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Résumé

La synthése du glycogéne comme celle de I'amidon fait intervenir de multiples
enzymes dont les synthases, qui allongent les chaines de glucanes par formation de liaisons
O-glucosidiques de type a-(1—4), et les enzymes de branchement qui permettent de lier ces
chaines les unes aux autres par création de liaisons a-(1—6) encore appelées points de
branchement. La synthése de I'amidon requiert une étape supplémentaire faisant intervenir
des enzymes de débranchement qui clivent certaines liaisons a-(1—6), confinant ainsi leur
localisation a certaines zones de la molécule ce qui donne au polysaccharide en formation
une structure en forme de grappe dense et insoluble. Chez Arabidopsis, cette activité est
strictement dépendante de la présence des protéines ISA1 et ISA2 qui s’assemblent au sein
d’'un complexe hétéromultimérique. Cependant, chez le mais, ISA1 peut également
fonctionner sous forme d’homomultimeres et la synthése d’amidon est maintenue dans
'albumen méme en absence d’'ISA2. La premiére partie de mon travail de thése a consisté a
entreprendre une analyse comparative des isoamylases de mais et d’Arabidopsis thaliana.
Une étude des caractéristiques de fonctionnement de ces protéines a ainsi été réalisée en
reconstituant in vitro des complexes homo et hétéromultimériques. Par ailleurs, nous avons
montré qu’il était possible de restaurer la synthése d’amidon dans des lignées d’Arabidopsis
dépourvues d’ISA1 et ISA2 en y exprimant uniquement ISA1 de mais. Enfin, en collaboration
avec I'équipe du Pr A. Myers (lowa State University, Etats-Unis), nous avons effectué une
etude comparative des activités isoamylasiques des feuilles et de I'albumen de mais. Ces
différents travaux ont fait I'objet de deux publications scientifiques et nous ont permis de
conclure que la capacité d'ISA1 de mais a fonctionner en absence d’'ISA2 constitue une
caractéristique évolutive probablement acquise lors de la divergence entre monocotylédones
et dicotylédones.

Dans un second temps je me suis intéressée a l'étude d’'une étape cruciale du
métabolisme de l'amidon : l'initiation de la synthése de nouveaux grains. Des travaux
antérieurs avaient mis en évidence le rOle essentiel de 'amidon synthase 4 (SS4) dans ce
processus. En effet, les mutants ss4- d’A. thaliana accumulent un seul gros grain d’amidon
par plaste contre 5 a 7 pour une plante sauvage. Cependant le mécanisme d’action de cette
enzyme restait a déterminer. L’analyse in silico de la séquence de la protéine révele qu’elle
est composée d’'un domaine C-terminal similaire aux autres amidon-synthases et d'une
longue extension N-terminale qui lui est spécifique. Cette extension posséde un motif
faisceaux d’hélices, connu pour étre impliqués dans les interactions protéines/protéines et
similaire a un motif de la protéine procaryote EzrA, un régulateur négatif de la division
bactérienne. Or, les protéines de la division des plastes des végétaux sont trés similaires a
celles de la division bactérienne. Ces observations nous ont conduit a émettre I'hypothése
de I'existence d’un dialogue moléculaire entre division du plaste et métabolisme de I'amidon.
L’étude phénotypique de plantes altérées pour la division des plastes et dépourvues de SS4
révéle que le nombre d’évenements d’initiation de la synthése d’amidon dépend de la
présence de SS4 mais également du volume des chloroplastes. Pour aller plus loin dans la
compréhension du role de SS4, nous avons initié différents travaux (in vitro et in vivo) visant
a identifier les fonctions des parties Cter et Nter de la protéine dans le processus d’initiation.
Enfin, la recherche de partenaires potentiels de I'enzyme et I'étude de certains candidats
nous ont permis d’ouvrir de nouvelles pistes de recherche quant a une régulation possible de
I'activité de SS4.
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Abstract

Glycogen and starch synthesis require multiple enzymes such as synthases that
elongate glucans by creation of a-(1—4) O-glycosidic linkages, and branching enzymes that
create a-(1—6) bonds (also called branch points) to link linear glucans together. Starch
metabolism also needs a debranching enzyme that will cleave some of the a-(1—6) bounds
to restrict their location to specific areas of the molecule. This distribution of branch points
allows the formation of a dense and insoluble cluster-like structure. In Arabidopsis, this
activity is strictly dependent on the presence of both ISA1 and ISA2 proteins that assemble
into active hetero-oligomers. However, in maize, ISA1 is able form active homo-oligomers
and starch synthesis is maintained in the endosperm even when ISA2 is missing. In a first
part of my thesis, | undertook a comparative analysis of maize and Arabidopsis isoamylases.
First, the maize, the Arabidopsis or the chimeric complexes were characterized by in vitro
reconstitution of homo and hetero-oligomers after expression and purification in E. coli. Then
we showed that the phenotype of Arabidopsis lines lacking both ISA1 and ISA2 proteins can
be rescued after expression of maize ISA1 only. Finally, in collaboration with Pr. A. Myers
(lowa State University, USA) we achieved a comparative analysis of maize leaf and
endosperm isoamylase activities . This work led to the publication of two scientific papers
and allowed us to conclude that the ability of maize ISA1 to function without ISA2 represent a
characteristic acquired during evolution probably at the time of divergence between
monocots and dicots.

In a second part of my thesis work, | focused my research on a crucial step of starch
metabolism: the initiation of new starch granules. Previous work already demonstrated the
essential role of starch synthase 4 (SS4) in this process. Indeed, Arabidopsis ss4- mutants
accumulate only one big starch granule per chloroplast instead of the 5 to 7 granules found
in wild type plants. However the mode of action of this enzyme was still unknown. In silico
protein sequence analysis revealed that SS4 is composed of a C-terminal moiety similar to
all other starch synthases but also contains a specific long N-terminal extension. This N-
terminal moiety contains a coiled-coil domain, known to be involved in protein/protein
interactions, that is similar to a motif present in the bacterial protein EzrA, a negative
regulator of bacterial division. Since plastids arise from a bacterial endosymbiosis event,
proteins involved in plastid division are very similar to those found in bacteria. These
observations led us to hypothesize the existence of a molecular dialogue, involving SS4,
linking plastid division to starch metabolism. Phenotypic studies of plants impaired in plastid
division and also devoid of SS4 indicate that the number of starch granule depends on the
presence of SS4 but also on chloroplast volume. To go deeper in our understanding of SS4
activity and regulation, we initiated in vitro and in vivo analysis with the objective to identify
the role of SS4 C-terminal or N-terminal moiety. Finally, the search for potential interacting
partners of the enzyme and study of some candidates allowed us identify a potential new
regulation process of SS4.
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Généralités

A- Les plastes

C’est au XIX®™ siécle que sont observés et dessinés pour la premiére fois des
chloroplastes, appelés « vésicules », par deux microscopistes francais J.B.A Gris et AL
Trécul (Gris, 1857 ; Trécul, 1858). Le mot « plaste » est utilisé pour la premiére fois dans une
publication scientifique en 1883 par A.F.W Schimper (Schimper, 1883). Ce botaniste
allemand accompagné par d’autres scientifiques a également émis I'hypothése de
« continuité des plastes » c’est-a-dire le fait que ceux-ci soient issus de la division de plastes
préexistants et non pas synthétisés de novo au sein de la cellule (Schimper, 1883 ; Meyer,
1883 and Schimper, 1885).

Les plastes sont des structures intracellulaires ou « organites » présents dans

presque toutes les cellules des organismes photosynthétiques.

