaoir lieu sur les sucres. Les hexagones
jaunes modeélisent les GalA et les pentagones \Jedsrésidus Rha. ER : réticulum
endoplasmique ; SV : vésicule de sécrétion. D’aptésodjoet al, 2013.
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Tableau 2 : Liste des génes impliqués dans la biosynthése des pectines chez

Arabidopsis dont |'activité transférase a été prouvée. GalT : galactosyltransférase ;
GalAT : galacturonosyltransférase ; XylT : xylosghsférase.

Activité Géne Famille CAZy Références

Homogalacturonane

a-(1—4)-GalpAT GAUT1 GT8 Sterling et al., 2006 ; Atmodijo et al., 2011
Rhamnogalacturonane de type |

B-(1—4)-GalpT GALS1 GT92 Liwanag et al., 2012
Rhamnogalacturonane de type II

a-(1—3)-XylpT RGXT1 GT77 Egelund et al., 2006 ; Petersen et al., 2009

a-(1—3)-XylpT RGXT2 GT77 Egelund et al., 2006 ; Petersen et al., 2009

a-(1—-3)-XylpT RGXT3 GT77 Egelund et al., 2008

a-(1—-3)-XylpT RGXT4IMGP4 GT77 Liu et al., 2011
Xylogalacturonane

B-(1—3)-XylpT XGD1 GT47-C Jensen et al.,, 2008

4. Organisation et interactions des polymeéres dans la paroi

L’architecture de la paroi primaire est souventrégpntée comme une matrice de
polysaccharides et de glycoprotéines divisées asiqurs réseaux. Bien que la structure
biochimique des polysaccharides pariétaux soitct@raée, leur agencement dans la paroi et
leurs interactions, créant un réseau fonctionnelcawne force de tension élevée tout en
permettant I'expansion pariétale, sont moins conRlssieurs modéles ont vu le jour afin de
représenter le plus fidélement possible I'orgarosagt I'interaction des composeés pariétaux a
partir des données bibliographiques. Le premieratethéorique a été proposé par Keegstra
et al, (1973) qui considére que tous les constituanti geroi sont interconnectés par des
liaisons covalentes, a I'exception de la celluloskee aux hémicelluloses par des liaisons
hydrogenes, formant une seule macromolécule. Amsiroissance acide ne requiert pas
nécessairement I'hydrolyse des liaisons covalentds seulement une dissociation des liaisons
faibles entre cellulose et hémicellulose, perméttanglissement latéral des microfibrilles.
Valent & Albersheim (1974) ont remis en cause cdéktéorie en démontrant qu’aprées
acidification de la paroi les liaisons hydrogenésedt, au contraire, renforcées. Un autre
modéle, depuis longtemps adopté par la communaigsatgique, fut proposé par Carpita et
Gibeaut (1993). Il tient compte de la directionrdauvement des microfibrilles au cours de
I'expansion et de I'élongation cellulaire et digire trois domaines en interaction mais

structurellement indépendants.
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a. Le réseau cellulose/hémicellulose

Le principal domaine est formé des microfibrilles @kllulose complétement recouvertes
par les hémicellulosesa des liaisons hydrogenes. Celles-ci prises en gwvgiah » entre deux
microfibrilles permettent de les relier entre ellBgs analyses récentes par RMN (Résonance
Magnétique Nucléaire) (Dick-Péregt al, 2011) ainsi que des analyses par digestions
enzymatiques (Park & Cosgrove, 2012) remettent ause ce modéle et proposent une
architecture différente. En effet, il existeraiianent quelques microdomaines de liaison
cellulose/hémicellulose dans la pareid. 15, et moins de 10% de la cellulose serait couverte

par les hémicelluloses.

Figure 15 : Evolution du modeéle structural de la paroi primaire. A. Modéle initial
dans lequel les hémicelluloses (traits noirs) reoent la surface des microfibrilles de cellulose
(cylindres rouges) et les relient entre ell8s.Evolution du modéle présenté &n Les
hémicelluloses sont représentées par des lignesifgas entre les microfibrilles de cellulose.
Ces régions, ou les hémicelluloses connectent decrofibrilles proches, sont entourées par

un cercle gris.C. Vue détaillée des jonctions hypothétiques ou lémibelluloses sont
entrecroisées avec les glucanes cellulosiques.r&sdpark & Cosgrove, 2012a.

b. La place des pectines...révisée au cours du temps.

Le modele de Carpita et Gibeaut (1993) décrit unxiene réseau formé par les
polysaccharides pectiques dans lequel s’integpedmier réseau cellulose/hémicellulose. Les
chaines d’'HGs s’entrecroisent par des liaisongis, hydrogénes ou encore par interactions
de nature hydrophobe. Les DMs et d’acétylationiajue la distribution des groupements
méthyl- et acétyl- déterminent également le prbfitteraction des pectines entre elles (Ralet
et al, 2003). Cette matrice pectique définit la porodigdla paroi et détermine la taille limite

pour la diffusion des molécules. Ce modele ou &xtipes constituent un réseau a part entiére
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a été une fois de plus remis en cause, puisquetames interagiraieim vitro avec la cellulose
(Zykwinskaet al, 2005) probablement en compétition avec le XyGnament de la synthese
des chaines de cellulose. L'analyse de la paroRpaiX du solide en 2D suggeére que les HGs
et RG-I sont en contact avec 25 a 50% des micitdibrde cellulose (Wanet al, 2012). Les
pectines se lieraient aux microfibrilles au nivelas régions dépourvues d’hémicellulosz

les chaines d’arabinanes et/ou de galactanesuBgedas liaisons covalentes reliraient les XyGs
aux pectines. Plusieurs études rapportent unetomélles deux polysaccharides apres passage
sur colonne échangeuse d’anions (Fu & Mort, 19Bifompson & Fry, 2000) et des complexes
covalents XyGs-pectines ont pu étre extraits deéumes cellulaires de diverses espéces
d’Angiospermes justifiant d’'une conservation évimet(Popper & Fry, 2005). L'existence de
ce complexe, formée dans le cytoplasme, permetinatincorporation facilitée du XyG dans
la paroi (Popper & Fry, 2008). L’association celsg-hémicellulose ne régirait donc pas seule
les propriétés mécaniques de la paroi, il faughaitdt considérer un seul grand réseau pariétal
incluant les pectines (Dick-Péretzal, 2011).

Alors, pourquoi les pectines ont elles longtemgsdéicrites comme formant un réseau a
part entiere? En effet, outre leur interaction algecellulose, les différents polysaccharides
pectiques, formant des micro-domaines, interagissrrs entre eux, rendant difficile leurs
extractions et leurs purifications. Les HGs, le R&-le RG-II seraient liés au niveau de leur
squelette et un traitement a 'EPG (O’Neilal, 1990) hydrolyse les liaisons glycosidiques et
libere des fragments oligomériques. Deux modelesrahgement des pectines ont été
proposés. Dans le premier modeéle, les HGs et ld Rissuccedent pour former un squelette
linéaire, une région « lisse », ou s’intercalerg disidus Rha, et les chaines latérales du RG-I
et du RG-Il formeraient des régions « hérisséddans le modele alternatif proposé par
Vincken et collaborateurs (2003), la partie linéaerait formée par le RG-I tandis que les HGs

et les autres composés pectiques sont considér@aeaes chaines latéral&sy, 16).
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Figure 16 : Représentation schématique de la structure macromoléculaire des

pectines. A. Dans ce modele, le squelette pectique est conskiwdaines d’'HG et de RG-I
et des résidus de rhamnose peuvent s’intercalerHisix Les régions dites “lisses” sont
principalement composées d’'HGs. Les régions ditesissées” se composent de RG-I, de
XGA, d’'arabinanes et d’AG-I I. R : extrémité réduoe. NR : extrémité non réductricé-D.
Autres modeles d’organisation des pectines. Le R@istitue la chaine principale sur laquelle
sont greffées des chaines neutres (AG-I et Il;aalinanes), des HGs, du XGA et le RG-II.
L’arrangement des chaines latérales reste néanmioypethétique. La légende des
monosaccharides et des polysaccharides de cesedifémodeles est reportée en bas du
schéma. D’apres Vinckest al, 2003.

Les liaisons intramoléculaires et intermoléculagest de nature ionique ou covalente mais
leur connaissance reste limitée. Les liaisons eldse polyméres pectiques se font par
I'intermédiaire de ponts calciques entre les doesniHG en fonction de leur DM, formant le
modéle en « boite a ceufs » précédemment décrie §aicture est particulierement retrouvée
dans les zones de jonction intercellulaire ou ajg¢ comme un ciment (Caffal & Mohnen,
2009) et est fondamentale dans la structuratiorpdesnes. Les composés phénoliques de la
paroi peuvent également créer des connexions asqeektines telles que les acides féruliques
qui forment des liaisons ester @A2 des résidus Ara et &6 des résidus Gal, formant des
dihydrodimeres (Morris & Ralet, 2012).

Le RG-II, capable de former des diméres par liadiester de borate renforce également
la cohésion des pectines (O’Naitlal, 2001). De plus, le RG-Il posséde des liaisonsiemtes
avec les HGs. Par conséquent, la formation du @irderRG-I1l entraine la liaison entre deux

chaines d’HGs qui contribuerait a la formation @&wtructure 30n muro (Voragenet al,
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2009) et au renforcement des propriétés meécanigeeta paroi (Ryderet al, 2003).

L’ensemble des liaisons identifiées p

résumeé dans lagure 17.
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Figure 17 : Liaisons pectiques /n muro. A. Liaison calcique entre deux chaines d'HG
formant le modeéle en «boite a ceufBy».Liaison entre les chaines latérales des pectines e

I'acide férulique.C. Dimérisation du RG-Il par liaison ester de bordde.Liaison ester
covalente formée entre le groupement carboxyl dide uronique et la fonction hydroxyle de
deux chaines pectiques. D’aprés Vorageal, 2009.

L’ensemble de ces données suggere donc que l'atisoccellulose-hémicelluloses n’est
pas seule responsable des propriétés mécaniglepatei et que les polysaccharides pectiques
ont un role central dans I'établissement d’'un regeiétal unique (Dick-Pérest al, 2011).
Enfin, la paroi ne serait pas formée de plusiearmalnes polysaccharidiques mais plutét d’'un
seul réseau cohésif ou les protéines forment uradwmelativement a part. Dans ce réseau, le
bore et le calcium sont deux exemples illustrapld@e importante des minéraux dans la paroi

primaire.

c. Les minéraux dans la paroi

Depuis le XX siécle, le calcium est reconnu comme étant unlaésur crucial de la
croissance dans toutes les étapes du développemdmplante. Présent dans la paroi sous sa
forme ionisée C4, il est en interaction avec les fonctions carboxyis| des HGs dé-
méthylestérifiés. Ces structures en « boites a eecoifg principalement été localisées dans les
zones de renforcement et d’adhésion intercellu{daeviset al, 2003). Le calcium stabiliserait
eégalement la formation du complexe borate-RG-II {&yashiet al, 1999). Ainsi, a forte
concentration de calcium extracellulaire, la pasa& rigidifie tandis qu’'a plus faible
concentration, la paroi est plus flexible. Une nficdtion de la concentration calcique conduit
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a des effets prononcés sur la croissance cellyld&pler, 2005) et a un impact sur I'activité de

certaines enzymes pariétales.

Le bore est un minéral essentiel pour la croissalecé& plante (Warington, 1923). Le
principal réle physiologique du bore serait sor ElEmentaire dans la dimérisation du RG-II :
sous sa forme anionique, le bore forme une liagstercis-diol avec le résidu apiose (Api) de
la chaine A de deux monomeres de RG-II, ce quirgéne dimere (Ishiet al, 1999). Il est
d’ailleurs admis que la quasi-totalité du bore préslans la plante est localisée dans la paroi
primaire et plus précisément associée au RG-II égabhiet al, 1996). Ainsi, les besoins en
bore de chaque espéce végétale seraient corr@ésaaproportion en pectines de leurs parois.
Les effets délétéres observés sur la morpholodiesgiropriétés mécaniques de la paroi lors
d’'une carence en bore (O’Neidt al, 2004) seraient des effets secondaires suite a la

perturbation de la structure du RG-II.

Il. Le rhamnogalacturonane de type Il : structure et propriétés

1. Structure primaire

Depuis sa découverte en 1978 dans des suspensituiaies d’érable sycomorég¢er
pseudoplatanud..) (Darvill et al, 1978), le RG-Il a été isolé de la paroi cellidante
nombreuses plantes terrestres (Edashige & Ist88;19himokawaet al, 1999 ; Matsunaget
al., 2004), révélant une structure hautement conseuvémurs de I'évolution. Son squelette
est difféerent de celui du RG-I puisqu’il s’agit dites de sept a neuf résidus-q1—4)-GalAp
(Pérezet al, 2003). Les études structurales principalementéaempar RMN (O'Neilet al,
1996 ; du Penhoatt al, 1999 ; Vidalet al, 2000) et par spectrométrie de masse (Whitcombe
et al, 1995 ; Doccet al, 2001) ont permis de détecter 4 chaines latéral®&s C et D, dont

I'arrangement spatial n’est pas encore totalemétdrahiné.

La chaine A est un octasaccharide, la chaine Beptabaccharide et les chaines C et D
sont des disaccharides. L'existence d'une cinquierhaine, nommée E, reste sujet a
controverse, puisque constituée seulement d’'urduesi-Araf (Rodrguez-Carvajakt al,
2003). Une molécule de RG-1l compte 13 monosacdbarilifférentsKig. 18), dont certains
sucres sont dits rares et/ou spécifiques tels Bpi; I'acide acérique (3=-carboxy-5-désoxy-
L-xylose; Ace), le 22-méthylD-xylose (20-Me Xyl), le 2<O-méthylL-fucose (20-Me Fuc),

le L-galactosel(-Gal), I'acide 3-désoxy-lyxo-hept-2-ulosonique (Dha) et I'acide 3-désoxy-
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D-manngoct-2-ulosonique (Kdo). Sur une molécule de R@llisieurs résidus sont présents
a la fois sous leurs deux formes anomériques(-), et cyclisées (furanose et pyranose).
Cette structure reste globalement identique chetesoles plantes terrestres malgré quelques
variations possibles sur la chaine B ainsi que téasgnce de méthylestérifications,
méthyléthérifications et d’acétylations (Matsunagal, 2004 ; Pabstt al, 2013 ; Buffettcet

al., 2014).

pL-Araf — aL-Rhap
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Figure 18 : Structure primaire du RG-II. Le RG-Il est formé d'une chaine de GalA
substituée par 4 chaines A, B, C, D. Les sucres gire les dérivations en noir ne sont pas
présents chez toutes les espéeces végétales. &uaite A, lo-Fuc peut étre substitué par un
a-Gal. Le résidu apiose encadré en rouge est impliguns la dimérisation.

2. Structure 2D et 3D du RG-Il in muro

Nous avons vu précédemment la structure du monodeRG-1l. Or, celui-ci existen
muro, a 90% sous forme dimérisée. L'identification ésidu impliqué dans la liaison diester
de borate a été effectuée par analyse chimiquerdsestats de cette étude ont révélé que la
liaison s’effectue e®-2 etO-3 du résidu apiose de la chaine A de chaque maeoteeR G-I
(Fig. 170). Il n’y a actuellement aucune évidence impliquiapiose de la chaine B dans la

dimérisation et un seul diester de borate seragssaire pour relier deux monomeres de RG-
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Il (Ishii & Matsunaga, 1996; Kobayas#t al, 1996 ; O’'Neillet al, 1996 ; Pelleriret al, 1996 ;
Kanekoet al, 1997 ; Ishiiet al, 1999 ).

Certains facteurs influencent linterconversion dimmére de RG-Il en monomere et
inversement. Par exemple, le dimére est converti@momere et acide borique libre a pH 1 en
seulement 30 minutes suite a I'hydrolyse des estersorate a pH acide (Kobayaghial,
1996 ; O'Neillet al, 1996 ). Tandis que le dimére de RG-Il se formeitro a partir d’'un pH
de 3-4 et est stable a pH supérigtig(19). La présence de cations divalent{Ba*, PIr")
ou trivalents (L&, EW*, Cé*, PR* ou N&*) possédant un rayon ionique supérieur aAlet
0,954 respectivement, facilite la formation du dimérai#/ce serait la présence de deux ions
calciques qui stabiliseraient le compléexenuro(O’Neill et al, 2004). D’ailleurs, un traitement
par des agents chélateurs comme I'EDTA conduielaent vers la formation du monomere.
Le mécanisme de formation du dimére est peu camdanmoins la vitesse de la réaction est
assez lente ce qui suggeére la nécessité d’'une ennyuivo pour la catalyser (Funakawa &
Miwa, 2015).

La capacité du RG-Il a lier les cations divalerstsigtéressante pour la plante si des métaux
lourds (PB*, Al?*,...) sont présents dans le sol, réduisant leurscitési et leurs
biodisponibilités. Pour cela, l'utilisation du RG-h été proposé dans les processus de
bioremédiation du sol (O’'Nei#t al, 1996 ; Pellerin & O'Neill, 1998 ; Yapo, 2011). &autre
observation intéressante est la forte proportioR@ell retrouvée dans le vin rouge (100-150
mg.L?1), ce qui en fait une source avantageuse pourdétiu polysaccharide. Le RG-II est
extrémement résistant aux enzymes microbienneggeadation des polysaccharides qui ne
I'utilisent donc pas comme source de carbone. besgitions du vin rouge, un pH situé entre 3
et 3,5 et la présence naturelle d’acide boriquet s faveur de sa dimérisation et de sa liaison
aux métaux lourds (Ph Ba*, SP*) pouvant étre présents dans le vin. Ainsi, le Ri@riterait
potentiellement leur absorption dans le tractusrgastestinal.
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Figure 19 : Représentation schématique de la formation du dimére de RG-IT
en fonction des conditions du milieu. http://www.ccrc.uga.edu/~mao/rg2/intro.htm.

Une structure tridimensionnelle générale du RGHitatisé a été proposée par Pérez et
collaborateurs (2003) grace a des approches de BiMid microscopie a force atomique. Le
modeéle présenté consiste en deux disques platsyrcltarrespondant a un monomere d’'une
épaisseur de 1R, orientés parallélement I'un par rapport a I'a@fie d’optimiser leur surface
de contactkig. 20).
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Figure 20 : Modélisation 3D du monomere (A) et du dimere de RG-II (B). D'aprés
Pérezet al, 2003.

A quelle étape de sa synthéese le RG-Il se dim&iil®Pour répondre a cette question

et étudier les conditions de dimérisation, Chormeival. (2014a) ont développé la technique
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de PAGE (électrophorése sur gel de polyacrylamage)iguée au RG-I1l. Cette méthode a été
utilisée sur une culture de cellules de rose casathd se développer dans un milieu dépourvu
de bore, résultant en la monomérisation du RG-#jout de bore entraine alors la formation
de RG-Il mais sans diminution du contenu en monenigissant supposer que le RG-II
monomérique associé a la paroi n'est plus capabkseddimériser et que seulement le RG-II
nouvellement synthétisé I'est. Les résultats tif@sitres traitements suggerent qgureyivo, la
dimérisation du RG-Il a lieu durant sa biosynthdsenovoet/ou lors de sa sécrétion. La
sécrétion du monomere vers la paroi constitueraipa@int de non-retour a une dimérisation
ultérieure. Celle-ci peut se produire dans les€gqigiens ou lors de son acheminement dans
les vésicules golgiennes vers la membrane plasnoigixéen encore au moment de I'exocytose

au contact de la membrane.

3. Biosynthése du RG-II

L’assemblage du RG-II implique, pour la plantesyathése d’au moins 12 nucléotides-
sucres différents, et I'intervention de 22 GTs samslier lesO-acétyl etO-méthyltransférases
(Bar-Peled & O’Neill, 2011).

a. Les nucléotides-sucres rares ou spécifiques du RG-Il

Dans cette partie, nous nous focaliserons surdayhthése desg-céto-acides retrouvés
dans la structure du RG-II tels que le Dha et l®,Hds deux monosaccharides méthylés que

sont le 20-Me Fuc et le 22-Me Xyl, le L-Gal ainsi que 'Api et 'Ace.
- Les a-céto-acides

Retrouvé dans la structure de nombreux glycannetgiiens, le Kdo est présent, chez les
plantes terrestres, uniqguement dans le RGdlKdo est généré par une série d’au moins 4
réactions enzymatiques. Tout d’abord, mharabinose-5-phosphate-Ara-5-P) est formé a
partir de ribulose-5-phosphate par I'’Ara-5-P isamsér Le produit de cette réaction va réagir
avec le phosphoénol pyruvate (PEP), catalysé padda8-phosphate synthase (KDSA), pour
conduire a la formation du Kdo 8-phosphate (Kdo}8®e précurseur sera par la suite
déphosphorylé par une phosphatase, puis le Kdaastg sous forme CMP (CMP-Kdo) par
une cytidyltransférase (KDSB), avant son entréesdappareil de Golgi par un transporteur
(Fig. 21). Par comparaison d’homologies de séquences ageoactéries a Gram négatif, la
majorité des genes codant ces enzymes ont étéfigleichez les plantes. (Rot al, 2000a
et 2000b ; Delmast al, 2003 ; Lalannet al, 2004 ; Delmast al, 2008 ; Smyth & Marchant,
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2013). En particulier cheArabidopsis deux genes codant pour une Kdo 8-P synthase,
AtKDSA1(At1g79500) eAtKDSA2(At1g16340) ont été identifieés (Matsuwizal, 2003). Ces
genes auraient été acquis chez les plantes pagréedr de transfert de genes horizontal a partir
d’'une eubactérie du gen@hlamydia(Royoet al., 2000b). Bien que I'absence d’acide sialique
chez les plantes ait été démontrée, plusieurs damaslogues aux transporteurs de CMP-acide
sialiqgue ont été identifiés. Le transporteur codé e géne At5g41760, chedrabidopsis
(OsCSTLP1 che®Dryza sativa est capable de complémenter des cellules de nignesi
déficientes dans le transport de CMP-acide sialigrs la lumiére de I'appareil de Golgi
(Bakkeret al, 2008 ; Takashimat al, 2009. Ces protéines sont fortement pressenties pour

transporter d’autres sucres activés sous forme CihéR les plantes tels que le CMP-Kdo.

AtKDSA

CH,OH

OPO3H, o
—o AtKDSD Loq/v PEF
B L.L»
j—
H=———0H ~
Al =m Arabinose $ Kdo-8-P

5-phosphate synthétase Kdo-8-P OH
isomérase

Ribulose-5-P Arabinose-5-P Kdo -8-P
& phosphatase
Pi

At5g41760
-

CHZOH

CMP-Kdo o CMP-Kdo
transporteur CMP-Kdo synthase

Figure 21 : Les étapes de la biosynthése du CMP-Kdo.

En ce qui concerne la biosynthése du Dha et saefactivee, aucune information n’a été
reportée a ce jour. La forte similarité structurgle existe avec le Kdo suggere qu’ils aient des
origines de synthése commune et notamment I'uiitisadu CMP pour la formation du sucre
activé. Deux hypothéses relatives a la synthedehduont été émises. La premiere consiste en
la formation d’un précurseur par condensation d® BEd’'une molécule de thréose par une
enzyme 3-désoxp-arabino-heptulosonate 7-phosphate synthase (Detoalg 1992). L’étape
de déphosphorylation puis le transfert d’'un groupen€MP qui suit, permettent la formation
du CMP-Dha. La seconde hypothese suggere la syntledls forme activée du Dha a partir du
CMP-Kdo par des réactions d’oxydation et de décaytation (Mohnen, 2002).
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Le L-Gal

La forme activée du-Gal est synthétisée dans le cytosol par interasime du GDP-Man
par la GDPp-mannose-3,5-épimérase (GME, EC 5.1.3.18). Il estuiée transféré vers
I'appareil de Golgi pour étre incorporé dans laduire du RG-Ivia une GDP:-GalT mais
peut également étre converti dans le cytosolL-€#al libre par des phosphorylases et des
phosphatases spécifiques et constituer un inteaimédile synthése de l'acide ascorbique
(Wolucka & Van Montagu, 2007 ; Gilbegt al, 2009 ; Voxeuet al, 2011).

- L’apiose

Les analyses biochimigues concernant la biosyntied@piose ont été menées chez les
lentilles d’eau lemna minaoyou I'apiose est retrouvé dans la structure depas®@s pectiques,
les apiogalacturonanes (Golovcherdoal, 2002), mais aussi chez le pers$te{roselinum
hortensg ou ce monosaccharide est présent dans les ghojogeees flavoniques tels que les
apiines (Hahlbroclet al, 1976). L'UDP-Api serait formé a partir de 'UDPlgA par une
premiére décarboxylation aboutissant a la formatiban intermédiaire, leL-thréo-4-
pentusulose puis par une série de contractionégirdérisation. Contre toute attente, 'UDP-
apiose synthase isolée des lentilles d’eau et kil permet également de générer de 'UDP-
xylose a partir d’'UDP-GIcA probablement a partirmé&me intermédiaire. Ainsi, une unique
UDP-apiose /UDP-xylose synthase catalyserait lan&bion d’UDP-Api et d’'UDP-Xyl
(Mglhgjet al, 2003).

Les sucres méthylés

Actuellement, il n’a pas encore été déterminé §)-kméthylation des sucres a lieu sur la
forme nucléotide-sucre ou bien aprés incorporatioaucre dans la structure du polysaccharide
(Bar-Peled & O’Neill, 2011). Cependant la chainelBBRG-II chez le mutannhurl, affecté
dans la voie de biosynthese du GDPFuc, présente un résidu@®meéthylL-Gal qui remplace
le résidu 20-méthyl L-Fuc (Reuhset al, 2004). Cette substitution suggére donc que la
méthylation se produit apres production du nuctstucre.

- L'acide acérique

Tout comme le Dha, la biosynthese de I’Ace faitipalles énigmes a résoudre pour une
caractérisation compléte de la formation du RGdlnature du nucléotide-sucre associée reste
inconnue (Bar-Peleet al, 2012).
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b. Les glycosyltransférases

La complexité de la structure du RG-Il, conférée laprésence de 13 résidus sucre
différents et de 22 liaisons glycosidiques, nétessiun nombre important de GTs pour sa
synthese, soit plus de la moitié des GTs requigeslp biosynthese des pectines. Actuellement,
seule uneun-(1—3)-XylT (RGXT) entrant dans la biosynthése du RGalEté caractérisée
biochimiqguement (Egelunet al, 2006, 2008 ; Petersen al, 2009). L'étude de son activité
enzymatique a réveélé la capacité de transféreésidubD-xylose a partir de 'UDRx-D-xylose
sur un résiduw-fucose. Chez les plantes supérieures, cette caisbim n’est retrouvée qu’'au
niveau de la chaine A du RG-II. Cette protéine mamdire de type-Il, localisée dans I'appareil
de Golgi, appartient a la famille CAZy GT77 conternd membres chexrabidopsiSRGXT1-

4). En revanche, une seule isoforme a été retrocivéePhyscomitrella paten@icCarthyet

al., 2014) suggérant I'existence d’une seule copie thacétre commun des plantes terrestres
avant la divergence des bryophytes et des traclyéegph. étude du mutamolac-H18chez le
tabac Nicotiana plumbaginifoliy affecté dans I'expression du gé@&/T1 codant pour une
glucuronyltransférase, a longtemps été assoceteyithese du RG-Il (lwai al, 2002, 2006).

La mutation entrainerait un défaut de dimérisatioRG-11 di a I'absence de transfert du résidu
GIcA sur le fucose de la chaine A. Cependant @attdyse a été remise en cause par Wu et
collaborateurs en 2009, qui ont étudié deux gdR$10 et IRX10-L (GUT2 et GUT1
respectivement) chexrabidopsis étroitement lié &lpGUT1 Leurs conclusions attribuent aux
genesGUT un réle dans la synthese du xylane présent dgreda secondaire des plantes sans
aucune altération du RG-II. Les résultats d’leial, s’en trouvent d’autant plus controversés

que les mutantisx10 etirx10-L sont complémentés par I'expressionNgEGUT 1

Par homologie avec les genes bactériens, un geneaopie codant une Kdo-transférase
putative a été identifié chérabidopsis(AtKDTA, At5g03770) (Wwet al, 2004). Cependant,
'analyse du mutant n’'a pas révélé d'altératioructirale de la chaine C du RG-Il. La
localisation de la protéine étant mitochondrialévéhoet al, 2010 ), il a été suggéré un réle
ancestral dans la synthése d'une molécule appareaté lipide A retrouvé dans le
lipopolysaccharide des bactéries a Gram négatf.fdrécurseurs de synthese du lipide A ont
été découverts che&rabidopsis(Li et al, 2011) mais la présence de ce lipide a proprement
parlé n'a pas été démontrée. Le RG-Il reste, awe fa seule molécule contenant du Kdo chez
les plantes. Deux autres genes, At1g08660 et ABPELGroches des SiaTs ont été identifiées.
Les protéines correspondantes, SIAl et SIA2, oétl@talisées dans I'appareil de Golgi

(Dunkleyet al, 2006; Daskalovat al, 2009) et possedent 4 motifs conservés, caraiggies
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des SiaTs (Audrgt al, 2011). Le Kdo et le Dha présentent des caratitiires de synthése et
de structure communes avec l'acide sialidgtig.(22), telles que la condensation cytosolique
du PEP avec un monosaccharide phosphate ainsi gqusuplage avec un nucléotide
monophosphate pour générer la forme activée. Cotaptede I'absence de ce dernier chez les
plantes (Sévenet al, 2004 ; Zelenyet al, 2006), il a été proposé que ces SiaTs-like soient

impliquées dans le transfert du Kdo et/ou du Dhidesaquelette HG du RG-II.

CH,0H oH Ho,, /CH.OH COOH
HO HO HO
Ho™ o COOH 0 0
R HO coon 1 COOH
HO
OH OH
Acide sialique Kdo Dha

Figure 22 : Structure de l'acide sialique, du Kdo et du Dha.

Voxeuret al.(2012) ont identifié 26 genes codant pour des @isntiellement impliquées
dans la synthese du RG-II. Ceci d’'une part, patyarade coexpression d’'une série de genes
chezArabidopsiset chez le rizQriza sativg co-exprimés avec d’autres genes préalablement
assimilés a la synthese du RG-IlI et d’autre partljgaude de leurs surexpressions sous
traitement a I'isoxaben. Cet herbicide affecteyiatisese de la cellulose et est compensée au
niveau de la paroi par une surexpression des gerusit pour la synthese des pectines. Dix
séquences appartenant aux familles CAZy GT4, 8,329,68 et 92 et 16 séquences non
assimilées a une famille CAZy ont ainsi été sébextées. Dans cette étude, concernant la
famille CAZy GT29, deux genes homologues aux S@dd snammiferes ont été retenus chez
Arabidopsis(At1g08660, At3g48820). Néanmoins, aucune d’eaties n’a révélé d’activité
SiaT in vitro. La troisieme séquence At1g08280 prédite GT29ei@uen réalité pour une
GalT (Dilokpimol et al, 2014). Cette étude apporte une base de travaibriante pour
compléter les connaissances portant sur la bioggatbu polysaccharide le plus complexe de

la paroi cellulaire, ainsi que pour élucider sesctmns biologiques.

4. Fonctions physiologiques du RG-II

Pourquoi une molécule si complexe, nécessitantmahinerie cellulaire consommatrice
d’énergie, est-elle retrouvée dés la colonisatiehadTerre par les plantes, il y a 480 millions

d’années, des bryophytes jusqu’aux gymnospermes, awe structure tres conservée? Pour
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aborder la fonction du RG-Ih planta deux stratégies ont été menées, une approche par
génomique fonctionnelle ou une approche pharmampleginhibiteurs) de plantes affectées
dans la structure et/ou la dimérisation du RG-lbubl ferons également un point sur les
symptémes d’'une déficience en bore puisque la gataité de ce minéral présent chez les

plantes vasculaires est localisé au niveau dertd,pig2 au RG-II.

a. Approche par génomique fonctionnelle : approche structure-fonction

La disponibilité de plantes mutantes arborant upmposition de leur paroi cellulaire
altérée apporte I'opportunité de mettre en relatiorgene muté et son réle dans les processus
biologiques. La séquence compléte du génome danéeamodeéleArabidopsis est disponible
depuis 2000. Par la suite, plusieurs méthodesténitéisées pour modifier I'expression d’'un
gene. En l'occurrence, la mutagenese insertionnediesiste en l'insertion d’'un ADN (acide
désoxyribonucléique) étranger, appelé ADN de Tems{ADN-T) qui va perturber
I'expression d’'un géne et provoquer, dans la migaies cas, son inactivation. Ainsi, des
banques de mutants sont disponibles &rabidopsis avec plusieurs sites d’insertion pour un
gene donné. La mutagenése classique quant a eitagemeése chimique, par rayonnement...),

entraine plutét des changements de base ou des-ddl&tions dans la séquence du gene.
- Synthese d’'un monomere spécifique

Le premier mutant étudié, affecté dans la struaiur®G-II,fut le mutantmurl(murus).
Ce mutant, dont le gen&MD2 inactivé code pour une GDP-mannose 4,6-déshyératas
impliqué dans la synthese dducose (6-désoxy-Gal, Boninet al, 1997), ne contient que 2%
deL-Fuc dans ses parties aériennes. Il en résultdémgbype nain de la plante et des tiges plus
fragiles, symptébmes caractéristiques d’'une défamesn bore. La proportion de RG-Il pariétal
reste inchangée mais seule la moitié de ce compadéue est sous forme dimérisée. Ceci
serait d0 a la substitution des résideiSuc et 20-Me L-Fuc par du.-Gal et du 20-Me L-Gal
respectivement (O’'Neikt al, 2001 ; Reuhst al, 2004). L’apport exogene deFuc (10 mM)
ou de bore en concentration supérieure a la nor(@d@emM) permet a la plante de retrouver
un phénotype normak{g. 23). Par ailleurs, la quantité deMe Xyl, diminuée de 50% chez
murl, est restaurée par I'ajout dé-uc, suggérant que la XylT a plus d’affinité ersvien-Fuc
gue leL-Gal pour le transfert du @-Me Xyl sur la chaine A.

Il est intéressant de faire le parallele avec Ieamumur2, affecté dans la synthése d’'une
FucT spécifique du XyG, qui présente en conséquenedorte diminution de XyG fucosylé
mais qui pourtant n’a aucun phénotype (Varetial, 2002). Alors qu’en revanche, I'étude de
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murl, supporte I'hypothese que la conservation derlecstre du RG-1l est importante pour

assurer sa capacité a se dimériser en présenagalethune croissance normale de la plante.

mur1 sauvage

+acide borique
(2,5 mM)

contréle +fucose (10 mM) contréle

Figure 23 : Phénotype du mutant murl. Le mutanimurlprésente un phénotype nain par
rapport a une plante sauvage. L'ajout de bore ofudese restaure ce phénotype. D’apres
O’Neill et al, 2001.

Présent dans la paroi cellulaire uniguement dansrgosition du RG-Il, I®-apiose sert
de point de liaison des chaines A et B sur le sqigeHG du polysaccharide et intervient dans
la dimérisation du RG-II en formant une liaisonsti& avec un ion borate. Deux genes codant
pour une UDR-apiose/UDPa-xylose synthase (AXS) ont été identifies cheabidopsis
AXS1(At2g27860) eAXS2(At1g08200). L’étude du mutakhock-out axsh’a pas révéle de
phénotype, ce qui suggere gd¥S2compense l'inactivation &XS1(Mglhgj et al, 2003).
L’étude du géne homologue chélicotiana benthamiandut plus informative. En effet,
I'altération partielle de lI'expression du genNbAXSlconduit a une plante naine et un
épaississement pariétal, accompagné d’'une répendéfense (jaunissement des feuilles, mort
cellulaire). L'étude de la composition de la padeis cellules foliaires dbl. benthamiana
affectées révéle une diminution du contend-@piose, 29-Me Xyl et 2-0-Me Fuc, traduisant
une déficience en RG-II. L'altération de la struetulu RG-II expliquerait les phénotypes
observés (Ahret al, 2006).

L’étude des mutants affectés dans la synthese aufitdaussi une stratégie appliquée a
I'étude de la biosynthese du RG-II et de sa (s@jtion(s). Le Kdo constitue avec un résidu
deL-Rha la chaine C du RG-Il. Ainsi, 'altération dedynthese de cetcéto-acide devrait
entrainer 'absence de chaine C sur le RG-Il. LetanisAtkdsAl et Atkds/” (Delmaset al,
2008)affectés dans I'expression de la Kdo-8-phosphatéhage ne présentent pourtant aucun
phénotype, bien qu’une chute de 90% de la quatéitédo cytosolique soit reportée chez le
mutantAtkdsA. Ceci peut s’expliquer par une redondance des idetormes. La synthese du

Kdo dans les cellules serait en exces et les 10%dte restant seraient suffisants a son
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incorporation dans le RG-Il et au bon développenminta plante. Ainsi, I'obtention d’un
double mutant par croisement des plantes mutéedt @e@rmis de déterminer la fonction du
géene mais aucun double mutant homozygote n'a pup@tduit. Ceci peut s’expliquer par un
défaut de fonctionnement des organes reproductedies et/ou femelle des simples mutants.
L’étude de la croissance du pollen des plantes medgaAtkdsalAtkdsa2a permis de
déterminer que les grains de pollen étaient inagtiesmer un tube pollinique normal et ainsi
assurer la fécondation des ovules. De méme, aucutanin homozygote affecté dans
I'expression de la CMP-Kdo synthétase (gefBSB présent en une seule copie chez
Arabidopsi$ n'a pu étre obtenu (Kobayasét al, 2011). L'analyse du pollen du mutant
hétérozygote a révélé un défaut d’élongation, staggéavec I'étude précédemment citée, que
l'intégrité structurale du RG-Il est nécessaire’@dohgation cellulaire du tube pollinique
(Kobayashiet al, 2011).

Chez la tomate, les plantes possédant un acideudt&ique interférant (ARNi) ciblant les
genesGMEL et GME2 codant deux isoformes de la GDRnannose-3,5-épimérase sont
affectées dans la synthese du GDBal. Ces transformants se caractérisent par ube ta
réduite et une fragilité accrue des tiges. Les tiigmpariétales de galactose et de mannose sont
réduites dans les tiges et les fruits et une d&fa@ en acide ascorbique est également reportée
(Gilbert et al, 2009). Un apport exogene d’acide ascorbique et@al permet de rétablir la
quantité d’acide ascorbique de la plante & unauvalentréle mais sans pour autant restaurer le
phénotype sauvage. Ces résultats suggéreraientcpiasle phénotype n’était pas di a la
carence en acide ascorbique mais plutdét a un défengorporation du.-Gal dans le RG-I,
altérant sa structure. Voxeer al (2011) ont ainsi analysé le RG-1l des deux lign@BNi et
ont montré que la chaine A était dépourvueLd@al, s’accompagnant d’'un défaut de
dimérisation de 'ordre de 20% du RG-Il. Ces effeissi que le phénotype, sont rétablis par
ajout de bore dans le milieu ce qui confirme ga#édration structurale seule du RG-II affecte
le réseau pectique tridimensionnel de la paroi giiennécessaire au développement et a la

croissance de la plante.

