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Pré-requis:

* Precédemment: Cours métabolisme primaire M1
BIP

* Notions de biologie moléculaire des plantes



Obijectifs du cours:
* Distinction métabolites primaires/spécialisés

e Connaitre les différents types d’analyses des MS
(destructifs, non destructifs)

* Connaitre les outils moléculaires d’identification
des MS



Plan de cours

Introduction: Métabolisme primaire vs secondaire
1. Les MS des végétaux
2. Moyens de détection des MS des végétaux

3. Identification des MS des végétaux: moyens génétiques et
intégratifs

4. Amélioration par ingénierie métabolique

Conclusion



Introduction
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e Inward-oriented: Essential for the
viability of the cell: growth, development,
reproduction

e Highly conserved among plants

Specialized (secondary) Metabolites
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e Outward-oriented: Necessary for the
viability of the organism within its
environment

e High variability within species



1. Les MS des végétaux

Genera
in NCBI

Land plants 15,573
LALEL 2,206

Bacteria 3,980

Arthropods 41,922

—>Nombreuses applications: médicaments, cosmétologie,

agriculture...

Les végétaux comme source de MS

Example of
well-studied

genus
Brassica
Laurencia

Aspergillus

Pseudomonas

Drosophila

Specialized

metabolites
isolated from

this genus
349
902

318

Total:

Extrapolated
number of
specialized
metabolites

~5,400,000
~2,000,000

~1,500,000
~1,300,000

~4,400,000

~18,000,000

8000
Chemicals

20,000
Chemicals

20)0),0)0)0)

ChEmMIcals

The Pyramid of Life

- Métabolomique = toute I'étude du métabolome

Medema et al. (2021) Nature Reviews Genetics 22, 553-571

All Mammals

All Microbes

All Plants



1. Les MS des végétaux

Spécifiques utilisations des MS en agriculture .
Translational

ﬁ/lodel plants: biology \
Arabidopsis, Brachypodium,

Physcomitrella, Rice, Nicotiana

Crops:
v'Maize, wheat, rice, barley, Miscanthus

v"Melon, cucumber, tomato, pea, linus
VCamelina, rapeseed, medicago, )

[Strong innovative axes for green \

biotechnology

v' Genetic improvement

v Biomass production: lipids,
lignocellulose, plant proteins
Secondary metabolites synthesis

v
\\/ Stress adaptation )




1. Les MS des végétaux

- MP:
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1. Les MS des végétaux

Les différentes classes de MS: les dérivés d’acide gras

Polycondensation d'unités en C2

~ Sugar

I
Sugar

(erythromycin A)

— Antibiotiques (médicaments)



1. Les MS des végétaux

Les différentes classes de MS: les composes aromatiques

Les Composés aromatiques

O Flavone

- Phénols: tanins, coumarines, lignines, flavonoides

Exemple: tanins, défense contre les herbivores (gazelles/acacias)
Flavonoides: attractivité des insectes polinisateurs



1. Les MS des végétaux

Les différentes classes de MS: les terpénoides et stéroides

)\-f/” 2 O meiogynine A

C,, = 6 unités isopréne

unité isopréne
COOH

—->molécules a nombre de carbones multiple de 5 provenant de la
condensation d’unités isoprenes

Les terpénoides sont pour la plupart des anti-herbivores. lls ont des
effets différents selon la plante, ils peuvent provoquer des convulsions,
des allergies de la peau et ils ont un goGt amer. lls sont également
utiles au développement de la plante (ex : gibbérelline = hormone
végétale)



1. Les MS des végétaux

Les différentes classes de MS: les terpénoides et stéroides
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FAGURE 1 | Triterpenoid biosynthetic pathway. After the cydization of 2,3-oxidesqualene catalyzed by OSC, a tnterpenasd undergoes vanous modifications
including P450-catalyzed oxidation and UGTcatalyzed glycosylation. Blue arrows, OSCcatalyzed steps; red amows, P460-catalyzed steps; green amows, additional
modifications induding UG Tcatalyzed steps.