Il existe différentes catégories de plastes selon la plante et le tissu considéré (Figure 1) :

. Les proplastes sont des plastes non différenciés que I'on trouve majoritairement
dans les cellules méristématiques (non différenciées et en division active).

. Les chloroplastes sont des organites présents principalement dans les feuilles des
végeétaux. lls sont capables de réaliser la photosynthése et peuvent stocker carbone et
énergie sous forme d’amidon transitoire en présence de lumiére.

. Les étioplastes sont des chloroplastes étiolés (décolorés) présents dans les
cellules d’'une plante qui se serait développée en absence de lumiére. Cet état est réversible.

. Les chromoplastes sont quant a eux en partie responsables de la couleur des
pétales de fleurs ou des fruits. lls accumulent des pigments tels que les caroténes ou les
lycopénes. lls jouent un rble particulierement important dans la co-évolution plantes /
insectes en raison de leur capacité a attirer les pollinisateurs.

. Les leucoplastes sont des plastes capables de stocker des molécules de réserve.
lls sont localisés dans les cellules non photosynthétiques, telles que les cellules racinaires
ou les tubercules. On en distingue trois types :

. Les oléoplastes accumulant des lipides. Les monoterpenes par exemple sont
des composés volatils qui peuvent donner une odeur particuliére a la plante.
. Les protéinoplastes accumulant des protéines

. Les amyloplastes accumulent quant a eux de 'amidon de réserve.

© 2014 Tous droits réservés. doc.univ-lille1.fr
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Proplaste

Méristémes

> Etioplaste
Chromo%’ = Leucoplaste
D (Obscurité)
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Q9 o > ® e
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o o 2 -
Fruits et graines Graines Graines, racines et tubercules

Figure 1 : Représentation schématique des différents types de plastes ainsi que de leurs localisations in planta.

Les chloroplastes sont les plastes les plus étudiés. D’une taille de 4 a 10 ym, ils sont
d’'une importance cruciale pour le métabolisme cellulaire végétal, car ils sont le siege de la
photosynthése, de l'assimilation des carbohydrates, des acides aminés ou encore des
acides gras. Les chloroplastes sont constitués d’une enveloppe formée de deux membranes
séparées par un espace intermembranaire. |lls contiennent le stroma (liquide
intrachloroplastique) dans lequel baignent les thylacoides et les grana (sacs de thylacoides
empilés). C’est au niveau de la membrane de ces derniers que se déroule la photosynthése.
Le stroma contient également le génome chloroplastique, des protéines, des gouttelettes
lipidiques ainsi que des grains d’amidon qualifiés de transitoires (ils s’accumulent la journée

et sont dégradés la nuit).
En tant qu'organite semi-autonome, le plaste est capable de transcrire et de traduire

de l'information de son propre ADN. Mais, du fait de son intégration dans la cellule eucaryote,

il est aussi extrémement dépendant du noyau de la cellule végétale considéré.
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1- Origine des plastes

Il est maintenant acquis que l'apparition des cellules eucaryotes photosynthétiques
résulte de 'endosymbiose d’une cyanobactérie ancestrale (organisme photosynthétique) par

une cellule eucaryote il y a plus de 1,6 milliard d’années (Bogorad et al., 2008).

C’est Mereschkowsky, un botaniste russe, qui propose I'explication la plus compléte
de l'origine endosymbiotique des plastes (Mereschkowsky, 1905 ; Martin and Kowallik, 1999).
Il appuie sa démonstration sur trois grands points :

- L’'endosymbiose est un principe reconnu, et la notion de « cohabitation stable »
entre deux organismes différents est un concept précédemment décrit par le botaniste
suisse Schwendener (Schwendener, 1867). Le terme « endosymbiose » est utilisé pour la
premiére fois par le botaniste allemand H.A De Bary en 1878 (De Bary, 1878).

- Les observations microscopiques ont permis de montrer que les chloroplastes ne
sont pas produits de novo par la cellule, mais proliférent au travers de divisions successives
(C.W von Néageli, 1846 ; F.Schmitz, 1883 ; A.F.W Schimper, 1883, 1885).

- Son troisieme argument repose sur la comparaison entre les chloroplastes et les
cyanobactéries. Il évoque par exemple la proximité morphologique, la répartition du

« pigment vert », 'absence de noyau, et les proximités fonctionnelles (photosynthése).

Malgré les arguments apportés en faveur de I'origine endosymbiotique des plastes,
cette idée a, dans un premier temps, du mal a s'imposer comme en témoigne I'accueil
réservé au livre intitulé « Les symbiotes » publié en 1918 par le biologiste frangais P. Portier.
En effet, ce livre fut vivement critiqué et ne resta pas publié longtemps, les éditeurs préférant

le remplacer par « Le Mythe des symbiotes » de A. Lumiére dés 1919.

Ce n’est finalement qu'en 1967, grdce au développement des techniques de
microscopies, que la théorie endosymbiotique fut remise au gout du jour (Sagan, 1967) et il
est maintenant admis que les plastes ont une origine endosymbiotique (Dyall, 2004).
Quelques années plus tard, des analyses phylogénétiques ont permis d’estimer ce

phénoméne d’endosymbiose a approximativement 1,6 milliard d’années (Yoon et al., 2004).

Les études phylogénétiques permettent également de conforter [Iorigine
endosymbiotique du plaste. En effet, on retrouve chez les organismes photosynthétiques des
genes d’origine cyanobactérienne mais aussi des génes issus de l'ancétre eucaryote
(Deschamps et al., 2008). D’autres études ont permis par la suite de mettre en évidence un

troisieme signal de type procaryote (Tyra et al., 2007 ; Gogarten 2007 ; Moustafa et al.,
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2008). Ces génes sont issus d’'un ancétre des Chlamydiales. Ces bactéries, parasites
intracellulaires, semblent avoir été présentes au moment de [linternalisation de la
cyanobactérie ancestrale dans I'hdte eucaryote et auraient participé a la mise en place de
'endosymbiose (Huang and Gogarten 2007 ; Moustafa et al., 2008 ; Ball et al., 2011).
L’'importance de la présence des chlamydiae dans la mise en place de I'endosymbiose
primaire se base sur I'étude du métabolisme des polysaccharides de réserve (amidon ou
glycogéne) qui implique la nécessité de maintenir une source d’énergie importante (fournie

par la cyanobactérie photosynthétique) pour sustenter la cellule héte et son parasite.

L’endosymbiose a conduit a la naissance d’'un organisme qui a évolué pour donner
les Archaeplastidae constitués de trois lignées que I'on distingue par la couleur de leurs
pigments :

- Les Glaucophytes

- Les Rhodophytes

- La lignée verte qui inclut les algues vertes et toutes les plantes terrestres. (Delwiche,
1999 ; Moreira et al., 2000 ; Palmer, 2003 ; Bhattacharya et al., 2004 ; Dyall et al.,
2004 ; Martin et al., 2002 ; McFadden and van Dooren, 2004)

Durant le phénomeéne évolutif suivant cet événement la plupart des génes codés par
'ancétre bactérien ont été transférés vers le génome nucléaire de la cellule héte. Il a été
montré, chez Arabidopsis thaliana, que sur ses 25 000 génes nucléaires, 1 550 a 4 500 sont
d’origine cyanobactérienne (Abdallah et al., 2000 ; Martin et al., 2002) soit environ 12%.
Dans les plastes, seulement une centaine de protéines est codée par le génome de
I'organite alors que plus de 2 000 sont codées par le génome nucléaire puis adressées aux
plastes (Abdallah et al., 2000; Richly and Leister, 2004 ; Javis, 2008).