- Glycosyltransférases

Comme décrit précédemment, une seule GT spécifiuerG-Il a été caractérisée
biochimiquement. Cette-(1—3)-XyIT est codée par une famille de 4 genes (RGA),1qui
ont révelé une activité enzymatigurevitro (Egelundet al, 2006 ; 2008 ; Liwet al, 2011).
Cependant, les mutations des gaR€XT1etRGXT2ne présentent ni altération de la structure
du RG-Il ni phénotype visible. Aucun mutaRGXT3n’est disponible a ce jour. Ainsi, une
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caractérisation fonctionnelle a été décrite seutgrpeur le gendRGXT4dénomméaviGP4
(Male Gametophyte Defective At4g01220) (Liuet al, 2011). Les mutantsigp4-let mgp4-

2, correspondant a deux mutations d’insertion ceffiées dans le méme gene, sont fortement
affectés dans la croissance du tube polliniqueaetrdnsmission des gameétes males. Par
conséquent, trés peu, voire aucun mutant homozygatété obtenu pour les mutamgp4-1

et mgp4-2respectivement. Afin de générer des plamtegp4-2homozygotes, la séquence
d’acide désoxyribonucléique complémentaire (ADNo)respondante au gendGP4 fut
introduite sous contrdle d’un promoteur pollen sfigee dans les plantes hétérozygategp4-

2/+ permettant la restauration du phénotype obsewéniveau du pollen. Les plantes
homozygotes révelent un gonflement des cellulesaaes, un défaut de croissance racinaire
ainsi qu’un défaut de structure du RG-II (leual, 2011). En effet, I'activité enzymatique de
MGP4, étudiéén vitro dans la levur®ichia pastoris suggere fortement son implication dans
la formation de la séquenceXyl-a-(1—3)-L-Fuc constitutive de la chaine A du RG-II. Les
analyses biochimiques renforcent cette idée puisgguantité de MeXyl dans la fraction
pectique et le taux de dimérisation du RG-II s@aluits. L’apport exogéne de bore permet de
restaurer partiellement le phénotype racinairewteanforce I’hypothese que le RG-II joue un
réle fondamental dans la mise en place de la painmiaire et que I'altération de sa structure,
et en particulier au niveau de la chaine A, entraies défauts de croissance importants.

L’analyse phénotypique du mutasial(Denget al, 2010), affecté dans I'expression d’'une
SiaT-like putative, révele I'importance de ce géaes la germination et la croissance du tube
pollinique. Le mutant étant fortement affecté diansansmission du gamete méle. Cependant,
aucune étude biochimique permettant de prouvdeétaton de la structure du RG-1l n'a été

menée sur ce mutant.

- Apport des mutants Bore

L’utilisation du bore par les plantes nécessitedasport du minéral du sol vers les cellules
racines puis vers les tissus aériens. En plus déflesion passive a travers les membranes, le
transport du bore est facilité par la présenceatesporteurs. Pour faire le lien avec le RG-I, il
convient de rappeler que plus de 80% du bore cartans la paroi est impliqué dans la liaison
de deux monomeres de RG-II (Matehal, 1993 ; Kobayastet al, 1996) et que le ratio RG-

[l monomérisé/RG-II dimérisé d’'un tissu est un hodicateur du statut nutritionnel en bore
(Matsunaga & Ishii, 2006). Deux types de transpogeont été distingués, des canaux qui
facilite I'entrée du bore présent dans le sol emddmn de carence, tels que NIP5 ; 1 et NIP6 ;
1 chezArabidopsis(Takanoet al, 2006 ; Takanat al, 2008) et des transporteurs d’acide
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borique/borate qui permettent I'efflux du bore vierparoi. Le premier transporteur identifié
fut BOR1 (Noguchiet al, 1997). Ce transporteur est localisé au nivealadmembrane
plasmique et est responsable de I'import de bons taxyleme. Le mutarttorl requiert une
concentration plus élevée en bore pour assurecrtaigsance normale des parties aériennes,
les parties racinaires n’étant pas affectées panugation (Takancet al, 2001). Aucun
phénotype n’est observeé en conditions normalesde B faible concentration en bore (3 uM),
la composition monosaccharidique de la parobdel reste inchangée, en revanche, 60% du
RG-II est sous forme monomeérisée contre seulen@¥it dhez les plantes sauvages, (que ce
soit en condition normale ou de carence en boreg ¢bncentration élevée en bore (30 uM)
restaure le taux de dimérisation du RG-Il et laissance de la plante. Ainsi, le phénotype
observé est tres probablement une conséquencdalu dé dimérisation du RG-II.

Plus récemment, un second transporteur de bore2B@#Ralogue de BOR1, a été décrit
chezArabidopsis(Miwa et al, 2013). Il est également localisé dans la membpdamique.
Lors d’'une carence en bore, le muthat2 est, contrairementldorl, altéré dans I'élongation
racinaire alors que les parties aériennes sontgradfactées. De plus, seulement 45% du RG-
Il est dimérisé dans les cellules racinaires atprsin minimum de 50% de dimérisation est
nécessaire pour assurer une croissance racinaimatego(Miwaet al, 2013). La quantité de
bore dans les racines reste inchangée, ainsi, B@RZiserait en conditions de déficience en
bore la remobilisation du bore présent dans le sojtowers la paroi pour maintenir une
dimérisation du RG-Il. BOR2 permettrait égalemeatcdncentrer I'acide borique/le borate
dans les vésicules de sécrétion afin de facilaedisérisation avant sa sécrétion vers la paroi
(Fig. 24).

Le double mutanborl/bor2 présente un sévere défaut de croissance mais sntlem
condition de carence en bore. Les transporteurs BBBOR2 semblent jouer deux roles en
partie distincts. Le transport d’acide borique/berar BOR2 vers I'apoplaste est nécessaire a
la dimérisation du RG-II et a I'élongation racirmitandis que BOR1 est responsable du
chargement en bore du xyléme pour alimenter |esegaaériennes (Miwat al, 2013)
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Figure 24 : Représentation schématique du réle de BOR2 dans les cellules

racinaires en condition de carence en bore. Aprés I'entrée du bore dans la cellu@,

la premiére hypothése est que I'acide borique/lateoserait exporté hors de la cellule par
BOR2 vers I'apoplasme ol il est utilisé pour la éitsation des monoméres de RG@ La
seconde hypothese est que BOR2 concentrerait #dmdque/le borate dans les vésicules de
sécrétion pour faciliter la dimérisation du RG-Hn$ ces vésicules avant d’étre sécrété vers
I'apoplasme. D’aprés les travaux de Chormetal. (2014a et b), la premiére hypothése ne
pourrait étre admise puisque la dimérisation deeoutes de RG-Il n’est plus possible apres
sa sécrétion. L'épaisseur des fleches indiquedadité de la réaction. mRG-Il : monomeére de
RG-II ; dRG-II : dimere de RG-II. D’aprés Miwet al, 2013.

En parallele, d’autres études, portant sur les §ymes observés sur des plantes carencées
en bore révélent I'importance du bore et de la dsaéon du RG-II pour le développement

des plantes.

b. Effets d’'une déficience en bore

L’'une des stratégies utilisées pour détermineptation du bore dans la paroi cellulaire
est de comparer la réponse a une déficience erdearellules végétales en phase de division,
qui synthétise une paroi primaire, avec des ceallele phase stationnaire qui ne synthétisent
quasiment plus de paroi (Fleishetral, 1998, 1999). En effet, les cellules @aenopodium
albumL. en phase de division, carencées en bore, antailte des pores pariétaux augmentée
et la culture cellulaire se caractérise par dehilesl détachées et une turbidité élevée. Ces
symptémes témoignent d’'un réseau pectique dés@@anir, la dimérisation du RG-II,
dépendante du bore, régule la conformation macpigee du réseau pectique nécessaire a une

croissance cellulaire normale.
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A I'échelle de I'organisme entier, des plantes darge musquéeClucurbita moschata
Duchesne) cultivées en conditions de carence endidrune croissance inhibée et les parois
des cellules sont gonflées (Iskii al, 2001). La structure du RG-II reste inchangée reis
gonflement peut s’expliquer par le défaut de disaion du RG-II altérant les propriétés
mécaniques de la paroi puisque lI'ajout d’acide dparia la culture cellulaire conduit en 10
minutes a la formation de RG-II dimérisé. L'étudermae suArabidopsisn vitro par Abreuet
al. (2014), met en relation le phénotype observedarse déficience en bore, c'est-a-dire, un
défaut d’élongation de la racine primaire et unraigpe « hérissé » de la racine qui développe
de nombreux poils absorbants, avec une altératenstgnaux hormonaux nécessaires a la
croissance racinaire. De plus, les protéines impkg dans la réponse aux cytokinines,
responsables de la transition de I'état de diviseltulaire vers I'état de différenciation, sont
sous-exprimées entrainant un arrét prématuré defémentiation du xyleme chez les plantes
déficientes en bore (Abraat al, 2014). Des observations similaires avaient djaapportées
sur le pois Risum sativumn(Li et al, 2001). Dans cette étude, une carence en boraimmtr
dans un premier temps une réduction de la syntie&seytokinines dans les apex caulinaire et
racinaire, puis une perturbation de la synthesdudransport polarisé de I'auxine. Ainsi, un
défaut d’élongation des parties aériennes et umissance prématurée de bourgeons latéraux
sont observés.

La perturbation des signaux hormonaux lors d’'unmergze en bore serait responsable des
effets observeés trés tot sur le développement ldesgs, en particulier dans les racines (Blilou
et al, 2005 ; Martin-Rejanet al, 2011). Le lien avec la dimérisation du RG-Il h’pas encore
bien établi, néanmoins, le bore étant impliqué darmdmérisation du RG-Il et le rdle du RG-

Il dans la croissance étant démontré, nous pouwoaginer que I'inhibition de la croissance
cellulaire par un défaut de signal hormonal, infices le réseau pectique.

Le bore, reconnu comme agent de réticulation, tsegalement impliqué dans la connexion
membrane plasmique-paroi nécessaire a l'intégritetsirale de la cellule (Bassit al, 2004).
Plus précisément, il formerait des liaisons avegi®upementsis-diols des glycosyl inositol
phosphoryl céramides (GIPCs), sphingolipides migwes chez les plantes, retrouvés au
niveau des radeaux lipidiques dans la membrémevitro, I'ajout de GIPC favoriserait la
dimérisation de RG-II. Ainsi, le RG-1l complexé hare a été proposé comme point d’attache
entre la paroi et la membrane plasmique (Voxeuryg £014).

Les phénotypes décrits ci-dessus, tirés des épattamt sur les symptébmes d’une carence
en bore ou sur des mutants affectés dans le trerdypdore et fortiori dans la structure 3D
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du RG-II, permettent d’allouer un réle fondamemtalce motif pectique dans la mise en place

de la paroi et I'élongation cellulaire.

c. Approche pharmacologique

L’approche pharmacologique consiste a utiliser aesogues structuraux de molécules
naturelles qui agissent comme inhibiteur en blotusre voie métabolique et une fonction

physiologique de I'organisme.
- Les acides boroniques

Les acides boroniques, analogues structuraux de, bmontiennent seulement deux
groupements hydroxyle&ig. 25A) capables de former des liaisatis-diols mais sans pour
autant dimériser deux molécules. Ainsi, les acli@m®niques qui ont un pKa plus faible que
I'acide borique se lient au RG-Il a la place dueberinhibe la dimérisation (Basstlal, 2004).
L’ajout d’acides boroniques a des cultures celtelaide tabad\icotiana tabacumengendre
des changements morphologiques critiques (Basall, 2004). Les plasmodesmes des cellules
adjacentes sont disloqués et I'ancrage des mendmelkilaires a la paroi est restreint a
quelques zones d’attachemdrig; 25BetC). Un lavage des cellules, permettant d’enlever les
acides boroniques du milieu, suivi par un ajoutbdee ne restaure pas le phénotype. En
revanche, I'inhibition considérable de la germioatdu pollen de pétunia par I'ajout d’acide
phénylboronique au milieu de germination est reg@yar une forte concentration de bore
suggérant une compétition entre les deux moléqdas 'accés a leur site de fixation. Il reste
a démontrer la liaison des acides boroniques aulR d’'allouer les phénotypes observés a
un défaut de dimérisation (Basstlal, 2004).

Figure 25 : Les acides boroniques provoquent le détachement de la membrane
plasmique avec la paroi dans des cultures cellulaires de tabac. A. Structure

générale d’'un acide boroniqu. Un décollement de la membrane plasmique, nhormaleme
accolée a la paroi est observé aprés un traiteaveat 0,5 mM de bore, 1 h avant plasmolyse
des cellules, excepté en certains points d’attaehéfi Ces zones d’attachement disparaissent

55
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lors d’un traitement avec 0,5 mM d’acide 3-nitropyi&oronique, 1 h avant plasmolyse. Les
fleches indiquent la zone correspondante a I'ercaguin-cw : point d’attachement membrane
plasmique-paroi, pr : protoplaste. Echelle : 50 rapres Bassiét al, 2004.

- 2p-désoxy-Kdo

In vitro, le 2B-désoxy-Kdo bloque I'enzyme KDSB chézabidopsis responsable de la
formation de CMP-Kdo (Smytét al, 2013). Lorsque des plantules sont cultivéesrésgmnce
de cet inhibiteur, la croissance des parties aéeemet, plus fortement, des parties racinaires
sont réduites. En effet, les racines sont plustesuet se caractérisent par de nombreuses
cellules différenciees a proximité de I'apex, saltisant par une densité importante de poils
absorbants. L'apport exogene de Kdo, en excesagmport a la concentration d’inhibiteur
présente dans le milieu, ou de bore, permet dauestpartiellement le phénotype. Ceci sous-
entend que 18B-désoxy-Kdaréduit la dimérisation du RG-II. Certda,synthése préalable de la
forme active du Kdo est indispensable a son inqatpm dans la structure du RG-Il, mais le
Kdo est un résidu retrouvé dans la chaine C, nactdiment impliqué dans la dimérisation.
Une explication possible est que la composition esancharidique complexe du RG-II
détermine sa structure secondaire, ce qui nécesséeconservation structurale. Une autre
explication est que, lors de la synthése du R@alddition des chaines latérales suit un ordre
séquentiel, tel que I'inhibition de la synthesdalehaine C stoppe la synthése ou le transfert
des autres chaines sur la chaine HG (Smtyéh, 2013).

Plusieurs fonctions, déduites de ces études, orétiguattribuées au RG-II. Ainsi, la
conservation de l'architecture du RG-Il, c'est-gedsa composition en monosaccharide et sa
structure 3D, est nécessaire a sa dimérisatiose@eent donc les défauts de dimérisation du
RG-II qui provoqueraient des symptébmes a différerehelles sur la plante : I'intégrité du
réseau pariétal est touchée en premier lieu pramqune augmentation de la porosité et des
gonflements pariétaux. A I'échelle cellulaire, ceatientit sur I'élongation et la croissance des
cellules et notamment sur les gametes males. déenule un affaiblissement des tissus et un

port érigé de la plante défectueux.

1.  Nos modeles d’étude

1. Le tube pollinique : modele d’étude de la paroi primaire

La double fécondation chez les Angiospermes regueertransport des cellules

spermatiques par le tube pollinique. Aprés avairdéposé sur I'organe femelle compatible, le
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pollen germe et forme une protubérance cellulae. tube pollinique va devoir croitre
rapidement (1 cm:hin vivo chez Arabidopsi$ dans le tissu de transmission femelle pour
atteindre les ovules et délivrer les gametes m@kadanivelu & Tsukamoto, 2011). Sa
principale activité métabolique consiste en la Bgsé golgienne, l'assemblage des
polysaccharides pariétaux et leur acheminement Kegpex du tube par des vésicules de
sécrétion ou elles fusionnent avec la membranemptpe de fagcon coordonnée afin de
maintenir une croissance polarisée rapide pouédarfdation du gamétophyte femelle. En
conséquence, les genes les plus fortement expuisrés le pollen drabidopsissont ceux
impliqués dans la biosynthése et le remodelage geioi (Pinaet al, 2005 ; Molletet al,
2013 ; Loraineet al, 2013). Le tube pollinique se présente donc cormmeystéme modéle
adapté a I'étude de la biosynthése et du remodéedge paroi (Geitmann, 2010). Le caractere
haploide du pollen permet d’observer un phénotgpsgle la mutation d’'un gene vital ne
permet pas d’obtenir une plante homozygote. Aiftiide du pollen est trés utile dans une

approche de génétique inverse, pour attribuer ometibn au géne muté.

Bien que le tube pollinique ne présente pas deip@oondaire, deux parties sont
généralement distinguées, une phase externe ac@®stiprincipalement de pectines,
hémicelluloses et cellulose et une phase interracté&isée par la présence de callose dans les
régions distales du tube (Dardetieal.,2010 ; Cheblet al, 2012).

a. Les B-glucanes

Contrairement a la majorité des cellules somatiglaesellulose est peu présente dans la
paroi du tube pollinique qui contient préférenteatient de la callose (Mollet al, 2013). Ce
polymére deB-(1—3)-glucane est présent dans la paroi interne ealestnt dans la partie
apicale du tube. En effet, les dépbts de callobatééat a une distance de 30 um de I'apex chez
Nicotiana tabacuniFergusoret al, 1998), 20 um chelzilium orientalis (Fayantet al, 2010)
et 10 um cheArabidopsigChebliet al, 2012). Des bouchons de callose sont aussi sysghét
a intervalles réguliers par les callose synthas&s ét al, 2011) afin de concentrer le
cytoplasme contenant les polysaccharides nouvetiesynthétisés dans la partie apicale du
tube. Les parties plus anciennes du tube sont idofées, en arriere du tube, par la présence
de ces bouchons (Qet al, 2012). La forte proportion de callose le longtdbe permet le
renforcement de la paroi contre les contraintesaméaes subies lors de la fécondation (Parre
et Geitmann, 2005).
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b. Les hémicelluloses

Peu d’études ont relaté la présence d’hémicellslasns la paroi du tube pollinique.
Récemment, des analyses immunocytochimiques menéds tube pollinique &rabidopsis
a l'aide d’anticorps dirigés contre les motifs XXX{GM15) et les XyGs fucosylés (CCRC-
M1), ont permis de détecter la présence de XyGoumément le long de la paroi du tube
(Dardelleet al, 2010 ; Cheblet al, 2012). L'étude des fragments de XyG par MALDI-TOF
MS (spectrométrie de masse par désorption/ionisddiser assistée par matrice couplée a un
temps de vol) a révélé un profil particulier av@&6de XyGO-acétylé. (Dardellet al, 2010).
Il est & noter que la nature des hémicelluloseseptés dans la paroi du tube pollinique peut
étre différente de celle des cellules somatiquag po organisme donné. En effet, chez la
tomate et le tabac, Dardel¢ al. (2015) ont montré que le XyG des tubes pollinigadsorait
des motifs fucosylés non retrouves dans la parsicgdules somatiques, suggérant un role

spécifiqgue du fucose dans I'élongation du tubeimigllie.

c. Les pectines

Les pectines qui sont exocytées a l'apex sous foestérifiée, sont les principaux
composants de la paroi externe du tube pollinigdesc¢h et al, 2005). La plupart des
informations concernant la composition en pectthetibe pollinique concernent les HGs. Les
immunomarquages ont révélé un profil particulieraevé chez la majorité des Angiospermes.
Les HGs fortement méthylestérifiés (révélés a Eaiks anticorps JIM7 ou LM20) sont
principalement détectés a l'apex du tube tandis lggeHGs faiblement méthylestérifies
(reconnus par JIM5 ou LM19) sont retrouvés toubley du tube pollinique excepté dans la
région apicale (Let al, 1994 ; Jauh & Lord, 1996 ; Wet al, 2008 ; Dardellest al, 2010).
ChezArabidopsis la dé-estérification des HGs commence de 3 ariGp arriere du dome
apical impliquant I'activité de PMEs. Parmi les@&#nhes codant pour des PMEs putatives chez
Arabidopsis 14 sont exprimés spécifiguement dans le graipalien ou le tube pollinique
(Mollet et al, 2013 ; Lerowset al, 2015). L’'analyse des mutamanguardl(Jianget al, 2005),
Atppmel(Tian et al, 2006) ou encorpme48(Lerouxet al, 2015), knock-out pour un géne
codant une PME, a montré le role critique de ceyrapes dans la croissance du tube. Bien que
peu de PMEs spécifiques du pollen aient été fonoabblement caractérisées, leur action
modérée par les PMElIs, contrdle la plasticité dapsrtie apicale du tube. Une mutation portée
par le gene At5g55590, codant une protéine a &&tRME, affecte la dégradation des pectines

des microspores issues de la méiose. Ainsi, lesspaxternes des microspores sont fusionnées
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et les grains de pollen de ce mutant sont libévés forme de tétrades, d’ou son nquartet
(Rhee & Somerville, 1998).

Les chaines latérales du RG-I ont également egetdéis dans la paroi du tube pollinique,
en particulier des chaines d’arabinanes identifgg@simmunomarquage grace a l'utilisation
des anticorps LM6 et LM13. Une étude a I'échelldadmicroscopie électronique a permis de
les localiser plus précisément dans la paroi egtaimezArabidopsis en accord avec la

localisation des autres composeés pectiques (Daretedll, 2010 ; Lehneet al, 2010).

Concernant le RG-II, sa faible proportion dansdeopa rendu difficile sa localisation dans
le tube pollinique. Matolet al, (1998) ont développé un anticorps polyclonalgdircontre le
complexe borate-RG-Il et le monomeére de RG-Il gpéamis de détecter la présence de RG-II
le long de la paroi du tube polliniqueldéum longiflorum De plus, I'altération de I'expression
de génes impliqués dans la biosynthese du RG-thieat un défaut de croissance du tube
pollinique, comme I'ont montré les études de m@wamtezArabidopsis(Delmaset al, 2008;
Denget al, 2010; Kobayastet al, 2011; Liuet al, 2011).

d. Les glycoprotéines

Les données de transcriptomique (Waha@l, 2008) ont révélé une forte expression des
genes codant spécifiguement pour des AGPs dangépollinique dont 4 sont exprimées
uniquement dans le pollen (AGP6, AGP11, AGP23 ePA® (Nguema-Onet al, 2012). La
double mutatioragp6agpll affecte le développement du gamétophyte male ieamtune
forte baisse de la fécondité (Coimlataal., 2009). La localisation et le réle des AGPs dans la
croissance du tube pollinique ont été effectudesde du réactif dg-glucosyl-Yariv ainsi que
d’anticorps monoclonaux. Les immunomarquages adliéda présence des AGPs dans la zone
d’émergence du tube et tout le long de la paroidiPeet al, 2006 ; Dardellest al, 2010).
Néanmoins, dans ces différentes études immunodytaplres, le profil de distribution des
épitopes associées aux AGPs varie selon I'antiagifisé et selon I'espece étudiée, traduisant
la diversité de ces glycoprotéines (Nguema-€irel, 2012). Un traitement au Yariv des tubes
polliniques de lys va inhiber de facon réversilelgricroissance. Lorsque le Yariv est retiré du
milieu un nouveau tube pollinique émerge alors @asarriere (Molletet al, 2002). La
sécrétion localisée d’AGPs permet de prédire leveau site d’émergence. Ces données
suggerent que les AGPs pourraient avoir un réles dampolarisation et I'élongation du tube

pollinique. Outre leurs implications dans la craisse du tube pollinique, certaines AGPs
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constitueraient un signal pour l'attraction du tweegs les parties femelles (Coimbet al,
2007).

La paroi des tubes polliniques contiendraient égatd des extensines. La protéine pollen
spécifique PEX1 (POLLEN EXTENSIN-LIKE 1) riche enotifs extensines Ser(Hyp)
(Rubinsteinet al, 1995) a été localisée dans la paroi interne ta pollinique de mais, avec
la callose. La fonction exacte de cette protéirgepas été élucidée, mais son implication dans

la croissance du tube pollinique a fortement éggéree.

e. Calcium et bore

Le calcium et le bore sont essentiels a la crosalu tube pollinique mais en quoi ces
minéraux sont-ils importants dans I'architecturdalparoi du tube? Depuis une cinquantaine
d’années, il est reconnu que la présence de caltiunsle milieu de germination est nécessaire
a la croissance du tube pollinigimevitro (Brewbaker & Kwack, 1963). Il serait localisé dans
la paroi du tube et non dans le cytoplasme, conhmeu étre observeé par autoradiographie en
utilisant du**Ca* (Kwack, 1967). Ceci est en accord avec l'interactonnue du calcium et
des pectines pariétales assurant le maintien dediité cellulaire. Le G4 intracellulaire
forme un gradient partant de I'apex et sa concgotraloit étre supérieure a celle du milieu
extracellulaire et supérieure a 10 uM pour empéctietatement du tube. Il a d’ailleurs
longtemps été admis que la croissance oscillapalarisée du tube pollinique était maintenue
et dirigée par la périodicité des influx de?Gaxtracellulaires grace a des canaux actifs présents
a l'apex (Leeet al, 2008), mais ces deux événements ne seraienhgamee (McKenna et al.,
2009). Néanmoins, de par son rble de messagercatitrtiire et celui d’élément de
structuration de la paroi, le calcium a une plata@rdiale dans la croissance polarisée du tube

pollinique.

Le role du bore dans la paroi du tube est similaicelui du calcium pour les propriétés
meécaniques de la paroi au niveau de I'apex. Sot@see ionisée, il permet la dimérisation du
RG-Il nécessaire a la structuration de la paroic@sentration optimale doit étre suffisante
pour assurer la rigidité de la paroi et empéchéeldtement sous I'effet de la pression de
turgescence mais assez faible pour permettre félion lors des périodes de croissance
accéléréee (Holdaway-Clarlet al, 2003). Dans un milieu déficient en bore, la disiiion des
polysaccharides pariétaux va étre modifiée a I'apgex tubes polliniqgues deicea meyeri
(Wanget al, 2003) avec une forte accumulation de callose gtetttines dé-méthylestérifiées.
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Ceci augmenterait la force de tension du tube dangone apicale et diminuerait son

extensibilité par accumulation d’ions calciques.

Lafigure 26 représente la sécrétion, 'assemblage et le relageleles principaux composants
pariétaux a I'apex et la région sub-apicale du fddénique. Sur cette figure, les AGPs ne sont
pas représentées par soucis de clarté, leur distibanalysée par immunocytochimie étant
tres variable d’'une espéece a l'autre.
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Figure 26 : Modéle de sécrétion et d'assemblage des principaux composants de

la paroi du tube pollinique. (@) Les callose et cellulose synthases ainsi queyte &t les
pectines (HG, RG-I and RG-Il) sont transportés lparvésicules dérivées de I'appareil de
Golgi. Les HGs sont synthétisés sous forme hautemetihylestérifiée et peuvent étre
transportés avec les complexes PME/PMEI. D’aprési@bvaet al. 2014a, le dimere de RG-

Il serait formé dans ces vésicules, avant sa sécrdans la paroi@) Les vésicules se dirigent
vers la membrane plasmique dans la partie sublapicatube pollinique ou elles fusionnent
et relarguent leurs contenus (polysaccharides gifotéines) dans la paroi. Les enzymes
callose et cellulose synthases demeurent ancréasmeembrane alors que les complexes
PME/PMEI et les autres enzymes de remodelage garts sont relarguées dans I'apolaste
(©). @) Le XyG et les microfibrilles de cellulose integwinent probablement dans le
relachement pariétal, facilité par les XTH et Igpansines.@) Les PMEs sont activées aprés
leurs séparations d’avec les PMEIs. Les PMEs déytestérifient les HGs ce qui permet la
fixation des ions calcium entre plusieurs chairiesd paralléles, renforcant la rigidité de la
paroi cellulaire. @) Il est supposé que les PMEIs ainsi que I'excésellellose et de callose
synthases soient recyclés par endocyt@.Les PGases et les PLLs sont potentiellement
impliquées dans le remodelage de la paroi du R@s. : polygalacturonases ; PLLs, pectates
lyases-like ; PMEs : pectines méthylestérases ; BMiBhibiteurs de pectine méthylestérase ;
RG-I, rhamnogalacturonane de type | ; RG-Il, rhagatacturonane de type Il ; XTH,
xyloglucane endotransglucosidases/hydrolases ; XyG, xyloglucane.schéma n’est pas
représenté a I'échelle. D’apres Mol&dtal, 2013.
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2. La racine d’Arabidopsis thaliana : un modéle pour I'étude de la croissance

cellulaire.

a. Roles et architecture de la racine

La racine est un organe souterrain qui endosseephssréles pour la plante. Elle assure
son ancrage dans le sol et garantit sa nutritiopugsant I'eau et les éléments gu’elle ne peut
synthétiser. La racine est également un site daeteons avec les microorganismes situés dans
la rhizosphere, qui peuvent étre pathogénes poplatee mais aussi bénéfiques (Desbrosses
& Stougaard, 2011 ; Bakket al, 2013).

Cet organe s’organise en trois zones distinctesa(Det al, 1993 ; Petrickat al, 2012).
La zone méristématique, qui constitue les preniBsum de la partie distale de la racine est
le siege de la division et de la prolifération gklire et se caractérisent par des cellules deepeti
taille. Dans la zone adjacente, zone d’élongat@scellules vont s’allonger et atteindre leurs
tailles quasi-finales. Puis les cellules vont s&déncier dans la derniere zone, la plus distale,
en fonction des tissus auxquels elles appartien@ataines cellules épidermiques, appelées

alors trichoblastes, vont développer des bourgenenés qui évolueront en poils absorbants.
(Fig. 27).

Une fois I'architecture de la racine primaire éiabdles racines latérales peuvent émerger
au niveau de la zone de différentiation et fornued ramifications. Ces racines secondaires
sont issues d’un tissu situé en profondeur, lecpéle, dont les cellules vont étre stimulées pour
entrer en division (Péret al, 2009) Fig. 27).

Des racines supplémentaires, appelées racinestadgepeuvent apparaitre au niveau des
organes aériens naturellement ou en réponse &ass sliotique ou abiotique (kt al, 2009).
Leur formation est similaire a celles des racirsérhles (Ermeét al. 2000), et implique un
processus de dédifférenciation des cellules afifodeer un primordium racinaire, mais les
facteurs génétiqgues, hormonaux et environnementguix régulent leur apparition les

distinguent des racines latérales (Verstraeta, 2014).
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Zone de différentiation

Racine latérale en formation

Zone d’élongation

. Epiderme D Péricycle
D Cortex D Stele
Endoderme D Centre quiescent

Meéristeme distal

Méristéeme proximal

Figure 27 : Organisation tissulaire de la racine d'Arabidopsis. L'épiderme (en
rouge), le cortex (en vert), I'endoderme (en jawetidg¢ péricycle (en violet) sont chacun formés
d’'une monocouche de cellules et entourent lesgissnducteurs de la stele (en gris). Les tissus
les plus externes sont organisés en cylindres otmgees. Leurs cellules sont issues des
cellules initiales situées prés du centre quies@emtbleu clair) puis transitent a travers les
méristemes proximal et distal durant la phase dsidn. Elles subissent ensuite une croissance
rapide dans la zone d’élongation avant d’entrezare de différentiation. Les racines latérales
sont issues d’un autre tissu, le péricycle, ocddisiles vont se dédifférencier pour reformer un
méristéme et donner naissance a une racine secendaiprés Benfegt al, 2010.

L’architecture racinaire est trés contrélée pahl@snones telles que I'auxine, qui est sans
nul doute la plus importante dans le développerdena racine (Overvoordat al, 2010), les
cytokinines, I'acide gibbérellique ou encore I'déime (Petrickat al, 2012). En réponse aux
facteurs environnementaux, le systeme racinaireg@aluer. La racine percoit la disponibilité
en nutriments du sol (tels que les nitrates, phatgsh sulfates, fer...) grace a des systemes
senseurs qui vont déclencher des cascades deuctinsdspécifiques (Beeckman & Friml,
2010). Ainsi, la croissance de la racine primdadprmation des poils absorbants, des racines
latérales et adventives vont étre modulées poweldpger un réseau qui compense le manque
de mobilité de la plante (L6pez-Buabal, 2003). Ces changements architecturaux impliquent

des ajustements synergiques de la synthése armkport des différentes phytohormones.
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b. Un modele pour I'étude de la croissance cellulaire

La racine dArabidopsisest reconnue depuis longtemps comme un modétessint pour
étudier la croissance cellulaire. Son ontogenéspeasvariable et I'organisation cellulaire est
tres controlée. La relative simplicité de réaligee analyse génétique a permis de définir avec
précision le profil génétique des différents typedlulaires en fonction du stade de
développement de I'organe et en réponse a difféstimhuli. Cette caractérisation trés détaillée
a propulsé la racine au premier rang des modeélasligtude développementale de la plante.

Comme il a été décrit précédemment, cet organetra@ag conditions environnementales
en modifiant sa croissance qui se traduit par uangement phénotypique facilement
identifiable. La fonction de nombreux genes a ginsétre déterminée grace a des criblages de
mutants présentant des défauts de croissance iraciBanfeyet al, 1993), qu’il s’agisse de
mutant affecté dans le cycle cellulaire (Nezamtesl, 2012), dans la perception d’hormones
(Clouseet al, 1996) ou encore dans la synthése de composé&tauari(Desnost al,1996 ;
Fagardet al, 2000).

Puisque la croissance cellulaire est liée a un m&ngent de la paroi, nous nous sommes
aussi intéressés a ce modele pour développer geschps d’étude du lien qui existe entre le

RG-II et la croissance cellulaire.
V. Approches alternatives.

Nous avons évoqué en préambule notre volonté delajgper des alternatives aux
méthodes usuelles d’étude de polysaccharides gaxiégque sont la génétique fonctionnelle et
'imagerie par immunocytochimie, applicables au RGZe dernier chapitre introductif est
dédié a I'état de I'art concernant la méthode déck chemistry » et l'utilisation d’inhibiteurs

en glycobiologie.

1. Le marquage métabolique de glucides par « click chemistry » : vers

une alternative a I'utilisation d’anticorps ?
a. Principe de la « click-chemistry »

La « click chemistry » est un terme introduit pdrafpless en 2001 pour désigner des

réactions chimiques répondant a plusieurs critgrésis Fig. 28 (Kolb et al, 2001).
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Figure 28 : Criteres régissant une réaction de « click chemistry »

Plusieurs classes de transformations chimiquescemsidérées comme réactions dites de
« click chemistry » mais la « créme de la créemst»ee réaction de cycloaddition 1,3-dipolaire
de Huisgen (Huisgemt al, 1984) entre un groupement azoture et un groupealeyne,
catalysée par le cuivre. Celle-ci répond aux a@eal’efficacité, de simplicité et de rapidité
(Rostovtseet al, 2002) Fig. 29. Trés tolérante en terme de conditions expériatest elle
peut s’effectuer a une large gamme de tempéraderpH 4 a 12, et est compatible avec une
utilisation en conditions aqueuses, ce qui perraptapplication en milieux biologiques. La
catalyse par le cuivre permet d’accélérer la réactle 10 a 1@ fois. Ainsi, biologistes,
organiciens ou encore chimistes des matériaux obrere leurs dernieres recherches sur ce

type de réaction.

+ - 1 N 1 N
Ri——= + N=N-N-R; ——m RZ\N/ N 5 R2~N’ °N
LT
R4 R1

Figure 29 : Mécanisme de la cycloaddition de Huisgen entre un alcyne et un
azoture.

b. La « click chemistry » appliquée a la biologie.

Intéressons-nous plus en détails a la biologielao click chemistry » a su trouver de
nombreuses applications sur une variété d'orgarssi@ette réaction peut étre notamment
utilisée dans I'assemblage de médicaments a deoid, elle permet également de sonder
une activité enzymatique dans des cultures celedgiSpeers & Cravatt, 2004), de tracer des

éléments en imagerie médicale (Zetcal, 2013) ou encore de visualiser des biomolécules
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dans des cellules fixées (Best, 2009 ; Zimmergtad, 2014). Les analogues azides et alcynes
sont les dérivés chimiques les plus utilisés grackeurs petites tailles, leurs stabilités
métaboliques, et I'absence d’effets négatifs s fenctions physiologiques. Ills sont
métaboliquement incorporés dans les glycoconjugylgsannes, lipides et protéines dans les
cellules vivantes, voire chez des animaux vivaRtegcheet al, 2004 ; Prescher & Bertozzi
2005) et vont réagir avec un fluorophore-azide aleyne permettant leur localisation. Cette
technique est d’autant plus intéressante qu’eltepela visualisation des protéines ou lipides
sans aucune modification génétique (l¢aal, 2011). Ainsi, elle a permis I'étude de la surface
de cellules bactériennes comiascherichia coliet Legionella pneumophiléLink & Tirrel,
2003 ; Linket al, 2004 ; Dumontet al, 2012 ; Mas Ponst al, 2014) ou encore des cellules
de mammiferes (Boyce & Bertozzi, 2011 ; Hateal, 2010).

Cependant, la catalyse par les ions cuivre estémaiique dans le cas des applications
vivo puisqu’a partir d'un certain seuil de tolérancecué/re devient toxique pour les cellules,
ce qui ne permet pas de conserver les organismasatsiapres la réaction. Ainsi, certaines
stratégies alternatives se développent et viseraffranchir du catalyseur cuivrique tout en
conservant I'efficacité de la réaction. Ces métisaue cherchent pas a substituer le cuivre par
un autre catalyseur mais plutét a modifier les coség de la réaction. Par exemple, I'ajout
d’'une difluorocyclooctyne (DIFO) ou d'une dibenzommoctyne (DIBO) greffée au
fluorophore, adjacente a la fonction alcyne, pemfeaigmenter considérablement la vitesse de
la cycloaddition avec des groupements azoturegggrart a des cyclooctynes simples (Ess
al., 2008 ; Bach, 2009)F(g. 30. La sonde DIFO constitue un substituant électn@eteur
tandis que la sonde DIBO agit en augmentant ladende cycle induite par I'addition des
cycles aromatiques. Ces sondes ont permis de igsudes glycannda vivo, d’étudier leurs
biosynthéses et la dynamique de leurs turnovers lehgoisson zebré@nio rerio) (Baskinet
al., 2007 ; Laughliret al, 2008 ; Dehnerét al, 2012), le nématod€aenorhabditis elegans

(Laughlin & Bertozzi, 2009) ou encore chez la s®(Nevest al, 2013).



Introduction

DIBO

ADIBO g NHHNHR o

E = —
F
BCN
-\OH

DIFO OR

Figure 30: Structures de cyclooctynes utilisées en « click chemistry ».
ADIBO : Azadibenzylcyclooctyne ; BCN : Bicycle[6dlnonyne; DIBO:
Dibenzocyclooctyne ; DIFO : Difluorocyclooctyne.

c. Etchez les organismes végétaux ?

Cette approche qui parait si simple ne semble paisgutant avoir été beaucoup appliquée
chez les plantes, puisque trés peu de donnéeséoptiigliées. Kaschaei al, I'ont utilisée en
2009 pour identifier les cibles d’un inhibiteur gi®téase sur des tissus vivants. Mais Anderson
et al. furent les pionniers de la « click chemistry »atgtée par le cuivre appliquée a la paroi
cellulaire végétale (Andersaat al, 2012 ; Wallaceet al, 2012 ; Anderson & Wallace, 2012).
lls ont montré qu’'un analogue du fucose, le fucalsgne (Fuc-Al), est métaboliquement
incorporé dans les cellules racinaireArdbidopsiset peut ensuite étre «clické » a un
fluorophore de type Alexa-azid€if. 31). L’analyse biochimique de la paroi a révélée qee |
Fuc-Al est concentré dans la fraction pectiquereparticulier dans le RG-I. Ainsi, il est
possible de suivre la localisation et la dynamidud&k G-I au cours de la croissance de la racine
au niveau pariétal et a plus forte raison, lesipest Cependant, le Fuc-Al ne mimerait pas
parfaitement le.-Fucin planta puisqu’aucune diminution de la fluorescence né&aditectée
chez des plantules affectées dans la synthesecds Bpécifiqgues du XyG, des AGPs ou encore
des glycoprotéines, suggérant une différence diddfides FucTs envers le GDH-uc et le

GDP-4.-Fuc-alcyne.
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Figure 31 : Modele illustrant l'incorporation du Fuc-Al dans les cellules

végétales. Le Fuc-Al extracellulaire (peracétylé) est incogdans la cellule puis désacétylé.
Le Fuc-Al entre ensuite dans la voie métaboliqgu&@egyclage” ou il est converti en Fuc-Al 1-
phosphate et en GDP-Fuc-Al par 'enzyme bifonctela -FUCOKINASE/GDPt-FUCOSE
PYROPHOSPHORYLASE. Le GDP-Fuc-Al est ensuite trarskur le RG-I dans I'appareil
de Golgi par une FucT non encore identifiée. Le IR@Gnatenant du Fuc-Al est sécrété vers la
paroi et peut étre visualisé en présence de Caflup fluorochrome-azide. D’apres Anderson
& Wallace, 2012.