S. Sawai and K. Saito, Triterpenoids biosynthesis and engineering plants, www.frontiers.org, 2011, 2, 1-8

- Une tres grande diversité des MS




1. Les MS des végétaux

Les différentes classes de MS: les composes azotés ou alcaloides

CHj,

Héroine

—Le principal role des alcaloides est de défendre la plante contre

les mammiferes et les insectes.
Chez les « Lupinus » et « Delphinium » : alcaloides entrainant des

syndromes neurologiques, des vomissements ...

Chez les Solanacées : alcaloides toxiques qui entrainent la
formation de pores dans les membranes



1. Les MS des végétaux

Une étude multi échelle des MS: de la cellule a la population

(b) Localization of specialized metabolites

Organ specificity SGAs in Solanaceae

Flavonols in tea
Phytosterols in fenugreek

Lupane and oleanane
triterpenes in Lolus

Tissue and cell specificity

Avenacin Soyasaponin Sesquiterpenes,
(root epidermis) (outer cortex) flavonols (glandular
frichomes)
Flauunmd glucosides
(inner cortex)
Oat root Soy nodule Tomato leaf

A Pichersky et\al. (2006) Sciengefd11, 808-811.

100 pm

Fig. 3.

Localization of storage and synthesis of PVs. (A) Conical cells on the surface of snapdragon
petals synthesize and emit terpenes and benzenoids. (B) Glands of Cistus creticus, a shrub

native to Crete, are rich in volatile and nonvolatile terpenes.

(C) Subcellular compartmentation

Organelle-specific

(I:arotenoids Triterpenes
@t R )
@™ ~ @
€ “
Plastid Cytosol
Vacuole
& j
|l
Anthocyanins,
cyanogenic glucosides

(Garagounis et al., 2021)



1. Les MS des végétaux

Une étude multi échelle des MS: de la cellule a la population

Secretory disc cells
Stem region

Stalked glandular trichome

Trichomes
—=>THC

C

T " Other defense
% compounds
Polyisoprene units

Laticifers

Vascular tissue

Cellules sécrétrices de la
tige, relarguage en cas de
blessure
- Latex

r'e

Indole-3-pyruvate ~ Phenylalanine
7 3

i \PALY
‘\\ IAA (auxin) ,° Cinnamate
, v
1+ Phenylpropanoids

Anthranilate «— Chorismate

Y A
Tryptophan Phenylpyruvate
Trp-AT ¢

Mediator

Cellules de la feuille,
relarguage en cas de
blessure
—>Glucosinolate

(Wengetal., 2021)



1. Les MS des végétaux

Les MS jouent un role déterminant dans I’'adaptation des plantes a
leur environnement

Defense & T Attraction &
Competition o e Stimulaton
’ S

Défense

Herbivores: tanins

Micro-organismes: composés
antifongiques, antimicrobiens

Repqnse aux stress , % v,,,,
abiotiques s 2

I Abiotic Stress ]

Communication des plantes

Herbivorie par les larves de lépidoptéres

Plante insecte: pollinisation, repellent
Aggressionl

r 4

Plante microorganismes: mycorrhize,
rhizobium / pathogénes

Plante-Plantes: VOCs et GLFs

&

Composés volatils __ \ °

Schnee et al., PNAS 2006, 103, 1129



2. Moyens de detection des MS
des végétaux

Tool

Action

Destructive
method?

Scale

Targeted mass
spectrometry, HPLC,
GC-MS

Untargeted mass
spectrometry

Mass spectrometry
imaging

Fluxomic
Fluorescent biosensors

NIRs, Multi-spectral
analysis

GC-MS/MS

Absolute quantification.
With a priori

Semi quantification.
Without a priori

Vizualisation / Semi
guantification

Identification pathways
Detection of metabolites

Vizualisation

Detection of volatiles

Yes

Yes

Yes

Yes
No
No

No

Extract/Pool level to
single cell

Extract/Pool level

Tissue to cell levels

Individual
Tissue to cell levels

Individual to population

Individual to population




2. Moyens de detection des MS
des végétaux

Métabolomique ciblées vs non ciblée

Wil I

| J,
10 20 30 40 S0 60 7O 80 90 100
iz

v’ Sampling (seed, fruit, leaves...) v/ Metabolites detection
* GC-MS : volatile compounds