Ce transfert de géne implique la mise en place d'une série de signaux de
communication entre le plaste en développement et le noyau. Il devient alors impératif
d’'importer les protéines codées par le génome nucléaire vers le stroma plastidial. La mise en
place de 'endosymbiose a donc nécessité la création d’'un systéeme d’adressage et d’'import

des protéines codées par le noyau de la cellule vers I'organite.

L’'import des protéines aux plastes se fait par lintermédiaire d'un systéme
multiprotéique dénommé TOC-TIC (Translocon at the Outer envelope membrane of
Chloroplast, Translocon at the Inner envelope membrane of Chloroplast) qui est ancré dans

les deux membranes plastidiales (Figure 2).
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Figure 2 : Représentation schématique du systéeme TOC-TIC d’import des protéines au plaste. Adapté de la
revue Shi and Theg, 2013. Les protéines cytoplasmiques impliquées dans I’import ne sont pas représentées. TOC
75, TOC 159 et TOC 34 sont toutes trois ancrées dans la membrane externe du plaste. TOC 75 posséde un
domaine « POTRA » d’origine bactérienne important pour la translocation de la protéine. Cette protéine,
particulierement bien conservée au cours de 1’évolution, posséde un domaine transmembranaire formé de
tonneaux P permettant le passage de la protéine. TOC 159 et TOC 34 possédent une activité GTPase d’origine
eucaryote et sont également ancrées dans la membrane externe. TOC 64 / OEP 64 n’est pas essentielle au
transport des protéines a travers cette membrane externe. Au moment du transfert, la protéine déstructurée dans
I’espace intermembranaire, est recrutée par TIC 22 puis TIC 110. TIC 20 et TIC 21 se chargent de la faire passer
vers le stroma du plaste. Les chaperonnes du stroma Hsp 70 et Hsp 93 attirent la protéine en consommant de
I’ATP. TIC 55, TIC 62 et TIC 32 sont probablement des régulateurs de ce transfert. Le peptide de transit est

ensuite clivé par une peptidase du stroma et la protéine est restructurée pour devenir fonctionnelle dans le plaste.

Outre l'import dans les plastes de protéines codées par des génes nucléaires, un
autre exemple confortant I'origine endosymbiotique des plastes est I'observation de la

division de ceux-ci. En effet, ils se divisent par scissiparité, comme les bactéries.
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2- Division des Plastes

Les plastes sont absolument nécessaires pour la viabilité cellulaire des végétaux
(Mullet, 1988). Afin de maintenir un nombre important de plastes lors des divisions cellulaires,
et garantir un niveau d’activité photosynthétique satisfaisant, ils doivent se multiplier.

Une étude mettant en évidence une division normale des plastes dans un mutant de
I'orge déficient en ribosomes plastidiaux permet d’affirmer que les protéines impliquées dans
la division de ces organites ne sont pas codées par 'ADN plastidial mais bien par 'ADN

nucléaire (Hashimoto and Possingham, 1989).

a- Les protéines FtsZ (Filamentous temperature sensitive Z)

Il est déja établi, depuis les années 80, que le plaste se divise par fission binaire via
un mécanisme de constriction des membranes de I'enveloppe (Leech, 1981 ; Possingham et
al., 1988 ; Whatley, 1988). Ce mode de multiplication rappelle fortement ce qui est observé
chez les bactéries, et c’est par analogie avec ce qui était connu du processus de division
bactérien que les premiers génes impliqués dans la division du chloroplaste ont pu étre
identifiés.

C’est I'équipe de K. Osteryoung qui identifia, chez Arabidopsis thaliana, le premier
gene impliqué dans la division des plastes en 1995 (Osteryoung and Vierling, 1995). Il s’agit
du géne nucléaire codant la protéine FtsZ1 adressée au chloroplaste et particulierement
importante pour la mise en place de I'anneau de division accompagnant la fission d’'un plaste
pére en deux plastes fils. A cette époque, on ne parle encore que d’'un « anneau dense aux
électrons » qui ressemble a lanneau FtsZ ou « Z-Ring » des bactéries en division
(Osteryoung and Vierling, 1995). Tres vite, I'équipe du Professeur Osteryoung approfondit
ses recherches sur les protéines impliquées et les mécanismes intervenant dans la division
plastidiale. lls identifient en 1998 deux autres protéines FtsZ2.1 et FtsZ2.2 qui interviennent
également lors de la division des plastes. D’abord supposées cytoplasmiques, les protéines
FtsZ2 finissent par étre identifiées comme adressées au stroma et interagissant avec FtsZ1
(Vitha et al., 2001 ; MacAndrew et al., 2001). Les familles FtsZ1 et FtsZ2 ont un seul géne
ancestral commun d’origine procaryote que l'on retrouve impliqué dans la division des
bactéries. Ces deux familles de génes sont présentes chez toutes les espéces de la lignée
verte (Osteryoung et al., 2003), leur divergence datant d’avant I'apparition des plantes
terrestres (Stokes and Osteryoung, 2003). Les raisons d’une telle duplication dans la lignée
verte restent inconnues, cependant il semblerait que FtsZ1 et FtsZ2 ne puissent se

substituer I'une a l'autre in vivo (Schmitz et al., 2009). Il est intéressant de noter qu’il est
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possible de complémenter le phénotype filamenteux d’un mutant d’Escherichia coli ftsZ- par

expression de FtsZ1 de pois (Gaikwad et al., 2000).

L’équipe du Pr Osteryoung a mis en évidence I'importance de ces protéines dans la
division des plastes en étudiant des lignées d’Arabidopsis thaliana qui en sont dépourvues
(générées par ARN interférence). L’absence des protéines FtsZ1 ou FtsZ2.1 bloque
totalement la division des plastes on observe alors la présence d’'un unique chloroplaste

géant par cellule (Figure 3)

Figure 3 : Photo (microscopie optique) de cellules de mésophile des lignées dépourvues de FtsZ1 (A), de FtsZ2

(B) comparés a une cellule de lignée sauvage (C).

La protéine bactérienne FtsZ est capable de polymériser en filaments en
consommant du GTP. Ce mécanisme présente de nombreux points communs avec
'assemblage des fibres de tubulines (de Boer et al., 1992 ; Lowe and Amos, 1998 ; Nogales
et al, 1998). Les FtsZ1 et 2 végeétales possédent les résidus requis pour la liaison et
'hydrolyse du GTP (Osteryoung and McAndrew, 2001) et sont également capables de
polymériser (Lohse et al., 2006 ; El-Kafafi et al., 2005). Méme si ces protéines semblent
capables de former des filaments indépendamment les unes des autres, mélanger les deux

stimulerait fortement 'autoassemblage de protofilaments (Yang et al., 2008).

L’assemblage se fait sous la forme d’'un anneau interne appelé « Z-Ring » par
analogie au « Z-Ring » bactérien. C’est cet anneau qui amorce la division cellulaire
procaryote (Bi and Lutkenhaus, 1991). Il permet aussi le recrutement d’autres protéines
associées au processus de division et la mise en place d’'une force contractile permettant la
constriction de la membrane (Goehring and Beckwith, 2005 ; Ghosh and Sain, 2008 ; Lan et
al., 2009 ; Osawa et al., 2008).

b- Une famille de protéines impliquées dans la division des plastes : les « ARC »

Les mutants « ARC » pour « Accumulation and Replication of Chloroplasts » ont été
identifiées a la suite d’'un crible massif de mutants d’Arabidopsis thaliana générés par

mutagenése chimique au méthanesulfonate d’éthyle (EMS) ou par insertion d’'un ADN de
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Transfert (T-DNA) (Pyke and Leech, 1991). Une douzaine de mutants indépendants

présentant un phénotype « ARC » a ainsi été identifiée (Figure 4).