Mais une étud@ vivon’est pas compatible avec I'emploi de monosacdearalcynes qui
nécessite une catalyse par le cuivre pour la @aeivec le fluorochrome, contrairement aux

dérivés azides.

Plus récemment utilisés pour visualiser le procestel lignification, des monolignols
métabolisables (alcool coniférylique-azide) ontiétorporés dans les lignines puis marqués
par une réaction de « copper-free click chemistpamréaction avec une sonde couplée a une
cylooctyne de type BCN. Cette étude réalisée s acmipes de tige et des plantules
d’Arabidopsis (Tobimatsuet al, 2014) est la premiere réalisée vivo chez les plantes.
Cependant, I'analyse du couplage par RMN a réevédequantité importante de fluorochrome

non couplé, expliquant un faible marquage par retEpta réaction catalysée par le cuivre.

Bourgeet al, (2015) ont adapté les parametres de la « clieknstry » afin de permettre
sa compatibilité avec I'observation d’'une protéfhmrescente dans des celluldgcotiana
tabacumL. cv Bright Yellow -2 (BY-2). La premiere étape castsia sélectionner les cellules
en phase G1 du cycle cellulaire apres incorporationm analogue de la thymidine (le 5-éthynyl-
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2'-désoxyuridine), dans I'ADN en cours de réplioati suivi de son couplage a un
fluorochrome. Mais le cuivre, catalyseur de la igkclchemistry », quenche les protéines
fluorescentes. Une chélation du cuivre est donesssire avant de pouvoir visualiser la

synthese de la membrane golgienne grace a I'expredsine protéine fluorescente.

2. Les inhibiteurs de voies glucidiques

a. Les sucres désoxy

Les sucres désoxy peuvent étre utilisés comme rdekiteurs putatifs de synthese de
polysaccharides. La stratégie consiste a supprionemodifier le groupement hydroxyle
impliqué dans la liaison glycosidique (Edmonds &@#ie, 2006). Les sucres désoxy peuvent
également perturber des voies cytosoliques du mkdake glucidigue. Entre autre, le
désoxyglucose (dGlc) est un analogue du glucosgiéeepuis longtemps pour son réle
d’inhibiteur de la synthese de divers glycanneslestla glycosylation des protéines chez
plusieurs organismes (Dateraikal, 1983). Le dGlc est métabolisé dans différensigpour
former 'UDP-dGIc et le GDP-dGlc. Ce sont ces fosmactivées du Glc qui seraient
responsables de I'action inhibitrice plutét qued@lc libre. L'utilisation du 2-dGlc comme
analogue du Glc chez I'alguerototheca zopfiinhibe la synthése d&(1—4)-glucanes, en
bloquant Il'initiation des chaines (Dateratal, 1983). Chez les plantes, le 2-dGlc peut étre
phosphorylé dans le cytosol par une hexokinasereascumulation dans le cytosol exerce des
effets toxiques sur les cellules par compétitioacale glucose-6-P, tels que la répression des
genes de la photosynthése (Jang & Sheen, 1994inbibition de la réponse gravitropique
(Jaffe & Leopold, 1984). Le géne de résistance alGR est d'ailleurs utilisé comme
alternative aux antibiotiques et aux herbicidesirp@ sélection de plantes transformées (Kunze
et al, 2001). Les effets dup2désoxy-Kdo décrits dans la partie précédentetitas bien le

pouvoir des sucres désoxy dans l'identificatiorr@a du RG-II dans la croissance racinaire.
b. Les sucres fluorés

Le fluor est un atome fortement électronégatif gpssede un faible rayon atomique. En
effet, c’est le plus petit atome pouvant substitweratome d’H dans une liaison C—H sans
perturber la reconnaissance de la molécule paregmes telles que les GTs. L'introduction
de I'atome de fluor a proximité du carbone anomegzigéstabilise I'état de transition adopté

par le substrat naturdtig. 32
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Figure 32 : Structure putative de I'état de transition adopté par le substrat

des FucTs de mammifére. Le fucose serait a I'état d'ion oxocarbénium. kkésence d’un
atome de fluor dans la structure déstabiliserditetat de transition. D’apres Burkaat al,
2000.

Ainsi, ces molécules fluorées forment un complexeatent stable avec le site actif des
GTs qu’elles inhibent (Burkatt al, 2000). L’accumulation de linhibiteur dans la la&
bloquerait également la synthékenovadu substrat naturdrig. 33 comme I'a décrit Rillahan
et al.en 2012 sur des analogues du fucose et d’acitigugiainhibiteurs de la fucosylation et
de la sialylation, respectivement, chez les magma#. Bien que l'introduction d’'un atome de
fluor dans la structure d’'une molécule augmentesagriétés lipophiles (Edmonds & Peddie,
2006), certains composés nécessitent d’'étre pgtéséafin de traverser efficacement les

membranes cellulaires et étre incorporés dandlldee

Mais quelles applications peut-on trouver chez pmntes ? Le remplacement du
groupement hydroxyle eni@u fructose d’une molécule de saccharose parameatie fluor
(Hitz et al, 1985) n’inhibe ni sa reconnaissance, ni son partspar un transporteur du
saccharose. Cependant, son hydrolyse par l'invents$ réduite. Or, dans certains tissus,
I'hydrolyse du saccharose est requise pour activigorporation d’hexoses. Il constitue
également un inhibiteur compétitif de I'incorpooati du saccharose. L'utilisation du 1'-
fluorosaccharose permet d’étudier les contributiehetives des enzymes saccharose synthase

et saccharose invertase dans le métabolisme dbssase de différents tissus.
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Figure 33 : Les sucres fluorés agissent en tant qu'inhibiteurs des
glycosyltransférases. Les analogues fluorés peracétylés du fuqds@) ou de I'acide
sialique(7-9) sont incorporés dans les cellules et sont corsvertinucléotide-sucré4-6) et

(10-12) par la voie du “salvage pathway”. Les analoguasréis(5-6) et(11-12) inhibent les
FucTs et SiaTs correspondantes, et sont accumatésld cellule a défaut d’étre transféerés.

Cette accumulation inhibe la synthéde novodu GDP-Fucosg4) ou de I'acideN-

acétylneuraminique activée sous forme CM®) par rétrocontrdle, et diminue I'expression du
fucose et de l'acide sialique a la surface de llulee GIcNAc : acideN-acétylglucosamine ;
Gal : galactose ; Man : mannose ; NeuAc : ablgeétylneuraminique. D’apres Rillahanal,

2012.

Depuis longtemps utilisée en imagerie médicalg;flaoro-glucose radioactif a été utilisé
comme traceur pour suivre le transit en tempsdéslphotoassimilats chez la plante vivante
(Hattoriet al, 2008) en condition normale ou de stress (Fermteal, 2012).

Concernant I'application des sucres fluorés supli@stes en vue d’'inhiber une ou plusieurs
GTs, aucune étude n’a été reportée. Pourtant, cedthode novatrice apparait étre une
alternative intéressante pour [linactivation de Gimspliquées dans la synthése de

polysaccharide pariétaux, pour lesquelles aucummiitomozygote viable n’est disponible.
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V. Objectifs de travall

Cette étude bibliographique révéle un réle impdrtenchaque constituant pariétal dans la
croissance et I'élongation cellulaire. Parmi euxu$ nous sommes focalisés sur un
polysaccharide particulier et complexe : le RGdisant I'objet d’'une thématique a part entiere
au laboratoire. Découvert depuis peu, sa structurété caractérisée mais les enzymes
responsables de sa synthése golgienne n’ont pasdénéfiées. Par ailleurs, les outils
traditionnels d’étude de la paroi ne sont pas tmgj@daptés. Ainsi, les objectifs de travail de

ma these ont été :

1- D’analyser I'effet de la mutation d’une sialgtrsférase-like fortement pressentie pour
coder une Kdo et/ou Dha transférase spécifique @tllRen se basant sur le tube

pollinigue comme modéle d’étude.

2- De développer la méthode de «click chemistgppliquée au RG-Il pour sa
localisation.

3- D’étudier I'effet de sucres fluorés sur I'élotiga cellulaire. Ces analogues sont
utilisés en tant gu’inhibiteur de la synthése duRG
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Article 1. RéOle du rhamnogalacturonane de type Il dans
I'élongation du tube pollinigue: implication d'une
sialyltransférase-like putative.

Dumont M, Lehner A, Bouton S, Kiefer-Meyer MC, Voxeaur A, Pelloux J, Lerouge P,

Mollet JC. 2014. The cell wall pectic polymer rhamnogalacturonarsltequired for proper
pollen tube elongation: implications of a putatisilyltransferase-like proteirAnn Bot.

114(6):1177-1188.

Le rhamnogalacturonane de type Il (RG-II) présamte structure complexe, fortement
conservée au cours de [I'évolution, qui nécessitdfmtervention d’'une vingtaine de
glycosyltransférases (GTs) pour sa synthése. Megsjaur, seule une XylT spécifique du RG-
Il, retrouvée sous quatre isoformes (RGXT1-4) cheabidopsis a été caractérisée
biochimiquement (Litet al, 2011) comme étant responsable du transfert ddurgglose de
la chaine A du RG-II. L’étude bioinformatique memae Voxeuret al (2012), alliant biologie
structurale et analyses de coexpression, a pereisélibctionner 26 génes candidats chez
Arabidopsiscodant potentiellement pour des GTs spécifiqueR@tll. Parmi celles-ci, deux
genes (At1g08660 et At3g48820) appartenant a lallea@AZy GT29 sont pressentis pour
coder des enzymes apparentées aux sialytransféfasesliser notre étude sur ces genes
s’explique par la présence de deux sucres, le D& I€do, uniguement retrouvés dans la
structure du RG-II chez les plantes, avec unesire@roche de celle de I'acide sialique. Ainsi,
ces genes codent pour des protéines, localiséesvaau du Golgi (Dunklewt al, 2006 ;
Daskalovaet al, 2009), qui seraient responsables du transfe®lt et/ou du Kdo pour la
synthése du RG-Il. Denegt al. (2010) ont étudié la croissance du tube pollinighez des
plantes dArabidopsisnutées au niveau du gene At1g08660. Les mutatésizggotesrogp2-
1/+, sia-1+/-) ont réveélé une altération de la croissanceuthe pollinique, que ce sait vitro
ouin vivo, temoignant d’'un défaut d’élongation cellulaireywquée par la mutation. L’article
qui suit, débute par une revue des connaissancesr@ant le réle du RG-Il dans I'élongation
du tube polliniqgue. La présence de ce polysacchapdctique dans le tube pollinique
d’Arabidopsis de la tomate et du tabac est démontrée par imnmstochimie grace a
I'anticorps développé par Matat al. (1998) et supportée par une analyse biochimigoesN
nous sommes penchés également sur la caracténidatimutants affectés dans I'expression du

second géne, At3g488281A2, codant pour une Dha et/ou une Kdo transférataipe. Par
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une approche similaire a celle utilisée par Dehgl. (2010), nous avons pu observer que la
mutation affectait la croissance du gameéte male.cBaséquent, aucune plante homozygote
mutante n’a pu étre obtenue par autofécondatioplaletes mutantes hétérozygotes. Deux
lignées hétérozygotes mutants@R-1+/- etqrtlxsia2-2+/-) ont été étudiées en parallele. Les
grains de pollen issus des deux lignées ont umdreta croissance et comptent un nombre
important de tubes polliniques éclatés, courts eufarme anormale empéchant leurs
progressions dans le tissu femelle et la transaris$e la mutation a la descendance. La lignée
grtlxsia2-2+/-, grace au fond génétiqupiartet possede des grains de pollen organisés en
tétrade. De plus, '’ADN-T contient un géene rapporte US $-glucuronidase) qui nous permet
de discriminer, aprés une coloration GUS, les grdi@ pollen mutants des grains de pollen
sauvages pour une appro@h&ivo. Ainsi, nous avons observé que lorsque les tublisigues
sauvages ont atteint les ovules, la croissancdulles pollinigues mutants est quant a elle

restreinte au style.

L’intégrité de la paroi du tube pollinique est n&s&re pour sa croissance. Une mutation
affectant la synthese ou la structure d’'un polysadde constitutif de la paroi, entraine une
désorganisation du réseau pariétal et affectenfgton du tube pollinique. Cette étude a
permis d'attester de la présence du RG-Il dansal@ipdu tube pollinique, de souligner
I'importance de la conservation structurale du R@elur sa croissance et de contribuer a la

caractérisation de GTs spécifiques du RG-II.
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Résultats complémentaires : complémentation pollen-spécifique
par Floraldip

Afin d’attribuer avec certitude le phénotype duleoirtixsia2-2+/- a la mutation du
geneSIA2 nous avons entrepris de complémenter de facdarpspécifique cette lignée par
la méthode dites de floraldip. La séquence de I'&RN gene At3g48820, nommeé U19220, a
d’abord été introduite dans un plasmide, par lahoe de clonage USER, sous le contrdle du
promoteur PPE5S0 pollen-spécifiqgue. Ce plasmideéaaétplifié par introduction dans des
bactéries compétentes D&lpuis dang\grobacterium tumefacienBes plantegrtlxsia2-2+/-
ont été transformées par la méthode de floraldifesegraines de 1a®?° génération ont été
semeées sur milieu sélectif afin de conserver lagngs possédant le plasmide. Avant que les
plantes atteignent le stade floral, une PCR comtgdt réalisée afin de vérifier le profil
génétique, c'est-a-dire, que la plante est gre€lxsia2-2+/- et qu’elle contient la construction
PPES0::U19220Kig. 34). Le taux de germination du pollen issu de cestptacomplémentées
a ensuite été comparé a celui des plagtessia2-2+/- (Tab. 3).

H,0 wt T* H,0 wtT* c T wt

2kb
1 kb
400 pb
200 pb ;gg 1;2

Figure 34: Sélection des mutants gritxsia2-2+/- complémentés avec la
construction PPE50::U19220. Migration du produit PCR amplifié avecA. le couple
d’amorces sens et antisens sia2-2 (taille attend0@ pb).B. 'amorce sens sia2-2 et 'amorce

de I'ADN-T LB2 (taille attendue : 250 pb¥. I'amorce sens PPES0 et 'amorce antisens
pBI1101.3 (taille attendue : 1824 bp). wt : ADN gérque extrait dArabidopsissauvage ; C :
ADN contréle du plasmide utilisé pour la transfotibm d’'agrobactéries ; T+: ADN
génomique extrait d'une plantgtxsia2-2+/- transformée par floraldip.
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Tableau 3 : Analyse de l'efficacité de la complémentation sur le taux de

germination du pollen. Le pollen des plantes grtlxsia2-2+/- complémentéeson a été
cultivé en milieu liquide pendant 6 h. Nombre deages analysé@s794;°: 575.

Génotype % de tubes polliniques développées par tétrades
0 1 2 3 4
qrtlxsia2-2+/ 50.0 30.5 14.8 4 0.8

PPE50::U119220

102-24/.b
qrtixsia2-2+/ 40.7 31.8 20.4 6.7 0.4
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Article 2. Imagerie du rhamnogalacturonane de type Il par
« click chemistry »

Dumont M, Lehner A, VauzeillesB, Malassis J, MarchantA, Smyth K, Linclau B, Baron
A, Mas Pons J, Anderson CTMollet JC, LerougeP. Plant cell wall imaging by metabolic
click-mediated labelling of rhamnogalacturonan Bing azido 3-deoxyp-manneoct-2-

ulosonic acid analogue.

Article en cours de rédaction pour soumissidtiant Journal- Technical Advances

La « click chemistry » n’a eu de cesse de se dppelodepuis son apparition au début
du XXI®Mesiécle. Dépassant le domaine de la chimie, ldedigies ont vu dans cette technique
de nombreuses applications, que ce soit dans laidende la santé ou bien dans la recherche
fondamentale afin de permettre I'imagerie de nommbese molécules. Dans l'optique de
développer un outil permettant de visualiser aiggéreede maniere spécifique le RG-II, nous
nous sommes tournés vers la « click chemistry utidigant le 8-azido 8-deoxy Kdo (KdosN
un analogue du Kdo connu pour n’étre retrouvé qums te RG-1l chez les plantes et déja utilisé
pour le marquage métabolique chez les bactériasud Gégatif (Dumonet al, 2012).

L’article suivant expose la caractérisation detecaméthode sur des plantules
d’Arabidopsis basée sur les travaux d’Andergdral. (2012), avec notamment des expériences
de contrdle qui nous ont permis de s’assurer qie@lteNs est incorporé spécifiquement dans
la paroivia le métabolisme du Kdo. Ainsi, lorsque I'étape dbrporation du Kdo-§l est
réalisée en compétition avec son analogue naturebien en présence des précurseurs

métaboliques de ce dernier, tels que4&ra, le marquage est fortement réduit.

La dynamique du RG-Il a pu étre évaluée par umecaihe de « pulse chase ». Apres
une période d’incubation en présence de Kdples plantules sont transférées sur un milieu
dépourvu du monosaccharide modifié pendant desstenossants, avant de réaliser la réaction
de click avec le fluorochrome adapté, en préserceud/re. Aprés 22 h, nous observons une
dilution du signal au niveau de la paroi des cefiude la zone d’élongation puisque ces cellules
ont synthétisé de nouveaux composés pariétaux pehidaubation dans le milieu dépourvu
de Kdo-N. Ainsi, seule la paroi apico-basale est encorefioent marquée, puisque celle-ci
n'a que tres peu évoluée pendant la période dasech La dynamique observée avec le Kdo-

N3 est similaire a celle observée par Andersbral. (2012) avec le Fuc-Al, marqueur des
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pectines. Les cellules situées dans la zone déréiffiation n'ont pas révélé de dilution de
signal apres la période de 22 h de « sevrage »dddNg, ce qui reflete une rigidité de la paroi
dans ces cellules, qui ne subissent plus d’exparsiulaire.

Nous avons voulu montrer que cette technique riengte pas seulement a I'étude de
la paroi des racines Atabidopsis Les cellules de tabac BY-2, qui constituent égalet un
modele trés utilisé pour I'étude de la dynamiquelal@aroi cellulaire, peuvent incorporer
'analogue du Kdo dans leur paroi. Ainsi, hous espg pouvoir continuer d’explorer la
dynamique du RG-II avec ce modéle et cette foisaciivo, en utilisant les sondes cyclo-

octynes qui ne requiérent pas l'utilisation du caligour catalyser la réaction.



Résultats

Plant cell wall imaging by metabolic click-mediatedabelling of rhamnogalacturonan I

using azido 3-deoxyR-manno-oct-2-ulosonic acid analogue.

Marie Dumont, Arnaud Lehnéx Boris Vauzeille$®, Julien Malassfs Alan Marchari, Kevin Smyth,
Bruno Linclad, Aurélie Barof, Jordi Mas Porfs Charles T. AndersénJean-Claude Mollétand

Patrice Lerouge

! Laboratoire Glycobiologie et Matrice ExtracellutaWégétale (Glyco-MEV), EA 4358, IRIB,

VASI, Normandie Université 76821 Mont-Saint-Aignd&mance.

2 Institut de chimie moléculaire et des matériaux rd4y (ICMMO) UMR CNRS 8182,
Université de Paris Sud 91405 Orsay, and Instiitcimie des substances naturelles

(ICSN) UPR CNRS 2301, 91198 Gif-sur-Yvette, France.

3 Click4Tag, Zone Luminy Biotech, Case 922, 163 aeetie Luminy, 13009 Marseille, France.

4 Chemistry department, University of SouthamptasytBampton SO50 7PS, UK

®Centre for Biological Sciences, University of Sartipton, Highfield Campus, Southampton,

SO171BJ. UK

8 Department of Biology and Center for Lignocellul&teucture and Formation, The Pennsylvania

State University, University Park, PennsylvaniaAJS

Running title : Rhamnogalacturonan-Il imaging usihigk chemistry

Key words: Rhamnogalacturonan-Il, click chemistiglo-N3, cell wall, Arabidopsis BY-2

cells.

Abstract



Résultats

In plants, 3-deoxyp-manneoct-2-ulosonic acigKkdo) is a monosaccharide that is only found
in the cell wall pectic rhamnogalacturonan-Il (Re-Incubation of 4-day-oldArabidopsis
light-grown seedlings or tobacco BY-2 cells witha8do 8-deoxy Kdo (Kdo-} and then
coupling to an alkyne-containing fluorescent prodsulted in the specifion murolabelling of
RG-II through a copper-catalyzed azide—alkyne @athtion. CMP-Kdo synthetase inhibition
and competition assays with Kdo améAra, a precursor of Kdo, but notAra demonstrated
that incorporation of Kdo-Noccurs in RG-1I through the endogenous biosynthagchinery
of the cell. Finally, by incubating the plants witdo-Ns and an alkynated derivative Df
fucose, a co-localized fluorescence was observeleirtell wall of the root elongation cells.
Moreover, pulse-chase experiments demonstratednb@bolic click-mediated labelling with

Kdo-N3 provides an efficient method to study the dynamid®G-II in the cell walls of plants.

Introduction

Expression of target proteins fused to green flsieat protein tags is routinely performed in
cell biology for studying protein localisation iiving cells. However, this efficient strategy
cannot be extended to glycans and lipids. The tibeeorthogonal chemical reporters offers
an alternative forin vivo labelling of biomolecules without the requiremenft genetic
manipulations. In this method, a chemical motifrisorporated into the target biomolecule
using the endogenous biosynthetic machinery ofatlé This chemical reporter is then
covalently coupled in a highly selective and eéfiti reaction at room temperature with an
exogenously delivered probe. The copper-catalyzetkaalkyne cycloaddition, a type of so-
called “click” chemistry, is the most widely uselitk-mediated labelling method in biology
(Rostovtsewet al, 2002; Tornget al, 2002). The azide chemical reporter is usuallgcted
for the incorporation step into biomolecules beeaoisits small size, metabolic stability and

the lack of reactivity with naturally occurring bagical functions. Labelling is then performed
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by copper-catalyzed linkage to reporter molecul@sying terminal alkynes as substrates.

Among biology research topics, the study of cetfate glycans largely benefited from the

emergence of “click” chemistry in cell biology. Bhivas performed in vertebrates and bacteria
by metabolic glycan labelling of cells using a nfedl monosaccharide that contains a bio-
orthogonal chemical reporter. Chemical ligation adfluorescent probe then enabled the
visualization of glycoconjugates that accumulatiheatcell surface (Chareg al, 2009; Dehnert

et al, 2011; Dumonget al, 2012; Mas Ponet al, 2014).

Although “click” chemistry has been widely usedainimal and bacterial biology, this
approach has received limited attention in plaotdgy to date. Click chemistry was recently
used to label cells undergoing DNA synthesis whillowing a Golgi protein marker fused to
a fluorescent protein (Bourge al, 2015). To date, only a few studies have repqutadt cell
wall imaging using a click chemistry approach. Salvstudies have recently reported on the
imaging of plant cell wall lignification using défent azido- and alkynyl-tagged monolignols
(Tobimatsuet al., 2014; Bukowskiet al, 2014; Pandegt al, 2015). In addition, an alkyne
derivative ofL-fucose (Fuc-Al) has been used for cell wall labglin Arabidopsis(Anderson
et al, 2012). In this study, the authors demonstrdtatideedlings fed with peracetylated alkyne
derivative of L-fucose, incorporated thig-Fuc analogue in their cell wall pectic
polysaccharides. Chemical ligation to a fluorescanide-containing probe enabled the
labelling of primary cell walls ofArabidopsis seedling roots. This fucose-alkyne-based
labelling strategy was also used to investigate $eeretion of the pectic polymer
rhamnogalacturonan-I in mutants lacking the kineBRAGILE FIBER 1 (FRA1) that

exhibited defects in the secretion of cell wallysalccharides (Zhet al, 2015). Pectins are
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(a) Structure of rhamnogalacturonan Il (RG-II) witie location of Kdo indicated in a dashed

box.
(b) Biosynthetic pathway of CMP-Kdo.
(c) Structure of the 8-azido 8-deoxy Kdo (Kda}N
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composed ofi-1,4-linked homogalacturonan (HG) and of rhamnagatanan | (RG-I) which
consists of arabinan and galactan chains linkea [to2)-0-L-Rhagp-(1—4)-0-D-GalpA-(1—]
repeating disaccharide backbone. A third pecticeaudke, rhamnogalacturonan 1l (RG-II)
represents only about 2-4% of the primary cell walplants (O’Neillet al, 2004; Bar-Peled
et al, 2012). RG-1l is composed of a HG backbone thatilsstituted with four oligosaccharide
side chains (Fig. 1a) (O’Neidt al, 2004). At least 12 different glycosyl residues jpresent in
RG-II, including several rare sugars such as acacid, apiose, 3-deoxy-lyxo-hept-2-
ulosonic acid and 3-deoxy-mannaoct-2-ulosonic acigkdo) (O’Neill et al, 2004). Despite
its complex structure, RG-Il is evolutionarily cenged in the plant kingdom and is present in
the primary cell wall of all higher plants, prederantly in the form of a dimer that is cross-
linked by a borate di-ester bond between two apiesydues (O’Neilket al, 1996; Kobayashi
et al, 1996). Boron or RG-II biosynthesis deficienciesult in altered plant growth and
changes in the cell wall architecture. This dem@atss the primordial function of boron-
mediated RG-Il cross-linking to generate a covdyentoss-linked pectic network that is
required for plant growth (Fleischet al, 1998; Fleischeet al, 1999; O’'Neillet al, 2001;
Voxeuret al, 2011; Dumonet al, 2014). Nevertheless, the precise function of Rf@+hains
unclear to date. Moreover, despite its crucial ingoae in primary cell wall synthesis and
elongation, little is known about its biosynthesisd in planta localisation and turnover.
Carbohydrate-binding proteins, such as lectinsartbodies, have been demonstrated to be
highly valuable tools for the investigation of tbemplexity and diversity of RG-I, HG and
hemicelluloses at the cell and tissue levels (eeal, 2011). With the exception of rabbit
polyclonal and Fab antibodies reported by Matbhl. (1998) and Williamet al. (1996), most
of the efforts to obtain specific antibodies agaiR&-11 for immunocytochemistry studies have
been unsuccessful. As a consequence, tools foyistuR G-Il distribution and dynamics within

the plant cell are lacking.
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Figure 2: Confocal microscope images of roots of ti;-day-old light-grown Arabidopsis thaliana
seedlings and BY-2 tobacco cells.

(a) to (e) Seedlings were incubated for 16 h indd&taining from 0 to 50 uM Kdo-\and treated with
Alexa Fluof 488 alkyne in copper-catalyzed conditions. Scals 00 pum.

(f) Overall view of a Kdo-M-labelled root. Scale bar 100 pum.

(g) and (h) Three-day-old tobacco BY-2 cells waaubated in liquid MS medium containing 0 uM (g)
or 100 uM Kdo-N (h) for 16 h and then labelled with 0.1 uM AlexaB4dlkyne for 1 h in copper-
catalyzed conditions. Scale bars 20 pum.

Inserts correspond to the transmitted light images.
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As mentioned above, Kdo is one of the constituthnanosaccharides of RG-II. This 3-
deoxy acidic sugar is also present in the innee ofrthe lipopolysaccharide (LPS) of Gram-
negative bacteria. As in bacteria, this sugar indtmsised in the cytosol by the isomerisation of
D-ribulose-5-P(D-Rib-5-P) into D-arabinose-5-P D-Ara-5-P), followed by its coupling to
phosphoenol pyruvat@PEP) to yield Kdo-8-phosphate (Kdo-8-P) (Matsuetaal, 2003;
Delmaset al, 2008) (Fig. 1b). After dephosphorylation of Kdd?8&nd coupling to CMP by a
CMP-Kdo synthetase (Royet al, 2000), the activated CMP-Kdo sugar nucleotide is
transported into the Golgi apparatus and trangddo¢he RG-11 backbone, probably by sialyl-
like transferases (Dergf al, 2010, Dumongt al, 2014). 8-azido 8-deoxy Kdo (KdosNFig.
1c) was recently used to detect living bacteri@augh the labelling of LPS (Dumost al,
2012). This study demonstrated that KdgaMas efficiently incorporated into the bacterial
glycosylation machinery. Moreover, modification thie C8-position of Kdo with an azido
group prevents reverse metabolism by Kdo-8-P pleisgk and dissemination of the azido bio-
orthogonal chemical reporter into other cell metié®, which might result in a loss of labelling
specificity.

In this article, we report the metabolic labellioigplant cell walls using Kdo-N(Fig.
1c). We show that 4-day-old light-growkrabidopsis thalianaseedlings and tobacco BY-2
cells are able to metabolically integrate into tipsictic cell walls the azido Kdo analogue that
can then be efficiently coupled to an alkyne-caniteg fluorescent probéa a copper-catalyzed

azide—alkyne cycloaddition.

Results

Metabolic click-mediated labelling of plant tissuess investigated with the 8-azido Kdo

analogue because this monosaccharide is speaifiR@ell and the Kdo C-8 hydroxy group is
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Figure 3 : Control experiments for Kdo-Ns incorporation.
Chemical fixation of seedlings using 4% paraforreligte before (a) or after (b) Kda-iNcorporation,
and labelled. Seedlings viability is required fodd<Ns incorporation but not for the click chemistry

reaction. Inserts correspond to the transmittdut images. Scale bars 100 um.
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not involved in the linkage to the rhamnose resioluthe RG-11 Kdo-containing side-chain
(Fig. 1a). Four-day-old light-growArabidopsis thalianaseedlings were incubated for 16 h in
liquid Murashige and Skoog (MS) medium containingnf 2.5 to 50 uM Kdo-b Seedlings
were then transferred for 1 h to a solution of Alekluof 488-alkyne, a membrane-
impermeable probe, in copper-catalyzing conditioefre observation of fluorescence in cell
walls by confocal microscopy. As shown in Fig. 2a&tlo-Ns treated seedlings exhibited a
strong labelling of their root cell walls. The hegt labelling intensity was obtained with 50 uM
Kdo-Nz. (Fig. 2d-e). The labelling occurs throughoutlad primary epidermal cell walls in the
division and elongation zones of seedling rootg.(Ef). The same experiment was carried out
on suspension cultured tobacco Bright Yellow-2 (B)Yeells. As illustrated in Fig. 2g-h, a
strong labelling of the cell wall of tobacco cellas observed. No labelling of cell walls was
observed in seedlings treated with Kde-br the fluorescent probe alone (Fig S1). To
investigate whether cell viability is required #&do-Ns incorporation, seedlings were treated
with the Kdo analogue before or after fixation witbo paraformaldehyde and then labelled
with Alexa Fluof 488-alkyne. Seedlings treated with Kde;hen fixed before coupling to
the fluorophore tag exhibited strong cell wall libg. In contrast, no fluorescence of the root
tissues was observed in seedlings previously fiXeés demonstrated that the incorporation of

Kdo-Ns occurred in living tissues only (Fig. 3a-b).

Click-mediated labelling oArabidopsis thalianaseedlings was then performed in the
presence of @deoxy Kdo, an inhibitor of cytosolic CMP-Kdo syethse that converts free
Kdo to its activated nucleotide-sugar CMP-Kdo (Fidp) (Smythet al, 2013). In these
conditions, a strong decrease of the cell wallllalgewas observed compared to the control
(Fig. 4a). This observation supports the hypothtbsisincorporation of Kdo-pin the cell wall

occurs through the endogenous Kdo biosynthetic mach Altogether, these data
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Figure 4 : Inhibition of Kdo-N zincorporation.

(a) Quantification of the root-tip fluorescence #day-old seedlings grown on MS medium
supplemented with or without 150 uM-Beoxy-Kdo. Seedlings were then transferred inidiqdS
medium containing 50 uM Kdo4\vith or without 150 uM B-deoxy-Kdo. Data are expressed +/- SEM
(n>5 seedlings from two experiments). Similar leitedicates that no significative difference were
observed whereas different letters indicates alpigignificative difference between the conditions
(Mann-Whitney test, p<0.01).

(b) Quantification of the root-tip fluorescenceseedlings treated for 16 h with 50 uM Kde-N-

25 mM Kdo,L-Ara orD-Ara. Error bars represent SEM (n = 10-12 seedliogseach experiment). Data
are the mean of at least two experiments. Siméitierl indicates that no significative differencerave
observed whereas different letters indicates alpigignificative difference between the conditions
(One way ANOVA test, p<0.05).

(c) Root length of 4-day-old seedlings grown inuldyMS alone or with 25 mM Kddy-Ara orL-Ara

for 16 h. Error bars represent SEM (n = 12 seed)ingo significant difference was observed for the
root elongation (Mann-Whitney test, p>0.05).



Résultats

indicate that the fluorescence of click-labelled walls in Arabidopsisroot seedlings results
from the incorporation of Kdo-iNnto RG-II, the sole Kdo-containing cell wall psbccharide.
This likely occurs through the endogenous metabobs$ living plant cells and not from non-
specific absorption of Kdo-No the cell wall.
D-arabinose-5-phosphate-Ara-5-P) is the metabolic precursor of Kdo in péafFig. 1b). In
the presence ab-Ara, metabolic click-labelling oArabidopsiscell walls using Kdo-hlwas
strongly inhibited whereas no inhibition was obserwithL-Ara, the isomer found in several
cell wall polysaccharides (Fig. 4b). The inhibitiohlabelling was also observed in seedlings
fed with Kdo (Fig. 4b). This competitive inhibitioobserved withb-Ara and Kdo further
confirmed that the incorporation of KdasMccurred through the Kdo biosynthesis pathway.
Root elongation was not affected in these experism@fig. 4c) indicating that inhibition of
Kdo-Nz incorporation was not due to the toxicitymsfAra or Kdo.

Double labelling was tested using alkyne derivatiL-fucose (Fuc-Al) and Kdo-N
to take advantage of the fact that these two sagatogues carry different bio-orthogonal
chemical reporters. Four-day-old light-grovxnabidopsis thalianaseedlings were incubated
for 16 h in MS medium containing 50 M Kda-&hd 50 pM of peracetylat&aic-Al. Coupling
to Alexa Fluof 488-alkyne (Fig. 5a) and Alexa FI§o894-azide (Fig. 5b) fluorescent probes
enabled the double labelling of cell walls (Fig).5€o-localization of the labelling using the
two monosaccharide analogues suggests that inatigoiof Kdo and Fuc analogues occurred

in pectic cell wall polysaccharides.

Pulse-chase experiments (Fig. 6) were performeithdiybatingArabidopsisseedlings
with Kdo-Ns and then chasing for 22 h to investigate ithenuro cell wall RG-II dynamics.
After 4 h of incubation with Kdo-B incorporation pattern was homogeneously distrithurie
the cell wall in the elongation zone (Fig. 6a).ekfthasing for 22 h, only the shootward and

rootward borders (Baskiet al, 2010) of the elongated cells showed a strondliagen the
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Figure 5 : Kdo-N3z and Fuc-Al are co-localised in cell walls.

Four-day-oldArabidopsisseedlings were incubated in liquid MS medium sep@nted with 50 uM
Fuc-Al and 50 uM Kdo-hlfor 16 h and then successively labelled 1 h witxA Fluof 594-N; (A594)
and then with Alexa FluBr488-alkyne (A488) in copper-catalyzed conditions.

(a) Elongation zone observed with the A488 channel.

(b) Same elongation zone than in (a) observed th#&hA594 channel.

(c) Elongation zone observed with merged A488 aBfl4 channels.

(d) Bright-field image of the elongation zone. ®chhrs 100 pum.

(e) Number of co-localized pixels between A488 clen(@a) and A594 channel (b) and color map
representation of the intensity of colocalizati@ivbieen A488 channel and A594 channel. In this color
map, the —1 to +1 heat map depicts the meadueslalues regarding the color bar where negatively
correlated relationships (values between -1 ant) &e shown irdark blue- light bluecolors, and

positive correlations (values between 0.1 and dyepresented by warmgreen-redcolors.
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elongation zone (Fig. 6¢). In contrast, the labgllof the cell walls parallel to the elongation
of the cells was weak and diffuse, revealing atiituof the signal due to newly deposited cell
wall material during the elongation of the cellgell€in the differentiation zone are not expected
to greatly expand or add large amounts of new nahtertheir walls. This is reflected by a lack
of labelling in the differentiation zone after thd incorporation (Fig. 6b). In contrast, the cells
in the differentiation zone after 22 h of chaseijochthad been in the elongation zone during the
pulse of Kdo-Nincubation, displayed homogenous labelling (Fig. Gdhese results suggest

that when the root cells are differentiated, priynzell wall deposition is reduced.

Discussion

Several lines of evidence demonstrate that incabatf Arabidopsisseedlings or tobacco BY-
2 cells with Kdo-N and then coupling to an alkyne-containing fluoeségrobe in the presence
of Cu(l) results in the specifin murolabelling of RG-II. First, Kdo is only found in RG
Second, click-mediated labelling of cell walls isolshed in presence oBaleoxy Kdo, an
inhibitor of the cytosolic CMP-Kdo synthetase thatable to activate free Kdo into its
nucleotide sugar in the cytosol (Misaéi al, 2009; Smythet al, 2013). Third, Kdo-M
incorporation only occurs in living tissues and @@ninhibited by addition of Kdo armmtAra.
D-Ara is only involved in plant cell wall metabolisas a precursor of Kdo in the RG-II
biosynthetic pathway (Fig. 1b). In contrast, litssomer is widely distributed in arabinan,
arabinoxylan and proteoglycan cell wall polymerar(iita and Gibeaut, 1993). The inhibition
of labelling with Kdo-N upon feeding seedlings witltAra suggests thai-Ara likely reaches
cellular metabolisiwia the salvage pathway where it can compete pAtra-5-P for cytosolic

Kdo synthesis (Fig. 1b). Plant Kdo-8-P synthetdmses® been reported to be specific
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Chase 0 h Chase 0 h
Elongation zone Differentiation zone

Chase 22 h Chase/22 h
Elongation zone Differentiation zone

Figure 6 : Pulse-chase analysis of Kdo-Nncorporation.

Four-day-old Col-0 seedlings were treated withhaptise of 200 uM Kdo-j washed, plated on MS
plates without Kdo-Bifor 0 h (a)-(b) and 22 h (c)-(d), and labelled witlexa Fluof 488-alkyne. (a)
and (c) correspond to the elongation zone, (b) @h)dcorrespond to the differentiation zone of

rhizodermal cells. Inserts correspond to closeiaps. Scale bars: 25 um.
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for D-Ara-5-P, which arises from the cytosolic isomeima of D-ribulose-5-P (Fig. 1b).
However, the activity of these synthetases waseatuay complementation assays of bacterial
strains impaired in endogenous Kdo-8-P syntheteibaty (Brabetzet al, 2000; Matsuurat

al., 2003; Delmast al., 2003) or using-Ara-5-P as substrate in enzyme bioassays (De#tnas
al., 2003). Inhibition of Kdo-Nincorporation withD-Ara suggests that phosphorylationDef

Ara is not required for its coupling to PEP by sgdhic Kdo-8-P synthetases (Fig. 1b).