* HPLC- Chromatography + detector e.g. UV (phenolic), MS
* NMR — Hydrogen coumpounds detection
* Solvants * LC-MS/NMR

v' Extraction
* Distillation

v/ Data analysis



2. Moyens de detection des MS
des végétaux

Analyses ciblées = Detection d’un spécific set/metabolites

Example: Quantification de carotéonoides et chlorophylles chez le pois en lien avec la perte de la longévité des

graines
= 30 I
Seed coat g center periphery 14 | g-carotene
25 30 b 12
+ o+ = = o b
2 20 10
QOO : . "
; 15 ) b g ; b b 100 : :’VTb'51
e QO@@ 9| ° o & fs
8 b 10 2 4 2 80 @ Psabi5-2
9o 5 a a = 2 a o~ \ P i5-3
. ‘ WT 1 2 3 WTr 1 2 3 ° WT 1 2 3 S 60
3 Ps-abi5- Ps-abi5- 2 Psabi5- @ \
. o - £
Psabid=3 g 14 | center 14 | periphery |, O g | lutein E 40 \
e |4 o 12 12 b b [ N
y \ g0 10 b 20 a a O 20 b
| o 8 8 15 a i\»\
- i 8 b 6 0 1 1 1 = . o
§ 4 b b 1.l e " 0 15 20 25
S 2t a 2 5 D
ays of storage
S o 0 0 ys 9
WT 1 2 3 WT 1 2 3 WT 1 2 3
Ps.ahi5. Ps.ahi5. Psabi5-

(Zinsmeister et al., 2016)



2. Moyens de detection des MS
des végétaux

Métabolomique ciblée: single cell analysis

Live Single-Cell Plant Hormone Analysis by Video-
Mass Spectrometry g

Takafumi Shimizu, Shinya Miyakawa, Tsuyoshi Esaki, Hajime Mizuno, Tsutomu Masujima,

Tomokazu Koshiba, Mitsunori Seo =& A

ABA and JA levels chez des feuilles en stress hydrique
- Extrait brut de feuilles: LC-MS/MS
- Analyses single cell: cell cut (nano ESI-tip); nanospray of

the cut cell with solvent coupled with ion source into
detector of mass spectrometer

https://doi.org/10.1093/pcp/pcv042



https://doi.org/10.1093/pcp/pcv042

2. Moyens de detection des MS
des végétaux

Métabolomique non ciblée

Statistiques

Metaboanalyst: FC,
p-val

* Chemrich analysis




2. Moyens de detection des MS
des végétaux

Example: UHPLC-QTOF MS analysis of semi dwarf barley genotypes

Retention Measured mSigma Molecular Metfrag Name Mode Fold change p-value
time (min) m/z formula IntCov (%) BW312/Bowman

Putatively identified

114 559.5199 2.64 CagHggMN202 - 2,5-Dimethyl-3,6-bis(tetradecylamino)-1,4-benzoquinone + -3.620 0.004041
10.6 200.20149  6.96 Cq2H25NO 5.94 Dodecanamide + -2.856 0.006011
945 11511185  2.71 C7H140 25.053 2-Heptanone or 4-heptanone + -2.847 0.003034
1017 22111739 1075  Cy3H1603 55.226 g;:ff&i;ﬁ;‘:ém’gfz’gj'methow-1 '2,3'4,5' 6 -hexanor- 5086 0.002676
10.18 203.10677 7.85 Cy3H19403 68.564 Tremetone + -2.207 0.003948

8.65 4212071 1287  CpHiOS4 - 1-[(2-Methyl-2-propanyl)sulfanyl]-1-{tris[(2-methyl-2- . ~2.186 0.003948
propanyl)sulfanyllvinyljcyclopropane

6.12 102.09145  2.99 CsH11NO - Pentanamide + 2.084 0.010128
1.59 97.02845 3.30 CsH403 - Furfural + 2.139 0.006011
9.13 24419131 0.46 Cqy3H25NO3 - N-undecanoylglycine + 2.391 0.006011

_ 2-{4-[(4-Methyl-1-piperazinyl)methyl]phenyl}-7-[(4-
11.95 53221237 | 12.59 CazHaoN505 phenoxyphenyl)amino]thieno[3,2-b]pyridine-6-carbonitrile N 2963 0.002700