Les effets de ces mutations sont plus ou moins marqués avec des cellules
accumulant des plastes plus petits et en plus grand nombre que le sauvage ou a l'inverse
beaucoup plus gros et moins nombreux (Figure 4). Certains de ces mutants ont été

caractérisés et le réle des protéines ARC déterminé (Pyke, 1999).

Figure 4 : Exemple de phénotypes observés chez les mutants ARC- d’Arabidopsis thaliana. Les photos ont été
prises au microscope optique sur des cellules de mésophylles. On peut ainsi observer le nombre variable de
plastes par cellules en fonctions des différentes mutations ARC-. Ler: écotype Landsberg, WS : écotype

Wassilewskjia.

Le mutant arc?- d’A. thaliana accumule de nombreux petits plastes (Figure 5).
Plusieurs études suggérent que cette protéine serait impliquée dans la régulation temporelle
de la division plastidiale et non pas directement dans le processus de division. La division
des plastes serait alors accélérée chez ce mutant (Pyke and Leech, 1992, 1994). ARC1 est
une métalloprotéase de la famille FtsH. Cette famille intervient dans le contréle qualité des
protéines en initiant la dégradation de celles qui présentent des défauts (pour revue:
Wagner et al., 2011). ARC1 correspond a FtsHi1, une FtsH catalytiquement inactive. Elle est
ancrée dans la membrane des thylacoides. |l a été montré qu’elle participe également a un

couplage entre le développement et a la division des plastes (Kardirjan-Kalbach et al., 2012).
ARC3 contréle I'expansion des chloroplastes (Pyke and Leech 1992) en interagissant

avec les protéines FtsZ afin de placer correctement le « Z-Ring » (Glynn et al., 2007 ; Maple

et al., 2007). ARC5 agit plus tardivement et permet la séparation des plastes en division en
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deux plastes fils (Robertson et al., 1996), son rdle sera décrit plus en détail dans la suite de

ce manuscrit.

Chez A. thaliana, les mutants arc6-, certainement les plus étudiés a ce jour,
présentent un a deux chloroplastes géants dans les cellules de mésophiles (Figure 5). ARC6
est une protéine d’ancrage insérée dans la membrane interne du plaste et permettant le
recrutement et la stabilisation des FtsZ (Vitha et al., 2003). Le role de la protéine ARC6
semble équivalent a celui de ZipA chez les bactéries (Hale et al., 2000), et, méme si son
absence n’empéche pas la polymérisation des protéines FtsZ, les petits filaments formés
restent éparpillés dans le stroma sans pouvoir s’organiser en un anneau de constriction
(Vitha et al., 2003). ARC6, comme son homologue cyanobactérien présente un domaine J
en partie amino-terminale (domaine d’interaction avec les chaperonnes Hsp70) cbété stroma
et son domaine carboxy-terminal est ancré dans la membrane interne du chloroplaste. Alors
que ARC6 semble promouvoir la formation des filaments FtsZ, la protéine Min D (voir ci-
dessous) inhibe celle-ci (Vitha et al., 2003).

Enfin, ARC11 semble intervenir dans le positionnement de I'anneau de division
puisque les mutants arc11- d’Arabidopsis thaliana présentent une division plastidiale

asymeétrique (Marrison et al., 1999).

c- Autres protéines impliquées dans la division plastidiale

Les protéines Min (pour Minicells) sont des régulateurs de la division du plaste. Ces
acteurs majeurs interviennent dans le positionnement correct de I'anneau de division. En
effet, il est absolument indispensable que le « Z-ring » soit situé au milieu du plaste avant
d’entamer le processus de division afin de permettre une répartition équitable du stroma et
de tout ce qu’il contient (protéines, thylacoides, plastoglobules, efc...).

Les protéines Min ont initialement été étudiées dans le systéme de division bactérien,
et plus particulierement chez Escherichia coli. Chez les bactéries, 'anneau de division FtsZ
est maintenu au milieu de la cellule par l'influence de Min C, Min D et Min E (Margolin, 2001 ;
Addinall and Holland, 2002 ; Lutkenhaus, 2002). Min C et Min D fonctionnent ensemble pour
limiter la formation de cet anneau de constriction alors que Min E est un régulateur négatif de
Min C et Min D. (Zhao et al., 1995 ; Raskin and de Boer, 1997 ; Fu et al., 2001 ; Shih et al,,
2002). Deux autres protéines sont requises pour la division cellulaire de la bactérie et
semblent impliquées dans la régulation du positionnement du « Z-Ring » : ZipA et FtsA
(Pichoff and Lutkenhaus, 2002). ZapA est également important pour initier le processus de
division (Gueiros-Filho and Losick, 2002).
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Bien que certains homologues des protéines Min bactériennes aient été retrouvés
chez les végétaux, les connaissances de la division plastidiales sont bien moins complétes
que pour la division bactérienne. De maniere équivalente a leurs homologues bactériens, les
protéines végétales Min D et Min E sont impliquées dans le positionnement de I'anneau de
division plastidial (Wakasugi et al., 1997 ; Colletti et al., 2000 ; Kanamaru et al., 2000 ;
Dinkins et al., 2001 ; Reddy et al., 2002). Cependant, l'identification de protéines de division
des plastes par analogie avec leurs homologues bactériens a ses limites. En effet, aucun
homologue de Min C n’a encore été identifié chez les eucaryotes alors que la surexpression

de Min C d’ E. coli dans A. thaliana perturbe la division des chloroplastes (Tavva et al., 2006).

d- Les protéines externes aux plastes

Malgré de nombreux points communs, le processus de division bactérien et celui des
plastes présentent des différences majeures :

- Les protéines impliquées dans la division des plastes ne sont pas codées par le
génome de l'organite mais par le génome nucléaire et sont ensuite adressées aux
plastes.

- Un anneau de constriction cytoplasmique, donc externe au plaste, faisant intervenir

plusieurs protéines est impliqué dans la division des plastes.

C’est en 2001 que I'hypothése d’un appareil de division externe au plaste voit le jour
suite a plusieurs observations en microscopie électronique (Miyagishima et al., 2001). Celui-
ci est constitué de protéines ARCS5, de la famille des dynamines, qui s’associent en un
anneau externe au plaste parallélement au « Z-Ring » (Figure 5). Ce second anneau permet
la mise en place d’'une nouvelle force contractile externe qui entraine la fission d’un plaste en
deux plastes fils (Gao et al., 2003 ; Miyagishima et al., 2003). Il est associé a la membrane
externe des plastes par les protéines PDV1 et PDV2 (Plastid DiVision protein) (Miyagishima
et al., 2006).

e- Dynamique de division des plastes

La régulation temporelle de la division des plastes chez les plantes reste peu étudiée.
Un des principaux problémes concerne la difficulté de suivre dans le temps et in vivo un tel
processus. Actuellement, il est impossible de dire si les plastes se divisent a un moment
précis durant une phase de la division cellulaire par exemple. Cependant, plusieurs résultats

indiquent I'existence d’'une communication entre le cycle cellulaire et le cycle de division des
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plastes. En effet, le mutant CRUMPLED LEAF (CLR) d’Arabidopsis présente des anomalies
de la division cellulaire et de celle des plastes (Asano et al., 2004). Un autre exemple
provient de I'étude de la protéine CDT1. La surexpression de cette protéine, une cycline-
dépendante-kinase, induit une augmentation des réplications au niveau nucléaire ainsi
qu’une diminution du nombre de plastes par cellule. De plus, CDT1 est capable d’interagir
avec ARCG in planta (Raynaud et al., 2005). Ces deux protéines, CLR et CDT1, pourraient

avoir une importance cruciale dans la communication cellule — plastes.