Click-mediated metabolic labelling using Kda-Msulted in efficient imaging of RG-
Il in the primary cell walls. This labelling strate appears as an alternative to the use of
antibodies for studying RG-II distribution and dymas. In agreement with
immunocytochemistry studies (Matehal, 1998; Williamset al, 1996), the labelling of plant
seedlings with Kdo-blreported in this study confirms that RG-II exigtoughout primary cell
walls. This labelling is observed in cells locatedhe division and the elongation zones where
pectin synthesis occurs. Pulse-chase experiments used to track RG-Il in the cell wall
during elongation. After 22 h of chase, only theatiward and rootward borders of elongation
zone cells were still brightly fluorescent. A siarilobservation was made by Andersaral.
(2012) using a 6-alkyne-fucose analogue; our results indicate that expansf lateral cell
walls during elongation led to the dilution of RGslignal due to wall expansion and the

delivery of newly synthetized, unlabelled cell wadilymers.

Although metabolic click-mediated labelling isiei#nt for cell surface labelling, the
high cytotoxicity of copper ions required for theide—alkyne cycloaddition limits its use in
living cells. As a consequenampper free click reactions have been recentlyldeee using
ring-strained cyclooctyne moiety. This allows ldiogJ to be performed in living organisms
with minimal physiological perturbations (Chaagal, 2009; Laughlin and Bertozzi, 2009;

Dehnertet al, 2011; Boyce and Bertozzi, 2011). However, cosrsd the large size of



Résultats

cyclooctyne motifs, this biocompatible “click” chéstry strategy requires the metabolic
incorporation of azido sugars. In contrast to 8/afl_-fucose used for plant cell wall labelling,

it was reported that plant cells were unable toiporate a 6-azido fucose analogue (Anderson
et al, 2012). In this respect, Kdo analogue appeaeppsopriate probes for metabolic click-
mediated labelling of the cell wall in living placells using cyclooctyne-containing fluorescent

probes

Experimental protocols

Sugar analogues

8-azido-3,8-dideoxy-manneoct-2-ulosonic acid (Kdo-B) was synthesized according
to Dumontet al, (2012). B-deoxy Kdo was synthesised according to a liteeapurocedure
(Claesson, 1987; Lopez-Herrera and Sarabia-Gatéi@ay) that was slightly modified (see

Methods S1).

Plant culture and growth conditions.

Arabidopsis thalian&ol-0 seeds were surface sterilized in 50% (v/igebl for 5 min,
in 30% (v/v) sodium hypochlorite for 2 min, washedimes in sterile water and incubated at
4°C for at least 48 h. Sterilized seeds were dégasin Murashige and Skoog (MS 2.2 g/L)
mineral medium containing 1% sucrose and 0.8% @gat. The plates were placed vertically
in a growth chamber for 4 d at 22°C under a 1htli 8 h dark cycle. Suspension cells of
Nicotiana tabacuni. cv Bright Yellow 2 (BY-2) were cultured in MS liquid edium (MS; 4.3
g/L, 30 g/L sucrose, 100 mg/L KRG, 51 mg/L myo-inositol, 1 mg/thiamine, 0,22 mg/L
2.4 dichlorophenoxyacetic acid, pH 5.6) in the dark2°C and 140 rpm. Cells were sub-

cultured every week by transferring 10 mL of susp@m cells in 150 mL of fresh medium.

I ncorporation of Kdo-Nzand fluorescent labelling
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Four-day-old light-grown seedlings were transferiredn MS medium plates to 1 mL
of liquid MS containing from 2.5 to 50 uM KdosNor 16 h at 22°C. Seedlings were then
washed three times with liquid MS and then tramsfiéin 1 mL of 0.1 uM Alexa Flu8r488
alkyne (Life Technology) solution in liquid MS caming 1 mM CuS®@and 1 mM ascorbic
acid. The solution was incubated for 1 h at roomgerature in the dark. Seedlings were then
washed once in liquid MS supplemented with 0.01%)(¥ween 20 for 5 min, three more
times in liquid MS and finally with distilled wate€ontrol experiments were carried out by
omitting either the Kdo-&lor the fluorescent probe in the click labellingags. Inhibition of
the CMP-Kdo synthetase was carried out by addifigi¥d 23-deoxy Kdo to the MS medium
and then, by complementing the liquid MS with thene concentration of inhibitor during the
Kdo-Nz incorporation step (Smytét al, 2013). Inhibition assays were carried out byimagld
25 mM D-Ara, L-Ara or Kdo to the growth medium. Root lengths ed-éld seedlings were
measured using ImageJ software (Abranettil, 2004).

For labelling of tobacco BY-2 cells, KdosNvas diluted to 200 uM in 0.5 mL liquid
MS medium. 0.5 mL of 3-day-old suspension BY-2 <@l logarithmic growth was added.
Cells were then incubated for 16 h. Cells wereeadhthree times with liquid MS medium by
centrifugation (2 min, 700 g). Click reactions wererformed by incubating BY-2 cells in
500 pL of labelling solution containing 0.1 uM Akekluor® 488-alkyne, 1 mM CuS@nd 1
mM ascorbic acid in liquid MS for 1 h, in the davith gentle shaking. Cells were then rinsed
once with 500 pL liquid MS, then incubated for 5hm liquid MS supplemented with Tween

20 (0.01%, v/v), rinsed three more times with leggMS for 5 min each and finally with water.

Pulse chase
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For pulse chase experiments, 4-day-élchbidopsis seedlings were incubated in
200 pM Kdo-N in liquid MS for 4 h, washed tree times with liguS and then transferred to
solid MS. Seedlings were labelled as previouslgdeed after 0 h and 22 h chase, washed and

imaged.
Double staining using Fucose-alkyne and Kdo-N3

A 1 mM solution of peracetylateégtalkyneL-fucose (Fuc-Al, Life Technologies) was
prepared by dissolving in DMSO and then dilutethievdesired concentration in MS medium.
Four-day-old light-grown seedlings were transfeifredh MS medium plates to 1 mL of liquid
MS containing 50 uM of Fuc-Al arisD uM Kdo-N; for 16 h at 22°C. Seedlings were washed
and then incubated in 1 mL of labelling solutioigyiid MS containing 0.1 uM Alexa Flu®r
594-azide (Life Technologies), 1 mM Cuf@ mM ascorbic acid] for 1 h at room temperature.
After one washing step with liquid MS, seedlinggevhen labelled with 1 mL of 0.1 uM Alexa

Fluor® 488-alkyne. Seedlings were washed as describesirfgle labelling and imaged.

Microscopy

The roots of labelled seedlings and the BY-2 csltse observed with the Leica TCS
SP2 AOBS confocal microscope (488-nm excitatioterfjl 495-550 nm emission filter for
Alexa 488 and 594-nm excitation filter; 610-670 amission filter for Alexa 594). For double
staining experiment, images were acquired in tl@eatial scan mode. Images were acquired
with identical exposure settings. The fluorescemtensity of the root was calculated with
ImageJ by thresholding (pixel intensity >16) toestlthe root boundary and measuring the
mean of pixel intensity inside the area definedthry threshold. The ImageJ colocalization
Colormap plugin was used to determine the coraraitndex (corr), Which is the fraction of
positively correlated pixels between two fluoresgeopulations. The plugin is based on the

method originally described by Jaskolskial, (2005).
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Statistical analysis
The data were analysed statistically by GraphPaitw@me (La Jolla, CA, USA,;

www.graphpad.com). Differences were consideredssitzlly significant wherp < 0.05.
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Kdo-N; alone A488-Al alone

Figure S1 : Control experiments for Kdo-Ns labelling.
Incubation of seedlings with 50 uM Kdashlone (a) or 0.1 M Alexa Flubr88-alkyne alone
(b) does not label the root cells. Scale bars 100 p
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Methods S1: Synthesis of 2-deoxy-Kdo 1

1) Synthetic scheme

o

o) OEt H,/Pd, 72 h Et
H Ph).P=CO,Et OH 1) Hy OTMS
XOLQ,OH (Ph)q 2 0"\ — 2) TMSCI, DMF, 3h
Toluene, reflux, 4h \\\d

42% (2 steps)

Quantitative
2 3 4
Io) 1) TBAF, THF/EtOAc 9:1,
OEt rt, 5 minutes
o PTMS 2)K,COg tt, 16h
o Br 89% (2 steps)
b (2 steps
o} 78 P
1) LDA, NBS, TMSCI 5a,48% 6a
-78°C, THF
4 S +
2) Separation via column
chromatography O\_og 1 TBAF, THF/EOAC 9:1,
o OTMS rt, 5 minutes
R ar 2) K,COg, 1t, 16h
(0] o e
O)Q 81% (2 steps)

1) LiOH, THF/H,0 3:1
2) TFAH,0 9:1
3) NH,OH

97 %

Synthesis of ester 3

A solution of 2,3,5,6-dP-isopropylidenes-D-mannofuranose (4.2 g, 16.3 mmol, 1 equiv.)
and (carbethoxymethylene)triphenylphosphoraned61®.5 mmol, 1.2 equiv.) in toluene was
stirred under reflux for 4 hours. The reaction migtwas then filtered through a pad of silica
and concentrated undeacua Purificationvia column chromatography (pentane/EtOAc 7:3)
afforded compoundas colourless oil (5.6 g, quantitative yield, EAZ®&. An analytical sample
was purified by HPLC (hexane/EtOAc 75:25) for cludeasation purpose (E/Z 98:2).
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'H NMR (400MHz, CDC}) 6 7.07 (1H, dd3Jun 15.7 Hz,*Jun 6.1 Hz, H), 6.10 (1H, dd3Jun 15.7 Hz,
3Jun 1.5 Hz, H), 4.83 (1H, ddd3Jun 7.5 Hz,3Jun 6.2 Hz,3dun 1.5 Hz, H), 4.46 (1H, dd3Jun 7.5 Hz,
3Jhn 2.1 Hz, H), 4.21 (2H, app. qdl 7.1 Hz,J 1.8 Hz, H3), 4.14 - 4.07 (1H, m, #}, 4.03 — 3.96 (2H,
m, Hs, H7), 3.49 — 3.40 (1H, m with the presencelaf.8 Hz,J 2.2 Hz, H), 2.15 (1H, d3Jun 7.6 Hz,
OH5), 1.55 (3H, S, Igi Hg', Hi1 or Hip ), 1.42 (3H, S, bi Hg*, Hi1 or Hip ), 1.41 (3H, S, b‘l Hg', Hi1 Or
Hir ), 1.35 (3H, s, (3 H, s,dHy, Hiz or Hir ), 1.30 (3H, t3Jun 7.1 Hz, Hg) ppm;3C NMR § (100
MHz, CDCk) 165.7 (Gy), 143.2 (G), 123.6 (G), 109.5 (Gor Cig), 109.3 (Gor Ci), 77.4 (G) , 76.7
(Cq), 76.1 (G), 70.5 (@), 67.2 (G), 60.6 (Gg), 26.75 (Gor Cy or Gy or G1), 26.72 (Gor Cy or G or
C11), 25.2 (Gor Gy or Goor G), 24.8 (Gor Gy or Goor Gia), 14.2 (G4) ppm. NMR spectra correspond
to the reported dafa.

Synthesis of 4

Compound3 (5.6 g, 16.3 mmol, 1 equiv.) was dissolved in E&FA00 mL). Pd/C (10% wt, 1.0 g, 1.0
mmol, 6 mol%) was added and the resultant mixtuae flushed with K Stirring under Hat r.t. was
continued for 48 hours before the mixture wasriitethrough a pad of silica and concentratedacuq

to give 4.66 g of crude mixture, which was usethimmnext step without any purification. The mixture
(4.66 g, 14 mmol, 1 equiv.) was then dissolved MHX53 mL) and imidazole (1.1 g, 16.1 mmol, 1.15
equiv.) as well as TMSCI (1.8 mL, 14.1 mmol, 1.@uie.) was added at O °C. The mixture was stirred
for 2 hours at rt and an additional amount of TM&EH0 pL, 7.0 mmol, 0.5 equiv.) was added. The
mixture was then partitioned betweerCH(100 mL) and EtOAC (100 mL). The aqueous phase wa
extracted with EtOAC (3*100 mL). Organic phasesevasmbined, dried over MgG@nd concentrated

in vacua Purificationvia column chromatography (pentane/acetone 95:5)ddtbcompound! as a
pale oil (2,8 g, 42% over 2 steps).
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[a]o 52.1 (c 1.1, CHG] 19°C (litt. 38.7 (c 1.04, CHCI3, T not mentionédH NMR (400 MHz,
CDCl) 5 4.16 — 4.03 (2H, m, §iHy), 4.13 (1H, g3 7.3 Hz, H3), 4.00 — 3.90 (2H, m, +or Hs, He),
3.90 - 3.82 (2H, m, ror H5, H7*), 2.54 (1H, ddd?JHH 16.1 HZ,3JHH 9.1 HZ,3J|-||-| 5.6 HZ, H), 2.36 (1
H, ddd,2Jun 16.0 Hz3Jun 9.2,304y 6.9 Hz, H'), 1.99 — 1.88 (1H, m, H, 1.82 - 1.70 (1H, m, 1), 1.44
(3H, S, |'b, Hg*, Hiior H11’), 1.41 (3H, S, Ig‘l Hg', Hiq or H11’), 1.34 (3H, S, Ig‘l Hg', Hii0r H11’), 1.32 (3H,
S, M, Ho, Huz or Hir), 1.26 (3H, t3un 7.1 Hz, Ha), 0.15 (9 H, s, k) ppm;3C NMR (100 MHz,
CDCl) § 173.4 (Gy), 109.4 (Gor Cy), 107.7 (Gor Cio), 79.86 (Gor Gsor Cs), 77.02 (Gor Gsor Cs
(DEPT 45)), 76.6(), 71.8 (Gor Gsor Gs), 67.0 (G), 60.3 (Gs), 30.7 (G), 28.1 (Gor Gy or Gy or
Cll), 26.2 (ZC, Gor Gy or G or Cll), 26.1 (Q), 25.2 (GOI’ Gy or Gpor Cll), 12.4 (Q4), 0.7 (Qs)
ppm. Only*3C NMR reported in the literature, our data matahliterature data.
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Synthesis of 5a and 5b

To a stirred solution of LDA (prepared from nBulli.§ M in hexanes, 1.7 mmol, 1.3 equiv.) and
diisopropylamine (240 pL, 1.7 mmol, 1.3 equiv.)TiRIF (5 mL) at -78 °C) was added a solution of
TMSCI (300 pL, 2.3 mmol, 1.8 equiv.) and compodnd THF (mL) at -78 °C. The mixture was stirred
for 1 hour at this temperature, after whiddbromosuccinimide (276 mg, 1.56 mmol, 1.2 equivasw
added portionwise. The resulting mixture was theémesl at 0°C for 1 hour, then quenched with
NaHCQ (5 mL). The mixture was then partitioned betwee®Adt (10 mL) and HO (10 mL). The
aqueous phase was extracted with EtOAC (3*10 mlrgaBic phases were combined, dried over
MgSQy and concentrated irvacua Purification via column chromatography (pentane/acetone
95:5/85:15) afforded compours@ as a pale oil (299 mg, 48%) aBd as a pale oil (150 mg, 24%).

Compoundba

[a]p72.7 (c 0.77, CHGJ 21°C); IR (neat) 2979 (w, br), 1739 (m), 1372 (m), 1247 1213 (s), 1151
(s), 1096 (s) cnt 'H NMR (400 MHz, CDC}) 6 4.49 (1H, dd3Jun 11.0 Hz2Jun 3.4 Hz, H), 4.39 (1H,
ddd,SJHH 10.8 HZ,SJHH 5.2 HZ,3JHH 2.1 HZ, |'&), 4.24 (2H, q,3\]|-||-| 7.3 HZ, Hg), 4.12 (1H, dd,zJHH 8.2
Hz, 3Jun 6.5 Hz, H), 4.04 (1H, dd3Jun 8.4 Hz,2Jun 5.3 Hz, H), 3.96 (1H, dd3Juy 13.5 Hz,24n 7.0
Hz, Hg), 3.81 (1H, dd?Jun 8.1 Hz,2dun 7.1 Hz, H), 3.77 = 3.70 (1 H, m, §}, 2.33 (1H, ddd?Jun 14.2
Hz,3Jun 11.0 HZ,2Jun 2.2 Hz, H), 2.05 (1 H, ddd?Jun 14.2 Hz 2Jun 10.9,%3nn 3.2 Hz, H), 1.45 (3H,
S, Hb, He, Hiz OF Hll'), 1.43 (3H, S, bl Ho, Hiz OF H11*), 1.37 - 1.33 (6H, m, & Hy, Hi1 Or H11*), 1.31
(3H, t,%3un 7.2 Hz, Hy), 0.14 (9 H, s, k); °C NMR (100 MHz, CDC}) 8 170.0 (G2), 110.0 (Gor
Cio), 108.0 (Gor Cuo), 80.3 (G), 77.0 (G), 74.7 (GQ), 72.2 (G), 67.9 (G), 62.0 (G3), 44.3 (G), 35.4
(Cy), 28.3 (Gor Gy or G or Ga), 26.3 (Gor Cy or Goor Gy), 26.1 (Gor Gy or G or Ga), 25.2 (G
or Gy or Gy or Ga), 13.9 (G4), 0.7 (Gs) ppm;MS (ESI+) (m/z) 505 [M(®Br) + NaJ'; HRMS (ESI+)
for CioH35"°BrO7Si [M+Na]* calcd 505.1228, found 505.1235.

The configuration at C2 was assigned through démtuctollowing assignment of the relative
configuration of the ring-closed product (next 3tep
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[a]p27.1 (c 0.64, CHGJ 21°C); IR (neat) 2983 (w, br), 1742 (s), 1372 (m), 1250 18R1 (s), 1152
(s), 1105 (s) cri *H NMR (400 MHz, CDC}) & 4.31 — 4.17 (1H, m, £, 4.11 — 4.02 (1H, m, $
4.08 (1H, dd2Ju 8.1 Hz,3Jun 6.4 Hz, H), 3.99 — 3.91 (2H, m, HHe), 3.87 — 3.81 (1H, m with the
presence of 7.6 Hz, H-).3.78 (1H, dd3Ju 8.0,%0un 6.7 Hz, H), 2.58 (1H, ddd2Ju 13.4 Hz,3Ju
11.3 Hz.2Jun 2.5 Hz, H), 2.11 (1H, ddd?Jun 13.3 Hz 2wk 11.4,334n 2.5 Hz, W), 1.47 (3H, s, kbl Hy,
Hi1 Or H11’), 1.46 (3H, S, bl Hy, Hi1 Or H11’), 1.36 (3H, m, ki Hy, Hi1 Or H11'), 1.32 (3H, m, K| Hy,
Hii or Hir), 1.31 (3H, t3Jun 7.0 Hz, Hy), 0.16 (9H, s, k) ppm;*C NMR (100 MHz, CDCY) 6 169.4
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(C12), 109.8 (Gor Cy), 108.1 (Gor C), 80.1 (G or G), 76.9 (Gor &), 74.7 (G), 71.9 (G) , 67.3
(C7), 61.9 (Ga), 41.4 (G), 37.0 (Q), 28.3 (Gor Gy or Gy or G), 26.2 (Gor Co or G or Gy), 26.0
(Coor Gy or Gpor G), 25.3 (Gor Gy or G or Gia), 14.0 (Ga), 0.7 (Gs) ppm.MS (ESI+) (m/z) 505
[M(7°Br) + NaJ'; HRMS (ESI+) for for GoHss'*BrO;Si [M+Na]" calcd 505.1228, found 505.1235.

The configuration at C2 was assigned through démtuctollowing assignment of the relative
configuration of the ring-closed product (next 3tep

Synthesis of protected 24-deoxy-Kdo 6a

To a solution oba (278 mg, 0.57 mmol, 1 equiv.) in EtOAC/EtOH 9:17(L) was added TBAF (1M
in THF, 520 pL, 0.52 mmol, 0.9 equiv.) dropwiseeTihixture was stirred at RT for 5 minutes, after
which K.COs (336 mg, 1.7 mmol, 3 equiv.) was added. The regpkuspension was stirred for 16
hours, then partitioned between(10 mL) and EtOAc (10 mL). Aqueous phase wasaeidd with
EtOAc (3*10 mL). The organic phases were combideed over MgS®@and concentrated. Purification
via column chromatography (pentane(®&t6:4) followed by preparative HPLC (hexane/EtOAR)8
afforded compoun@aas a colourless oil (168 mg, 89%).

[a]o-45.7 (c 1.51, CHGJ 21°C (lit. -43.8 (c 1.07,CHGJ T not mentioned); H NMR (400 MHz,
CDCls) 6 4.59 (1H, ddd appeared as @ 7.8 Hz,2Jun 2.9 Hz, H), 4.53 (1H, dd®Jun 11.4 Hz 20un
6.0 Hz, H), 4.34 (1H, dd3Ju4 8.1 Hz,3Jww 1.5 Hz, H), 4.26 — 4.17 (3H, m, H Hy or Hs), 4.16 — 4.07
(1H, H; or He), 3.51 (1H, dd3Jun 8.1 HZ,3Jun 1.5 Hz, H), 2.31 (1H, ddd?Jun 15.0 Hz,2Jun 5.9 Hz,
3JHH 2.7 HZ, H), 1.86 (1 H, ddd?JHH 14.7 HZ,3J|-||-| 11.7,3JHH 2.8 HZ, H), 1.49 (3H, S, kb or Hio or
Hio or Hi2), 1.42 (3H, s, kb or Hip or Hiz or Hi2), 1.38 (3H, s, kb or Hip or Hiz or Hiz), 1.37 (3H, s,
Hio OF Hio OF Hiz Or Hiz) , 1.29 (3H, t3Jun 7.2 Hz, Ha) ppm;C NMR (100 MHz, CDCJ) § 172.9
(Cy), 109.4 (Gor Cry), 109.3 (Gor Gy, 73.7 (G), 72.8 (G), 72.2 (G), 69.8 (G), 68.4 (G), 67.2 (G),
61.0 (Q3), 27.0 (QoOf Cio or G or Cll'), 26.7 (QoOf Cioor Gior Cll'), 26.2 (Q), 25.1 (QoOf Cio
or G or Gu), 24.9 (Goor G or Gi or Gr), 14.2 (G4 ppm. NMR spectra correspond with the
reported daté.

Synthesis of protected 2a-deoxy-Kdo 6b

To a solution obb (130 mg, 0.27 mmol, 1 equiv.) in EtOAC/EtOH 9:17(2nL) was added TBAF (1M
in THF, 240 pL, 0.24 mmol, 0.9 equiv.) dropwise.eTimixture was stirred at rt for 5 minutes, after
which K-COs (111 mg, 0.8 mmol, 3 equiv.) was added. The regpkuspension was stirred for 16
hours, then partitioned betweenC(10 mL) and EtOAc (10 mL). Aqueous phase wasaeidd with
EtOAc (3*10 mL). Organic phases were combined,ddoeer MgSQ and concentrated. Purification
via column chromatography (pentane@&#5:55) afforded compourb as a white solid (72 mg, 81%).
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[0]035.8 ((0.33, CHG| 20 °C) Lit. 41.1 (c 0.18, CHg;120 °CY); 'H NMR (400 MHz, CDC4) 5 4.44
—4.32 (2H, m, & Hy), 4.29 — 4.15 (3H, m, £1H13), 4.14 — 4.10 (2H, m, & Hg), 4.03 (1H, dd3Jnn
9.1 HZ,SJHH 3.9 Hz, H), 3.55 (1H, dd,3JHH 7.8 HZ,3J|-||-| 2.0 Hz, |'&), 2.18 (1H, ddd%JHH 13.9 HZ,SJHH
5.4 Hz,3Jun 4.2 Hz, H), 1.99 (1 H, ddd?un 13.9 Hz,23Jun 9.1 Hz,*Jun 8.1 Hz, B, 1.50 (3H, s, hb

or Hip or Hiz or Hi2), 1.44 (3H, s, kb or Hipe or Hi2 or Hi»), 1.38 (3H, s, kb or Hio or Hiz or Hi),
1.37 (3H, s, kb or Hig or Hiz or Hiz), 1.29 (3H, t3Jun 7.1 Hz, Hs) ppm;**C NMR (100 MHz, CDCY)

0 170.6 (G), 109.6 (Gor Gy, 109.3 (Gor Gy, 75.8 (G), 74.3 (@), 72.5 (@), 71.3 (Q), 71.2 (G),
66.9 (G;), 61.1 (Qg), 30.6 (Q), 27.5 (QoOI’ Cioor Gior Cll'), 27.0 (QoOI’ Cio or Gior Cll*), 26.0 (Qo

or Cip or Gior Gir), 25.4 (Goor G or Gror Gr), 14.1 (G4) ppm. NMR spectra correspond with the
reported daté.

Following comparison of the optical rotation datag of the chemical shift values of H2, H3, and,H3’
the relative configuration &a and5b could be unambiguously established.

Synthesis of 2f-deoxy-Kdo 1

To a solution o6a (49 mg, 0.15 mmol, 1 equiv.) in THFA (3:1, 6 mL)was added LiOH (7 mg, 0.3
mmol, 2 equiv.) at r.t. The mixture was stirred.tifor 90 minutes. HCI (2M) was then added to lunti
pH 1, and the resulting mixture was stirred foributes. The organic phase was extracted with EtOAc
(5*10 mL), dried over MgS@and concentrated imacuq to give 46 mg of crude acid, which was
dissolved in TFA/HO (9:1, 6 mL) and stirred for 90 minutes. The migtwas then concentrated in
vacuq co-evaporated with toluene, dissolved u®OHnd filtered through cotton wool. The resultirilg o
was freeze-dried for 48 hours, to give 33 mg ofl disiolated with 1 mol% of TFA (fluorobenzene used
as internal reference)). The acid was then disddivélHsaq (2 mL), concentrated iracuoand freeze-
dried for 48 hours, to give th2leoxy Kdol as a white solid (35 mg, 97% over 2 steps).

[a]p52.1 ((c 0.3, KO, 24 °C) ) Litt 68.6 (c 1.02, CH€;120 °CY¥); *H NMR (400 MHz, DO) & 4.28
(1H, d,334n 6.6 Hz, H), 3.91 (1H, br. s, ), 3.81 — 3.57 (4H, m, KIH7, Hs Hg), 3.47 (1H, d3Ju 8.3
Hz, Hs), 2.14 (1H, dd?Jun 13.0 Hz,2Jun 4.9 Hz, H), 1.95 (1 H, ddd appeared asAily, 2Jun 12.6 Hz,
3Jun 6.8 Hz, H)) ppm;13C NMR (100 MHz, DO) § 178.6 (G), 74.2 (G), 73.8 (G), 69.1 (G), 66.9
(Cs), 66.3 (Q), 64.0 (G), 28.5 (G) ppm. NMR spectra correspond with the reported Hat
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13C NMR (D,O, 100 MHz)
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Article 3. L’inhibition de la fucosylation des composés pariétaux
par traitement au 2-fluoro 2-désoxy fucose provoque un défaut
de I'élongation racinaire.

Dumont M, Lehner A, Bardor M, Burel C, Vauzeilles B, Lerouxel O, Anderson CT Mollet
JC, LerougeP. Inhibition of fucosylation of cell wall componentsth 2-fluoro 2-deoxy fucose

induces defects in root cell elongation.

Article en cours de rédaction pour soumissidtant Journal

Les glycosyltransférases (GTs), véritables ouvsiglans la synthese de la paroi, sont
les enzymes responsables du transfert de chaquesaaharide, sous sa forme activée, sur un
polysaccharide en cours de synthése. Chaque liagignosidique qui relie deux
monosaccharides implique une GT spécifique. ARBIG TS seraient nécessaires a la synthése
du RG-Il, mais seule une xylosyltransférase a éteatérisée (Livet al, 2011) et est
responsable du transfert du xylose sur la chaine A.

En général, la fonction des composés pariétaux paet évaluée par génétique
fonctionnelle en ciblant les genes codant les @bscernant le RG-Il, puisque les mutations
affectant la synthése de celui-ci généerent dedgsamon viables ou présentant des défauts de
croissance séveres (Let al, 2011), une stratégie alternative a été testéesidRirs études
rapportent le potentiel inhibiteur des monosacclerfluorés chez les cellules animales et chez
les plantes, que ce soit au niveau de la glycaeylate protéines (Rillahagt al, 2012) ou la
synthése de callose (Jaffe & Leopold, 1984). Aprepremier screening de I'effet de différents
sucres-fluorés sur la croissance caulinaire ehaér@ dArabidopsis nous avons focalisé notre
étude sur le 2-fluoro 2-désoxyfucose (2F-Fuc). L'article qui suit présente umalgse
phénotypique détaillée de I'effet de ce sucre #uar faible concentration, sur la croissance
racinaire. La croissance des racines fortemeniteéderait due a une inhibition de I'élongation
cellulaire tandis que la division des cellules déristéme ne serait pas affectée. En paralléle,
une étude biochimique des principaux composéstparducosylés démontre que le 2F-Fuc
inhibe les FucTs impliquées dans la synthése gespglotéines et du XyG. Cependant, compte
tenu que des mutants affectés dans la fucosyldtioXyG et des glycoprotéines ne présentent
pas de défaut de croissance, nous en avons conellialpsence de fucose de ces composés
n’était pas responsable du phénotype observé eempré d’inhibiteur (von Schaewenal,

1993; Vanzinet al, 2002 ; Lianget al, 2013). L’action partiellement restauratrice du
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phénotype par I'ajout de bore nous a alors conduétsalyser I'état de dimérisation du RG-II.
Le profil électrophorétique du RG-Il a montré ques doncentrations croissantes de 2F-Fuc
inhibent la dimérisation du RG-II voire sa synthéSe effet, I'apparition d’oligosaccharides
de poids moléculaire plus faibles que le monomer&®@a-I11 pourrait traduire la présence de
chaines tronquées de RG-Il en raison de I'abseesaésidus fucose sur la chaine A €-2-
méthyl-fucose sur la chaine B. Cette hypothéessoegenue par la théorie que I'assemblage des
chaines latérales du RG-Il se ferait de maniéreuesdclle (soit par transfert des
monosaccharides directement sur le squelette d’H@av transfert « en bloc » des chaines
préalablement formées sur un intermédiaire lipid)get que la synthése incompléete d’'une
chaine pourrait contrarier le transfert de la chadnivante. En paralléle, une approche par
« click chemistry » a été menée sur des plantubegés au 2F-Fuc et a conforté I'action
inhibitrice du 2F-Fuc sur la synthese du RG-Il guis ces plantules ne semblent pas incorporer
le Kdo-Ns dans leurs parois cellulaires.

L’ajout de bore dans le milieu de culture permetektaurer, en partie, le phénotype
racinaire. Une concentration trop forte en 2F-Femolsle affecter irréversiblement la structure
du polysaccharide qui n’assure plus son réle detomé fixatrice du bore dans I'apoplasme.
Cette étude a permis de mettre en avant le réengssdu RG-Il dans I'élongation cellulaire
et de comprendre pourquoi ce composé pectique eoéervé au cours de I'évolution des
plantes malgré le cot entropique nécessaire ynghése, impliquant de nombreuses enzymes.
D’autre part, les résultats obtenus nous condu@erunsidérer un autre aspect du complexe
bore lié au RG-Il. Son rble dans l'intégrité sturell n’est plus a démontrer mais son aspect
signalétique ressort davantage. Ainsi, des casaaémnsduction intracellulaires pourraient
étre régulées par le taux de bore lié au RG-Il dapsroi afin de moduler I'architecture de la

racine en réponse aux conditions de stress enwrantal.
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Inhibition of fucosylation of cell wall componentsby 2-fluoro 2-deoxy fucose induces
defects in root cell elongation.
Marie Dumont, Arnaud Lehnét Muriel Bardot, Carole Burel, Boris Vauzeille§ Olivier

LerouxeP, Charles T. AndersénJean-Claude Mollétand Patrice Lerougde
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ABSTRACT
Screening of commercially available fluoro monosaces as putative growth inhibitors
revealed that 2-fluoro 2-deoxy-fucose (2F-Fuc) is able to reduce the root groath

micromolar concentrations. Chemical analysis of wall polysaccharides and glycoproteins
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demonstrated that fucosylation of xyloglucans ahd-dinked glycans is fully inhibited by
10 uM 2F-Fuc inArabidopisseedling roots but that this inhibition is notpessible for the
observed root developmental phenotype. Inhibitioiucosylation of cell wall polysaccharides
also affected pectic rhamnogalacturonan-Il (RGAKIlow concentrations, 2F-Fuc induced a
decrease in RG-II dimerization. This phenotype pasially restored by boric acid addition,
which suggested that the growth phenotype wasaadG-1l dimerization deficiency. Closer
investigation of the growth phenotype demonstréhaticell division is not affected by 2F-Fuc
treatments. In contrast, the inhibitor suppresdedgation of root cells and promoted the
emergence of adventitious roots. This study furémephasizes the importance of RG-Il in cell
elongation and the utility of glycosyltransferaseibitors as new tools for studying the
functions of cell wall polysaccharides in plant d®pment. Moreover, supplementation
experiments with borate suggest that boron funditioplants might not restricted to RG-II

cross-linking, but might also be a sensor to cdmtet elongation and/or cell wall integrity.

INTRODUCTION

In plants, the primary wall surrounding each csllmade of several structural polymers.
Analyses of a wide range of plant species haveatedehat all cell walls contain three classes
of structural polysaccharides: cellulose, hemidedias and pectins as well as structural proteins
and glycoproteins (Albersheist al, 2010). The plant cell wall is made of at leastifferent
monosaccharides connected together by a varietyyobsidic linkages, forming a complex
matrix of polysaccharides. The synthesis of celll wmlysaccharides is performed by
membrane-bound polysaccharide synthetases andsglyramsferases (GTs). GTs are enzymes
that allow the transfer of single sugars from notitee sugar donors onto specific acceptors.
To date, 564 GT sequences divided in 45 familiegeHaeen identified in thArabidopsis

thalianagenome (http://www.cazy.org/el.html) without takingo account the ones that are
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not listed in the CAZy (carbohydrate-active enzyjmdatabase and seem to behave as GTs
(Keegstra and Raikhel, 2001; Scheible and Pauly429oxeuret al, 2012). Reverse genetic
approaches targeting GT sequences have providedrousidata concerning the function of
cell wall polysaccharides in plant developmenfmbidopsisand other plant species (Bouton
et al, 2002; Vanzinet al, 2002). However, for some cell wall polymers suah
rhamnogalacturonan Il (RG-II), mutations affecti@ls or enzymes involved in the
biosynthesis of RG-II-specific monosaccharidedetiel or induce very strong developmental
phenotypes (O’Neilket al, 2001; Ahnet al, 2006; Delmast al, 2008; Denget al, 2010;
Dumontet al, 2014). This problem can be partially overcomestaglying RNAI lines instead
of knock-out mutants (Voxeuet al, 2011). RG-Il is a low molecular weight complex
polysaccharide that is composed of more than 1&gy residues linked to each other by more
than 22 glycosidic linkages (Bar-Peletlal, 2012). RG-II contains four side chains, A to D,
linked to a homogalacturonan backbone made of séwemine a-(1-4)-galacturonic acid
residues (Fig S1). Despite its complex structuk®;IRs evolutionarily conserved in the plant
kingdom. It is present in the primary cell wallaf higher plants, predominantly in the form
of a dimer that is cross-linked by a borate di+ebetween two A side chains (O’'Nedt al,
1996; Kobayashet al, 1996). The lethality of knock-out lines affectiRf>-11 biosynthesis
makes the study of its biosynthesis and functioallehging. To date, only one-(1,3)-
xylosyltransferase, named RGXT, has been fully atterized. This GT is involved in the
transfer of a xylose residue onto the fucose a# sithin A (Egelunet al, 2006; Egelunabt

al., 2008). Other GTs such as sialic-like transferhse® been postulated to attach 3-debxy-
lyxo-hept-2-ulosonic acid (Dha) and 3-deaxymanneoct-2-ulosonic acid (Kdo) to the HG
backbone (Dengt al, 2010; Dumontt al, 2014). Nevertheless, despite numerous efforts to
determine why plants need such a complex glycarecnt#¢ to ensure efficient cell wall

formation and elongation, the precise function G-Rremains unclear.
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The use of modified monosaccharides, such as deofyorinated sugars, has been
described as a powerful pharmalogical approactstisdying metabolism and physiology in
prokaryotic and eukaryotic organisms (Setmal, 1980; Edmonds and Peddie, 2006). After
uptake from the culture medium, the sugar analagare either compete with endogenous
metabolites or inhibit enzymes. The analogue 2-ga@mglucose was shown to be able to
inhibit protein glycosylation (Schwarz and Daterd880) and, in plants, to inhibit callose
production and delay gravitropism (Jaffe and Ledp@B84). Indeed, 2-deoxy-glucose has
been used as a selection agent for plant transtmmas well as an antibiotic or herbicide
(Kunzeet al, 2001). InPrototheca zopfjia unicellular algae, deoxy glucose also inhipits
1,4-glucan formation (Datenet al, 1983). A recent study reported the use of fhel@xy-
Kdo, a deoxy analogue of Kdo that is found in RGidle chain C (Fig. S1) (Smygtal, 2013).
This deoxy sugar was demonstrated to inhibit cytosGMP-Kdo synthase and, as a
consequence, to affect RG-Il biosynthesis and caergere root growth phenotypes (Smegth

al., 2013).

Replacement of hydroxyl groups by fluorine atomskesadeoxy fluoro sugars useful
probes for the study of glycosyltransferase medmsi(Burkartet al, 2000). The fluorine
atom has a small atomic radius with high electratigijy and ionization potential. Substitution
of OH with F in a sugar does not change the overadl of the molecule but deeply affects its
physical and biological properties since the C-Rdis more polar than the corresponding C-
OH. After conversion into nucleotide sugars, thmfinated analogues are able to form stable
and tight complexes with enzyme binding sites. €he®lecules have been used in several
studies as probes to study glycosyltransferase ameins and functions (Browet al, 2012).
Recently, Rillaharet al. (2012) investigated two fucosyltransferase inbitsit[2-fluoro 2-
deoxyL-fucose (2F-Fuc) and 6-fluotefucose (6F-Fuc)] and one sialyltransferase inbitji3-

fluoro 3-deoxyN-acetyl-neuraminic acid (3F-Neu5Ac)] that hampee flacosylation and
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sialylation of protein-linked glycans, respectively mammalian cells. The 2F-Fuc inhibitor
has also been used to generate fucose-deficiabbdrds (Okeleyet al, 2013). Other studies
have reported the use of nucleotide fluoro sugaapetitive transferase inhibitors (Burkart
et al, 2000). In plants, the use of fluorinated sugas teceived little attention to date. 2-
[*8F]fluoro 2-deoxyD-glucose, a glucose analogue routinely used asliapt@armaceutical
tracer in medical imaging, has been applied totplemorder to study the real-time translocation
of photosynthetic products in living plants (Hattet al, 2008) and plant defence (Ferrieti
al., 2012). UDP 2-fluoro 2-deoxy-glucuronic acid has also been used to study tagrea

mechanism of plant UDR-D-apiose/UDPa-D-xylose synthase (Chet al, 2011).