092 171.01681 12.2 CyH10015; - 7H-adenine;2-amino-3,7-dihydropurin-6-one + 3.861 0.001745
Identified
7.80 189.11259  7.80 CgH1504 - Azelaic acid + 2471 0.002676

https://www.nature.com/articles/s41598-018-31593-1#Sec2



https://www.nature.com/articles/s41598-018-31593-1#Sec2

2. Moyens de detection des MS
des végétaux

Example Identification confidence Minimum data requirements

Level 1: Confirmed structure
by reference standard

MS, MS?, RT, Reference Std.

Level 2: Probable structure
a) by library spectrum match MS, MS?, Library MS?
b) by diagnostic evidence MS, MS?, Exp. data

I

i -

1

Ec:lnhj oY o8 Level 3: Tentative candidate(s) S MS2 q

E NP structure, substituent, class M3, M5, Exp. data
L

{ Level 4: Unequivocal molecular formula  MS isotope/adduct

{ Level 5: Exact mass of interest MS

Figure 1. Proposed identification confidence levels in high resolution mass spectrometric analysis. Note: MS” is intended to also represent any form of
MS fragmentation (e.g., MS®, MS").

Identifying Small Molecules via High Resolution Mass Spectrometry:
Communicating Confidence

Emma L. Scl'x)nt‘rianslcij*’Jr Junho Jeon, Rebelka Gulde,” Kathrin Fenner,”* Matthias Ruff,”
Heinz P. Singer,” and Juliane Hollender®"*



2. Moyens de detection des MS
des végétaux

Imagerie par spectrométrie de masse

1. Microprobe Approach

Computational Reconstruction

I.. for whole tissue
-

> ‘ m.-..
n'z; - -'
8 _.mz ‘Im.-'-'
o 1
bbb |

Individual Mass Spectra / ; v \

Sample discrete x.y locations per x.y location 1silico microdissection and image analysis

//-

n/s !
2. Microscope Approach -
Position and time S o

ive detect Computational
s bt Reconstruction

. K

; & "':/’”-‘. —> ' —
»y»_.nm‘_-‘-h‘:----- -~

Mass Spectra for Multiple Computational Reconstruction
whole Area Measurements for whole tissue

Sample wide areas

(Boughton et al., 2016) https://link.springer.com/article/10.1007/s11101-015-9440-2



2. Moyens de detection des MS
des végétaux

(b)

m/z 411.3832 m/z 425.3927 m/z 437.4049 m/z 441.3971 m/z 455.4103

—
Q
e

genotype
JiI92

-
c
v}
£
-
o

°
c
)

2

Dormant
genotype
Ji64

- Distribution spatiale des acides gras hydroxylés dans des téguments de graines de soja dormantes et non
dormantes

(Cechova et al., 2017)



2. Moyens de detection des MS
des végétaux

Métabolomique non ciblée non destructive: SepQuant DropletProbe

Description de I’équipement et de son usage : La sonde d’échantillonnage de surface par gouttelette et micro-
injection liquide (SepQuant DropletProbe) est un instrument qui se couple a un systtme UHPLC-HRMS.

Traditional Methodology
Sample Preparation

Grow on Solid Media

=N
‘ Extract ; ';.7 h
i ) - i,

D ~ r_—___;\
f \| 4 | 4

A
[@l
v /L]
Droplet Probe Methodology < .“‘; ._’i"-
= = Y e
(%) N = [j‘\\ — \ N
- << / ~V"' | ' v
Fungal Isolate . . ‘
o —
UHPLC HRMS Dereplication
and MS/MS Database/Software

Fig.1 For traditional screening of fungal cultures for drug discovery purposes, the initial analysis may occur after growing a fungal culture for
approximately 6-12 weeks (top). Using the droplet probe, the chemistry of cultures is evaluated much sooner and directly from the Petri dish
(bottom), opening the door for examining a suite of different growth conditions both readily and rapidly. Adapted from Sica et al.*®



2. Moyens de detection des MS
des végétaux

Elle est constituée (figure ci-contre) :

d’une caméra qui permet la localisation de
I’extraction et la mise en relation avec la
cartographie spatiale,

d’un capteur laser de surface permettant un
positionnement précis et automatique de
’interface liquide,

d’une seringue assurant la jonction liquide
avec 1’échantillon pour exftraction par
gouttelette et

d’un passeur d’échantillons CTC PAL, connu
pour sa robustesse et sa modularité, qui sera
doté d’un module filtration.