® @ FisZiFtsz2

@ ~Rcs
Min D Min E
0 . PDV1 PDV2

0 ARrceParcs

Cytoplasme

Figure 5 : Représentation schématique de la machinerie de division des plastes. Le processus de division débute
par le recrutement des protéines FtsZ1 et FtsZ2 qui polymérisent en consommant du GTP. Ces FtsZ forment le
« Z-ring » situé exactement au centre du plaste en division et accolé a la membrane interne. Les protéines
d’ancrage du « Z-ring » sont ARC6 et PARC6 (pour Paralog of ARC6). L’anneau de division externe, formé des
dynamines ARCS5 est ancré par PDV1 et PDV2. Ce schéma fait également apparaitre différents régulateurs
plastidiaux de la division comme ARC3, CRL, CDT1 ou les protéines Min.

B- L’amidon

L’amidon s’accumule chez les algues vertes et les plantes terrestres sous la forme de
grains denses et insolubles dans l'eau. Il constitue la principale source de carbone et
d’énergie de ces organismes. Le métabolisme de 'amidon est conservé et garde la méme

complexité qu'il s’agisse d’une microalgue comme Ostreoccocus tauri ou de végeétaux
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beaucoup plus évolués comme le riz ou le mais (Ral et al., 2004 ; Derelle et al., 2006 ;
Deschamps et al., 2008).

La civilisation humaine utilise 'amidon principalement comme source de calories. Un
nombre limité d’espéces sont cultivées a grande échelle mais la plupart sont destinées a la
production d’amidon ou directement & la consommation humaine et animale. Aujourd’hui
'amidon est au cceur des préoccupations alimentaire et économique pour différentes raisons.
D’une part, 'augmentation de la population humaine oblige a produire de plus en plus de
ressources caloriféres, et d’autre part 'homme a développé de nombreuses utilisations de
'amidon et de ses dérivés qu’il convient d’améliorer, d’optimiser.

Les plantes les plus utilisées pour la production d’amidon sont le mais, le blé et la
pomme de terre. Dans lindustrie agroalimentaire, ce polysaccharide est utilisé pour ses
propriétés épaississantes, structurantes, liantes, etc. De plus, le fait qu’il soit aisément
modifiable, physiquement ou chimiquement, permet son utilisation dans de nombreux
domaines non alimentaires comme en industrie textile, pharmaceutique, cosmétique, en
papéterie, ou dans I'industrie du batiment. D’un point de vue écologique et environnemental,
I'amidon présente un grand intérét également. Il pourrait étre une alternative a I'utilisation du
pétrole par exemple. L’amidon est utilisé pour la production de bioéthanol et entre également

dans la composition de matériaux plastiques biodégradables.

1- Présentation de quelques chiffres clés sur la production d’amidon en France :

En France, plus de 700 000 hectares sont destinés a la production d’amidon ce qui
représente un chiffre d’affaire annuel supérieur a deux milliards d’euros selon I'USIPA
(L’Union des Syndicats des Industries des Produits Amylacés et de leurs dérivés).

Les principales sources végétales utilisées pour produire 'amidon sont le mais et le blé
(Figure 6).
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Production Francgaise d‘amidons et de fécule

Amidon de blé, 48%

Amidon de pois, 1%

Figure 6 : Répartition des sources végétales utilisées en France pour la production d’amidon (en pourcentage).

Données mises a jour en 2013 par 'USIPA.

L’amidon est utilisé pour 52% en non alimentaire et 48% en alimentaire. Les Figures
7 et 8 représentent la répartition des utilisations de 'amidon en France en 2011/2012 (selon
'USIPA, 2013).

Utilisations alimentaires de I'amidon

Conserves de fruits
et confitures
9%

Aliments pour animaux
4%

_—

Entremets
12%

Boulangerie, patisserie,
bisccuiterie

Autres utilisations
alimentaire *
23%

Confiserie, chocolaterie
19%

Figure 7 : Utilisations alimentaires de I’amidon en France en 2011/2012. Autres : Conserves de 1égumes ou de
viandes, potages et charcuteries
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Utilisations non alimentaires de I'amidon

Autres*
3%

Cartons ondulés
13%

Chimie Pharmacie
41%

Figure 8 : Utilisations non alimentaires de I’amidon en France en 2011/2012.

Autres : Cosmétiques, textiles adhésifs et matériaux de construction

2- Structure de I’'amidon

L’amidon se présente sous la forme de grains denses et insolubles dans I'eau allant
de 1 a 100 pym selon l'origine végétale. La composition moléculaire de I'amidon est
relativement simple, il s’agit de résidus de D-glucose liés par des liaisons O-glucosidiques de
type a-1,4 ou a-1,6. Malgré cette apparente simplicité, ce polysaccharide présente une
organisation structurale complexe. Les composants majoritaires du grain d’amidon sont deux

macromolécules :

- l'amylose qui représente 20 a 30% du poids sec du grain

- l'amylopectine, qui est le composant majoritaire (70 a 80% du poids sec)

Il existe également quelques composants minoritaires qui sont principalement des
protéines impliquées dans la biosynthése de I'amidon et qui restent liées au grain (Han and
Hamaker, 2002) ainsi que des lipides en particulier dans I'amidon des céréales (Morrison et
al, 1984). Il y a aussi quelques sels minéraux tels que K*, Mg®*, Na* ou encore Ca"
(Blennow et al., 2005) et des phosphates en particulier dans 'amidon de pomme de terre
(Blennow et al., 1998). Les structures fines de 'amylose et de 'amylopectine seront décrites

dans la prochaine partie de ce manuscrit.

14

© 2014 Tous droits réservés. doc.univ-lille1.fr



These de Maud Facon, Lille 1, 2014

a- Structure de I'amylose :

Cette molécule est essentiellement linéaire. Elle contient moins de 1% de points de
branchement (liaisons en a-1,6). De nombreux mutants dépourvus d’amylose ont été
caractérisés et tous sont déficients en une amidon-synthase liée au grain : la GBSS (pour
Granule Bound Starch Synthase). Ces mutants présentent un nombre normal de grains
d’amidon composés d’amylopectine dont I'organisation semble quasi identique a celle des
grains sauvages. |l est donc généralement admis que la présence d’amylose n’est pas
indispensable a la synthése des grains d’amidon (Buléon et al., 1997). Récemment, une
étude a remis en cause cette généralisation montrant qu’'un mutant de 'orge était en mesure
de former des grains composés uniquement d’amylose (Carciofi et al, 2012) mais cet

exemple reste un cas isolé.

b- Structure moléculaire de I'amylopectine :

L’amylopectine présente un taux de branchement de 5 a 6 % et posséde une
particularité structurale qui fait d’elle I'acteur majoritaire de I'organisation du grain d’amidon.
En effet, sa structure « en grappe », due a une répartition non-homogéne des points de
branchement, confére a I'amylopectine et plus généralement a I'ensemble du grain un
caractére insoluble dans I'eau et semi-cristallin.

Afin d’appréhender I'importance de la distribution des points de branchement au sein
de ce polysaccharide, il est intéressant de réaliser une comparaison de la structure de

I'amylopectine avec celle du glycogene.