In this work, we report the effects of commergiabailable fluoro monosaccharides
on Arabidopsisgrowth. Among the compounds tested, 2F-Fuc wasrtbst effective plant
growth inhibitor and was able to arrest root eldimga at micromolar concentrations.
Biochemical analyses of cell wall polysaccharidesveed that fucosylation of xyloglucan and
of N-glycosylated proteins is suppressed. Moreoveredsfin RG-Il biosynthesis were

demonstrated to be responsible for the growth plypembserved in 2F-Fuc-treated plants.

RESULTS
Screening of fluoro sugar analogues for effects arell elongation.

Arabidopsis seeds were sown on solid growth medium containioghraercially

available fluorinated sugar analogues. Seedlingand shoot elongation were investigated in
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Figure 1: Effects of fluoro-monosaccharides on plargrowth.

(a)-(b) Root (a) and shoot (b) length of 4-day-8idbidopsisseedlings grown on medium
supplemented with peracetylated 2F-Fuc, 5F-NeukeGR, 3F-Glc or 4F-Glc at 2.5 uM, 10
UM, 25 uM, 50 uM, 100 uM and 200 uM. DMSO was teésiethe same dilution as control.

The results are given as mean £ SEM (n>10 seedlings

(c) Four-day-oldArabidopsisseedlings grown on medium supplemented with peykatet! 2F-

Fuc or DMSO (control). Scale bar : 0.2 cm.
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the presence of deoxy fluomglucose isomers differing in the position of thgofine atom
(2F-Glc, 3F-Glc and 4F-Glc), 2-fluoro 2-deoxyfucose (2F-Fuc) and 3-fluoro 3-deokdy
acetylD-neuraminic acid (3F-Neu5Ac) at concentrations magérom 2.5 uM to 200 uM (Fig.
la-b). Considering the structural similarity betwé&&uAc and Kdo, 3F-Neu5Ac was tested as
a possible Kdo transferase inhibitor. Peracetylared deacetylated fluoro sugars were tested,
but effects were only observed with peracetylategass, indicating that the less-charged
peracetylated molecules are likely to enter thé lmglpassive diffusion through the plasma
membrane. Four-day-oldrabidopsis seedlings exhibited various susceptibilities testn
fluorinated sugars, with growth defects being obsérprimarily in roots rather than shoots
(Fig. 1a-b). Treatment with 3F-Neu5Ac did not ind@any root growth inhibition even at a high
concentration (200 uM). Inhibition was observedwiitioro glucoses in the 25-100 uM range
with the inhibitory effect depending on the positiof the fluorine atom, the most effective
inhibitor being 2F-Glc. The strongest growth effeets observed with 2F-Fuc since the lowest
concentration tested (2.5 uM) of this compound waf§icient to reduce root elongation by
70%. Moreover, this effect was observed in a deggeddent manner (Fig. 1c). Growth effects
at concentrations as low as 1 uM 2F-Fuc were diserved (data not shown). Addition of an
excess fucose amount (10 mM) didn’t restore a nbrow growth (Fig. S4) suggesting that
2F-Fuc acts as a competitive inhibitor of GDP-Fyatlsetase as previously reported (Rillahan
et al, 2012). Considering the strong inhibition of rgodwth observed with 2F-Fuc treatment,
we decided to focus on the biochemical and phygio& effects induced by this sugar

analogue.

2F-Fuc is a specific inhibitor of plant fucosyltrarsferases

Sugar analogues with 2-fluoro modifications haverbavestigated in animal cells for their

potential inhibitory effects on glycosyltransferas€o investigate the effects of 2F-Fuc on the
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Figure 2 : Effect of 2F-Fuc on fucose incorporationnto the root cell walls.

(a)-(e) Click-mediated labelling &rabidopsisseedling cell walls using the alkynylated fucose
analogue Fuc-Al. Four-day-old seedlings grown onWwise incubated in liquid MS medium
+ Fuc-Al (a-b) for 16 h and 4 day-old seedlingsvgnoon MS supplemented with 25 uM 2F-
Fuc were incubated in liquid MS medium £ Fuc-Al52M 2F-Fuc (c-d) for 16 h and labelled.
Scale bars = 100 pum.

(e) Quantification of the root-tip fluorescence t®are the mean + SEM (n > 6). Data are from
three experiments.

() Fucose contents (mol%) determined by gas chognaphy analysis of cell walls isolated
from 10-day-oldArabidopisseedlings grown with 2.5 to 25 uM 2F-Fuc or DM&0n({rol). n>

300 seedlings per replicate. Data are the meant &B biological replicates.
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fucosylation of cell wall polysaccharides or glyoogugates, we first carried out click-mediated
labelling experiments.Andersah al. (2012) have recently shown that an alkynylatddcose

analogue (Fuc-Al) is a useful probe for imagingase-containing cell wall polysaccharides in
Arabidopsis Fig. 2a-b shows that 4-day-old seedlings werdciefitly labelled after

incorporation of Fuc-Al into the newly synthesizedll and coupling to Alexa Fluor 488 azide
probe through a copper-catalyzed azide—alkyne ogcldition. In contrast, the labelling was
strongly reduced in seedlings treated with 25 uMFRE, indicating that this fluoro analogue

inhibits the transfer of Fuc-Al to cell wall polyszharides (Fig. 2c-e).

Fucose contents in shoot and root cell walls efla@-oldArabidopsisseedlings treated
with 2.5 uM to 25 uM 2F-Fuc were measured by gasroatography (Fig. 2f). In comparison
with control seedlings (DMSO), fucose content intreell walls was reduced by about 50% in
seedlings treated with 2.5 uM 2F-Fuc, whereas abes of fucose were detected in seedlings
treated with 10 uM and 25 puM 2F-Fuc. Beyond ite@fion fucose content, 2F-Fuc treatment
did not strongly affect the sugar composition aftreeedling cell walls (Table S1). For instance,
galacturonic acid (GalA) content in roots was alia#t of total cell wall sugars regardless of
2F-Fuc concentration. In contrast to roots, theatfiof 2F-Fuc on shoots was less severe.
Twenty-five percent of the fucose content in shoedt walls was still detected in 25 uM 2F-
Fuc-treated seedlings in comparison with the negatntrol (0.25% DMSO). Taken together,
these data suggested that 2F-Fuc acts as a ptaanhfycosyltransferase inhibitor that is able

to suppress fucosylation in the cell wall polysauaies of root tissues at 10 uM concentration.
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Figure 3 : Effect of 2F-Fuc on the fucosylation oN-glycoproteins.

(a) Ponceau S staining (left) and Western bloh{jigsing antibody directed against the core
a-(1,3)-fucoseN-glycans. fucTA/fucTB double fucTA/fucTBmutant impaired inN-linked
glycan fucosylation.

(b) Shoot and root lengths of 4-day-aigl seedlings grown in the presence of 0.025% DMSO
(control) or 2.5 uM 2F-Fuc (n > 20 seedlings). Malthitney test.
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2F-Fuc treatment affects xyloglucan and glycoprotei fucosylation in Arabidopsis
seedlings, but these changes are not responsible the 2F-Fuc-induced root growth

defect.

The Arabidopsis cell wall contains several fucose-containing pabgharides and
glycoconjugates such as xyloglucan (Peetial, 2003) N-glycosylated proteins (Rayat al.,
1998), pectic rhamnogalacturonan-I (RG-I) (Puhimanal, 1994) and rhamnogalacturonan-
Il (RG-II) (Glushkaet al, 2003), and arabinogalactan proteins (AGPs) (Tt al, 2012).
To investigate whether the fucosylationN{glycosylated proteins is affected by the 2F-Fuc
treatment, we extracted proteins frémrabidopsisroot seedlings treated with 25 uM 2F-Fuc.
Analysis of their fucosylation was investigateditmynunodetection with an antibody directed
against the core(1,3)-fucose epitope (Fat al, 1993). A shown in Fig. 3a, glycoproteins
were detected at much lower amounts in 2F-Fuceddeaiot seedlings in comparison with non
treated seedlings (0.25 % DMSO). The specificityhef primary antibody was confirmed by a
lack of detection irfucTA/fucTBArabidopsisdouble mutant seedlings impairedNhglycan
a(1,3)-fucosyltransferases (Strasseal, 2004). Moreover, the effect of 2F-Fuc on the giow
of the cgl (complex glycan-deficienimutant was investigated. Thisrabidopsismutant is
impaired in GolgiN-acetyl glucosaminyltransferase |, preventing Wretlsesis of fucosylated
complex-typeN-linked glycans, but does not exhibit obvious gtowhenotypes when grown
in standard conditions (von Schaewetnal, 1993). The root growth ofgl seedlings was
affected by 2.5 uM 2F-Fuc treatment as observedCiarO seedlings, indicating that the
decrease dfl-glycoprotein fucosylation induced by 2F-Fuc treattnis not responsible for the

observed root growth inhibition (Fig. 3b).



100

XXXG DMSO 0.25%
80
60
40
XXLG / XXFG
20 XLXG XLFG
0 L L = | [
100,
XXLG /
80 XLXG 2F-Fuc 2.5 uM
XXXG
60
XLLG
40 XXFG |
20 . " '[ XLFG«
OALMLL PRI Y .“n.. Jl e
100 XXLG /
g0/ XLXG 2F-Fuc 10 uM
60
40
20 XXXG * XLLG
o l
199 XXLG | 2F-Fuc 25 M
80 XLXG
80 xxxe
40
20 * XLLG
nJ. ““ML au il lu

1000 1100 1200

1300

I I T
1400 1500 miz

—
(2
-~

60 1

n
i T i

Figure 4: Effect of 2F-Fuc on xyloglucan fucosylation.

s
T
5

025% 2.

mShoot
Root

ns
ns
T P
T
10 25

DMSO

7 00.025% DMSO

7| 2.5 yM 2F-Fuc

ke

tobacco

2F-Fuc (uM)

(d) lcontral 2F-Fuc

|

Résultats

(&) MALDI-TOF mass spectra of endoglucanase-geadrayloglucan fragments from 10-day-old

Arabidopsisroot seedlings grown on medium supplemented witht@ 25 uM 2F-Fuc or DMSO

(control). XXXG to XLFG: xyloglucan fragments acding to the nomenclature reported by Etal.

(1993). Asteriks indicate acetylated xyloglucargfreents.

(b) Relative ratio of fucosylated xyloglucan fragme in roots and shoots detected in the enzyme

fingerprints. n > 200 seedlings per replicate. Ratathe mean: SEM of at least two replicates. Non-

parametric t-test.

(c) Seven-day-oltll. benthamianaeedlings grown on MS medium supplemented with DNi&1Dtrol)
or with 2.5 uM 2F-Fuc. Scale bars 0.2 cm.
(d) Four-day-oldArabidopsismur2seedlings grown on medium supplemented with DM&tfol) or
with 2.5 uM 2F-Fuc. Scale bars 0.2 cm.
(e) Root length measurements of 7-day-old tobgbbdenthamianpand 4-day-oldnur2 seedlings
grown in the presence of 0.025% DMSO (control).6r2M 2F-Fuc. Data are the mearSEM (n>24).

Unpaired t-test.
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Arabidopsisxyloglucan (XyG) consists of B-1,4-glucan backbone substituted with
a(1,6)-xylosyl residues (side chain X, Feyal, 1993). Terminal Gal (side chain L, Feyal,
1993) or Fua(1,2)Gal disaccharides (side chain F, €ral, 1993) can also 4¥1,2)linked to
xylosyl residues. XyG fingerprints from cell wabié shoots and roots éfrabidopsisseedlings
treated with DMSO (control) or 2.5 to 25 uM 2F-Ruere investigated according to Lerouxel
et al. (2002). Cell walls were isolated and subjecte@roendoglucanase digestion, and the
resulting fragments were then analyzed by MALDI-T®FS (Fig. 4a). Comparison of
fingerprints obtained from seedlings treated with |2M to 25 uM 2F-Fuc with the fingerprint
of the negative control (DMSO) showed a dose-depeindecrease of fucosylated fragments
(XXFG and XLFG) together with an increase of nonesylated fragments. Quantification of
xyloglucan fragments detected in MALDI-TOF MS inglied a 60% fucosylation decrease for
roots treated with 2.5 uM 2F-Fuc and detectionesf\low traces of fucosylated fragments for
higher concentrations (Fig. 4b). In agreement i lower amount of total fucose in shoot
cell walls (Fig. 2e), fucosylation of XyG iArabidopsisshoots was slightly affected by
treatments with 2.5 puM and 10 pM 2F-Fuc. Only weatt with 25 uM 2F-Fuc was sufficient
to induce a detectable decrease of XyG fucosylatiorell walls derived from shoot tissues

(Fig. 4b).

AtFUT1 is a Golgi-localized fucosyltransferasettban addu(1,2)-Fuc residues onto
XyG (Perrinet al, 1999). The effect of 2F-Fuc dkrabidopsisAtFUT1 was investigateth
vitro. The transferase capacity of recombinant AtFUTddpced in insect cells was monitored
in the presence of 1 mM 2F-Fuc (O. Lerouxel, peas@ommunication). A weak inhibitory
activity was observed, suggesting that 2F-Fuc rbasctivated into GDP nucleotide sugar to

inhibit the AtFUT1 transferase (Fig. S2) (Burkattal, 2000; Okeleet al,, 2013).
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Figure 5: Effects of 2F Fuc on RG-II dimerisation.

(a) Root length of 4-day-oldrabidopsisseedlings treated with 2.5 uM or 25 uM 2F-Fuc50.7
mM boric acid or both. DMSO: negative control. Date mean + SEM (n>18 seedlings).
Mann-Whitney test, data are compared to contrah§0 boric acid with equal concentration of
2F-Fuc).

(b)-(c) Polyacrylamide gel electrophoresis. RG-dsaextracted from 10-day-olrabidopsis
rootsgrown on medium supplemented with 2.5, 10 or 2528vFuc (b), 0.75 mM boric acid,
or both (c). RG-Il extracted from lemon was usedagrol (i), additional 16 h incubation with
0.1 M HCI treatment leads to a partial monomeraratiof RG-II (ii). RG-I

Rhamnogalacturonan | ; mRG-I1l: monomeric RG-Il GHR : dimeric RG-II.
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Arabidopsismur2 (murusg and tobacco seedlings were grown in presence gill2l5
2F-Fuc.Arabidopsismur2is mutated in AtFUT1 and its cell walls containddélsan 2% of the
wild type content of fucosylated xyloglucan withaditecting root growth (Vanziet al, 2002).
Nicotiana benthamiandike all solanaceae, accumulates a non fucosylagoglucan in its
cell walls (Yorket al, 1996; Hoffmaret al, 2005) with the exception of pollen (Lampugnani
et al, 2013; Dardellest al, 2015). In bothmur2 and tobacco seedlings, root elongation was
strongly affected by 2F-Fuc treatments (Fig. 4cAg)ain, this suggests that the inhibition of

root growth by 2F-Fuc was not related to a deficjeim xyloglucan fucosylation.

2F-Fuc-treated Arabidopsis seedlings are impaired in rhamnogalacturonan I

biosynthesis.

In RG-II, two Fuc residues are present in the sliins, a terminal B-methyl Fuc in
side chain A and an interna{1,4)-Fuc in side chain B (Fig. S1). Boron is rasfble for the
RG-II dimerisation that is required for efficientimpary cell wall elongation (O’Neilkt al,
2001). Thus, the effect of boron on 2F-Fuc-treatsetllings was investigated. Supplementation
of the culture medium containing 2.5 uM 2F-Fuc v@itii5 mM boric acid was able to partially
restore root growth. These data suggest that thetrphenotype observed in the presence to
2F-Fuc is likely caused at least partially by RGlfects (Fig. 5a). At higher concentrations

(25 uM) of inhibitor, boric acid also partially i@ged root elongation (Fig. 5a).

To assess RG-Il dimerization in 2F-Fuc-treated lesgsl we carried out the
polyacrylamide gel electrophoresis method describgdChormovaet al, 2014) for the

separation of monomeric (MRG-I11) from dimeric RGdRG-II). Cell walls were prepared
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Figure 6: Effect of 2F-Fuc on Kdo-N incorporation.

(a)-(b) Click-mediated labelling ghrabidopsisseedling using the azido Kdo analogue Kdo-
N3. Four-day-old seedlings were grown on MS mediupptmented with or without 25 pM
2F-Fuc. Seedlings were then incubated in liquid mElium containing 50 uM Kdo<\lone

(a) and 25 uM 2F-Fuc (b). Scale bars : 100 um.

(c) Quantification of the root-tip fluorescence.t®are the mean + SEM (n > 10 seedlings from
three experiments).
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from roots of 10-day-old seedlings grown with 0.2BMSO or 2F-Fuc at 2.5, 10 and 25 pM
concentrations. RG-II was then solubilized by epdbrgalacturonase treatment of cell walls
and submitted to gel electrophoresis (Fig. 5b). rEt&tive amount of cell wall sugars for each
RG-II enriched fraction was assessed by gas chamregthy and identical cell wall quantities
were loaded on the gel. Lemon mRG-Il and dRG-llevesed as standards. RG-Il extracted
from untreatedArabidopsisroot seedlings was mainly in a dimeric form asorégd in the
literature (O’Neillet al, 2004). Treatment of seedlings with 2.5 uM 2F-Elearly induced a
decrease of dRG-II together with an increase of rRiIREBd a RG-II fragment. At 10-25 uM,
2F-Fuc greatly diminisheith muroaccumulation of RG-I1I (Fig. 5b). Although low anmmds of
the small RG-Il fragment were still detected on SBXSGE, this suggests that inhibition of
fucosylation results in defects in mRG-1l and dR®ibsynthesis. In the presence of 0.75 mM
boric acid, SDS-PAGE of RG-II fractions isolatedrfr 2.5 uM 2F-Fuc-treated seedlings
showed an increase in the relative amount of dR&dLmulation, suggesting that boron was
able to promote RG-II dimerization (Fig. 5¢). Howevthe small RG-II fragment was still
detected under these conditions, indicating tadiiherization was not restored in presence of

boric acid.

Incubation ofArabidopsislight-grown seedlings with 8-azido 8-deoxy Kdo (<)
followed by click-mediated coupling to an alkyneataining fluorescent probe through a
copper-catalyzed azide—alkyne cycloaddition pravide efficient method for RG-1l imaging
in cell walls without the need for RG-Il-specifintédbodies (Dumonkt al, submitted). Fig. 6a
shows that incubation of seedlings with 50 uM Kdoitluceda robust labeling of their cell
walls. In contrast, this incorporation was suppeeskty 25 uM 2F-Fuc treatment (Fig. 6b-c)

confirming that high concentrations of 2F-Fuc inbRG-I1I biosynthesis.
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Figure 7 : Effect onArabidopis root architecture.

(a)-(d) Four-day-old\rabidopsisseedlings grown with 0.025% DMSO (a-b) or 2.5 pfMRc
(c)-(d). The frames at the apex of the root (aindjcate the zone shown in (b)-(c). (b)-(c)
Longitudinal sections showing the root cell orgatian in the division and the elongation
zones. Arrows indicate the presence of root hairs (

(e) Distance measured between the apex and thg @#fiérentiation zone of 4-day-old
Arabidopsisseedlings grown with 0.025% DMSO or 2.5 uM 2F-Hbata are mean + SEM
(n>15 roots).***p<0.001. Mann-Whitney test.

(N Root hairs density oArabidopsisseedlings grown with 0.025% DMSO or 2.5 uM 2F-Fuc
(n>25 roots). Data are mean + SEM.}5%0.001. Mann-Whitney test.

(g-h) Calcofluor staining oArabidopsisroots grown with 0.025% DMSO (g) or 2.5 uM 2F-
Fuc (h). Arrowheads point out cell wall defectghe elongation zone.

()-() Analysis of root meristem activity oArabidopsis4-day-oldpCYCB1::GUSseedlings
grown with 0.025% DMSO (i) or 2.5 uM 2F-Fuc (CYCB1::GUSine were used to visualize

the division zone in non-treated and treated plants

Scale bars : 1 mm (a)-(d) ; 20 um (b)-(c) ; 25 () ; 100 pum (i)-(j).
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Figure 8 : Emergence of adventitious roots in 14-daold Arabidopsis treated seedlings.

Fourteen-day-oldirabidopsisseedlings grown on control medium (0.025% DMSOD 415

mM boric acid with or without 2.5 uM of 2F-Fuc. lges were assembled using Microsoft
Office Powerpoint. The average number of advenigtioots is indicated for the 2.5 uM 2F-
Fuc, nd. No adventitious root was detected in thercconditions. Data are mean = SEM. (n>24

roots). Red arrows indicate adventitious rootsleSbars 3 mm.



Résultats

Analysis of root architecture in 2F-Fuc-treatedArabidopsis seedlings

The Arabidopsisroot is organized into an apical meristem wherkls adivide, an
elongation zone where cells expand, and a diffexéom zone where cells acquire their
determined size, shape and functions. As repome#ig. 1la, 2F-Fuc-treatedrabidopsis
seedlings exhibit a strong root growth defect. @lest@n of root tips of 2.5 uM 2F-Fuc-treated
seedlings revealed that the entire elongation zerstrongly diminished with differentiated
cells close to the root tip in comparison with e¢ohseedlings (Fig. 7a-e and Fig. S5). This
resulted in a hairy root phenotype of 2F-Fuc-tréageedlings that is characterized by the
appearance of densely packed root hairs (FigSTdjning of cell walls with the glucan-binding
fluorescent dye calcofluor white revealed defectscellulose organization and cell wall
integrity in 2F-Fuc-treated root epidermal cellstiie elongation zone. In contrast to control
cells, where calcofluor staining was relatively mlyedistributed along the cell wall, the cell
wall network of 2F-Fuc-treated\rabidopsis roots appeared disorganized as previously
described for some cell wall mutants (Andersbal, 2010). Moreover the presence of gaps in

the cell wall suggests the existence of point ohkmess in the wall (Fig. 7g-h).

Closer investigation of the root tip of 2.5 uM BEe-treated seedlings did not reveal
disorganization in the meristematic zonédadbidopsisoots by comparison with control roots,
with similar cell numbers, types, and shapes. Atyivdividing cells were visualized in
Arabidopsisseedlings expressing the GUS reporter gene utdercantrol of the Cyclin-
dependent protein kinase 1 (CYCB1) promoter. Stginof seedlings expressing the
pCYCB1::GUSfusion protein in 2F-Fuc-treated roots did noteavany reduction in cell
division activity in the apical meristem in comsam with control seedlings (Fig. 7i-j),
suggesting that the fucosylation inhibitor does doamatically affect cell division. For

confirmation of this idea, the cell division ratesmispension-cultured BY-2 tobacco cells was
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monitored in the presence of 2F-Fuc. No significeffect was observed on BY-2 cell growth

even at 100 uM 2F-Fuc (Fig. S3).

After 2 weeks of growth in the presence of 2.5 pMFuc, in addition to the densely
packed root hair phenotypArabidopsisseedlings exhibited multiple adventitious rootatth
are not observed in control plants or in plantgp$empented with 0.75 mM boric acid (Fig. 8a-
b). This suggested that 2F-Fuc induces importaahgés inArabidopsisroot architecture at

micromolar concentrations.

DISCUSSION

2F-Fuc is a strong inhibitor of plant fucosyltranskerase activity and inhibits cell elongation
Screening of commercially available fluoro monos$ecles as putative growth

inhibitors revealed that 2F-Fuc is able to reduw# growth at micromolar concentrations. In
contrast, 3F-NeuAc has no effects on root growtlenes 2F-Glc, the most active fluorinated
glucose molecule we tested, induced growth pherstygh 25 uM. Growth effects were less
severe on shoots for all of the analogues testessilply due to poor uptake of the fluoro
monosaccharides into shoot tissues or due to diffegs in these cell walls as compared to root
tissues. The former possibility is supported byfdet that we observed effects on root growth
only for peracetylated forms of the fluoro monoserdes. The impacts of fluoro glucose
analogues on either glucosyltransferase inhibioon glucose cytosolic metabolism were not
investigated further. Several lines of evidence adlestrate that 2F-Fuc is an efficient inhibitor
of plant fucosyltransferases. First, a 50% decreaseobserved in the fucose content of root
cell walls after treatment with 2.5 uM 2F-Fuc, amdy traces of fucose were detected after
treatment with higher concentrations of 2F-Fuc. Ifsia of xyloglucan andN-glycoprotein
fucosylation led to the same conclusions. Thisdaths that at concentrations as low as 10 uM,

the fucosylation of polysaccharides and glycocoajeg is fully inhibited by 2F-Fuc in
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Arabidopsis seedling roots. As observed for the growth phepedy less severe
underfucosylation was found in shoots. In additothe possibilities listed above, this might
also reflect minimal transport of the sugar anaéffom roots to the aerial parts of the plant,
possibly due to the diffusion barrier presentedhgyendodermis.

Enzymatic assay performed on AtFUTL1 suggestedttieaPF-Fuc must be converted
into GDP-2F-Fuc to mimic the transition-state aniddbtightly to the active site of
fucosyltransferases leading to a competitive irtobi (Burkartet al., 2000; Rillaharet al,
2012; Okeleyet al, 2013).

Root growth is strongly affected by 2F-Fuc at rmplar concentrations. Since several
plant polymers contain fucose residues, the relatigp between underfucosylation and the root
growth phenotype we observed was initially uncl@aabidopsisxyloglucan andN-linked
glycoproteins contain terminal fucose residues. e\mv, these sugar motifs are not crucial for
plant growth and mutants impaired in xyloglucan &kdlycoprotein fucosylation do not
exhibit any phenotypes when grown in standard ¢ardi (von Schaewest al, 1993; Vanzin
et al, 2002). Although the fucosylation status of AGRs not investigated in this studyi4,
futé andfut4/fut6 deficient mutants affected in AGP fucosylation also healthy (Liangt al,
2013). Moreover, in presence of 2F-Fuc, xylogluea N-glycan mutantsnur2 and cgl)
exhibited growth phenotypes similar to those obserin wild-type treated plants, further
suggesting that defects in glycoprotein and xylogtufucosylation are not responsible for the

observed root developmental phenotypes.

The inhibition of fucosylation of cell wall polyseharides would also be expected to
affect RG-II, which contains fucose residues oresitlains A and B. At low concentrations,
2F-Fuc induced a decrease in RG-II dimerizatioroot seedlings. At higher concentrations of
2F-Fuc, dimers of RG-1l were greatly diminishedt tinis was not counterbalanced by a relative

increase in the level of monomeric RG-II (Fig. 5B).small RG-II fragment of unknown
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structure was detected in our SDS-PAGE experin{€&ngs5b), suggesting that RG-II structure
is strongly affected by 2F-Fuc. Disruption in R@ibsynthesis was confirmed by the inability
of plants treated with 25 uM 2F-Fuc to incorpor#i@o-Ns in a click-mediated labeling

experiment (Fig. 6). It is possible that the systh@nd dimerization of RG-II within the Golgi
apparatus involve enzyme complexes that are inefiian producing RG-11 when both side
chains A and B are affected. It is worth notingtt@alA contents in root cell walls were not
affected by 2F-Fuc treatments, indicating that cisfen RG-I11 biosynthesis do not affect the

overall synthesis of pectins.

To date, any mutation that affects RG-II structuse been demonstrated to impact RG-
Il dimerisation and plant development. This wasniyadeduced from the study of mutants
defective in the biosynthesis of monosaccharidesatoed in RG-II (O’Neillet al, 2001; Ahn
et al, 2006; Delmast al, 2008; Voxeuret al, 2012). For instance, depletion of UDP-
apiose/UDPp-xylose synthase, the enzyme responsible for ththegis of the RG-1l-specific
apiose residue, results in cell wall abnormalitreduding wall thickening and gaps. These
phenotypes are likely due to the synthesis of edtdrG-Il in this mutant (Ahet al, 2006).
We observed similar altered cell wall patterns gstalcofluor staining in 2.5 uM 2F-Fuc-
treated seedlings (Fig 7g-h). Among otAeabidopsisnutants defective in RG-Il biosynthesis,
murlis impaired in fucose biosynthesis and is thusblento properly fucosylate its cell wall
polysaccharides and glycoproteins. The fucosylatiefects of cell wall polysaccharides and
proteins observed by inhibition of fucosyltranst&s using 2F-Fuc (this study) are similar to
those observed in fucose-deficiantirl mutants (O’Neillet al, 2001; Rayoret al, 1999).
murl plants exhibit growth defects, cell wall weaknesgl decreased RG-II dimerization
(Reiter et al,1993 ; O’Neill et al, 2001), demonstrating a relationship between RG-II
biosynthesis and plant development. As we foundskedlings treated with 2F-Fuc, the

supplementation ahurlplants with boron partially restores wild-type gtb patterns (O’Neill
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et al, 2001). We thus conclude that the root elongatieficiency observed in 2F-Fuc-treated
plants results at least in part from defects in IREesynthesis as demonstrated for therl

mutant.

Changes in root architecture are mediated by deredation of hormone mediated signaling

Root cell elongation is strongly affected upon ak-freatments and results in a high density
of root hairs and the presence of differentiatdts @ose to the root tip (Fig. 7f). This growth
phenotype was previously reported in plants treatgd 23-deoxy-Kdo, which inhibits the
CMP-Kdo synthesis that is required for RG-1l biogsis (Smytlet al, 2013). Defects in cell
elongation in RG-II mutants have been reporteahkabit pollen tube growth and fertilization
(Delmaset al, 2008; Denget al, 2010; Liuet al, 2011; Dumonet al, 2014). In our study,
close inspection of the root tip and monitoring delision activity suggest that cell division
was not affected by 2F-Fuc (Fig. 7i-j). This wasfoaned by investigation of the division rate
of suspension-cultured BY-2 cells in the preseri¢beinhibitor (Fig. S3). These data, together
with previous studies showing that suspension-cedtiplant cells are capable of continuous
and long-term growth on boron-deficient medium, dastrate that RG-Il dimerization is not
required for cell division (Fleischet al, 1999; Chormovat al, 2014).

In addition to the inhibition of cell elongatio?F-Fuc induces the formation of multiple
adventitious roots (Fig. 8). These changes in anchitecture caused by 2F-Fuc treatment are
potentially due to a deregulation of hormone-mesiatignaling since root growth is closely
related to synthesis, distribution and transportioxin and ethylene (Bliloet al, 2005 ;
Gutierrezet al, 2012; Abrewet al, 2014). Indeed, it was previously reported thatrid@ation
of minerals (P, Fe, N, B ...) induces large change®ot growth as an adaptive response in
order to maintain functional root architecture undeneral deficiency (Lopez-Buciet al,

2003).This was illustrated through the study of plantsvgr in low concentrations of boron.
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Boron is an essential micronutrient for vasculanplgrowth (Warrington, 1923). Indeed, the
symptoms of boron deficiency are observed withie bour to few days, depending on the
degree of deficiency and the plant species (Ddll ldnang, 1997 ; Hajibolanet al, 2012;
Oiwa et al, 2013). Inhibition of primary root elongation iset first response to a low boron
supply (Hirsch and Torrey, 1980). Several studaestsuggested that boron deficiency triggers
an increase in indole acetic acid (IAA) synthesisapical meristems accompanied with a
decrease of the IAA oxidase activity. Auxin is theansported towards the elongation zone
where it accumulates and inhibits root cell elormya{Rajaratham and Lowry, 1974; Dugger,

1983; Martin-Rejanet al, 2011).

Boron is not only required for RG-II dimerization i n plant cell wall

RG-Il is known to be the main boron binding sitepiants, enabling this pectic polymer to
dimerize Recently, it was reported that boron is also inedlin the wall-membrane attachment
by cross-linking RG-I1I with theis-diols groups of glycosylinositol phosphoceramidéspid
rafts (Wimmeret al. 2009, Voxeur and Fry, 2014). Supplementation of IR@utantswith
boron was demonstrated to partially restore wilaetgrowth phenotypes and the wild-type
accumulation of RG-II dimers, demonstrating that-R@imerization is required for proper
cell elongation (O’Neilkt al, 2001; Voxeuet al, 2012; Smytlet al, 2013). The capability of
borate to partially rescue root growth in 2.5 puM-Rkc-treated seedlings (Fig. 5a) is
comparable to observations reported in RG-II defitmutants. SDS-PAGE analysis of RG-II
of 2.5 uM 2F-Fuc-treated plants supplemented wdhcbacid indicated an increase in the
relative amount of dRG-II, suggesting that boriclacas able to restore the RG-1l dimerization
in inhibitor-treated roots. These data are in ages® with previous studies demonstrating a

link between proper RG-II cross-linking and effidieell elongation.
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Boron was shown to also partially restore celingktion in roots treated with high
concentrations of 2F-Fuc. At such concentrationG-IRbiosynthesis is strongly affected
without modification of overall root pectin contdiig. 5b and 6, Table S1). In the SDS-PAGE
experiment, the relative amounts of loaded celll vitaictions were identical. Thus, the
disappearance of RG-II bands likely results frommbition of RG-1l biosynthesis rather than a
decrease of pectic materials in the fractions tedl&rom the treated roots. This was confirmed
by the metabolic click-labelling experiment usihg azido Kdo analogue. As a consequence,
partial rescue of cell elongation by boron cannetsblely attributed to the restoration of
appropriate RG-II dimerizatiorStructural alteration of cell wall xyloglucans apdctins in
mur3andmur4mutants causes a hypersensitive sugar responssvetype that is also rescued
by boric acid (Liet al, 2007).mur3andmur4 mutants are affected in the synthesis of XyG and
RG-I, respectively, and the growth restoration @Beare not related to borate cross-linking of
cell wall RG-II in these plant mutants. One cantplage that borate might also be involved in
cross-linking of fucose residue in xyloglucans &f@-1 as proposed by lat al. (2007) and
Blevins and Lukaszewski (1998). However, no biocitahevidence for fucose cross-linking
in cell walls has been reported, so fBngether with data presented in this article, thoeta
suggest that borate might be also perceived asiiy@osignal by the cellular machinery that
coordinate hormone-related genes and genes ratatssll wall modification and elongation.
As recently speculated by Funakawa & Miwa (201, role of boron in primary cell wall may
not be restricted to the physical cross-linkingra@ pectic network but boron might also be a
sensor of cell elongation and/or cell wall integrin this respect, boron may be involved in
signal transduction and in this context, beyondr teguctural functions in cell walls, RG-II
dimers may also play a crucial role @smuro storage sites for boron like calcium and
deesterified homogalacturonan (Braccini and Pé&6@]1; Wolfet al, 2009; Lerouxet al.,

2015.
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Conclusion

In conclusion, this study further emphasizes theartance of RG-II and its borate-mediated
dimerization in cell elongation and points out gatential of glycosyltransferase inhibitors as
new tools for studying the function of cell walllpsaccharides in plant development. The use
of these inhibitors enables the control of timingdadose-dependent inhibition of

glycosyltransferases, two aspects that are ndlyessgiievable by studying plant mutants.

Materials and methods

Plant material and growth conditions

Arabidopsis thaliandines were derived from the Columbia ecotype (C86eds were surface
sterilized and sown ontdrabidopsis medium (Duchefa Biochemie n° DUO0742.0025)
supplemented with 2 mM of Ca(NJ, the pH was adjusted to 5.8 and 0.8% (w/v) BaaarA
was added. Plates with seeds were placed for ty®atad°C in the dark, then submitted to 16-
h-day/8-h-night cycles (12QE m?2s?, 21°C) in a vertical position. For click chemistry
experiments, sterilized seeds were sown on Murashigd Skoog (MS 2.2 g} mineral
medium containing 1% sucrose and 0.8% plant agari{slow)cgl (complex glycan-deficient
seeds were obtained from C.T. Anderson (The Peveasi State Universityjnur2 (murus?
seeds were ordered from NASC, and th€YCB1l::GUSIline is from A. Marchant
(Southampton University). Suspension celldla@otiana tabacunev. Bright Yellow 2 (BY-2)
were cultured in Murashige and Skoog liquid mediutg.L* supplemented with 3% sucrose
(w/v), 100 mg.I* KH2PQy, 51 mg.Lt myo-inositol, 1 mg.Et thiamine, 0.22 mg.t 2.4
dichlorophenoxyacetic acid, pH 5.6, in dark, at@2240 rpm. BY-2 cells were sub-cultured

every week by transferring 10 mL of suspensionsdatio 150 mL of fresh medium.

Chemical compounds
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The fucosyltransferase inhibitor (2F-peracetyl-&&p was purchased from Calbiocliem
(Merck Millipore). 2-deoxy-2-fluora>-glucopyranose (2F-glucose), 3-deoxy-3-fluoro-
glucopyranose (3F-glucose) and the 4-deoxy-4-fimglucopyranose (4F-glucose) were
obtained from LC Scientific Inc. Deoxy fluoro glsms (5 mg) were peracetylated in 150 pL
of 2:1 pyridine:acetic anhydride overnight at 20EXxcess reagent was co-evaporated with
toluene under a stream of air and the fluoro gla@salogues were finally dissolved in DMSO.
To assess the effect of each sugar analogue ohgranth, the inhibitor was added directly
into the growth medium at the desired concentraiiefiore seeds were sown. To assess effects
on BY-2 cell division, sugar analogues were addedat4-day-old cultures. For boron
experiments, 0.75 mM boric acid was used becaugkehiconcentrations of borate had

negative effect on root length.

Click chemistry

Click chemistry experiments were performed as desdr in Andersonet al. (2012).
Arabidopsis thalianaCol-0 sterilized seeds were sown on Murashige &uwb& (MS 2.2 g.L-
1) mineral medium containing 1% sucrose and 0.8&tphgar. After two days at 4°C, the
plates were placed vertically in the growth chanfbe# d at 22°C under a 16 h light/ 8 h dark
cycle. Four-day-old light-grown seedlings were sfenred from MS mineral medium plates to
1 mL of liquid MS containing 2.5 uM Fuc-Al (Invitgen) for 16 h at 22°C in the growth
chamber (16 h light / 8 h dark). Seedlings were tvashed three times with liquid MS and
then transferred to 1 mL of 0.1 pM Alexa FIfi@i88 azide (Invitrogen) solution in liquid MS
containing 1 mM CuS@and 1 mM ascorbic acid. The solution was incub&ded h at room
temperature in the dark. Seedlings were then washed with liquid MS, then 5 min with
liquid MS supplemented with 0.01% (v/v) Tween 2@ d@nree additional times in liquid MS.

Control experiments were carried out by omittingpei the Fuc-Al or the fluorescent probe in
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click-mediated labeling assays. Inhibition of fugdasansferases was carried out by adding 25
UM 2F-Fuc in the growth medium and then, by suppleting the liquid MS with 25 uM 2F-
Fuc during the Fuc-Al incorporation step. Fuc-Aléting was examined using a confocal laser-
scanning microscope (Leica TCS SP2 AOBS; excitdiltar, 488 nm; barrier filter, 495-550
nm). For the click chemistry experiment using Kdg-the same protocol was used, 4-day-old
seedlings were transferred for 16h in 1 mL liqui® Montaining 50 uM Kdo-§ washed and
then labelled with 0.1 pM Alexa Flud#88 alkyne (Invitrogen) in liquid MS containingriM
CuSQ and 1 mM ascorbic acid. The fluorescence intensitthe root was calculated with
ImageJ by thresholding (pixel intensity >16) toeselthe root boundary and measuring the

mean of pixel intensity inside the area definedHgythreshold.

Histochemical GUS staining

pCYCB1::GUS 6-day-old seedlings were incubatedfbin the dark, at 37°An the reaction
solution containing2 mM potassium ferrocyanide, 2 mM potassium feargge, 50 mM
NaPQ pH 7, 0.2% Triton X100 and 1mM 5-bromo-4-chlorer8olyl-B-D-glucuronic acid (X-
Gluc). Arabidopsisplants were observed under bright field usingesiestimicroscope Leica
M125 equipped with a DFC295 camera. At least 1dIs&gs per treatment were observed and
photographed.