(d) (e) 7

Repeat, If necessary

A cela s’ajoute le logiciel de contréle du dispositif qui permet de déterminer les différents points de
surface a échantillonner, de suivre le processus par la caméra, ainsi que de traiter les résultats et de
visualiser la cartographie des meétabolites détectés en superposition de I’'image optique de 1’échantillon

préalablement scanne.



2. Moyens de detection des MS
des végétaux

Métabolomique non ciblée non destructive: GC-MS

Flowers/_\

) i s ]
. (n T " N\
] o Y; » | ’;.Q .

'r"g Seed chamber
3

W0k

mm

(Colville et al., 2012; Motsa et al., 2017)



2. Moyens de detection des MS
des végétaux

Métabolomique non ciblée non destructive: GC-MS

Acetic acid

- GC-MS analyse de graines de
pois au cours du vieillissement Ethanol

Methyl acetate
v

A

Acetaldehyd

— Identification de marqueurs de  actaidenyce
la longévité des graines '

Acetone <«

Acetone
2-Butanone
2-Pentanone

Acetaldehyde

Propanal AR R ¢ 2 : T £ R
Pentanal Ga A
Hexanal Ethanol

Propanol .

Butanol \4

Pentanol 2,3-Butanedione

(Colville et al., 2012)

_.-» Methanol

Acetaldehyde
“ 2-Methylbutanal
3-Methylbutanal



2. Moyens de detection des MS
des végétaux

Analyses non destructives ciblées: NIRs
Near Infrared Spectroscopy

Acquisition of NIRS spectrum
specdific of each sample analyzed
s Phwsical-chemical
characteristics

- Standards d’échantillons de concentrations connues en protéines, lipides et
teneurs en azote

- Mesure de l'interaction lumineuse entre 780 et 2500 nm

www.geves.fr



3. Identification des MS: moyens
génétiques

MGWAS: rappels sur le GWAS

Forward Soan
genetic e
i J%':‘, >
p Genotype / Genes / DNA
Phenotype Heredity of genetic information
Appearance & traits
Reverse
Genetj :
Improvement of Genomics

agronomical plants All information about genes &

their functions




3. Identification des MS: moyens

génétiques

PHENOTYPE

Set of characteristics of an
individual in a given
environment

GENOTYPE

individual

H fi

[

The exception of the pan-genomic association
also nameGenome-Wide Association (GWAS)

Genetic map specific to each

ﬂ"ﬂﬂ :j;

|




3. Identification des MS: moyens
génétiques

Population

On cherche des corrélations entre des données liées au
phenotype et au génotype

:::g 1T H ____ : THH _:- Identification de
TH T Il v LTT# 18771 |1l zones dintérét
=T H % H1 Y QTLavec genes

; ) 3 4 s 6 5 candidats
BESOIN DE:
Sur des écotype/variétés . Un phénotype
marqué
. e . . , * Collection
Association des genes candidats au phénotype d’accessions

séquencées



3. Identification des MS: moyens
génétiques

"(A) " o 7-(8)

Significance
treshold

-lgilp) YV

v

SNP location accross ? 7 y TR SR IR
the 10 Chramosome Expected -logylp)
chromosomes

GWAS: identification d’'un nouveau QTL associé a la résistance au
champignon Puccinia sorghi chez le mais

(Kibe et al., 2020)



3. Identification des MS: moyens
génétiques

De la GWAS a la mGWAS
GWAS- 1°" article en 2005 — =—————————) Depuis= 4500 publications

PLoS Genet. 2005 Nov;1(5):e60. Epub 2005 MNov 11.

Genome-wide association mapping in Arabidopsis identifies previously known flowering time and pathogen

resistance genes.
Aranzana MJ1, Kim S, Zhao K, Bakker E, Horton M, Jakob K, Lister C, Molitor J, Shindo C, Tang C, Toomajian C, Traw B, Zheng H, Bergelson J, Dean C, Marjoram

P, Nordborg M.