Le glycogéne, polysaccharide de réserve des bactéries, des champignons ou encore
des animaux, posséde une composition similaire a celle de I'amidon. Il est, lui aussi,
composé de résidus de D-glucose liés en a-1,4 et branchés en a-1,6. Le glycogéne,
contrairement a l'amylopectine, présente une distribution homogéne des points de
branchement. Ceci a deux conséquences : (i) le glycogéne posséde une taille maximale,
déterminée par I'encombrement stérique des chaines externes, et (ii) est un polysaccharide
hydrosoluble (Buléon et al, 1998). A linverse, I'amylopectine présente une répartition
inhomogéne de ses points de branchement. Il en découle la formation d’une structure en
grappe et la formation de doubles hélices cristallines issues de I'interaction par des ponts
hydrogéne de chaines glucaniques voisines (Hizukuri et al., 1986) chassant les molécules
d’eau. C’est ainsi que 'amylopectine acquiére une structure semi-cristalline et insoluble dans

'eau et que le grain d’amidon posséde une taille en théorie illimitée. (Détail dans la Figure 9).
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Chaine B Chaine C Figure 9 : Représentation schématique de la structure
Chaine A R de I’amylopectine. Les chaines A sont les plus
\ - externes, les chaines B portent d’autres chaines B ou
des chaines A et la chaine C posséde I’unique
extrémité réductrice de la molécule. On peut visualiser

I’assemblage de chaines glucaniques voisines sous

forme de doubles hélices.

La principale différence entre I'amidon et le glycogene est donc le caractére soluble
et amorphe de I'un (le glycogéne) et insoluble et partiellement cristallin de I'autre ('amidon).
Cette différence s’explique par des organisations structurales bien distinctes liées a la

différence de répartition des points de branchement.

A 0.1 to 100 um B 42 nm
<k > - >

Figure 10 : Comparaison de la répartition des points de branchement de I'amidon (A) et du glycogéne
(B). Les liaisons a-1,6 de I'amidon sont réparties dans des zones bien définies alors qu’elles sont

distribuées de maniére homogéne dans le glycogene.
En raison de leur nature chimiquement identique, il est trés difficile de différencier les

glucanes de I'amylopectine. En 1952, Peat et coll. distinguent trois classes de chaines de

'amylopectine:
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- Les chaines A, les plus externes et qui ne portent pas d’autres chaines.

- Les chaines B qui portent des chaines A ou d’autres chaines B

- L’unique chaine C qui posséde la seule extrémité réductrice de 'amylopectine.
(Figure 9)

Il existe plusieurs classifications des chaines A, B et C. Hanashino et coll. remarquent
une certaine périodicité de la répartition de la longueur des chaines d’environ 12 résidus
glucose. Il suggére alors de les classer en chaines A de 6 a 12 résidus, chaines B1 de 13 a
24 résidus, chaines B2 de 25 a 36 résidus et chaines B3 avec un degré de polymérisation
(DP) supérieur a 36 (Hanashino et al., 1996). Cette classification est la plus utilisée
actuellement. Il est important de noter que chez certaines espéces, comme le riz Indica,
certaines chaines dépassent 1000 résidus de glucose (Takeda et al., 1987). La synthése de
ces chaines extrémement longues est due a l'activité de la GBSS, I'enzyme responsable de
la synthése d’amylose. (Hanashiro et al., 2008). La chaine C, pouvant étre marquée a l'aide
d’'un composé fluorescent du coté réducteur puis isolée par chromatographie d’exclusion

stérique, montre une taille de 10 a 130 DP (Hanashiro et al., 2002).

Deux modeles de structure de 'amylopectine sont actuellement proposés. Le modéle
de Hizukuri ou des grappes de glucanes se succédent de maniére linéaire et sont liés par de
plus longs glucanes (Figure 11A) (Hizukuri et al., 1986) et le modéele de Bertoft, plus récent,
ou les grappes sont liées, cote a cbte, sur une longue chaine linéaire (Figure 11B) (Bertoft et
al., 2004).
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Figure 11 : Mode¢les d’Hizukuri (A) et de Bertoft (B) proposé pour I’organisation de 1’amylopectine. Les fléches
représentent le point de branchement, ou liaisons a-1,6. Les glucanes s’organisent en hélices.
L’extrémité réductrice est représentée par ce symbole : ¢ (Hizukuri et al., 1986 ; Bertoft et al.,

2004).
c- Etude de la structure de I'amylopectine :

Un premier niveau d’organisation de la molécule a pu étre mis en évidence en
observant des grains d’amidon sous lumiére polarisée Sous cette lumiére, chaque grain

d’amidon, quelle que soit son origine botanique, présentera une croix de malte indiquant la
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biréfringence de la lumiere polarisée (Figure 12). Cela suggére une organisation d’ordre

radiale de 'amylose et de I'amylopectine dans le grain (Pérez and Bertoft, 2010).

Figure 12 : Observation d’un grain d’amidon de
pomme de terre sous lumiére polarisée (Zeeman

et al., 2002)

Outre la structuration de I'amylopectine, il existe un autre niveau d’organisation au
niveau granulaire cette fois. Le concept de « blocklets » fut décrit par Gallant et coll. en 1997.
Il se base sur des observations effectuées grace a différentes techniques de microscopie
(dont la microscopie de force atomique) qui font apparaitre des protubérances a la surface
des grains d’amidon de blé et de pomme de terre (Gallant et al., 1997). Ces conclusions ont
eté récemment confirmées par de nouvelles observations effectuées a partir d’'amidon de
pomme de terre (Park et al., 2011). Il existerait ainsi une organisation spécifique de 'amidon
en blocs de taille tres variable avec deux sous populations : les petits blocklets sensibles aux

hydrolyses et les plus grands moins sensibles (Baker et al., 2001) (Figure 13)
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Figure 13 : Organisation des « blocklets » selon Gallant ef al., 1997. Leur taille varie de 20 a 500 nm. Les plus

grands se trouvent dans les zones cristallines (qui résistent a I’hydrolyse ménagée) alors que les plus petits se

situent dans les zones semi-cristallines du grain.
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L’amidon posséde une structure semi-cristalline qui peut, selon l'origine botanique,
présenter des variations du taux (15 a 45%) et du type de cristallinité (A, B ou C).

Le type A concerne I'amidon de l'albumen des céréales ou encore celui de la
microalgue Chlamydomonas reinhardtii. Les chaines glucaniques forment des hélices
capables de piéger huit molécules d’eau.

Le type B est retrouvé pour I'amidon transitoire de la plante modele Arabidopsis
thaliana et dans celui des tubercules. L’organisation des hélices y est plus lache et 36
molécules d’eau peuvent y étre insérées (Imberty et al., 1988).

Le type C est une combinaison des types A et B (Buléon et al., 1998) (Figure 14).

Pour étudier la structure de I'amidon, on peut le soumettre a une hydrolyse ménagée
(acide ou enzymatique) et suivi d’'une observation au microscope électronique. On observe
alors une alternance de zones plus ou moins denses aux électrons qualifiées « anneaux de
croissance » puisque ces zones suivent une alternance concentrique autour du hile (le
centre du grain) (Yamaguchi et al., 1979). On trouve dans les régions semi-cristallines, des
molécules d’amylopectine présentant, elles-mémes, une alternance de lamelles amorphes et
cristallines. Les lamelles amorphes sont des zones désorganisées, riches en points de

branchement alors que les lamelles cristallines en possédent peu (Figure 14).
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Chaine Chaine Chaine
A B C
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Figure 14 : (A) Photo de microscopie électronique a balayage d’un grain d’amidon de blé ayant subi une
hydrolyse ménagée. Les anneaux de croissances sont visibles. (B) Représentation schématique de I’alternance
entre régions amorphes et régions semi-cristallines. (C) Représentation d’une région semi-cristalline avec les
lamelles amorphes et les lamelles cristallines. (D) Représentation de la molécule d’amylopectine faisant
apparaitre la répartition des chaines A, B ou C, ® représentant 1’extrémité réductrice. Les grappes
d’amylopectine mesurent en moyenne 9 nm et on retrouve cette alternance de lamelles amorphes, trés riches en
points de branchement et lamelles cristallines ou les chaines glucaniques s’associent en hélices. (E)
Représentation d’une association de deux chaines en hélice. (F) Organisation spatiale de ces hélices, vue du
dessus, permettant de définir la cristallinité de 1’amylopectine : De type A, B ou de type C quand il s’agit d’une

alternance de type A et B. (Adaptée de Ball and Morell, 2003 et Zeeman et al., 2010).