Histochemical calcofluor staining

For cellulose staining with calcofluor white M2RigBa), fresh roots were incubated with the
fluorescent probe (0.001% w/v) for 5 min in thekdarhen, the roots were mounted on glass
microscope slides in a drop of water and obseryexpimning disk confocal microscopy (Zeiss

Observer.Z1) equipped with UV fluorescence (extafilter, 359 nm; barrier filter, 461 nm).
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Root length and fluorescence were measured frorgesasing the ImageJ program (Abramoff

et al, 2004).

Plant cell wall extraction

The roots and shoots of 10-day-old seedlings gr@mnArabidopsis medium (Duchefa
Biochemie n° DUOQ0742.0025) supplemented or not ®ikperacetyl Fucose were manually
separated and then heated at 70°C for 15 min in&t@@ol to inactivate enzymes. The tissues
were then ground in a potter homogenizer and timeogenate was washed with 70% ethanol
at 70°C, until the supernatant was clear and onee itime with water. The remaining pellet,
called the alcohol insoluble residue (AIR), wasedrand was considered as representative of

the cell walls.

Sugar composition analysis by gas chromatographyrdlionization detection (GC-FID).

For the determination and quantification of monebkacide composition of noncellulosic
polysaccharides, AIR from shoot and root of ab@t gdeedlings were successively hydrolysed
using trifluoroacetic acid (2M, 2h at 110°C) andritsubmitted to a methanolysis for 16 h at
80 °C with 500 pL of dried 1M methanolic-HCI (Supa). After evaporation of the methanol,
the methyl glycosides were converted into theméthylsilyl derivatives at 110°C for 20 min
with 200 pL of the silylation reagent (HMDS: TMCSrigine, 3:1:9, Supelco). After drying,
derivatives were dissolved in 1 mL of cyclohexamel analyzed using a 3800 GC system
equipped with a CP-Sil5-CB column (Agilent Techrgés) and a flame ionization detector.
The gradient temperature was from 120 to 160°Q0&C nirt, 160 to 220°C at 1.5°C.miin
and 220 to 280°C at 20°C.min Quantification was carried out using inositol iaternal
standard and response factors previously determifegd most common cell wall

monosaccharides (Ara, Fuc, Gal, GalUA, Glc, Glcl¥rn, Rha, Xyl).
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Extraction of Proteins

200 to 800 roots from 10-day-oldrabidopsisseedlings grown orArabidopsis medium
supplemented with respectively DMSO 0.25% and 2&-Fu M, were ground on ice ina 1
mL potter homogenizer in Tris 0.1 M pH 8 buffer taining 0.1% of SDS. The extract was
then freeze-dried in a centrifugal vacuum conceoitr&roteins extracts were then resuspended

in 300 pL of Tris-SDS used for the extraction.

Immunoblotting

Protein extracts were separated by SDS-PAGE usit®§@apolyacrylamide gel. The proteins
were transferred onto nitrocellulose membrane daithexd with Ponceau Red to control the
transfer efficiency and to ensure that the saméeprauantities were loaded for the two
conditions. Before the immunoblotting, the freedang sites on nitrocellulose were blocked
overnight with Tris-buffered saline (50 mM Tris,d&M NacCl, pH 7.5) (TBS) complemented
with 0.1% Tween by gently agitation. The membrare wext incubated in the first antibody
solution (anti-serum diluted to 1/10000 in PBS-Tmjeea specific antibody directed against the
corea(1,3)-fucose (anti-Fuc) epitope for 2 h (Fagteal, 1993) and washed three times with
TBS-Tween 0.1% for 10 min. The membrane was nexttated for 2 h in alkaline phosphatase
-conjugated goat anti-rabbit IgG (Sigma) dilute@iQDO in PBS-Tween 0.1%. The membrane
was finally washed six times in TBS-Tween 0.1% dmeke times in TBS for 5 min. The
substrate of the alkaline phosphatase (Western ®Bigbilized substrate for alkaline
phosphatase, Promega) was applied on the membnéihthea staining appeared. The reaction

was stopped by rinsing in water.

Preparation of xyloglucan Fragments
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Xyloglucan fragments were generated by treatingAttieisolated from 200 to 500 seedlings
with 4 units of endoglucanase (endo-p;#-glucanase fronTrichoderma longibrachiatum
catalog n° E-CELTR, Megazyme) in 100 pL of 10 mMlison acetate buffer, pH 5, for 18 h
at 37°C. The enzyme cleaves the xyloglucan backladtee nonsubstitued Glc residues and
release xyloglucan-derived oligosaccharides, frantgsaccharide XXG to decasaccharide

XLFG fragments, according to the nomenclature distadx by Fryet al. (1993).
MALDI-TOF MS Analysis

The released xyloglucan fragments were then anélpzeMALDI-TOF-MS. Mass spectra
were acquired on a Voyager DE-Pro MALDI-TOF (Ab&giinstrument equipped with a 337
nm nitrogen laser. Mass spectra were performeldamdflector delayed extraction mode using
DHB as matrix (SIGMA-ALDRICH). This matrix, freshigissolved at 5 mg.mt.in a 70:30
acetonitrile / 0.1% TFA solution, was mixed ontee tharget with the water solubilized
oligosaccharides in a ratio 1:1 (v/v). These spestere recorded in a positive mode, using an
acceleration voltage of 20,000 V with a delay tiofiet00 ns. They were externally calibrated
using commercially available mixtures of peptidézrofeoMas8! Peptide MALDI-MS
Calibration kit, SIGMA-ALDRICH). In particular, thepectra were externally calibrated using
Bradykinin (757.3997 Da), angiotensin Il (1,046.842a), R4R synthetic peptide (1,533.8582
Da) and ACTHs-39(2,465.1989 Da). Laser shots were accumulatedaftin spectrum, at least
3 times 1,000 laser shots. The main ions detecezd mssigned to [M+Nahdducts of XXXG,
XXLG/XLXG, XLLG, XXFG, and XLFG on the basis of tihdMr and literature data (Zablackis
et al, 1995; Paulyet al, 2001; Lerouxelet al, 2002). Fragments containing O-acetyl
substituents on the Gal residues generated iors A#itadditional mass units (Kiefet al,
1989; Paulyet al, 2001). Relative quantification of the differedigosaccharide species was

performed based on the MALDI-TOF spectra. In thisppse, the intensity of the interesting
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ions was extracted and used to calculate theitivelabundance as compared to that of all the
oligosaccharide structures identified. The values@nted in the figure 4b correspond to the
mean of data obtained from two independent oligdsatde preparations and MALDI-TOF

analyses. The standard deviation has been caldwdattindicated.

Expression of truncatetl68-AtFuT1 in insect cells

Spodoptera frugiperdgSf9, Invitrogen) cells used for the transfectimere cultured in
monolayer and maintained in Grace medium (Invitygaipplemented with 10% fetal bovine
serum (Sigma) and of 50pg.nigentamycin (Sigma) at 27°C. The BTI-TN-5B1-4 céHisgh
Five™: Invitrogen) derived fronTrichoplusia niwere cultured at 27°C either in monolayer for
titering the virus stock in Express FR/6 FM medium (Invitrogen) supplemented with 16 mM
glutamine (Gibco) and 50ug/ml gentamycin or inpsusion for recombinam{68-AtFUT1
production in serum-free EXCELL405 medium (Sigmajpgemented with 50pg.miL
gentamycin. The recombinant baculovirus (Baculogbfdom Pharmingen) expressings-
AtFUT1 were grown and propagated in Sf9 monolagdscThe transfer vector pVT-Bac-His1
(Dale et al, 1997) derived from modified pVTBac (Tessedral, 1991) contains a melittin-
cleavable signal peptide that targets the protethé secretory pathway. pVT-Bac-Hia638-
AtFutl DNA (30ng) was co-transfected with 7 ng @icBlogold™ AcNPV DNA into 4.10 sf9
insect cells coated on 32 mrtissue culture plate (Baculovirus Expression Ve&gstem,
Pharmingen) and incubated for 72 h at 27°C. Recoami baculovirus released into the
medium was amplified by several rounds of low nulitity of infection (MOI of ~0.1) of Sf9
cells, and a higher titer virus stock (238u.mL?) solution was harvested by centrifugation.
The titer of the virus was determined by a 50%ugssulture infective dose (TC#b) endpoint
dilution assay in Hi5 cells cultured in Expressd-as described previously (Reed LJ & Muench
H, 1938).A68-AtFuT1 was expressed as a soluble protein sethetthe medium supernatant.

High-Five cells were cultured in erlen flasks ie terum-free EXCELL405 medium, at 27°C,



Résultats

in a shaking incubator at 120 rev.nminThey were maintained between 0.4 and 2 %0
milliliter, and up to 4 x 1®when reaching half of the final volume. The medismpernatant

containing the secreted protein was either store808C or used in activity test.
Fucosyltransferase Activity test

Fucosyltransferase activity &f68-AtFuT1 onto tamarin xyloglucan was carried oufinal
volume of 10Qul containing 134 ng of protein, 10 mM MnCLO mM MgCh, 30uM of Cold
GDP-Fuc, 1.5uM (20 nci,45'000cpm) of GDP'C]-Fuc in 10 mM of buffer Hepes-KOH (pH

7) with or without 2F-Fucose at 1mM. Xyloglucan we®d as the varied substrate to determine
effect of 2F-Fucose ontd68-AtFuT1 activity. Reactions were incubated at@@sr 30 min,
terminated by addition in the reaction mix of 1 wiLanion exchange resin AG 1x8 resin (in
ddH20; 200-400 mesh) in a final ratio of 1 g rgsa&m 4 mL deionized water. NDP-sugar will
then bind to the resin and quench the reactionctiteamix is then span 2 min at 13'06@&nd

600 pL of supernatant is collected. This last s¢eepeated once and supernatant is pooled
with the previous and place into a counting flak% mL to measure radioactivity incorporation
into the xyloglucan polymer. Scintillation liqui®.8mL) is added to the flask and flasks are

counted for 1 min using a Packard Bell instrument.

Isolation of RG-II

Roots from 200 to 1000 seedlings were ground innaL1potter homogenizer in 70% EtOH.
The homogenate was centrifuged at 14 000 g for ih0amd the pellet was washed with 70%
ethanol until the supernatant was clear. Additiomashing was performed in 100% acetone.
The resulting AIR was dried and was treated with lla.COs at 4°C for 16 h, then rinsed with
water until neutral pH. The pellet was suspendéesit uL ammonium acetate buffer (0.05M,
pH 4.8) with 5 U endo-polygalacturonase frémpergillus niger(5000 U.mL*, Megazyme)

and incubated at 37°C for 16 $olubilized material was concentrated in a cergafvacuum
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concentrator. The RG-Il was suspended in 25 puL anumo acetate buffer. The relative
amount of cell wall sugars for each RG-Il enrich@dction was assessed by gas

chromatography before running on a polyacrylamieleetectrophoresis.

Polyacrylamide Gel Electrophoresis of RG-II.

Polyacrylamide gel electrophoresis was performemraing to Chormovat al. (2014) with
few changes. A 10% polyacrylamide stacking gel added to a 26% polyacrylamide gel. 8
pL of RG-Il samples were mixed with 2 pl samplefeuf0.63 M Tris-HCI containing 0.25%
(w/v) bromophenol blue and 50% (v/v) glycerol, pi8)880 g of RG-II extracted from lemon
was used as control. For monomerisation, lemon R®ak incubated for 16 h at room
temperature in 0.1 M HCI (v/v). Before loading, sdenwas neutralized with 0.1 M NaOH
(v/v). Electrophoresis was conducted at 220 V f80 Inin. The gel was then fixed in
ethanol/acetic acid/water (4:1:5) for 30 min andked three times in 30% ethanol for 10 min
and three times in water for 10 min each. Silvaingtg was performed as described by

Chormoveet al. (2014).

Statistical analysis

The data were analyzed statistically by using tmapBPad Software (La Jolla, CA, USA,
www.graphpad.com). Differences were consideredssitzlly significant wherp < 0.01 (*),
highly significant wherp < 0.001 (**) and very highly significant whgn< 0.0001 (***).
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Figure S1: Structure of rhamnogalacturonan II.

Fucose residues are indicated in dashed squares.
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Figure S2 : Inhibition of AtFUT1 fucosyltransferaseactivity by 2F-Fuc.

AtFUT1 activity toward tamarin XyG was evaluatedngs30 uM GDP-{*Clfucose. Affinity
of AtFUT1 toward tamarin XyG decreased (-33%) iagance of 1 mM 2F-Fuc and a Ki value
of 3 mM was calculated for inhibition of AtFUT1 agty by 2F-Fuc.
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Figure S3: Effect of 2F-Fuc on BY-2 cell division.

Four-day-old BY-2 cells were incubated with 0.1 n#¥-Fuc or 1% DMSO (control). No
significative difference was found between treattadiMann-Whitney, p > 0.05). Data are
mean + SEM of three measurements (n > 500 cells).
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Figure S4: Excess of fucose doesn'’t restore the iibitory effect of 2F-Fuc.

Root length of 4-day-olérabidopsisseedlings treated with 2.5 uM 2F-Fuc, 10 mM fucmse
both. DMSO: negative control. Data are mean = SEM26 seedlings). No significative
difference was observed between conditions witkvitmout 10 mM fucose. Mann-Whitney

test.
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Figure S5: Effect of 2F-Fuc on cell elongation.
Length of the cells in the elongation zone of 4-d&y Arabidopsis seedlings treated with 2.5
MM 2F-Fuc or not (0.025% DMSO). Values are mearSEM (n> 70 cells from at least 12

roots). Unpaired t-test, *** p<0.001.

Table S1:Monosaccharide composition (mol%) of root cell walf control (0.25 % DMSO)
and 2.5 to 25 uM 2F-Fuc treated seedlings detedriyegas chromatography. Data are mean

& SEM of three biological replicates.

Monosaccharide 0.25% DMSO 2.5 upM 2F-Fuc 10 uM 2F-Fuc 2 5uM 2F-Fuc

Ara 16.3+/-2 17.5+/-3 19.5+4/-2 16.4 +/- 2
Rha 9.3+/-0.5 8.4+/-1 8.3+/-15 7.8+/-1.5
Fuc 3.1+/-1 0.7+/-0.4 <0.25 <0.25
Xyl 20.6 +/-1.5 16.4+/-2.5 16 +/- 3 14.8 +/- 2
GlcA 0.6 +/-0.1 0.5+/-0.1 0.5+/-0.1 0.5+/-0.1
GalA 24.8 +/-1 243 +/-3 21.7 +/-2 23.2+4/-3
Man 29+/-0.5 3.5+/-0.5 3.0+/-0.5 3.2+4/-0.5

Gal 22.4 +/- 2 27.4 +/- 3 31.0+/-4 33.7+/-2




Résultats

Résultats complémentaires : effets du 2F-Fuc sur la croissance
du tube pollinique d’Arabidopsis.

Comme indigué dans l'introduction, le tube pollimégest un modéle adapté a I'étude
de I'élongation cellulaire. Ainsi, nous avons tel&fet du 2F-Fuc sur la croissance du tube
pollinique d’Arabidopsis La forme peracétylée n’avait aucun effet surofgation, ainsi il a
fallu procéder a une étape de déacétylation. Gagi giexpliquer par une absence potentielle
d’enzymes estérases dans le cytosol du tube mplenigui permettent de dé-acétyler les
analogues fluorés avant leur activation en nuaéesiucres. L'ajout de 2F-Fuc au milieu de
culture du pollen inhibe significativement la cgasce du tube pollinique dés 10 uM et
engendre une augmentation du taux d’explosionudesst(14% en conditions normales contre
32% en présence de 20 uM de 2F-F&y.(35).

40 A *kk
O H20

35 A
W10 pM 2F-Fuc

30 A
- M 20 pM 2F-Fuc

25 A

Tube pollinique (%)

10 -

Normal Explosé

Figure 35 : Effet du 2F-Fuc sur la croissance du tube pollinique d'Arabidopsis.
Analyse du taux de germination du pollen apresdé tulture en milieu liquide. Les données
expriment la moyenne de trois expériences indépegada(n>1500 grains de pollen par
expérience), test de student.
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Matériel et Méthodes

1. Matériel biologique et conditions de culture

1. Matériel végétal

Les graines dirabidopsis thalianautilisées pour ces travaux sont, sauf indication,
d’écotype Columbia (Col-0). Les graines mutéed’pesertion d’'un ADN-T dans leur génome
ou par méthode chimique, sont issues du centre NAB@inghamArabidopsisStock Centre)
et proviennent des collections SALK (SALK Instit@enomic Analysis Laboratory, SIGnAL,
Etats-Unis) et SAIL (Syngentarabidopsisinsertion Library). Pour le ger®A2 deux lignées
mutantes ont été sélectionnées : le mutant SALK69B9nommésia2-1et le mutant SAIL-
259-H07, nommértixsia2-2 Pour le mutaninur2 (At2g03220), qui est un mutant chimique,
les graines ont été obtenues du centre NASC (N8565)

Les graines du mutant quartet ont été fourniesMaak Johnson (Brown university), le
mutantcgl par CT Anderson (Pennsylvania State university)e® graines pCYCB1::GUS
proviennent d’Alan Marchant (Southampton univejsity

Des graines de tomate ceriS®l@anum lycopersicurar. cerasiformeNVA 106), fournies
par Pierre Baldet (laboratoire de Biologie du FatiPathologie,UMR 1332,INRA Bordeaux),

et des graines de tabaddi¢otiana benthamiaaont également été utilisées lors de ces études.

Une partie des expériences a été menée sur demnsiaps cellulaires de tabblicotiana
tabacumL. cv Bright Yellow -2 (BY-2).

2. Culture in vitro

Arabidopsis: Sous hotte, des graines sont placées dans arEpendorf et immergées 5
min dans une solution d’éthanol a 50%. Puis, I'éthaest remplacé par une solution
d’hypochlorite de sodium a 30% (v/v) pendant 2 s graines sont rincées ensuite six fois
avec de I'eau distillée stérile. Deux milieux ddtare sont utilisés pour la cultuia vitro
d’Arabidopsis selon I'expérience envisagée. Le milieu ArabidegBuchefa Biochemie) est
préparé a raison de 11,82 g.kn présence de 2 mM de Ca@OLe pH du milieu est ajusté
a 5,8 par du KOH. Le milieu de culture de Muraslagd Skoog (MS, Duchefa-Biochemie) est
utilisé au demi (2,2 g.£) et son pH est ajusté a 5,6 par ajout de KOH. 8% de Vitro Agar
(Kalys) sont ajoutés au milieu avant stérilisatéfiautoclave (120 °C, 20 min, 1 bar). Du
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saccharose, 1% (p/v) est ajouté au milieu MS agié@gisation. Dans le cas des tests de I'effet
d’analogues de sucres sur la croissance des plaesesiolécules sont ajoutées au milieu de
culture, a la concentration désirée, avant d’édéecdans des boites de Pétri.

Les graines sont semées sur milieu de culturelpsiboites de Pétri sont placées 48 h a 4°C
pour stratifier les graines. Elles sont ensuitecgds verticalement en chambre de culture
maintenue a 21°C, avec une photopériode 16 h j&@ (E.n?.s?) /8 h nuit.

Tomate et tabac: Les graines de tomate cerisetabde sont stérilisées de fagcon similaire
aux graines dhrabidopsispuis semées exclusivement sur milieu MS suppléinavec 1% de

saccharose.

BY-2 : Les suspensions cellulaires de BY-2 sontiwégs dans un milieu BY-2 liquide
constitué de milieu MS a 4,3 g*L; 3% (p/v) saccharose ; 100 mgKH2PQy ; 51 mg.Lt myo-
inositol ; 1 mg.L*thiamine et 0,22 mg:tacide 2,4 dichlorophénoxyacétique. Le pH du milieu
est ajusté a 5,6-5,8 avec une solution molaire @&l uis stérilisé. Chaque semaine, 10 mL
de suspension sont repiquées dans 150 mL de rBilied frais, en conditions aseptiques. Les
cultures sont placées a I'obscurité, a 24°C soitatamn permanente (140 rpm).

3. Culture en terre

La culture des plantes s’effectue par semis desnagasur de la terre stérile
(autoclavée pendant 30 min a 120°C, 1 bar) contdane des bacs. Les cultures ont lieu dans
des phytotrons respectant une photopériode dgd48 h nuit. La température y est de 20°C
en période de jour et de 16°C lors de la périodeuitspour la culture dirabidopsiset de 25°C
et 22°C pour la tomate et le tabac. L’hygrométise maintenue a 60% et les plantes sont

arrosées tous les deux jours.

4. Culture in vitro du pollen en milieu liquide

Arabidopsis: 40 fleurs dArabidopsisouvertes le jour-méme sont récoltées et placées da
1 mL de milieu de germination (5 mM CaCl0,01% HBOs; 1 mM MgSQ ; 5 mM KCI;
10% (p/v) saccharose ; pH 7,5). Le tube est agit@ertexé pendant 5 min de maniére a libérer
le pollen des antheres. La densité de pollen rélashvérifiee au microscope inverse, puis tous

les résidus floraux sont retirés a l'aide d’'une@ale pinces fines. La culture est centrifugée
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pendant 7 min a 3 20§ Un culot jaune, correspondant aux grains de pphst visible. Le
surnageant est éliminé et 250 pL de milieu de gaatitin sont ajoutés pour resuspendre le
pollen. Le tube est ensuite placé horizontalememsdune étuve a 22°C pendant 6 h, a
I'obscurité, sans agitation. Ce protocole de celinrvitro spécifique au pollen Arabidopsis

a éeteé optimisé par Boavida & McCormick (2007).

Tomate et tabac: Une fleur, récoltée au stade sathiedébarrassée des pétales et sépales,
est placée dans un pilulier de verre avec 1 mL dieunde germination BK (Brewbaker et
Kwack, 1963) constitué de 1,62 mMBOs ; 1,27 mM Ca(NG)2 4H.0 ; 2,97 mM KNQ et
0,87 mM MgSQ 7H20 contenant 10% (p/v) de saccharose. Le pilulieagiée pour libérer le
pollen des antheres, puis la fleur est retirée dieum Aprés 6 h de culture a température
ambiante sous agitation de 5 oscillations/minl&it@scurité, le taux de germination est vérifié

au microscope.

Les tubes polliniques utilisés dans le but d’'ungléfpar immunomarquage sont fixés avec
un volume de solution de fixation (100 mM PIPESf&upH 6,9 ; 4 mM MgS®@7H:0 ; 4 mM
EGTA ; 10% (p/v) saccharose ; 4% (v/v) paraformiajdie). Tandis que les tubes polliniques
utilisés pour des analyses de biochimie sont fiyg@sajout de 3 volumes d’éthanol absolu.

Apres fixation, les cultures sont stockées a 4°C.

5. Souches bactériennes et agrobactéries

Des souches Escherichia colcompétentes DHB(subcloning efficiency, Invitrogen),
c'est-a-dire capables d’'incorporer un ADN étrangietle le multiplier, ont été utilisées pour
amplifier le plasmide pBI101.3 (fourni parAFabidopsis Biological Resource Center
contenant ’ADNc du gene At3g48820 (U19220, foyrar I’Arabidopsis Biological Resource
Cente) sous le contrdle du promoteur pollen-spécifigueEBO (promoteur du géne
At5g07410, Louvett al, 2006).

La complémentation des planteptlxsia2-2+/- a été obtenue par transformatioma

Agrobacterium tumefacienka souche d’agrobactérie qui a été utilisée eBAH5 contenant
le plasmide pEHA105 (Hoodt al, 1993), résistante a I'antibiotique rifampycindleEse
multiplie & 28°C dans un bouillon de culture lysogéLB, 10 g.L* de tryptone ; 5 g.t d'extrait
de levure ; 10 g.t de NaCl).
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6. Milieu de culture des bactéries

Préculture : Une colonie bactérienne est placés 8anL de milieu LB supplémenté avec
le(s) antibiotique(s) de sélection (a une concéintidinale de 25-5Qug.mLY) et incubée 8

h a 37°C sous agitation (300 rpm).

Culture en milieu liquide : 100 pL de préculturesajoutés a 100 mL de milieu LB (plus

les antibiotiques de sélection). La culture estg¢ea 37°C durant une nuit, sous agitation (300

rpm).

Culture en milieu solide : les bactéries sont éskn boite de Pétri sur un milieu LB solide
(milieu LB additionné de 10 g:lagar bactériologique) contenant I (les) antilsjo#(s) de

sélection.

Stockage : 500 pL d'une préculture bactérienne sonservées dans du glycérol 50%

stérile (v/v) puis placées a -80°C.
2. Techniques de biologie moléculaire

1. Extraction et analyse de ’'ADN génomique

a. Extraction d’ADN génomique

L’analyse génomique des plantes sauvages et mstatgHectue a partir d’'une feuille
prélevée sur une plante de 3 semaines environelidef est placée dans un tube Eppendorf
stérile contenant 400 pL de tampon d’extractiorO[&M Tris-HCI pH 8 ; 250 mM NacCl ; 25
mM EDTA ; 0,5% SDS (p/v)] et broyée a 'aide d’uricno-pilon en plastique stérile. Le tube
est centrifugé 1 min a 16 0QP (a température ambiante) puis 350 yuL du surnagsamtt
transférés dans un nouvel Eppendorf. Un volumegfiigpanol est ajouté, le tube est agité par
retournement et une incubation de 5 min a températionbiante permet de précipiter '’ADN.
Apres une centrifugation de 5 min a 16 @)0e culot est lavé a deux reprises par ajout de 40
uL d’EtOH a 70%. Le culot est séché sous hottes mpris dans 100 pL d’eau stérile et incubé
5 min a 65°C puis conservé a -20°C. 2 pL de I'extt@DN sont utilisés pour la réaction de

polymérisation en chaine (PCR).

b. Extraction d’ADN plasmidique
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Selon la quantité de plasmide a extraire, deux ouéth d’extractions sont proposeées. Pour
de petites quantités (jusqu’a 15 pg d’ADN purifigus utilisons la miniprep tandis que la
midiprep est réservée a des quantités plus impgegdjusqu’a 400 pug d’ADN purifié).

-Minipréparation : Elle est préparée a I'aide duPkireYield™ Plasmid Miniprep System

(Promega).

-Midipréparation : ’ADN est extrait a partir de@@nL de culture avec le Kucleobon@
Xtra Midi (Macherey-Nagel).

Les extractions sont réalisées suivant les recordataoms données par le fournisseur.

c. Analyse de 'ADN par PCR

Le génotype des plantegm2-1+/- ou encore des bactéries, est confirmé par RQRilieu
réactionnel est préparé, composé des amorces tsanmtssens spécifiqgues du fragment d’ADN
a amplifier (tableau en annexe p 251), de dNTPodgricléotide 5’triphosphate), de I'enzyme
ADN polymérase (GoTd Promega) et de son tampon (Pronf@dgig. 36A). Vingt pL du
milieu réactionnel sont transférés dans un micetdé 500 pL et 2 pL de 'ADN (ou une
colonie bactérienne) a cribler est ajouté. Lesmatees des cycles PCR sont déterminés en
fonction de la température d’hybridation des amertade la longueur du fragment a amplifier
(Fig. 36B).

d. Electrophorése d’ADN

L’ADN (12 pL) est analysé par électrophorese endigdjarose [0,6 a 1,5% (p/v) selon la
taille du produit] préparé dans un tampon TBE (49 firis-Borate pH 8 ; 1 mM EDTA) et
contenant 100 ng.mtde bromure d’éthidium (BET) (alternativement, del Green (VWR)
ou du SafeView (Gentaur) ont été utilisés dansdeslitions données par les fournisseurs). Les
échantillons sont mélangés a 0,2 volume de tampochdrge [0,25% bleu de bromophénol
(p/v) ; 0,25% xyléne cyanol (p/v) ; 30% de glycépalv)] avant d’étre déposés dans les puits
du gel d’agarose (excepté pour les produits PCR)nlgration s’effectue pendant 20-30 min
a 100 V et 'ADN est visualisé sous lumiere ultiatette (UV,A=312 nm). Un marqueur de

poids moléculaire (Smart Ladder, Eurogentec), pediévaluer la taille des produits PCR.
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& Concentration Concentration Volume
initiale finale (uL/ réaction)
® a

Green GoTaq~ reaction 5 1X 4
buffer

dATP,dGTP,dCTP,dTTP 2,5 mM chacun 0,2 mM 1,6
Amorce sens 10 uM 0,2 uM 0,4
Amorce antisens 10 uM 0,2 uM 0,4

H,0 bi-distillée - - 13,5

® )
GoTaq® ADN polymérase 5 U/l 0.025 U/l 01

Dénaturationinitiale 95°C 5 min

Dénaturation 95°C 1 min

Hybridation 42-62°C* 1 min 35
Elongation 72°C 1 min/ kb

Elongation finale 72°C 5 min 1
Conservation 15°C oo 1

Figure 36 : Conditions utilisées pour la PCR. A. Préparation du milieu réactionné.
Parameétres de la réaction. *La température d’hghiod est adaptée au couple d’amorces
utilisées.

2. Analyse de I'expression du géne SIA2.

a. Extraction d’ARN totaux

Les acides ribonucléiques (ARN) totaux sont exdrappartir de 40 inflorescences de plantes
d’Arabidopsis sauvage, deguartet] sia2-1+/- et grtlxsia2-2+/- agées de 6 semaines.
L’extraction est effectuée avec le kit NucleoSpRNA Plant (Macherey-Nagel) selon les
instructions du fournisseur avec quelques modiboat Une étape d’incubation du matériel
biologique de 5 min dans 1 mL de phénol (Izol-RNAsis Reagent) suivie d’une
homogénéisation de 4 fois 30 sec au FasfRPdp(MP Biomedicals) sont effectuées. Les
échantillons sont centrifugés 5 min a 14 @Qempérature ambiante) et le surnageant est
transféré dans un tube eppendorf de 2 mL (« ribéase free »). 200 uL de chloroforme sont
ajoutés dans chaque tube, les échantillons sonodg@néisés par retournement et incubés 3

min (température ambiante). Aprés centrifugatidnriin, 12 00@, 4°C), les phases aqueuses
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supérieures sont déposées dans un nouveau tubel axdome d’EtOH a 70% (v/v). Puis
I'ensemble (700 pL) est transféré sur la membrankaaolonne NucleospginRNA Il du kit.

La colonne est centrifugée 30 sec a 8 §(@ette étape est effectuée en deux fois si lemvelu
de surnageant excede 700 uL). La colonne est é&@essur un nouveau tube collecteur. Un
dessalage de la membrane est réalisé en ajoutapti3de tampon MDBNlembrane desalting
buffen du kit sur la membrane et d’'une centrifugatiod dhin & 11 00@. Puis, 'ADN
génomique est digéré par une incubation de 20 mia dhembrane dans 95 pL d’'un mélange
de rDNase (désoxyribonucléase recombinante fouams le kit) et de tampon préparé selon
les recommandations du fournisseur. Pendant l'iatob, le tube est laissé ouvert. Plusieurs
lavages sont effectués avec les tampons du kipremier lavage avec 500 pL de tampon
RAW?2 inactive I'enzyme rDNase, est suivi de dewalges avec 500 pL de tampon RA3. Les
tampons de lavage sont €lués par centrifugatiomitila 8 00@). La membrane est séchée par
centrifugation de 2 min a 14 0@ La colonne est transférée sur un tube eppendnrf p
I'élution finale, réalisée avec 40 uL d’eau (« RBl&®e ») placées au centre de la membrane
pendant 1 min avant d’€luer par centrifugation ofiith a 11 000y. L’ARN est conservé a —
80°C.

Les ARN sont quantifiés au spectrophotométre Nay®D 2000C (Thermo Scientiic
qui indique les rapports80/A2s0, AzeédAz3o €t la concentration en acides nucléiques (nguL
de I'échantillon. Un rapport AdA2s0 égal a 2 témoigne d’'un ARN “ pur”, dépourvu de
protéines. Le rapport AdA230 permet de vérifier 'absence de contaminationdesefjue

'EDTA, les sucres ou les phénols. Il doit étre goimentre 1,8 et 2,2.

b. Transcription inverse et analyse de PCR quantitative en temps réel (RT-qPCR)

Une quantité de 400 ng d’ARN est alors traitée deveau a la désoxyribonucléase et
convertie en ADNc a l'aide du kit QuantiTect Reeefiganscription Kit (Qiagen) en suivant
les instructions du fournisseur. La qualité des ADdbtenus (présence d’ADN génomique
résiduel) est vérifiee par PCR en utilisant lespbesi d’'amorces utilisés ultérieurement pour
I'analyse de PCR quantitative en temps réel (RTRPC

La RT-gPCR repose sur la mesure de fluorescen&Y®8R Green (Roche), qui émet de
la fluorescence lorsqu’il est intercalé entre dearins d’ADN complémentaires. Cette
technique permet de suivre la quantité d’ADN cibheplifié par PCR en temps réel grace a
I'incorporation du marqueur fluorescent. L'expégenest réalisée en plaque de 384 puits et

I'appareil utilisé est le LightCycler® 480 Real-TenPCR System (Roche). La composition du
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milieu réactionnel et les paramétres de la réacmn présentés dansfigure 37. Le nombre

de cycles a partir duquel le produit PCR est dabdetet supérieur a une valeur seuil, nommé
cycle seuil (ou CP : « crossing point »), est dateé pour chaque échantillon grace au logiciel
LightCyclef® 480 (Roche, version 1.5) en utilisant la méthoeléadiérivée seconde maximale.
Cette valeur est indispensable a la quantificatien ’ADNc présent initialement dans

I'échantillon et permet donc de quantifier 'exsies du géne étudié.

Les amorces spécifiques de chaque gene ont et@eomgace au programme « NCBI
Primer blast » (http://www.ncbi.nlm.nih.gov/toolgfper-blast). Les couples d’amorces sont
choisis de préférence de part et d’autre d’'un mtro dans les régions non traduites UTR de la
séquence d’intérét en imposant les critéres cdésgibr Arvidssort al., (2008), permettant
une meilleure spécificité des amorces : une tenynérae fusion (Tm, température a laquelle
50% de I’ADN double-brin est dissoci€) : 64 +/- 31D taux en base G et C : 45 a 55% et une
longueur des amorces : 20 a 24 nucléotides. PoRTtgPCR, il faut également veiller a ce
que la taille des amplicons soit inférieure a 1&i0gs de bases (pb) pour une efficacité optimale
de I'amplification et supérieure a 75 pb afin denpgmr les distinguer des éventuels diméres
d’amorces. L’efficacité de chaque couple d’amorces;essaire pour la quantification, est
testée en réalisant une PCR quantitative sur unengade dilution d’ADNc (1/20) 1/6C,
1/18C, 1/540, 1/1620). La quantification est effectuée en duplicat pduaque dilution puis
le logiciel reporte la moyenne des cycles seuitemls dans un graphique semi-logarithmique
en fonction de la concentration en ADNc. La peadede la régression linéaire du graphique

est utilisée pour calculer I'efficacité selon larfale :
Efficacité E= 10-Y2-1

L'efficacité devrait étre égale a 100%, c'est-&djue la quantité d’ADN est doublée a
chaque cycle, dans le cas ou a= -3,32, ainsi E=dt,@*+1=2,00. Seules les amorces qui ont
une efficacité supérieure a 80% ou une valeur e@Eupérieure a 1,8 sont sélectionnées pour
quantifier I'expression des géenes cibles et deggée référence. Le cycle seuil pour un géne
est déterminé en duplicat dans chaque échantilamr pn couple d’amorce donné, puis

I'expression du gene est déterminée grace a laulersuivante :
(1/ EEP9/(1/ EFPY soit EFPC/ EECP

avec Er = Efficacité du géne de référence+1, Effic€ité du géne cible+1.

Un autre parametre important a vérifier avant tout@ntification est le nombre de produit
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PCR amplifié par puits. Un seul produit PCR doit étre amplifié et ceci est vérifié grace a la
courbe de fusion (« melting curve ») obtenue a la troisieme étape du programme, pendant
laquelle I’intensité de la fluorescence est mesurée en fonction de ’augmentation de la
température. Ainsi, si le produit de PCR amplifi¢ est unique, la courbe de fusion ne présentera
qu’un seul pic dont la température maximale correspond a la température de fusion spécifique

du produit PCR.

Concentration Concentration Volume
initiale finale (uL/ réaction)

Lightcycler® 480 SYBR
Green | Master (Roche)

Amorce sens 10 uM 0,5uM 0,5
Amorce antisens 10 uM 0,5 uM 0,5
H,O bi-distillée stérile - - 1,5
ADNc dilué au 1/20e - - 2,5

Activation de la Taq polymérase

et dénaturation de 'ADNc 9°C 10 min
95°C 10 sec
Amplification 60°C 15 sec 45
72°C 20 sec
95°C 10 sec
Fusion 65°C 1 min 1
97°C fin de cycle
Refroidissement 40°C 30 sec 1

Figure 37 : Conditions utilisées pour la RT-qPCR. A. Composition du milieu réactionnel.
B. Etapes de la réaction.

Dans cette étude, des RT-qPCR ont été effectuées sur des ADNc obtenus a partir
d’inflorescences afin de comparer I’expression du gene SI/42 chez les plantes hétérozygotes par
rapport a celle des plantes sauvages. Les analyses ont été effectuées sur trois lots d’ARN extraits
de fagon indépendante.

Trois génes de référence (At3g28750, At3g57690¢g3@370), c’'est-a-dire exprimés de
maniére stable dans nos échantillons biologiquet,été sélectionnés a l'aide du logiciel
GeNorm (Vandesompelet al, 2002). Ils sont utilisés en tant que controleterimes et
permettent de calculer d’expression relative dejohagene d’intérét, selon la méthode décrite
par Gutierrezt al. (2009).
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Les séquences des couples d’amorces utilisés séseriees dans le tableau en annexe

p 251.

3. Complémentation des mutants grtlxsia2-2+/- de facon pollen-spécifique

a. Clonage de 'ADNc du gene SIA2 dans le plasmide pBI1101.3

La méthode de clonage choisie pour ce projet egitéd de la technique USBR(Uracil-

Specific Excision Reagent, New England Biolabs, Neldin et al, 2006 ; 2010). Un vecteur

de transformation a été construit a partir du pldenpBI101.3 (ABRC, stock humber CD3-
387, Jefferson, 1987)out d’abord, la séquence du gene codaptdhucuronidase (gene GUS)

a été éliminée par la double digestion Xmal (Snetlpacl. Puis le vecteur pBI101.3 et la

séquence du promoteur PPE50 pollen spécifique @tamival, 2006) ont été modifiés afin de

permettre un clonage USER (Fig. 39 (clonages réalisés par Gaélle Lucas, laboratoire

GlycoMEV).

Cassette Pacl

—Pacl —Pacl _NtBbvCl
GCTGAGGCTTAATTAAGGATCCTTAATITAABCICAGE
CGACT|CCGAAT|TAATTCCTAGGAAT[TAAT TGGAGTCG

JLBbVCT pBI101.3

GCTGAGGCTTAAT] AGC

[lnic.
& pBIlOl.fAATTTGG/“TCD

l Digestion (Pacl et Nt.BbvCl)

Secanta_PPESO |
CCGAATTA REELY

ATTAARBCC
UAATTHGG

USER™

»
GGCQTP

GCTGAGGCTTAAT] <

Sl

pBIL01.3

|T
[TAATTHGGAG

ATTAARCC
ceeaaTTA PPESO

P
8
>

CAGC

.