MGWAS — 1¢" article en 2014 =———————— Depuis <100 publications

Molecular Plant CellPress

Research Article PARTMER JOURNAL

Spatiotemporal Distribution of Phenolamides and
the Genetics of Natural Variation of
Hydroxycinnamoyl Spermidine in Rice

Xuekui Dong’, Yangiang Gao', Wei Chen', Wensheng Wang', Liang Gong’, Xianging Liu?
and Jie Luo™"



3. Identification des MS: moyens
génétiques

Métabolites primaires Métabolites spécialisés
Déterminés par plusieurs loci de plus petits Controllés par un petit nombre de loci

effets



3. Identification des MS: moyens
génétiques s

H HO,

Co
NH; P

MmGWAS )

HO.

P~ NH \/\/\HN/KN .

. . . L e R = H, p-Coumaroylagmatine
Rice Phenolamide Profiling and Natural Variation Molecular Plant R = OCH,, Feruloytagmatine
R = OH, Caffeaylagmatine

ID Compound Abbreviations | RT (min) | m/z Main fragments

HCAO01 | N-p-Coumaroyl agmatine Cou-Agm 4.88 2771 | 147.2,119.1,911 Ph en Ola m |d es: a I ka IOld es
HCA02 | N-Feruloyl agmatine Fer-Agm 5.16 3071 |177.2,291.1,145.2, 117.3, 89.1 ' 4
HCAO3 | N-Caffeoyl agmatine Caf-Agm 447  |2931 |1632,233.1,135.1,89.1 roles de défense

HCAO4 | N-Sinapoyl agmatine Sin-Agm 5.32 337.1 | 207.2,175.2, 147.2, 119.1

HCAO05 | N-p-Coumaroyl putrescine Cou-Put 3.81 235.1 147.2,119.1, 911

HCAO06 | N-Feruloyl putrescine Fer-Put 4.58 265.1 177.2,145.2, 117.2, 89.1

HCAQ7 | N-Caffeoyl putrescine Caf-Put 275 2511 163.2, 1351, 117.3, 89.1

HCA08 | N-Sinapoyl putrescine Sin-Put 4.80 295.1 207.2, 175.2, 147.2, 1191

HCAQ9 | N-p-Coumaroyl spermidine Cou-Spd 2.28 2921 1471, 275.1,204.2, 119.1,91.1

HCA10 | N-Feruloyl spermidine Fer-Spd 2.35 3221 177.2

HCA11 | N-Caffeoyl spermidine Caf-Spd 1.66 3083 | 1632

HCA12 | N',N"-p-Coumaroyl feruloyl spermidine Cou,fer-Spd 6.458 468.3 | 204.2, 2341, 147.2,177.2,292.2, 275.2

HCA13 | N',N"-Di-p-coumaroyl spermidine Dicou-Spd 6.01 4381 | 147.2,292.1,204.2, 119.1

HCA14 | N',N"-Diferuloyl spermidine Difer-Spd 6.63 4981 177.2,323.1,234.2,1452, 1171

HCA15 | N',N"-Disinapoyl spermidine Disin-Spd 7.36 558.1 | 207.2,189.2,177.3,137.2

HCA16 | N,N",N"-Diferuloyl sinapoyl spermidine | Difer,sin-Spd 10.33 704.1 177.2,145.1, 109.1

Table 1. A List of the 16 Phenolamides Identified in Rice.
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3. Identification des MS: moyens

génétiques

Difer-Spd
Cou,fer-Spd
Caf-Spd
Cou-Spd
Sin-Agm
Sin-Put
Disin-Spd
Cou-Agm
Cnu-%t
Fer-Agm

— ~L
Japonica Indica 35 7

Quantification of phenolamide
levels across 156 subspecies

Correlation to SNP along the genomes
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Figure 4. Manhattan Plot Displaying the GWAS Results of the
Content of Six Phenolamides.

The strength of association for phenolamides is indicated as the negative
logarithm of the P value for the LMM model. All metabolite-SNP associ-
ations with P values below 8 8BE 08 (horizontal dotted lines) are plotted
against the genome location in intervals of 1 Mb.