L’étude de la distribution en longueur de chaine des glucanes composant la molécule
d’amylopectine nous donne des informations importantes sur sa structure. |l est possible de
séparer les chaines par clivage des liaisons a-1,6 a l'aide d’enzymes de débranchement.
Ces enzymes seront décrites plus en détail dans la suite de ce manuscrit. Les chaines
débranchées sont ensuite séparées par chromatographie d’exclusion stérique (Fredriksson
et al., 1998 ; Hizukuri, 1985), par chromatographie d’échange d’anions (Hanashiro et al.,

1996 ; Koizumi et al., 1991) ou par électrophorése capillaire (Morell et al., 1998). (Figure 15)
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Figure 15 : Représentation schématique de 1’analyse des chaines de I’amylopectine. Aprés débranchement de
I’amylopectine a 1’aide d’enzymes de débranchement (isoamylases et pullulanases) les chaines sont ensuite
séparées, par exemple, par HPAEC-PAD (Chromatographie d’échange d’anions a haut pH couplée a une
détection ampérométrique pulsée). Il est alors possible d’obtenir un graphique de la répartition de la longueur
des chaines c’est a dire le pourcentage de chaque chaines en fonction de leur degré de polymérisation (DP). Ici il
s’agit d’une distribution de la longueur des chaines de I’amylopectine d’Arabidopsis thaliana écotype Columbia-

0 avec des DP compris entre 2 et 54.
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3- Synthése de I'amidon :

L’amidon n’est composé que d’'unités de glucose reliées entre elles par deux types de
liaisons, ce qui en fait un polymére chimiquement simple. Cependant I'amylopectine,
présente une organisation structurale complexe que nous avons précédemment décrite.
Dans la suite de cette introduction, nous aborderons la synthése de 'amidon en évoquant les

multiples enzymes impliquées dans ces processus complexes.

La production de 'amidon chez la plante, qu’il soit transitoire (dans les feuilles) ou de
réserve (dans les graines ou tubercules) reste basée sur le méme schéma et commence par
la synthése d’'un précurseur. La voie de biosynthése de I'amidon fait intervenir plus d’'une
quarantaine de génes. Cette complexité s’explique en partie par la présence de nombreuses
isoformes enzymatiques qui catalysent les différentes étapes de la synthése du

polysaccharide de réserve.

Selon les espéces végeétales, on trouve 'amidon en quantité trés variable stocké dans
les graines, les tubercules, les racines ou encore de maniére transitoire dans les feuilles. |l
sert de réserve de carbone et d’énergie pour la plante. L’'amidon des graines sera utilisé lors
de la germination, 'amidon des racines semble avoir un réle dans le gravitropisme, 'amidon
des tubercules est une forme de réserve et 'amidon foliaire est un amidon transitoire
accumulé dans les chloroplastes le jour et dégradé la nuit suivant ainsi un cycle journalier de

synthése/dégradation (Figure 16).
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Figure 16 : (A) Exemple de cinétique d’accumulation d’un amidon de réserve dans la graine de mais. Quantité
d’amidon exprimée en pourcentage de matiére séche et pour trois génotypes en fonction du nombre de jours
post-pollinisation (Romisch-Margl et al., 2010). (B) Evolution de la quantité d’amidon transitoire (en mg/g de

matiére fraiche) dans les feuilles d’Arabidopsis thaliana sur 24h (adapté de Zeeman et al., 1998).
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L’'unique précurseur de la synthése d’amidon est un glycosyl-nucléotide: I'’ADP-
glucose. Il est synthétisé par I’ADP-glucose pyrophosphorylase a partir de Glucose-1-
Phosphate et d’ATP. Les étapes conduisant a la synthése du précurseur sont décrites Figure
18.

L’ADP-glucose pyrophosphorylase (AGPase) (EC 2.7.4.27) est composée de deux
petites sous unités portant I'activité catalytique et de deux grandes sous unités régulatrices
(Copeland and Preiss, 1981). Cette enzyme est a l'origine de tout le processus de synthése
de 'amidon. L’absence de cette activité conduit, quelle que soit I'espece étudiée, a I'arrét de
la synthése de 'amidon. De méme, la diminution de son activité entraine une réduction de
I'accumulation du polysaccharide de réserve (Lin et al., 1988 ; Muller-Rober, 1992 ; Tsai and
Nelson, 1966 ). A l'inverse, 'augmentation de celle-ci induit une suraccumulation d’amidon

dans les organes de réserves (Stark et al., 1992 ; Smidansky et al., 2002 ; Li et al., 2011).
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Figure 17 : Schématisation de la synthése du précurseur : I’ADP glucose (ADPGlc). Le cycle de Calvin permet
la production de Fructose 6 phosphate (Fru6P), converti en Glucose 6 phosphate (GIc6P) par la
Phosphoglucoisomérase (PGI). La Phosphoglucomutase (PGM) permet ensuite de convertir le Glc6P en Glucose
1 Phosphate (Glc1P). L’ADP pyrophosphorylase (AGPase) utilise ensuite I’ATP et le Glc1P pour synthétiser
I’ADP-Glucose. L’AGPase est composée de deux grandes sous unités (L) et de deux petites portant 1’activité

catalytique (S).

L’activité de 'AGPase est régulée a différents niveaux : régulations allostériques,
transcriptionnelles, ou encore post-traductionnelles (redox et phosphorylations)

(Geigenberger, 2011).

4- L’initiation de la synthése du polysaccharide de réserve
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Chez les animaux ou les champignons, c’est la glycogénine qui est responsable de
l'initiation. C’est une enzyme capable de s’auto-glucosyler afin de créer 'amorce nécessaire
a [linitiation de la synthése de glycogéne. Il en existe deux formes génétiquement
indépendantes. Chez la levure, la combinaison de mutations pour les deux isoformes de
glycogénines interrompt totalement la synthése du glycogéne (Cheng et al., 1995). Chez les
mammiféres, il existe une forme de glycogénine retrouvée dans diverses espéces étudiées
alors que la seconde isoforme n’a été retrouvée que chez les primates et de maniére
organe-spécifique (Lomako et al., 2004). Lors de la synthése du glycogene, les glycogéne-
synthases fongiques et animales utilisent 'TUDP-glucose afin d’allonger 'amorce produite par

les glycogénines.

Les bactéries, qui ne possédent pas de glycogénine, initient la synthése du
glycogéne par un processus différent. C’est la glycogéne-synthase procaryote qui posséde la
capacité de s’autoglucosyler et initie ainsi la synthése de glycogéne (Figure 18). Les
enzymes bactériennes utilisent ensuite I’ADP-glucose pour allonger les chaines du

glycogéne.

Ces deux processus restent relativement proches. En effet, il a été montré que
'absence de glycogénines dans des cellules eucaryotes pouvait étre compensée par une
hyperactivité de la glycogéne-synthase (Torija et al., 2005).