13 bp

GCTGAGGCTTAAT| PPE5SQ ATTAABCCITCAGC
CGACT|EEGAATTA TAATTEGGAGTCG
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Figure 38 : Technique de clonage USER. Un vecteur pBI101.3 contenant une cassette Pacl
est digéré avec les enzymes Pacl et Nt.BbvCl afigahérer des extrémités simple brin en 3’
de 8 nucléotides. La séquence du promoteur PPEZDngdifiée a I'aide de primers contenant
des uraciles et I'enzyme PfuTufb@&x Hotstart DNA polymerase (Stratagene). Ce fragme
PCR est incubé avec I'enzyme USER™ (qui retiresthases uraciles représentées en rose,
NEB Biolabs) et le vecteur linéarisé pendant 20 eni87°C puis 20 min a 25°C. Le produit
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hybridé est prét a étre transformé danoli. Les sites de reconnaissance de Nt.BbvCl sont
colorés en marron clair, les sites de Pacl en ¢liu Les bases azotées surlignées en jaune et
vert au niveau des extrémités générées en 3’ smmonsables de linsertion orientée du
fragment de PCR. D’aprés Nour-Eldihal, 2006.

Puis, ’'ADNc du géne At3g48820 (U19228BRQ est préparé de fagcon similaire pour un
clonage USER' en 3’ du promoteur PPE50. L'insert U19220 et leteer pBI101.3 sont
incubés en rapport 40/1 (40 ng d’insert pour 100dagvecteur) en présence de I'enzyme
USERM pendant 20 min a 37°C puis 20 min a 25°C et cewserd 4°C jusqua la
transformation. Un contréle est préparé en pagmliieins les mémes conditions en omettant

I'insert dans le mélange. Le plasmide final estéepnté dans kigure 39.

2552...3440 PPESO
[2438..2532 polylinker] 4800...5065_Nos ter]

[5:Blunt] [386..1180 Néomycine phosphotransférase|]  [2453..4775 U19220] [5700..5724 LB|
|

o I | I 1 b

Pbi101.2pe50u192201.xdna - 5725 nt

Figure 39 : Séquence de la région ADN-T du plasmide pBI101.3 utilisé pour la

complémentation pollen-spécifique des mutants qrtlxsia2-2+/-. Le géne codant la
néomycine phosphotransférase confere a la soudésitiance a I'antibiotique kanamycine.
Le promoteur PPESO0 est représenté en violet etNAD19220 en bleu clair. Schéma réalisé
a l'aide du logiciel SerialCloner 2.1 (http://sébasics.free.fr/Serial_Cloner).

b. Mises en compétence et transformation bactérienne

-Transformation d&.coli DH5a

L’ensemble de la transformation est réalisée enlitions stériles. 10 pL du mélange de
clonage insert-vecteur sont transférés dans un dppendorf de 1.5 mL, maintenu dans la
glace. 50 pL de cellules DidgGhermocompétentes (Invitrogen) sont ajoutés eskenble est
conservé 30 min dans la glace. Un choc thermiqueant des pores dans la membrane
plasmique bactérienne pour I'entrée du plasmidaj@ee pendant 45 sec a 42°C (dans un bain-
marie) et le tube est aussitdt placé dans la gL de milieu LB sont ajoutés au mélange
et les tubes sont placés a 37°C pendant 1 h sitatiay (225 rpm). Les cellules sont ensuite
centrifugées pendant 4 min a température ambiaatsurnageant (700 pL) est éliminé et les

cellules sont étalées sur milieu LB solide (sup@été avec 25 pg.mide kanamycine,
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antibiotique de résistance présent dans I'inséd)culture est placée une nuit a 37°C. La
transformation contréle, préparée avec le vectale, est réalisée dans les mémes conditions.
Les colonies sont criblées le lendemain par PCRRadisélectionner les clones positifs et une
préculture de chaque colonie est préparée en @laralle plasmide est ensuite extrait par
miniprep afin de vérifier la séquence de I'inset9220, par séquencage (http://www.gatc-
biotech.com), avant de procéder a I'étape suivaptes, afin de recueillir une quantité

suffisante d’ADN plasmidique, une midiprep est is&@ a partir d'une culture de 100 mL des

clones positifs.

-Digestions enzymatiques contrbles des produits PGIes plasmides.

Les digestions sont réalisées a l'aide d’enzymesesigiction (New England Biolabs ou
Promega) a raison de 5 U d’enzyme pour 1 pg d’ARNsdle tampon adapté pour chaque
enzyme. En régle générale, la réaction s’effecamglant 2 h dans un bain-marie réglé a 37°C.

-Transformation dA. tumefacienpar choc thermigue

Un aliquot dA. tumefaciené500 pL) est mis & décongeler lentement sur gkaeeron 10
Hg de vecteur sont ajoutés puis le mélange esé faunin dans la glace, 5 min dans l'azote
liquide et enfin 5 min a 37°C avant d’étre replaeds la glace. Un mL de milieu LB sans
antibiotiques est ajouté et les agrobactériesmaisds en culture pendant 4 h & 28°C. La culture
est ensuite centrifugée a 1 59Pendant 2 min et 800 pL de surnageant sont élsnireculot
d’agrobactéries est repris dans les 200 pL restagtalé sur un milieu LB solide contenant les
antibiotiques spécifiques du plasmide et de l'ihggiampycine (50 mg.t), et kanamycine

(25 mg.LY)]. La culture est placée dans une étuve a 28°Qarem8 h.

c. Transformation stable d’Arabidopsis grtlxsia2-2+/- par « floral dipping »

Une colonie transformée Al tumefaciensst mise en pré-culture dans 5 mL de milieu LB
supplémenté avec les antibiotiques de sélectiodgrgrune nuit a 28°C, sous agitation a 200
rpm. Cing mL de la pré-culture bactérienne ayatiratia phase stationnaire sont dilués dans
495 mL de milieu LB contenant les antibiotiquessdiction puis placés de 18 a 24 h a 28°C
sous agitation (200 rpm). Les cellules sont camgges a 5 009 pendant 20 min, a 4°C et le
culot bactérien est resuspendu dans un béchernaomtée milieu d’infiltration composé de
saccharose 5% (p/v) et de Silwet L-77 0,05% (vi)naaniére a avoir une densité optique
(mesurée a 600 nm) de 0,8. Les plantégabidopsissont transformées génétiquement par la
méthode du « floral dipping » (Clough & Bent, 199Bgs plantegjrtlxsia2-2+/- au stade
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hampe florale, dépourvues de siliques, sont misesoatact des bactéries en plongeant les
bourgeons floraux pendant 10 min dans la solutiagrdbactéries puis placées dans une
pochette plastique afin de conserver unr forte Witéniet favoriser la transformation. Les

plantes sont laissées ainsi a I’horizontale atldsicurité pendant une nuit avant d’étre replacées

en chambre de culture.

d. Sélection des plantes transformées

Les graines issues de la deuxieme génération datepltransformées sont sélectionnées
sur milieu LB sélectif (contenant de la kanamycB&® mg.L'!). Les plantes résistantes a
I'antibiotique sont transférées en terre deux seasaapres la germination et une vérification

supplémentaire de la présence de I'ADN-T est affsxipar PCR.

3. Techniques d’histochimie

1. Coloration GUS

La coloration GUS permet de mettre en évidencdiVi€ du gene rapporteur de fia

glucuronidase.

Sur fleurs dArabidopsis: Les fleurs entieres Arabidopsissont fixées dans de I'acétone
80% (v/v), sur glace, pendant 30 min puis rincéasxdois avec du tampon de rincageniM
ferrocyanure de potassium ; 2 mM ferricyanide deaggium ; 50 mM NaPOpH 7 ; 0,2%
Triton X100 (v/v)]. La coloration bleue apparaitreg une incubation d’'une nuit, a 37°C et a
I'obscurité, dans le tampon de coloration GUS [tamgde rincage supplémenté par 1 mM 5-
bromo-4-chloro-3-indolyB-D-glucuronic acid (X-Gluc)]Les fleurs sont décolorées par des

bains successifs d’éthanol 70% et observées sapse lninoculaire.

Sur une culture de pollen : Un volume d’acétone &¥ajouté a la culture de pollen aprés
6 h de germination. Aprés 15 min, la culture esttrieigée a 7 00@ pour 7 min et rincée a
deux reprises avec un volume de tampon de rin¢ageulture est resuspendue dans 1 mL de
tampon de coloration et incubée une nuit, a 37°€ labscurité.Les grains de pollen et les
tubes polliniques n’ont pas été décolorés maictinent observés au microscope en lumiere

transmise.
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2. Coloration a I'aniline bleue

La coloration des pistils Arabidopsisa I'aniline bleue permet de mettre en évidence les
bouchons de callose des tubes polliniques, ensenace dans l'organe femelle. Les fleurs
d’Arabidopsis préalablement ou non colorées au GUS, sont rat8els progressivement par
des bains de 10 min d’éthanol a 70%, 50%, 30% paisde I'eau distillée, & température
ambiante. Les fleurs sont ensuite disséquées mogarder que le pistil puis chaque pistil est
déposé sur le puits d’'une lame de microscopieagétune nuit ave8 M NaOH, a température
ambiante et dans une enceinte humide (100% d’hténidiative) Le NaOH est éliminé, les
pistils sont rincés plusieurs fois a I'eau disgliét incubés 2 h a I'obscurité, dans une solution
d’aniline bleue a 0,1% (p/v) décolorée (préparéecile dansun tampon a 108 mM 4R Qy,
pH 11) (Johnson-Brousseau & McCormick, 20Q4pbservation s’effectue sous lumiere ultra-
violette (UV) au microscope a épifluorescelfercitation entre 320-390 nm, filtre d’émission
a 461 nm).

3. Coloration des racines au calcofluor

Afin de mettre en évidence I@sglucanes, les racinesAfrabidopsissont incubées 5 min
avec 0,001% de calcofluor (p/v) (Sigma) dans uniemilMS liquide contenant 1% de
saccharose. L'observation des racines est effectade microscope confocal (Zeiss
Observer.Z1) sous fluorescence UV (filtre d’exéitat359 nm ; filtre d’émission 461 nm).

4. Immunomarquage sur tubes polliniques

Pour 'immunomarquage des tubes polliniques, uttei@ide tubes polliniques fixés aprés
6 h, et conservée a 4°C un mois maximum, est #adsf sous hotte, sur une colonne de
purification d’ADN (NucleoSpifi Plasmid Binding Columns, Macherey-Nagel, catalog
number 740588.50). Le milieu de fixation est élitnpar centrifugation a 3@Ppendant 1 min.
Trois lavages sont effectuées au tampon phosphhtels< (PBS) (137 mM NaCl ; 2,7 mM
KCl; 7 mM NaHPQ: 7H.0; 1,5 mM KHPQy) en gardant les mémes parametres de
centrifugation. Puis une incubation de 30 min d&un®BS 1X-lait 3% (p/v) permet de saturer
en protéines les sites non spécifiques. Apres lwages au PBS 1X, les tubes polliniques sont
incubés une nuit a 4°C dans un anticorps primaiug éu 1 : 20 (pour I'anti-RG-Il) dans du
PBS 1X. Les tubes polliniques sont rincés a tregises au PBS 1X puis incubés 2 h & 30°C,
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a l'obscurité, avec un anticorps secondaire coaplé fluorescéine isothiocyanate (FITC)
(produit chez la chévre et dirigé contre les amfisgroduits chez le lapin pour I'anti-RG-II)
dilué au 1 : 50 dans du PBS 1X. Des lavages aulP88ing minimum) permettent d’éliminer
totalement I'anticorps secondaire non fixé auxaes. Les tubes polliniques sont remis en
suspension dans 100 pL d’eau distillée (la colqmeg étre Iégérement vortexée si les tubes
restent accrochés a la membrane de la colonné&aggentre lame et lamelles. Un échantillon
contrOle est préparé en paralléle en omettanti¢args primaire.

Notes: Pour éviter d’'endommager les tubes polliniquksque étape de transfert et de
lavage se fait avec un céne dont I'extrémité gpéd@lablement coupée.
Lors des différentes étapes d’incubation, le haid bas de la colonne sont fermés a l'aide de
parafilnt®.

Observation Les immunomarquages sur tubes polliniques sbaemés au microscope
inversé Leica DMI6GO00B équipé d'une caméra DFC450etCd'un filtre FITC (filtre
d’excitation 485-520 nm ; filtre d’émission, 520-656m).

Cette technique d’immunomarquage sur tubes pollesqdArabidopsisa fait I'objet d’'une
publication dans le journal Bio-Protocol présenmiéenexe p 252.
5. Click chemistry

a. Arabidopsis thaliana

-Incorporation d’un sucre modifié

Des plantules d&rabidopsisde 4 jours cultivées sur milieu MS solide + 1%céacose
(p/v) sont transférées dans un puits d’une pla@ueuits contenant 1 mL de milieu MS liquide
supplémenté avec un monosaccharide modifié [2,5dgNFuc-Al (Invitrogen) ou 50 uM de
Kdo-Nz fourni par linstitut de chimie des substances mdies (ICSN)]. Des inhibiteurs
potentiels de I'incorporation peuvent étre ajoatésnilieu. Cing a vingt plantules peuvent étre
placées dans le méme puits sans observer une diomrde I'incorporation. La plaque est
placée une nuit en chambre de culture [photopériedts h jour (120 pE.as?), /8 h nuit], &
22°C.

-Réaction de click chemistry
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Les plantules sont rincées trois fois avec 1 mIM&liquide avant d’étre incubées dans
1 mL de solution de marquage contenant le fluormcier compatible avec le monosaccharide
incorporé et les catalyseurs [0,1 uM Alexa Ffu88 azide ou 0,1 pM Alexa Flifo488 alkyne
(Invitrogen) ; 1 mM CuS®; 1 mM acide ascorbique]. La réaction de clickea & I'obscurité
pendant 1 h, & température ambiante et sous agitates plantules sont rincées une premiere
fois au MS liquide, incubées 5 min dans du MS ligucontenant 0,01% (v/v) de Tween 20,
puis lavées quatre fois au MS liquide. Un dernilegage est effectué dans de 'eau distillée.
Un puits contrdle est préparé en parallele en @anelie monosaccharide modifié lors de I'étape

d’incorporation, ou le fluorochrome.

En ce qui concerne le double marquage Fuc-Al etKgldes plantules sont incubées 16 h
dans 1 mL de MS liquidsontenant 50 uM de Fuc-Al et 50 uM de Kde-Npres trois rincages
au MS liquide, les plantules sont incubées 1 Holdsturité, dans une premiere solution de
marquage [1 mL de MS liquide contenant 0,1 uM AlEke® 594 Azide (Life Technologies) ;

1 mM CuSQ; 1 mM ascorbic acid], rincées une fois au MS itiguet incubées dans la
deuxiéme solution de marquage [1 mL de MS liquidetenant 0,1 uM Alexa Flu®r488
alkyne (Life Technologies) ; 1 mM Cus®1 mM ascorbic acid] pendant 1 h, a I'obscurité.

Les plantules sont ensuite rincées comme déciegdamment.

b. Cellules BY-2

-Incorporation d’'un sucre modifié

Dans un tube de 2 mL, le KdozNst dilué a 200 uM dans 500 pL de milieu MS liguid
Un volume de cellules BY-2 agées de 3 jours (cpordant a une phase de croissance) est
ajouté. Les cellules sont ainsi incubées dans olugien de Kdo-N a 100 uM pendant 16 h, a

I'obscurité, sur une table agitante (100 rpm),ragérature ambiante.

-Réaction de click chemistry

Les cellules sont rincées trois fois au MS liquioar, centrifugation de 2 min a 7g0Le
culot cellulaire est ensuite resuspendu dans 50dgqukolution de marquage [0,1 uM Alexa
Fluor® 488 alkyne (Invitrogen) ; 1 mM CuSQ1 mM acide ascorbique]. Les tubes sont placés
sur une table agitante (100 rpm) pendant 1 h,@storité et a température ambiante. Apres
élimination du surnageant, les cellules BY-2 samé@es une premiére fois avec un volume de

MS liquide, puis incubées 5 min dans un volume &liquide supplémenté avec 0,01% (v/v)
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de Tween 20. Trois ringcages supplémentaires auitygle simple, et un dernier a I'eau bi-

distillée, sont effectués pendant 5 min chacun.

Les observations sont effectuées a I'aide d’'un esicope confocal (TCS SP2 AOBS, Leica)
eéquipé de lasers d’excitation a 488 nm (filtre d&sion 495-550 nm) et a 594 nm (filtre
d’émission 610-670 nm). Les observations de doummequage sont effectuées en mode

séquentiel.

c. Pulse Chase

Afin d’observer la dynamique du RG-II a I'échelldlalaire par la méthode du pulse chase,
I'incorporation du Kdo-N s’effectue pendant un temps plus court (4 h) eoecentration plus
élevée (200 uM de Kdo4)\ c’est I'étape de « pulse ». Aprés incorporatiditape dite de
« chase » consiste a transférer les plantulésatlidopsissur un milieu MS solide + 1%
saccharose (p/v) dépourvu de Kde-M des temps définis, quelques plantules sontéglac
dans la solution de marquage pendant 1 h, rincéebservées directement au microscope

confocal. Ainsi, il est possible de suivre I'évadut du marquage au cours du temps.

6. Fixation mécanique d’Arabidopsis et enrésinement au méthacrylate

-Fixation mécanique des racines

Cette technigue a été adaptée a partir du protpeoledans Weet al. (2012). Le principe
consiste a créer un support permettant de maintaniecine de plantules Alfabidopsis
rectiligne pendant les étapes d’enrésinenteigt 40). Des boucles de fil de fer fin sont formées
(Fig. 409 et applaties entre deux plaques de fer ou grace&au. Une lame de microscopie
en verre dégraissée, est plongée dans une sokutioh% de Formv&r(p/v) dilué dans du
chloroforme Fig. 40b) ; elle est ensuite séchée verticalement quelopirestes. Des rectangles
sont dessinés a I'aide d’'une lame de rasoir ssutitace de la laméd-{g. 409 puis la lame est
délicatement plongée a 45 ° dans un récipient riediphu Fig. 40d). Les rectangles se
détachent au contact de I'eau. Une boucle de fales plongée a la verticale au milieu d’'un
rectangle de Formv&i(Fig. 409. L’ensemble séche pendant 24 h a températureaamebiUne
racine dArabidopsisfixée 2 h dans un tampon de fixation [50 mM tampdRES pH 6,9 ; 1
mM CaCb; 4% paraformaldéhyde (v/v)] et rincée deux foisrlit dans le méme tampon, sans
paraformaldéhyde, est allongée sur une boucleattEeglépassant de la boucle est coupég (
40f) et la boucle est de nouveau plongée dans umgdetde Formvér (Fig. 409. L'ensemble
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formar/racine/formvar seche 15 min a la vertichle.racine ainsi fixée mécaniquement, est

placée dans un tube Eppendorf pour procéder ans dai déshydratation.

= \ 4 "\_ /
A / R 4

Figure 40 : Schéma représentant les différentes étapes de création des
boucles recouvertes de Formvar®. D’aprés Wuet al, 2012.

Des bains d’EtOH a 10%, 30%, 50%, 75%, 90%, de ihschracun sont effectués sous agitation rotative
douce (20 rpm maximum), a température ambianter. fi@liser la déshydratation, la racine est placée

toute la nuit dans un bain d’EtOH absolu, sousaigit (20 rpm maximum).

-Préparation du méthacrylate

Sous hotte, 77 mg di-dithiothréitol sont ajoutés a un mélange composel@ mL de
buthylméthacrylate et de 10 mL de méthylméthacey(di1) (v/v) (Sigma). Le mélange est
homogénéisé et laissé dégazer sous hotte pendamirBOPuis, 250 mg d’éthyl éther de
benzoine (Sigma) sont ajoutés au mélange en édé&aftrmer des bulles. Une partie de cette
solution de méthacrylate est diluée a 25%, 50%, @&fs de I'EtOH absolu.

-Enrésinement

Le bain d’EtOH absolu est remplacé par du méthatayd 25% et I'échantillon est incubé
pendant 3 h sous agitation rotative (20 rpm). Rusolution est échangée par du méthacrylate
a 50% pour la nuit. La solution est ensuite chamgg¥eune solution de méthacrylate a 75%
pendant 3 h puis par la solution de méthacrylate pandant une nuit. Une nouvelle incubation
des racines dans du méthacrylate 100% est effepar@ant 3 h. Des moules cylindriques sont
remplies a ¥ avec la solution pure de méthacrytates former de bulles, et les échantillons
sont placés au fond du moule (la racine est péallefond du moule). Les moules sont remplis
complétement avec la solution de méthacrylate garemés, puis placés a 4°C sous lumiere
UV, jusqu’a polymérisation compléete du méthacryf@@ h en moyenne). Les blocs de résine
sont ensuite démoulés, taillés en pyramide, etdepes longitudinales semi-fines (de 0,5 uM

d’épaisseur) de la racine sont effectuées au noicTetUCT (Leica).



Matériel et Méthodes

Dans le cas de coupes transversales, les blocesswigntés. Apres démoulage, un trongon
de 0,5 cm d’épaisseur englobant la racine esétddhs le bloc. Le trongon est placé dans un
moule (préalablement rempli a ¥ avec la solutiore e méthacrylate) de maniére a avoir la
racine en position transversale. Le moule est edginéthacrylate et replacé sous UV pour la

polymérisation.

4. Techniques de biochimie

1. Extraction pariétale

-Obtention de la paroi brute

Les tissus végétaux sont immergés dans de 'EtJH% et chauffés 15 min a 70°C au
bain-marie. L’échantillon est homogénéisé a l'ailen potter et centrifugé (5 min, 4 0@Q
4°C) pour éliminer le surnageant. Le culot estisedans de 'EtOH a 70% et de nouveau
chauffé 15 min a 70°C au bain-marie. Ces étapdsadement a I'EtOH chaud sont répétées
jusqu'a ce que le surnageant soit clair, signe Igsepigments chlorophylliens ont été
principalement éliminés. Une étape supplémentaiee tchitement par un mélange
méthanol/chloroforme (v/v), une nuit sous agitatjpeut étre ajoutée. La fraction ainsi obtenue
est constituée de la paroi brute appelée résiciubke a I'alcool (AIR = Alcohol Insoluble

Residue).

-Extraction a I'eau chaude des pectines

Les tubes polliniques de 6 h issus de culturesviten 3 600 fleurs dArabidopsiset fixés
dans 3 volumes d’EtOH 95% sont transférés dansaleof de 50 mL. Le surnageant est
eliminé et le culot de tubes polliniques est ripaéde I'EtOH 70% afin de purifier I'échantillon
des sels et du saccharose provenant du milieurd@rgeion du pollen. Le tube est chauffé 15
min a 70°C dans un bain-marie puis I'’échantillontesyé manuellement au potter. Aprés une
centrifugation de 5 min a 4 7@ la fraction éthanolique est écartée et le cudbsséché sous
hotte. Le culot est repris dans 5 mL d’eau digikt placé au bain-marie a 90°C pendant 1 h
afin de solubiliser les pectines. Apres centrifiggatla fraction obtenue, enrichie en pectines,

est lyophilisée.
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2. Analyse des monosaccharides par chromatographie en phase gazeuse
(GC)

a. Préparation des échantillons

Les extraits pariétaux sont transférés dans desrftaadaptés au passeur automatique
d’échantillons. La premiéere étape consiste a hydaslles échantillons par traitement a I'acide
trifluoroacétique (TFA) 2 M pendant 2 h a 110°C.TteA est évaporé sous un flux d’air et 50
uL d’'une solution d'inositol 2 mM, servant de témdimerne, sont ajoutés dans chaque
échantillon, et évaporé. Puis 500 pL de méthandl{8Gpelco) sont ajoutés et les flacons sont
placés 16 h dans une étuve a 80°C afin de conlestmonosaccharides en méthyl-glycosides.
Apres évaporation du méthanol-HCI, deux lavageséthanol sont réalisés afin d’éliminer
toute trace d’acide. Les méthyl-glycosides sontig@sonvertis en leur dérivés triméthyl-silyl,
volatils, par ajout de 200 pL de réactif de siigat (hexaméthyldisilizane /
triméthylchlorosilane / pyridine, 3:1:9, Supelcajs d’'une incubation de 20 min & 110°C. Le
réactif est évaporé sous flux d’air et deux ringagel cyclohexane sont réalisés. Les
échantillons sont repris dans 1 mL de cyclohexgwr( des faibles quantités de paroi,

I’échantillon est repris dans 100 pL et placé damgsert adapté au flacon).

b. Analyse

Pour I'analyse par chromatographie en phase gazeydede I'échantillon est prélevé par
le passeur d’échantillon (équipé d'une seringue #Ham de 10 ulL). L'appareil de
chromatographie en phase gazeuse est de type VZ8Rh et est équipé d’'un détecteur a
ionisation de flamme (FID). Chague monosaccharass@de un temps de rétention spécifique
attribué par comparaison au temps de rétention nd@sosaccharides contenus dans un
échantillon standard (constitués de rhamnose, gakacfucose, xylose, arabinose, mannose,
glucose, acide galacturonique, acide glucuronigueoacentration a 0,1 nmol.ffLpréparé en
parallele. L’aire obtenue pour chaque monosacchasdt intégrée (intégrateur STAR
Workstation Varian 5.52) et quantifiée par rapmartstandard interne, I'inositol. Les résultats

sont exprimés en pourcentage relatif par rappben&emble des monosaccharides présents.

La séparation des monosaccharides de l'extraitiqperta I'eau chaude des tubes
polliniques dArabidopsisest effectuée par GC (HP6890 series) sur une welaapillaire
Zebron Z5-MSi (longueur 30 m, diametre 0.25 mm) ¢Merey—Nagel). L’analyse se fait par

couplage a un spectrometre de masse a impactagiegte (pour I'ionisation de I'échantillon)
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grace a un systeme de couplage Autospec GC-EIM&¢Mass) équipé d’'un systeme Opus
3.1 data. Cette technique d’analyse de la compaosén sucres d’'un extrait pariétal de tubes
polliniques dArabidopsisa I'eau chaude a fait I'objet d’'une publicatiomdde journal Bio-

Protocol présenté en annexe p 259.

3. Analyse du XyG par spectrométrie de masse MALDI-TOF

a. Extraction des xyloglucanes

L’AIR des parties aériennes et des parties ra@sageparées de 200 a 500 plantules
d’Arabidopsisagées de 10 jours est préparé comme décrit précéeleimsans étape de
traitement au méthanol /chloroforme. Un rincagd’ AR est effectué a I'eau et le culot est
séché. Les fragments de XyG sont produits en maitAlR avec 4 unités d’endo-(24)-B-
glucanase (EC 3.2.1.4 ; Megazyme) dans 100 pLmndpda acétate de sodium, pH 5, pendant
une nuit a 37°C et sous agitation (180 rpm). L'étitlan est centrifugé 10 min a 10 09@&fin
de culoter la paroi non digérée.

b. Analyse par MALDI-TOF

Un pL du surnageant est soit directement déposé suplagee métallique, appelée cible,
soit dilué au 1/10 dans une solution de TFA 0,19%hAque dépbt est ajouté 1 pL de matrice,
I'acide 2,5-dihydroxybenzoique (DHB) préparée lerjméme a 5 mg.mt.dans un mélange
aceétonitrile/TFA 0,1%, (70/30) (v/v). Aprés dépéts la cible, le mélange échantillon-matrice

est homogénéisé par pipettage.

L’acquisition des spectres a été effectuée surpacteometre de masse a temps de vol
Voyager DE-Pro (Ab Sciex) équipé d'un laser a azdelongueur d’onde 337 nm. Les
parametres du spectrometre de masse et les traieaedonnées sont respectivement réalisés
par les logiciels Data Voyagdéh et Data ExploréM 4.0 Software. Le spectrométre est équipé
d’un laser a azote de longueur d’onde 337 nm. kagion au niveau de la source est dé 10
Torr et celle de I'analyseur est de®Uorr. Le temps d’'impact du laser est de 3 ns. Tesis
spectres ont été obtenus en mode d’ionisation ipesien mode réflectron. Les ions sont
accélérés sous une tension d’'accélération de 2@Ckeque acquisition est une moyenne de
3000 tirs lasers et le spectre final est la moyet® a 5 acquisitions. Les spectres ont été
calibrés de facon externe avec des calibrants coomoe (ProteoMas$' Peptide MALDI-

MS Calibration kit, Sigma-Aldrich).
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4. Analyse des N-glycannes

a. Extraction de protéines totales.

Les protéines sont extraites a partir de 200 go8fttules dArabidopsiscultivées 10 jours
sur milieu Arabidopsis. Les parties racinaires soamsférées dans un Eppendorf contenant 1
mL de tampon 0,1 M Tris pH 8 contenant 0,1% de PDIS broyées sur glace, a l'aide d’'un
micro-pilon. L’extrait est lyophilisé puis reprisuws 600 pL du tampon utilisé pour I'extraction.

b. SDS-PAGE

Les extraits protéiques sont séparés par électrépbosur un gel de polyacrylamide
contenant du laurylsulfate de sodium (SDS-PAGER%.1Un premier gel de séparation est
préparé [2,15 mL kO ; 1,50 mL 40% acrylamide/Bis acryl (29/1) (vi\},25 mL 1,5 M Tris
pH 8,8 ; 0,05 mL 10% SDS ; 0,05 mL 10% APS; 0,002f@MED], coulé entre deux plaques
de verre et laissé polymérisé pendant 20 min. Buigel de concentration (1,8 mL®; 0,40
mL 40% acrylamide/Bis acryl (29/1) (v/v) ; 0,6 mL5M Tris pH 6,8 ; 0,025 mL SDS 10%;
0,025 mL APS 10% ; 0,001 mL TEMED), est ajouté assiis, un peigne permettant de former
les puits et inséreé entre les deux plaques. Pellggerps de polymérisation du gel, 20 puL des
extraits protéiques sont dénaturés 5 min a 100°@ré&sence d’'1/5 de tampon de charge (62,5
mM TrisHCI pH 6,8 ; 2% SDS ; 2,5%-mercaptoéthanol ; 10% glycérol ; 0,005% bleu de
bromophénol). Les échantillons sont chargés damgués du gel ainsi qu’un marqueur de
poids moléculaire (BP3603, Thermo Fisher Scientifica migration s’effectue a 180 V

(voltage constant) jusqu’a ce que la ligne de ffoatleur bleue) atteigne le bas du gel.

c. Transfert sur membrane de nitrocellulose et western blot

Apres séparation par SDS-PAGE, les protéines sansférées sur une membrane de
nitrocellulose pendant 45 min a 15 V (voltage cangten milieu tamponné (125 mM TrisBase
pH 8, 960 mM glycine, 0,5% SDS, 10% EtOH). La pnesedes protéines sur la membrane est
évaluée par coloration au rouge Ponceau (0,2% Rarn8e 3% TCA) puis la membrane est
rincée a l'eau.

La membrane est saturée une nuit sous agitatios, datampon tris salin 1X (50 mM Tris
pH 7,5 ; 150 mM NaCl) (TBS) supplémenté avec 0,¥4adeen-20 (TBST). La membrane

est ensuite incubée dans I'anticorps primaire dduél/10 000 dans du TBST, pendant 2 h a

température ambiante, sous agitation. Apres tasdes de 10 min dans du TBST, la
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membrane est incubée 2 h dans I'anticorps secan{lgiG anti-lapin produit chez la chévre)
couplé a la phosphatase alcaline dilué au 1/1 @3 du TBST. La membrane est lavée six
fois 10 min au TBST puis trois fois 5 min dans d&ST Le substrat de la phosphatase alcaline
(Western Blu@ Stabilized substrate for alkaline phosphatasemBga) est appliqué sur la
membrane jusqu’a ce que la coloration apparaiggs)rmcée a I'eau distillée afin de stopper

la réaction.

5. Analyse du RG-II par électrophorese

a. Extraction du RG-II

Des racines de 200 a 1000 plantul@gabidopsisagées de 10 jours sont broyées au micro-
pilon dans un Eppendorf contenant 1 mL d’EtOH a 7Q&broyat est centrifugé 10 min a
14 000g et le culot est lavé a I'EtOH a 70% jusqu’a ce usurnageant soit clair. Un lavage
supplémentaire est effectué a I'acétone 100%. L’Altikenu est séché et saponifié par 1 M de
NeeCO; a 4°C sous agitation pendant une nuit afin de ddéytestérifier les
homogalacturonanes. Le culot est lavé a I'eaulldistjusqu’a ce que le pH soit neutre puis
traité avec 5 U d’endo-polygalacturonase (5000 UtnMegazyme) dans 500 pL d’un tampon
acétate d’ammonium (0,05 M, pH 4,8) pendant 18%°&, sous agitation (180 rpm). La partie
soluble enrichie en RG-Il est lyophilisée puis eprdans 25 pL de tampon acétate

d’ammonium.

b. Electrophorése de RG-II

La méthode d’électrophorese appliguée au RG-léadaptée a partir du protocole décrit
par Chormoveet al. (2014a et b). Un gel de séparation a 26% de polignide est préparé
puis un gel de concentration a 10% de polyacrylenast ajouté au-dessus. 8 uL des extraits
de RG-Il sont mélangés a 2 pL de tampon de ch&8 M Tris-HCI contenant 0,25% (p/v)
de bleu de bromophénol ; 50% (v/v) glycérol ; pB)&t chargé dans un puits du gel. Quatre-
vingt ug de RG-II de citron (fourni par Marie-Chine Ralet, INRA de Nantes) sont chargés
en parallele. Afin de repérer ou se situe le momerdé RG-Il, 80 uG de RG-II de citron est
incubé 16 h dans 0,1 M de HCI (v/v) a températunbiante, et I'acidité de I'échantillon est
neutralisé par ajout de 0,1 M de NaOH (v/v) avannigration. L'électrophorese s’effectue a
220 V pendant 130 min. Le gel est ensuite fixé @&ihsL d’EtOH/acide acétiquetB (4/1/5)
(v/iviv) pendant 30 min.
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c. Coloration au nitrate d’argent

Pour la coloration au nitrate d’argent, toutesdelitions doivent étre préparées a partir
d’eau bi-distillée. Le gel fixé est rincé trois$a I'EtOH 30% et trois fois a I'eau bi-distillée
pendant 10 min. Le gel est ensuite sensibiliséridans une solution & 0,01% de thiosulfate
de sodium et rinceé trois fois a I'eau bi-distillieant d’étre incubé 20 min dans la solution de
nitrate d’argent a 0,1% contenant 0,075% de foréfatde (cette solution doit étre préparée
extemporanément pendant 20 min a I'obscurité. lleeggerincé trois fois a I'eau bi-distillée.
La coloration apparait par incubation du gel dansolution de développement (3%.88% ;

2 mg.L! de thiosulfate de sodium ; 0,5% formaldéhyde). Gés les bandes apparaissent, le
gel est transféré dans une solution d’acide aceétégd% (v/v) et 4% de Tris (p/v) permettant

de stopper la réaction pendant 10 min. Le gel@sservé dans I'eau.

6. Peracétylation/Dé-acétylation

-Peracétylation

Cing mg des désoxy-fluoro-glucoses sont peracétdiéiss 150 pL d'un mélange
pyridine/anhydride acide (2/1) pendant une nui@a2 L’exces de réactif est évaporeé avec du

toluéne sous un flux d’air.

-Dé-acétylation

Le Ac2F-Fuc et le Ac3F-NeuAc sont dé-acétylés dahsM de NaOH pendant une nuit a
4°C puis le pH est neutralisé par 0,1 M d’aciddigoé.

5. Analyses d'image et statistiques

Les images des pistils Afabidopsisont été assemblées a I'aide du logiciel GIMP (GNU

Image Manipulation Program) (http://www.gimp.org/).

L’ensemble des données ont été analysées stagistant grace au programme GraphPad
Prim® (www.graphpad.com). Les différences ont été cansies significatives dés lors que la

p-value du test choisi était inférieure a 0,05.






[V-CONCLUSION
ET
PERSPECTIVES







Conclusion et perspectives

L’objectif principal de ce travail de these étaiambrofondir la compréhension du réle
biologique du RG-II lors de I'élongation cellulaie¢ ceci en caractérisant sa biosynthese par
une approche de génétique fonctionnelle et en niestia ceuvre des approches innovantes
basées sur I'emploi de nouveaux outils pharmacqies et de nouvelles méthodes de suivi de

molécules glycosidiques de surface (« click chamis).

1. Vers une identification des glycosyltransférases spécifiques

de la voie de biosynthése du RG-II

Cette premiere partie a été initiée a partir dedlgse bioinformatique décrite par Voxeur
et al. (2012) qui a permis de sélectionner 26 génes datslcheArabidopsiscodant des GTs
potentiellement impliquées dans la biosynthése @ulIRParmi ces séquences, une GT29
(SIA2 déja pressentie pour coder une Kdo et/ou Dhafieaaise a fait I'objet d’une étude par
génétique fonctionnelle. Aucun mutant homozygoteml étre obtenu ce qui nous a amenés a
étudier le phénotype du pollen, cellule haploides késultats ainsi obtenus associés a ceux
observés par Dergf al.(2010) sur la deuxieme GT28IAJ), convergent pour attribuer un réle
essentiel de ces genes dans I'élongation celluRoar confirmer que les défauts de croissance
observés sont véritablement dus a la mutation die gm2 une complémentation pollen-
spécifigue des mutants a été entreprise en insadtiln vecteur contenant la séquence ADNCc
du gene SIA2 sous contréle d'un promoteur spécifique du poll€ette technique
précedémment appliquée par Led al. (2011) avait permis d’obtenir des mutamigp4
homozygotes (n’exprimant pas la xylosyltransférgsécifique du RG-I11) qui présentaient de
séveres défauts de croissance racinaire. Une oramation stable des plantgdl1xsia2-2+/-a
été accomplie avec succes puis la germination Harpissu de ces plantes a été évaluée. Une
légere augmentation du taux de croissance a égnaes mais demeure trop faible pour
affirmer que le phénotype est restauré par la cémehtation. Nous ne pouvons écarter
I'hnypothése que la séquence introduite n'est pgwimée correctement. Nous pourrions
envisager l'alternative de générer des plantes esugar les génesal et sia2 par ARNi, qui
permettrait d’inhiber partiellement I'expression des genes et d'analyser un phénotype
intermédiaire au niveau des parties végétativeswmiha été fait pour les mutargme(Gilbert
et al, 2009 ; Voxeueet al, 2011). Un autre systéme innovant d’origine prgots découvert
en 2012 (Jineket al, 2012), nommé CRISPRclUstered regularly interspaced short
palindromic repeatgCas, permet également de réprimer stablemengréssion de genes avec

une efficacité comparable a celle de la méthod&RINi. Cette technique minimiserait un effet
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non spécifique sur des genes non-cibles et pemtattobtenir un taux de plantes transformées
plus important (jusqu’a 89% chézabidopsi$ (Belhajet al, 2013 ; Maet al, 2015). De plus,
cette approche présente I'avantage de pouvoir meodilusieurs genes appartenant a une
famille multigénique, différents genes intervendams une méme voie meétabolique ou de créer

plusieurs mutations en des sites différents d'ummgene, avec un faible risque de mutations.

En complément, il serait nécessaire de réaliser aaractérisation fonctionnelle des
protéines SIALl et SIA2 en mettant en place une ougthd’'analyse de I'activité Dha/Kdo
transférases vitro, en les exprimant dans un systéme hétérologuegtelda levurePichia
pastorisou des cellules d’'insectes, et d’effectuer dets taschimiques de transfert de Kdo sur
un squelette homogalacturonane en présence de GMPgenéréin situ Ce qui reste

néanmoins délicat a mettre en place du fait dedate demi-vie du CMP-Kdo.
2. Vers une localisation précise et dynamique du RG-II.