The full names for the abbreviations of the metabolites are givenin Table 1.



3. Identification des MS: moyens

génétiques

Validation fonctionnelle
de ces genes candidats?
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3. Identification des MS: moyens
génétiques

m

A Os12g27220 B Cou,fer-Spd D Os12927254 | Cou,fer-Spd
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R Sy mriiii
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Over expression Os12g27220-0E _ Over expression 0s12g27254-0E

= Fonctionnalité des génes démontrée par approche de gain
de fonction



3. Identification des MS: moyens
intégratifs, multi omiques

(Razzaq et al., 2022)



3. Identification des MS: moyens
intégratifs, multi omiques
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3. Identification des MS: moyens
intégratifs, multi omiques

Exemple: Multi OMICS analyses chez le peuplier

Multi-omics analysis provides insights into genetic architecture of flavonoid
metabolites in Populus

- Identification of flavonoids synthesis pathways in Populus combining eQTL,
MQGWAS and network analysis

(@ g
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[ ]
1 5

. plciotroﬁic loci
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&&n;:nmqi:.nq:m
ﬁaﬁ:nnqqamgumm
= QI

o
n

(Lu et al., 2020)



3. Identification des MS: moyens

intégratifs, multi omiques
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Fig. 6. Proposed pathway of flavoneoid
biosynthesis mm P. tomentosa. Flavone,
flavonol,
shown in red, blue, green and brown respec-
tively. Causal genes identified by mGWAS are
shown under the corresponding associated me-
tabolites. Causal genes identified by eQTL are
shown in parentheses after the corresponding

anthocyanins and isoflavone are

associated gene expression. Hub genes identi-
fied by WGCNA are shown in the oval frame.
Pin: Pinocembrin; Chr Chrysin; Nar: Nar-
ingenin; Api: Apigenin; Eri: Eriodictvol; Lut:
Luteolin; Dihydrokas: Dihydrokaempferol;
Dihydrogue: Dihydroguerceting Dihydromyr:
Dihydromyricetin; Kaem: Kasmpferide; Kae:
Kaempferol; Pel: Pelargonidin; Cya: Cyanidin;
Del: Delphiniding; Que: Quercetin; Myr: Myr-
iceting Syr: Syringetin.

(Lu et al., 2020)



4. Amélioration par ingénierie
métabolique

* Approvisionnement en substrat
e Optimiser les flux métaboliques
* Diriger les flux métaboliques

(a) (b) (c)
Substrat A A \%% A’
NAD(P)* ,
3 3 e
v v v NADIPIH \’
B B X B’
Intermédiaires _ EZ < ADP + Pi > E’
métaboliques v i) ATP v 2
. C Y C
| I
Produit
terminal D\ Z D’

Suraccumulation d'un produit  Création d’un nouveau produit Création d’un nouveau produit

préexistant lié au métabolisme partiellement indépendant du métabolisme

Ducloy, Azzopardi & Cacas, 2020



4. Amélioration par ingénierie
métabolique

Exemple: production d’ Artemisin

HUMAN HEALTH

-Anti-malaria compound

-From Chinese medicine

-Naturally produced in Artemisia annua
-Produced in small quantities in trichomes

v o e AgroParisTech Students association:
) *¥  MYLAA (Make Your Local Artemisia Annua)

Picture from MYLAA association, AgroParisTech



4. Amélioration par ingénierie
métabolique

Exemple: production d’ Artemisin

/ -Redirection des
|\ flux

métaboligues
vers la
production des
précurseurs de
I'artémisine
-Diminution
voies de
syntheses

« concurrentes »
-Augmentation
de la synthese

/ des précurseurs

(Fahri et al., 2013) \




4. Amélioration par ingénierie

métabolique

From Golden Rice to aSTARice: Bioengineering |
Astaxanthin Biosynthesis in Rice Endosperm

A pYLTAC380MF-BhBkPC

(T-DNA ~19 kb)

sCrBKT

______________ e

Endogenous

. ' Fiae ,‘s“zmpsw sPaCrt E!l—l— genes coding for
N NN

HG1 (WT) GR-H1 (GR)