Comme il a été precédemment décrit, le tube pglli@iconstitue un modéle stratégique
pour étudier I'impact d’'une mutation, létale a #&homozygote, sur I'élongation cellulaire.
Plusieurs études portant sur des mutants altérésldatructure du RG-Il ont eu recours a ce
modele (Delmast al, 2008 ; Denget al, 2010 ; Liuet al, 2011). Cependant, la présence et la
distribution de ce polysaccharide pectique le lehgtube pollinique n'a pas été décrite
précisément. Notre étude de localisation immunatytoique du RG-II grace a un anticorps
spécifiqgue (Matolet al, 1998) nous a permis de détecter le RG-Il unifonesét le long du
tube pollinique chez plusieurs especes vegeétaheabidopsis Nicotiana benthamianaet
Solanum lycopersicumar. cerasiformeWVA 106). Sa présence dans la paroi du tube
pollinique a été confirmée par une analyse en G@<H'un extrait pariétale enrichi en pectine
qui a révélé la présence de Kdo caractéristiqgue@ll.

Bien que la spécificité de I'anticorps monoclonadparé par Matohbt al. (1998) envers le
RG-Il soit admise, I'épitope spécifique auqueldlle demeure inconnu. De nombreux essais
de production d’anticorps anti-RG-1l se sont régéléructueux, probablement di a la faible
immunogénicité du RG-II. C’est pourquoi, hous avdésidé de mettre en ceuvre une nouvelle
approche de localisation du RG-Il. Ainsi, nous avdesté la méthode dite de «click
chemistry », développée depuis peu chez les pléatetersoret al, 2012) et ceci a la fois sur
des racines &rabidopsiset des cellules de tabac en culture (BY-2). Pde @pproche, nous

avons pu montrer que le KdasMnalogue structural du Kdo fourni par le Dr. Bdfauzeilles
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de 'ICSN de Gif sur Yvette, pouvait étre métabélmar une cellule végétale et incorporé dans
le RG-Il. L'utilisation de cet analogue de monoswsuwde offre I'avantage de marquer
uniguement les polysaccharides synthétisés au deuespériode d’incorporation. Les sondes
classiques, telles que les anticorps, détectenttguelles, tous les polysaccharides présents a
un moment donné. Ainsi, il a été possible de suauwecours de I'élongation cellulaire, la
progression du monosaccharideadortiori du RG-II, par technique de « pulse chase ». Aprés
un « pulse » de 4 h, une incorporation homogen&dl+Nz dans la paroi des cellules en
élongation a été observée. Pendant la périodectiase » de 22 h, suffisant pour la croissance
des cellules, ce marquage a été dilué révélanbreetation longitudinale du RG-I11 par rapport

a I'axe d’élongation des cellules.

Comme évoqué dans la partie introductive, les soflderescentes de type cyclooctyne
permettent de s’affranchir du cuivre dans la réacte « click chemistry » réalisée avec des
sucres-azido. Ces sondes sont donc compatiblesiaeeapprochim vivo. Des lors, en utilisant
les cellules BY-2jl serait envisageable de suivre le trafic du R@tlcours de la croissance,
cette fois en temps réel, comme il a été réalis@ii¢rentes bactéries par Kuet al. (2012)
avec des acides aminés modifiés, grace a une dmprotcroscopique enime-lapse
Généralement couplées a des fluorochromes de typraAqui ne peuvent pénétrer les
membranes biologiques, la limite des sondes cytjloes est qu’elles ne permettent qu’'un
marquage de surface. D’autres sondes dérivéesphiat@mide ou de la coumarine (Sagta
al., 2006 ; Hsuwet al, 2007), peuvent alors étre utilisées en complérmeunt suivre le trafic
intracellulaire du polysaccharide, des vésiculedgigones jusqu’a son transport vers

I'apoplasme.

La « click chemistry » constitue également un quetilmettant d’affiner la caractérisation
de I'incorporation sélective d’'un analogue de suEie changeant la position du groupement
azide, il est possible de vérifier si le transfdut sucre est toujours efficace et d’obtenir un
apercu de la spécificité des GTs. Dans le mématesertype de réaction est utile dans une
approche de criblage de mutants de GTs ou de msutaiféctés dans I'activation du

monosaccharide avant son transfert.
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3. Altération de la structure du RG-Il: approche

pharmacologique

L’approche pharmacologique entreprise avec lesognak fluorés a montré que le
remplacement d’un groupement hydroxyl par un atdeéuor dans la structure de glucides
pouvait étre un outil puissant pour perturber lg¢ahélisme de la plante. Ainsi, le 2F-Fuc est
capable d’inhiber plusieurs fucosyltransféragasson activation présumée sous forme GDP.
Il en résulte un phénotype racinaire fortementré@é@vec un défaut d’élongation cellulaire de
la racine principale. La fucosylation du XyG et deglycannes est inhibée et la synthése du
RG-II fortement perturbée. Des études précédentasrat montré que le résidu fucose du XyG
et desN-glycannes n’était pas essentiel au développenetd gdlante en conditions normales
de croissance (von Schaewgdral, 1993; Vanziret al, 2002). En revanche, I'étude du mutant
murl(Reiteret al, 1993 ; O'Neillet al, 2001 ; Reuhst al, 2004) déficient en-Fuc présente
un phénotype nain au niveau des parties aérientnes défaut de dimérisation du RG-II.
L’analyse structurale du RG-II a révélé la substtudulL-Fuc par du-Gal dans la structure
du RG-Il suggérant que la fucosyltransférase seagiéble de transférer également du GBP-
Gal. Cependant tel que décrit par Paisil. (2013), la substitution du résidaFuc par du.-

Gal ne serait pas responsable du phénotype, putsgceangement est observé naturellement
chez certaines dicotyledone#splenium nidus Solanum lycopersicumDaucus carota
Valerianella locusta en proportion variable mais rarement chez less@cacées telles
gu’Arabidopsis Les auteurs en sont venus a conclure que le tdddadimérisation du RG-Il et

le phénotype nain du mutanturl serait ainsi dus a une chaine A tronquée. Lesneagy
responsables de la synthese du RG-Il auraient fimiéplus faible envers le-Gal, par
rapport auw-Fuc, ce qui ralentirait voire abolirait 'élongati de la chaine A chez le mutant.
Sur le profil électrophorétique du RG-Il extrait giantes traitées au 2F-Fuc, nous avons
observé une altération de la dimérisation du R&-Ih présence d'oligosaccharides de poids
moléculaires plus faibles que le monomére de R@ifisi, nous pouvons émettre I’hypothese
que ceci reflete un profil structural semblablecsbuicobservé chez le mutamturl avec une
synthése de chaines A tronquées. Pour confirmé bgpothese, il serait envisageable de
réaliser le profil électrophorétique du mutant etdéterminer la structure précise du RG-II de
plantes traitées avec des concentrations croissal®e?F-Fuc par chromatographie liquide
couplée a une spectrométrie de masse. De plusargaghe la synthése golgienne est un

évenement séquentiel et que I'ajout des chainésalas du RG-II sur le squelette HG suivrait
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un ordre conservé, il est possible d’envisager gusynthese d’'une chaine incomplete
suspendrait le transfert des autres chaines. Ualysanstructurale performante et sensible
permettrait également de vérifier cette hypothese.

Dans la paroi primaire des plantes terrestre®-Api fait partie des sucres retrouvées
uniquement dans la structure du RG-I1l et joue U@ céucial en tant que point de liaison avec
le bore pour la dimérisation du RG-Il. Cheil al. (2011) ont synthétisé 'UDP-2F-GIcA,
précurseur de la synthese de 'UDRpiose et de 'UDM-xylose, et ont montré son effet
inhibiteur sur 'enzyme AXS purifiée. Aucune étugleysiologique n’a été poursuivie or il a
été montré par Ahret al. (2006) gu'une diminution de l'activité de cette wme chez
N. benthamianantrainait une altération de la structure du R@isi, afin de cibler le RG-

I, il serait envisageable d’étudier I'effet de DP-2F-GIcA sur le développement des plantes
et de comparer les résultats avec ceux que nous axdenu avec le 2F-Fuc et ceux décrits par
Ahn et al. (2006).

Les résultats obtenwsa |'utilisation du 2F-Fuc mettent en avant I'intéd&ts sucres fluorés
dans I'étude de la synthése et la fonction de taipagétale. Ces analogues offrent 'avantage
de permettre d’obtenir des phénotypes dose-dépenaancas ou l'inhibition soit |étale, et de
controler le stade de développement ou le tisshlarcce qui est difficilement réalisable par
une approche de génétique fonctionnelle classijusi, I'étude de I'effet d’autres analogues
fluorés sur les glycosyltranférases impliquées dasgnthese des composés pariétaux pourrait
étre envisagée. Afin de s’affranchir d’'un effet &ustructure du RG-Il qui engendre souvent
des défauts de croissance de la plante et peutuerasgffet provenant de l'altération
structurale d’un autre composé, il serait judicidexchoisir des analogues de sucres qui ne sont
pas engageés dans le squelette principal du R@Hlgue le 2-désoxy 2F-Xyl ou le 2-désoxy
2F-Ara. En effet, les résidus Ara et Xyl sont prédsecomme substituants latéraux et leurs
absences ne devraient pas perturber la capaciGdll a se dimériser. Le 2-désoxy 2F-Glc
que nous avons testé en parallele du 2F-Fuc etirdqube I'élongation de la racine
d’Arabidopsis semble étre également un bon candidat. La pogiigod’atome de fluor semble
influencer I'effet inhibiteur puisque les dérivdadrés en 3 et 4 du glucose avaient un effet
moindre sur la croissanceAtabidopsis La position de I'atome de fluor, peut moduleffee
inhibiteur sur la glycosyltranférase, I'analogu@ipsoit empécher completement le transfert du
sucre-activé ou bien celui-ci peut étre transfeagsde polysaccharide en cours de synthese
mais bloquer son élongation. L'analyse de I'effet @bs molécules sur le tube pollinique
constitue une approche complémentaire qui permtdsier la spécificité d’organe.
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Le phénotype racinaire provoqué par la croissaece glante en présence de 2F-Fuc est
similaire & ce qui peut étre observé sur des pdacuttivées en condition de carence en bore.
Le bore, nutriment essentiel, est retrouvé majoeitaent lie au RG-1l dans la paroi, permettant
sa dimérisation et serait essentielle au proced®lsngation cellulaire. (Kobayaslet al,
1996 ; O’Neillet al, 2004). Or un traitement au 2F-Fuc affecte lacstme du RG-II qui n’est
plus favorable a sa dimérisation et a la fixatiarbdre, par conséquent, ce dernier ne peut plus
étre stocké dans la paroi par le RG-II ce qui pgovodes effets considérables sur I'architecture
racinaire. Cette derniére est régulée par plusieonnones de croissance telles que I'auxine,
les cytokinines ou encore I'éthylene. L’équilibrgre ces différentes hormones est tres fragile,
ainsi, le déreglement de I'une peut avoir des agusigces sur une autre. Plusieurs études ont
apporté des preuves du lien entre carence en bbedamce hormonale dans les changements
observés au niveau racinaire (Martin-Rejahal, 2011 ; Abretet al, 2014). Dans un premier
temps, il serait envisageable d’analyser I'effeR#faFuc sur la répartition des hormones dans
la racine en utilisant des lignées mutantégabidopsiscontenant un gene rapporteur témoin,
telles que les lignées DR5 :: GUS ou GH3 :: GUSrp@auxine (Ulmasovet al, 1997 ;
Bierfreundet al, 2003), EBS :: GUS pour I'éthyléne (Stepaneval, 2007). Dans un second
temps, la modification des balances hormonales rpbuétre quantifiée en dosant les
principales hormones de croissance par spectrardgrmasse (Edlurat al, 1995 ; Forcagt
al., 2008). Ces régulations hormonales peuvent avoidigifférents niveaux, leur biosynthese,
leur perception, leur transport ou encore leur da@dransduction peuvent étre altérées. Ainsi,
une analyse transcriptomique par RT-gPCR des petraitées permettrait de suivre le profil
d’expression de genes codant pour des protéinekgumps dans chacune de ces étapes et
d’identifier celles qui impliquent la modificatiate I'architecture racinaire sous traitement au
2F-Fuc.

4. Une fonction du bore a reconsidérer ?

Dans notre étude, le phénotype racinaire est drepastauré par ajout de bore méme lors
de I'inhibition de la synthese du RG-Il provoquée |@ 2F-Fuc. Faudrait-il reconsidérer le role
du complexe bore-RG-Il ? D’une part, une voie dgnalisation pourrait découler de la
proportion de RG-II lié au bore pour réguler I'éation cellulaire, impliquant les hormones
de croissance, comme il a recemment été évoquélalaesue de Funakawa & Miwa (2015).
D’autre part, la forme dimérisée du RG-II, impligu#ans le maintien des propriétés physiques

de la paroi, sert de stockage du minéral, qualuiait un réle supplémentaire a envisager. Enfin
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le bore pourrait se lier a d’autres molécules aqsgegectines, ce qui a été suggéré pour des
glycolipides ou encore des glycoprotéines au nive&awroupementsis-diol (Brown et al,
2002 ; Wimmetet al.,2009), attribuant un réle du bore dans I'intégnitémbranaire. Ainsi, il
serait possible de suivre I'approche expérimertal¢oxeuret al.(2014) menée sur les GIPCs.
Lorsqu’'un extrait de GIPCs est traité par un méamgytanol/eau, une couche trouble
caractéristique de ces lipides se forme. Cettetmest d’autant plus importante lorsque les
cellules sont cultivées en condition de carenckaa ce qui témoigne d’une solubilité accrue
de ces glycolipides due a I'absence de bore. Siailement des cellules au 2F-Fuc favorise la
solubilité des GIPCs, ceci traduirait que I'analedworé du fucose perturbe aussi la structure

de la membrane en inhibant I'association des GHREs le bore.

A sa fonction primaire de stabilisateur des stmegfumembranaires et pariétales,
s’ajouterait un réle modulateur de I'interactionfdeteurs de transcription avec leur géne cible
(Gonzalez-Fontest al, 2008) pouvant impliquer des intermédiaires poptés. Par exemple,
de nombreux processus physiologiques font intervienprotéine 14-3-3 qui agit sur des
protéines phosphorylées (de type facteurs de trigtisn, canaux ioniques, kinase...) en
modifiant leur activité, leur stabilité, leur confieation ou encore leur localisation (Denisn
al., 2011). Il a été suggéré par Gonzales-Fogttat (2014) que le calcium couplée a la protéine
calmoduline pouvait étre le senseur de la conceémtrantracellulaire en bore et déclencher
plusieurs voies de transduction.

Cette derniére hypotheése qui implique le bore darsignalisation cellulaire ouvre une
perspective considérable dont les limites sonticilés a définir, car ces facteurs de
transcription peuvent étre impliqués dans de nombpeocessus que ce soit dans la régulation

des propriétés meécaniques de la paroi, la régulatkola balance hormonale.Eig. 41).
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Figure 41: Rdle structural du bore dans la paroi cellulaire et modele
hypothétique du bore en tant que molécule signal dans les cellules racinaires.

A. @ Le bore présent dans le sol entre dans la cellideptransporteur NIP5 ;1 (Takarb

al., 2006). @ Puis, une partie du bore va entrer dans les Mésiote sécrétiovia le
transporteur BOR2 ou il va permettre la dimérisati@ monoméres de RG-1l (Minet al,
2013 ; Chormovat al, 2014a). Le RG-II dimérisé est sécrété vers laipau il renforce la
rigidité pariétale et permet d'y stocker le bore.d&rnier stabiliserait d’autres molécules de la
paroi telles que des glycoprotéines, et des lipitelks membrane tels que les GIPCs (Wimmer
et al, 2009 ; Voxeuet al, 2014).€) Le bore intracellulaire régulerait I'interactioasifacteurs

de transcription avec leur gene cible au niveauéaire soit seul, associé a des protéines ou
soit par lintermédiaire de messagers secondaireeGsoie reste hypothétiqu€l) La
croissance de la cellule, l'architecture racinatde métabolisme pariétal sont modulés en
réponse a I'état de rigidité pariétale et en répans< genes transcrits selon I'état nutritionnel
de la cellule.B. @ Lors d’'une carence en bore, la concentration ae buracellulaire ne
permet plus la dimérisation du RG€) et des autres molécules, ce qui va entrainer un
relachement de la paroi. La liaison des facteurnsatescription avec leur gene cible n’est plus
inhibée par le bore ou ses messagers second@rpsrmettant une réponse de la cellule aux
changements des propriétés meécaniques de la pat@idapter la morphologie de I'organe a
un état de carence. KFTr : facteur de transcription activateur/répressemRG-II
monomere de RG-Il ; dRG-II : dimére de RG-II ; B@#tB(OH)s : acide borique ; PM :
membrane plasmique ; SV : vésicule de sécrétionéi8a constitué d’apres Gonzalez-Fontes
et al. (2008) et Miweet al. (2013).
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ANNEXES

Liste des amorces utilisées

1. PCR
Nom Amorce sens Amorce antisens
sia2-1 5'-GCAAATGGTTTGGGACTACAA-3’ 5-TGTTTCAGGAAG@CCAATG-3’'
LBb1.3 5-ATTTTGCCGATTTCGGAAC-3'
sia2-2 5-CGCAGCGTTTTATAAAGTGAAA-3’ 5'-ACAAGCATGGGACAATGATG-3’
LB2 5-GCTTCCTATTATATCTTCCCAAATTACCAATACA-3’
PPE50 5-GGATGGAAAAATGGATCACC-3'

pBl1101.3 5-GCGAGAAAGGAAGGGAAGAAAG-3’

2. qPCR
Nom Amorce sens Amorce antisens
SIA2-1-flanking  5-CAAATGGAAAGATCCCAAGTCTGG-3 5'-CCCATCCATTTGGTAAGGCA-3’
SIA2-2-flanking  5-CCTGGAAATCACGAAGCTGA-3' 5-GACTGTAGAGATTAGAGACGC-3’
SIA2-3'UTR 5-GCGCCATTGTTAGGAGTTGA-3 5-GCTTTGTTCTCTTTCAGTCCTCT-3'
At3g28750 5-AGGCGATGGTTATTGCACAAGC-3’' 5-TGCCCAACTAACAGCGAGGTC-3'
At3g57690 5-AAGAAGATTGCTTGCGGTGTGC-3’ 5-AAAGAGCCAGAGCTGGCAACG-3’
At5g59370 5'-GCAGATGTGGATTGCGAAAGCAG-3’ 5-CCGTCTTGTTTGGTGATCTTAGG-3
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Protocole 1.

Category by field: Plant Science > Plant cell biology > Cell staining

Category by field: Cell Biology > Cell imaging > Fixed-tissue imaging
Category by field: Cell Biology > Cell imaging > Fluorescence

Category by organism: Plants > Arabidopsis > Pollen > Morphology

A simple protocol for the Immunolabelling of Arabid opsis Pollen Tube Membranes and Cell
Wall Polymers
Marie Dumont!, Céline Cataye?, Arnaud Lehner?!, Eric Maréchal?, Patrice Lerouge?, Denis Falconet?*

and Jean-Claude Mollet!*

ILaboratoire de Glycobiologie et Matrice Extracellulaire Végétale (Glyco-MEV) EA4358, Normandy
University, University of Rouen, Institut de Recherche et d'Innovation Biomédicale, 76821 Mont-Saint-
Aignan, France; Z2Laboratoire de Physiologie Cellulaire Végétale, CNRS-(UMR5168)/INRA-
(UMR1200)/Université Joseph Fourier-Grenoble 1/CEA-IRTSV, 38054 Grenoble Cedex 9, France

*For correspondence: denis.falconet@cea.fr; jean-claude.mollet@univ-rouen.fr

[Abstract] The pollen tube, a fast tip-growing cell, is an excellent model to study membrane and cell
wall biosynthesis. The method describes a simple protocol using an easy to use device to perform
immunofluorescence labelling of pollen tube membrane and cell wall. The use of the NucleoSpin column

to perform all the steps of the immunolabelling procedure results in obtaining more intact pollen tubes.

Materials and Reagents

1. Arabidopsis day-O flowers according to Boavida and McCormick (2007). Choose the last
inflorescence buds opened at the top of the inflorescence stem. The stamen must not be higher

than the stigma.

2. Fetal Bovine Serum (FBS) (Sigma-Aldrich, catalog number: FO804)

3. Goat serum (Sigma-Aldrich, catalog number: G9023)

4. Saponin (Sigma-Aldrich S4521)

5. Primary antibody against plant cell wall polysaccharides/glycoproteins
(http://lwww.plantprobes.net or http://www.ccrc.uga.edu/~carbosource) or

digalactosyldiacylglycerol (DGDG) prepared in the laboratory using purified DGDG as antigen.
6. Secondary antibodies conjugated to Alexa Fluor 488 (Life Technology, cat number: A-11008)
or Fluorescein isothiocyanate (FITC) (Sigma-Aldrich, cat number F0382)

7. Arabidopsis pollen germination medium (PGM) (see Recipes)
8. 1x Tris-buffered saline (TBS) (see Recipes)

9. Fixation solution (see Recipes)
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10. Calcium- and magnesium-free Dulbecco's phosphate-buffered saline (CMF-DPBS) (see
Recipes)

11. Blocking buffer 1 (see Recipes)

12. Blocking buffer 2 (see Recipes)

Equipment

Pair of tweezers

Olympus CK2 inverted microscope

Microscope Zeiss AxiObserver Z1

Syringe Filter PVDF 33 mm 0.2 um

Microcentrifuge (VWR™ Galaxy 14D)

NucleoSpin® Plasmid Binding Columns (Macherey-Nagel, catalog number: 740588.50), but

L T o

columns of any other kits (Genejet or PureLink) may be used.

Incubators at 22 °C and 30 °C

8. Parafilm®

9. Confocal Microscope TCS-SP2 operating system (Leica) and microscope Leica DMI6000B with
a DFC450 C camera with FITC filter (absorption, 485-520 nm; emission, 520-560 nm

~

wavelengths

Procedure

A. Invitro Arabidopsis pollen tube growth and fixation
Note : See also the protocol available at http://www.bio-protocol.org/e7.3However we advice to use
the conditions detailed in the following protocol (number of flowers, PGM volume, temperature) to
enhance the reproducibility.
1. Grow Arabidopsis pollen in vitro according to the method described by Boavida and McCormick
(2007).
a. Harvest 40 freshly open Arabidopsis thaliana flowers (morning is the best) using a pair of
tweezers.
b. Submerge in 1 ml of PGM in a 1.5 ml Eppendorf tube.
c. Shake the tube vigorously manually and with a vortex for 5 min to release the pollen grains
from the anthers.
d. Check the pollen number density with an inverted microscope.
e. Remove all the flower debris with a pair of tweezers.
f. Spin-down the pollen suspension using the microcentrifuge at 3,200 x g for 7 min (a
yellowish pellet should be visible).
Remove the supernatant by pipetting.
h. Add 250 ul of PGM and resuspend the pellet.
i. Place the tube horizontally in the incubator at 22 °C in the dark for 6 h.
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j.  After 6 h, check for pollen germination and pollen tube growth with the inverted microscope

(Figure 1).

Figure 1: 6 h-old Arabidopsis pollen tubes. Note that the pollen grain density i s important to

obtain good pollen germination rates.

B. Pollen tube fixation and immunolabelling

Note: The protocol described below is adapted from Botté et al. (2011) and Dumont et al. (2014) for
pollen membrane and pollen cell wall labelling respectively. Medium can be removed either by aspiration
by connecting the NucleoSpin® Plasmid Binding Column to a vacuum such as a water aspirator (Figure
2) or by centrifugation at 300 x g for 1 min in a microcentrifuge. In the aspiration method, the flow-
through is discarded and the germinated pollens present on the silica membrane are gently resuspended
in the appropriate buffer. Although very similar the two protocols differs with an additional
permeabilization step for pollen tube membrane labelling (step 4) and the use of different buffers (Figure
4). Buffers used for the cell wall labelling (Dumont et al., 2014) are written between parentheses.

Figure 2. NucleoSpin ® Plasmid Binding Columns connected to a hose for as piration

1. Pollen tubes in PGM were mixed (v/v) with a fixation medium containing 5% methanol-free
formaldehyde in TBS buffer (or 5% formaldehyde in the fixation solution). Pollen tubes are
incubated overnight at 4 °C before use (do not store the pollen tubes longer than 1 month).

2. Transfer the pollen tubes solution on a NucleoSpin® Plasmid Binding Column held on a

collection tube, under the fumehood.
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Note: All transfer and all washing steps described below are performed with a tip cut 0.5 cm
from its extremity to avoid pollen tube damages (such ready to use wide bore pipet tips are
available here: http://www.thomassci.com/Supplies/Pipettor-Tips/_/200I-Clear-Wide-Bore-
Pipet-Tips?q=Wide%20Tip%20Pipet or http://catalog2.corning.com/LifeSciences/en-
US/Shopping/ProductDetails.aspx?productid=T-205-WB-
C%?28Lifesciences%29&categoryname=).

Remove the medium by aspiration or centrifugation and wash three times with 100 ul TBS buffer
(or CMF-DPBS, both filtered at 0.22 um using a syringe filter). Pollen tubes are gently
resuspended in the buffer by pipetting up and down and the buffer is removed by
aspiration/centrifugation.

Seal the bottom of the column with parafilm® and add 100 pl 0.002% saponin in TBS for 15 min
for pollen membrane permeabilization (skip this step and the next one for the cell wall
immunolabeling).

Remove the medium by aspiration/centrifugation.

Seal the bottom of the column with parafilm® and incubate the pollen tubes with 100 pl blocking
buffer 1 (or blocking buffer 2), freshly prepared, for 1 h.

Remove the blocking buffer by aspiration/centrifugation.

The cell wall labelling requires three washes with CMF-DPBS as explained in step B3 (Skip this
step for the membrane immunolabelling).

Seal the bottom of the column and add 50 pl of primary antibody 1:10 dilution DGDG-specific
rabbit serum in TBS-1%FBS-0.002% saponin and incubate 1 h at room temperature (or for the
cell wall labelling: 1:20 primary antibody in CMF-DPBS overnight at 4 °C). Negative controls are
prepared by omitting the primary antibody.

Wash three times with TBS-1% FBS-0.002% saponin (or CMF-DPBS) as explained in step B3.
Seal the bottom of the column and add 50 pl 1:500 dilution Alexa secondary antibody in TBS-
1%FBS-0.002% saponin and incubate 1 h at room temperature (or for the cell wall labelling:
FITC-coupled secondary antibody 1:50 dilution in CMF-DPBS for 2 h at 30 °C).

Note: From this step, keep the tubes in the dark in aluminum foil.

Wash four times in TBS-1% FBS-0.002% saponin and a final wash with TBS (or five times with
CMF-DPBS) as explained in step B3.

In order to recover the pollen tubes, resuspend them by adding at the top of the column 100 pl
of TBS (or water) and by pipetting up and down several times with an enlarged tip and transfer
the solution which contains the pollen tubes on a microscope slide with a cover slip. Figure 3
shows the confocal images showing the results of immunofluorescence labelling of Arabidopsis
pollen tubes with anti-DGDG. Figure 4 gives an overview of the method for the membrane or

cell wall immunolabelling of pollen tubes.
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Figure 3. Arabidopsis pollen grains were germinated for 6 h, pollen tube s were fixed and the

pollen tube membrane immunolabelled with anti-DGDG antibodies. Alexa 488 was excited using

the 488 nm line of an argon laser and fluorescence was collected between 500-539 nm. Superposition

of control red autofluorescence induced by excitati on at 543 nm laser is also shown.

Wash | Membrane : Blocking Ist Antibody
x3 permeabilization 1h r
15 min g : 1h, RT i
2 Cahy \ Blocking in TBS-1%FBS-
. Aspiration LS ,bUffe.M Aspiration Q'OOZ% »se.lponlnb
‘\ - or ﬁ f or f
300xg - - 300xg -
1 min 1 min
CMF- Blocking 16 h, 4°C
DPBS in CMF-
buffer 2 Wash x3 |nDPBS
(CMF-DPBS)
Wash 1i"d Antibody Wash
x3 2 h, 30°C x5
, — 1h, RT ! s
TBS-1%FBS- in TBS-1%FBS- : TBS-1%FBS-
© 0.002% saponin : :0.002% saponin i 0.002% saponin :
Aspiration _ Aspiratiori — ‘ Aspiration ‘ _— ‘
or ‘ 7 or L‘V or = Resuspend
L | N\ kel  iTBS
S H & H & e |
300xg L 4 300xg @ 300xg o H.O
» . . 2
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CMF- in CMF- OMP-
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Figure 4. Schematic representation of the sample pr  eparation for Arabidopsis pollen tubes

plasma membrane and cell wall immunolabelling. Green dashed box indicates special step or buffer

for plasma membrane labelling whereas blue dashed box points out the steps for the cell wall labelling.
The picture at the bottom of the image shows a pollen tube labelled with an anti-rhamnogalacturonan-Ii
(a pectic motif) antibody developed by Matoh et al.,(1998) using a microscope Leica DMI6000B
equipped with a DFC450 C camera (FITC filter: absorption, 485-520 nm; emission, 520-560 nm

wavelengths).
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Recipes

1. Arabidopsis Pollen Germination Medium (PGM)
5 mM CaClz
0.01% H3BOs
1 mM MgSOa4
5 mM KCI
10% (w/v) sucrose
pH 7.5
2. 1x Tris-buffered saline (TBS)
50 mM Tris-HCI
150 mM NacCl
pH 7.4
3. Fixation solution
100 mM PIPES buffer pH 6.9
4 mM MgSOQOa4 7H20
4 mM EGTA
10% (w/v) sucrose
5% (v/v) paraformaldehyde
4. Calcium- and magnesium-free Dulbecco's phosphate-buffered saline (CMF-DPBS)
137 mM NacCl
2.7 mM KClI
7 mM NazHPO4 7H20
1.5 mM KH2PO4
pH 7.2
5. Blocking buffer 1
1x TBS
5% (w/v) FBS
5% (w/v) goat serum
0.002% Saponin
6. Blocking buffer 2
137 mM NacCl
2.7 mM KClI
7 mM NazHPO4 7H20
1.5 mM KH2PO4
pH 7.2
3% fat-free milk

Note : It is better to filter at 0.22 um using a syringe filter all the washing solutions.
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Protocole 2.

Category by field: Plant Science > Plant biochemistry > Carbohydrate
Category by field: Biochemistry > Carbohydrate > Polysaccharide

Category by organism: Plants > Arabidopsis > Pollen >carbohydrate

Analysis of Sugar Component of a Hot Water Extract from Arabidopsis thaliana Pollen Tubes
using GC-EI-MS.
Marie Dumont?, Arnaud Lehner?, Corinne Loutelier-Bourhis?, Jean-Claude Mollet! and Patrice

Lerouge!*

ILaboratoire de Glycobiologie et Matrice Extracellulaire Végétale (Glyco-MEV) EA4358, Normandy
University, University of Rouen, Institut de Recherche et d'Innovation Biomédicale, 76821 Mont-Saint-
Aignan, France; 2Normandie Université, COBRA, UMR 6014 et FR 3038, Université de Rouen, INSA
de Rouen, CNRS, IRCOF, 1 rue Tesniére, 76821, Mont-Saint-Aignan Cedex, France.

*For correspondence: patrice.lerouge@univ-rouen.fr

[Abstract] Extraction with hot water is the oldest and simplest method used to recover pectin from an
alcohol insoluble residue extract, although this method has not been widely used for the cell wall analysis
of pollen tube, a model used to study cell wall. This protocol described this method applied for pectin
extraction from 6 h-old Arabidopsis pollen tubes followed by a sugar composition analysis by gas

chromatography mass spectrometry.

Materials and Reagents

1. Arabidopsis day-0 flowers according to Boavida and McCormick (2007)

2. Absolute ethanol for analysis (Merck Millipore, catalog number: 107017)

3. Trifluoroacetic acid 12.93N (TFA) (Sigma-Aldrich Reagent Plus®, catalog number: T62200)

4. Myo-inositol 2 mM (Sigma-Aldrich, catalog number: 15125)

5. Methanolic-HCI 3N (Sigma-Aldrich, catalog number: 33051 Supelco)

6. Methanol (Fisher chemical, catalog number: 10010280)

7. Silylation reagent (HMDS:TMCS:Pyridine, 3:1:9 Sylon™ HTP) (Sigma-Aldrich, catalog
number: 33038 Supelco)

8. Cyclohexane (Acros Organics, catalog number: 279590010)

9. Arabidopsis pollen germination medium (see Recipes)

10. Monosaccharides standards
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Arabinose (Sigma-Aldrich, catalog number A3256)

Fucose (Sigma-Aldrich, catalog number F8150)

Galactose (Sigma-Aldrich, catalog number G0750)
Galacturonic acid (Sigma-Aldrich, catalog number 857289)
Glucose (Merck Millipore, catalog number 8337.0250)
Glucuronic acid (Sigma-Aldrich, catalog number G8645)
Mannose (Sigma-Aldrich, catalog number M4625)
Rhamnose (Sigma-Aldrich, catalog number R3875)
Xylose (Sigma-Aldrich, catalog number X2126).

Equipment

Inverted microscope Olympus CK2

Centrifuge Allegra® X-15R Beckmann Coulter

Hot-water bath (70 °C and 90 °C)

40-ml glass potter homogenizer

Freeze-dryer

Incubator (22 °C, 80 °C and 110 °C)

Sample concentrator under air flow (Techne, catalog number: FSC400D)

GC-EI-MS instrument is composed of a Zebron Z5-MSi (30 m, 0.25 mm id, 0.25 pm film

© N o o0k~ wDdE

thickness, Phenomenex) capillary column for chromatographic separations, a Hewlett-Packard
6890 series gas chromatograph coupled to an Autospec mass spectrometer of EBE geometry
(Micromass, Manchester, UK) equipped with a Opus 3.1 data system

9. 1.5 ml Eppendorf tube

10. Vortex

11. Pair of tweezers

12. 50-ml Falcon

13. Microliter syringe (10 pL, Hamilton)

Procedure

A. Invitro Arabidopsis pollen tubes growth and fixation

The protocol described below is similar to the one available at http://www.bio-protocol.org/e1131 with

several differences.
1. Grow in vitro Arabidopsis pollen according to the method described by Boavida and McCormick
(2007).
a. Harvest 40 freshly open Arabidopsis thaliana flowers (morning is the best).
b. Submerge in 1 ml of pollen germination medium in a 1.5 ml Eppendorf tube.
c. Shake the tube vigorously manually and using a vortex for 5 min to release the pollen grains
from the anthers.
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Check the pollen density with an inverted microscope.

Remove all the flower debris with a pair of tweezers.

Spin-down the pollen suspension at 3,200 x g for 7 min (a yellowish pellet should be visible).
Remove the supernatant.

Add 250 pl of pollen germination medium and resuspend the pellet.

Place the tube horizontally in the incubator at 22 °C in the dark for 6 h.

After 6 h, check for pollen germination and pollen tube growth with the inverted microscope
(Figure 1).

2. Fix the pollen culture by adding 750 ul absolute EtOH (final concentration 75% EtOH) and keep

at 4 °C (no longer than one month).

Note : Around 90 pollen cultures (3,600 flowers) are needed for the detection of minor sugars such

as the Kdo (2-keto-3-deoxy-D-manno-octulosonic acid), one of the constituents of

rhamnogalacturonan-1l (RG-II). For other major cell wall components, pollen tubes from 400 flowers

are generally sufficient.

Figure 1: 6 h-old Arabidopsis pollen tubes. Note that the pollen grain density i s important to

obtain a good germination rate.

B. Pectin extraction and analysis

1. Hot water pectin extraction:

a.

Pool all the pollen cultures in a 50-ml Falcon® tube and centrifuge at 4,700 g for 5 min.
Repeat the centrifugation step if the total volume of the pollen cultures exceeds 45 mL.
Discard the supernatant and wash with 15 mL EtOH 70% to remove salt and sucrose from
the germination medium.

Incubate in hot-water bath at 70 °C for 15 min.

Grind the material manually with a 40-ml glass potter homogenizer until no debris are visible.
Centrifuge at 4,700 x g for 5 min and discard the supernatant.
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Allow the pellet to dry until no supernatant is visible (it might take no more than 2 h using a
stream of dry air).

Resuspend the pellet in 5 ml distilled water.

Incubate in a hot-water bath at 90 °C for 1 h.

Centrifuge at 4,700 x g for 5 min.

Freeze-dry the supernatant. No liquid must be visible (it might take one day).

2. Sample preparation for gas chromatography analysis:

Notes: Glassware tubes are preferentially used for the sample preparation. A standard
sample containing the most common cell wall monosaccharides (Ara, Fuc, Gal, GalUA, Glc,
GIcUA, Man, Rha, Xyl) is prepared at the same time without the TFA hydrolysis step.
Hydrolyze the extract with 250 pl TFA 2N (see recipes) for 2 h at 110 °C.

Add 50 pl of myo-inositol 2 mM in the sample. Myo-inositol is used as an internal standard.
Perform a methanolysis for 16 h at 80 °C using 250 pl of dried 1 M methanolic-HCI (dilute
the 3 M stock solution with methanol).

Wash the sample twice using 500 pl methanol.

Convert the methyl glycosides into their trimethylsilyl derivatives at 110 °C for 20 min with
200 pl of the silylation reagent (HMDS: TMCS: Pyridine, 3:1:9, Supelco).

Wash twice the sample using 500 pl cyclohexane.

Note: Air dry the sample using a stream of dry air with a sample concentrator between each

step (a nitrogen flow can be used as well). Add 1 ml cyclohexane and vortex the tube.

3. Monosaccharides analysis:

a.

Inject 0.5 pl of the sample in the GC-EI-MS instrument, using a 10 pL syringe, in splitless
mode. Helium is the carrier gas and the flow-rate is 0.8 ml/min.

Start the temperature programming at 120 °C for 2 min, ramp to 160 °C at 10 °C/min, then
to 220 °C at 1.5 °C/min and finally ramp to 280 °C at 15 °C/min (maintain at 270 °C for 1
min). The temperatures of the injector, the interface and the lines are 250 °C. Record the El
mass spectra using an electron energy of 70 eV, an acceleration voltage of 8 kV and a
resolving power of 1,000. The trap current of 200 pA and the magnet scan rate is 1 s/decade
over a m/z range 600-38. The temperature of ion source is 250 °C.

The data are processed with the software STAR Workstation Varian 5.52. First of all, it is
important to check that peak and peak areas (A) are assigned correctly for each spectrum
by comparing with the standard sample before proceeding. The response factor (Ry) for
each monosaccharide has been determined previously by calibration of the instrument for
each standard sugar. Peak area is integrated on the total chromatogram for each sugar and

for the internal standard (inositol). The amount of each sugar is calculated by the formula:

|inositolconcentraonx peakarea(x)) + inositol peal]

(Rf(%)

Sugar concentration (X) =

Figure 2 gives an overview of the complete protocol.
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Figure 2. Schematic representation of the protocol for sugar composition of a hot water

extract from Arabidopsis thaliana pollen tubes

Recipes

1. Arabidopsis thaliana pollen germination medium:
5 mM CaClz
0.01% H3BOs
1 mM MgSOa4
5 mM KCI
10% (w/v) sucrose
pH 7.5
2. Trifluoroacetic acid (2N)
0.15 volume of Trifluoroacetic acid 12.93N (see reagents)
0.85 volume of fresh distilled water
Note: use glassware.
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