Polished grains

Broken grains

(Zhu et al., 2018)

CR-H2 (CR)

enzymes of the

AR-HB(AR) _ \]EP pathway

Exogenous genes

Under
endosperm-
specific
promotors

/ Rice endosperm
DMAPP (MEP pathway)
3x IPPw GGPPS
GGPP

Os PSY\E, l PSY (phytoene synthase)

Phytoene
OsPDS v

OsZIS V
0sZDS \:/ Crtl (phytoene desaturase)

OSCRTISO v

Lycopene
¢ OsLCYB (lycopene B-cyclase)

BK1/ OsBHY\i,lBHY (B-carotene hydroxylase)

Zeaxanthin

- YKT (B-carotene ketolase)
CR
BHY\
AR




4. Amélioration par ingénierie
métabolique

Mix of genes coming from various organism used:

pYLTAC380MF-BhBkPC

Transgenes sZmPSY, sPaCrtl,sHpBHY, and sCrBKT with codon optimization

Haematococcuspluvialis Chlamydomonas
Pantoea ananatis BHY reinhardtii BKT

(Zhu et al., 2018)

(Zhu et al., 2018)



4. Amélioration par ingénierie
métabolique

Expression transitoire: nouveaux aliments?

An engineered extraplastidial pathway for carotenoid
biofortification of leaves

- Production of carotenoids in leaves: example of carotenoids biofortification

(a)

(b}
_ HEBI
scety-CoA @G AP | HMGR1S
, MEP - + [ ItHMGR  (H)
' ; pyruvate
HMG-Co-A M - 8
! IPP+DMAPP 15 crtE  (E,)
MVA TXS_ taxadiene
: GGPP~ ,
". i Chlomphy"s _ CrtB
Ll;‘F“rDMAF’P phytoene  tocopherols - EmETEm
: GFP-criB (B)
- . o 1S-crtB (B,)
| * ycopene -4 f-carotens
v phytoene : v
: violaxanthin I
serals B v oo 1
t :fg;l#;-s YEDPE"E lutein neoxanthin . GFP '

(Andersen et al., 2021; Jacobowitz & Weng 2020)



4. Amélioration par ingénierie
métabolique

Camelina sativa et le biofuel

* Sequenced genome
(Kagale et al. Nature Com. 2014)

e (Can be easily tranformed using

A. tumefaciens as vector

Brassicacea family (Lu et al. Plant Cell Rep. 2008)

Cultivated in Europe for 3000

years, but no production chain * High oil yield in the field,

water-efficient plant



4. Amélioration par ingénierie

métabolique

MEP-pathway

l| (45)-limonene

| FPP
0-PP

_—_—_—_—_—_\

+)-8-cadinene Augustin et al. (2019) Industrial
w= == = Crops & Products 136, 50-58.

/’
l

Engineering for
production.in seeds

Shonnard DR, Williams L, Kalnes TN (2010) Camelina-derived jet
fuel and diesel: sustainable advanced biofuels. Environ Prog
Sustain Energy 29:382-392



4. Amélioration par ingénierie
métabolique

Modification de la qualité nutritionelle du fruit chez la tomate

120
_— ” oo n.s o
patrlway § s - = l B o= pca
5 DMAPP.scKs 58| =m= = ~w  |Amanipulation of carotenoid metabolism
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S psy| T, h S 40 SR i influence biomass partitioning and fitness
& Phytoene . other 2 ] 7
e d 20 N .
= Pos i ISOPIOOIE ixs 1 51 | D 1n tomato
CRTISO ; BRs 0 e =
Love , Lycopene SLs é’;\ 120
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’-CYBl Eth @100‘ C: control D: drought
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LYCB overexpression changes carotenoids contents in leaves and fruits and increases
yield and abiotic stress in tomato cultivars

(Mietal., 2022)



Conclusion et perspectives

7 Company « Plante a traire » PAT
PAT/ pany

Plant Advanced Technologies ACCUEIL  L'ENTREPRISE

Patent Plant Advanced Technologies
PAT SA n°FR1670537 et
PCT/EP2017/072690

More efficient than extraction after
grinding

Elicitation \
6 Hydropony:

collection root exudate
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