Animaux, champignons, levures Bactéries Plantes

@®-ADP @-ADP

@-UDP

Glycogénine

Enzyme de
Branchement

Glycogénine
Enzyme de
Branchement

Figure 18 : Représentation schématique de 1’état des connaissances concernant 1’étape d’initiation de la synthése
des polysaccharides de réserve. Chez les animaux, les champignons et les levures, la glycogénine initie la
synthése du polysaccharide de réserve par auto-glucosylation et formation d’un court glucane initiateur. Chez les
bactéries c’est la glycogéne-synthase qui en est capable. Chez les plantes, I’initiation de la synthése d’amidon

reste encore un sujet d’étude.
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Chez les végétaux, la compréhension des mécanismes de linitiation de la synthése
d’amidon reste non résolue a ce jour. Des glycogénines ont été identifiées par homologies
de séquences chez Arabidopsis thaliana (Chatterjee et al., 2005), mais elles interviennent
dans la synthése d’autres polysaccharides situés dans la paroi des cellules végétales et ne
semblent pas impliquées dans la synthese d’amidon. Aucune glycogénine n’a été identifiée
dans les algues unicellulaires comme Chlamydomonas reinhardtii ou Ostreococcus tauri
alors que celles-ci possédent toutes les enzymes impliquées dans le métabolisme de
'amidon (Ral et al., 2004).

Une seconde hypothése a été envisagée pour expliquer l'initiation de la synthése
d’amidon chez les végétaux. Les isoamylases, des enzymes de débranchement qui clivent
les liaisons a-1,6, pourraient intervenir dans ce processus d’initiation. Les mutants déficients
pour I'activité isoamylase accumulent des grains d’amidon plus petits que le sauvage et en
plus grande quantité (Burton et al., 2002 ; Bustos et al., 2004 ; Wattebled et al., 2005). Il y
aurait donc, chez ces mutants, une augmentation du nombre d’événements d'’initiation. Le
réle des isoamylases pourrait étre de libérer des glucanes ou de dégrader des amorces
solubles afin de limiter le nombre d’événements d’initiation (Bustos et al., 2004). Aucune

étude n’a permis de conforter cette hypothése jusqu’a présent.

La troisiéme hypothése se base sur I'origine endosymbiotique des plastes. En effet,
nous avons évoque, dans la premiere partie de ce manuscrit, le maintien des mécanismes
de la division plastidiale au cours de I'évolution. Il est tout a fait envisageable que, de la
méme maniére, les mécanismes d’initiation de la synthése du polysaccharide de réserve
soient conservés depuis la cyanobactérie internalisée jusqu’a la plante terrestre la plus
évoluée. Dans ce cas, une amidon-synthase pourrait initier la synthése de 'amidon au méme

titre qu’'une glycogéne-synthase initie la synthése de glycogéne.

Récemment, 'analyse de mutants d’Arabidopsis thaliana déficients pour SS4 (une
des quatre isoformes d’amidon-synthases solubles impliquées dans la synthése de
lamylopectine) a montré un défaut d’initiation de la synthése. En effet, les mutants ss4-
synthétisent un unique gros grain d’amidon par plaste alors que le sauvage accumule 5 a 7
grains de plus petite taille (Roldan et al., 2007 ; Szydlowski et al., 2009). Ces modifications
de la taille et du nombre de grains suggérent une altération du mécanisme d’initiation de la

synthése d’amidon.
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5- Enzymes impliquées dans la synthése de I’'amidon

a- Les amidon-synthases

Les amidon-synthases sont responsables de I'élongation des chaines de glucose.
Elles ajoutent des résidus de glucose a partir de 'ADP-glucose a un glucane préexistant via

la formation d’une liaison O-glucosidique a-1,4 (Figure 20). Il existe cinqg amidon-synthases :

- La GBSS (pour Granule Bound Starch Synthase) qui est liée au grain d’amidon et qui

participe a la synthése de 'amylose.

- Les SS (pour Starch Synthase) qui sont solubles. Elles sont au nombre de quatre

(SS1 a SS4) leur rble sera décrit en détail dans la suite de ce manuscrit.

Les analyses phylogénétiques récemment menées indiquent que ces différentes
amidon-synthases ont des origines évolutives différentes. Ainsi, SS1 et SS2 semblent étre
d’origine cyanobactérienne alors que SS3 et SS4 auraient une origine chlamydiale ce qui
conforte I'hypothése de I'endosymbiose tripartite évoquée au début de ce manuscrit (Ball et
al., 2013).

Les amidon-synthases font partie de la famille des Glycosyl-transférases de type 5
(GT5) de la classification CAZy (Carbohydrate Active enZyme) (Coutinho et al., 2003). Elles
possédent une partie Carboxy-terminale trés conservée et proche des glycogéne-synthases.
C’est cette région qui porte l'activité catalytique. On trouve, dans cette partie C-terminale,
huit domaines conservés ainsi que deux motifs K-X-G-G-L et X-X-G-G-L de part et d’autre

des régions catalytiques (Figure 19) (Cao et al., 1999).
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Figure 19 : Représentation de différentes amidon-synthases et de leurs domaines. La Glycogeéne-Synthase (GS)
posséde les 8 domaines conservés de la famille des GT5. L’amidon-synthase liée au grain (GBSS) posseéde,
comme toutes les autres amidon-synthases, un peptide de transit permettant I’adressage de la protéine au
chloroplaste. Les SS1 et 2 ont des séquences primaires trés comparables. Les SS3 et 4 possédent une longue
extension N-terminale. On retrouve le domaine portant 1’activité catalytique de ces enzymes dans la partie C-

terminale (Adapté de Szydlowski et al., 2009).

SS: Q 0
HO” ADP I HO o o o OH
-0
ADP + [ e 47°
HO” '-{_‘.’\Obobobo@\ou

Figure 20 : Exemple d’allongement d’'un glucane par action d’élongation d’'une amidon-synthase. Le
résidu de glucose de 'ADP-glucose (en rouge) est ajouté a la chaine existante via la formation d’'une
liaison a-1,4. (d’aprés Myers et al., 2000)

1) Les différentes amidon-synthases
GBSS

Il s’agit de 'amidon-synthase liée au grain. Elle représente la majorité des protéines
liees au grain d’amidon (95%) (Vos Scheperkeuter et al., 1986). Les mutants dépourvus de
la GBSS sont incapables de synthétiser de 'amylose et accumulent des grains d’amidon
uniquement composés d’amylopectine (Nelson and Rines, 1962). Le premier mutant,

découvert chez le mais, fut nommé waxy en raison de I'aspect cireux des grains (Tsai et al.,
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1974). Des mutants de diverses espéces possédant ce phénotype sont également appelés
waxy, comme chez le riz, le blé, I'orge. Le mutant de pomme de terre est aussi appelé
« amylose free » (Hovenkamp-Hermelink et al., 1987 ; Denyer et al., 1995 ; Nakamura et al.,
1995). Les grains d’amidon se trouvent en nombre habituel, ont une cristallinité inchangée et
gardent une apparence normale ce qui suggére que I'absence d’amylose n’a pas d’effet
direct sur la structuration d’'un grain d’amidon (Buléon et al., 1997). La GBSS, associée de
maniere non covalente au grain utilise 'ADP-glucose pour allonger les glucanes. Elle agit
préférentiellement pour I'élongation de 'amylose mais aussi sur les chaines externes de
I'amylopectine destinées a former 'amylose (Leloir et al., 1961 ; Maddelein et al., 1994 ; van
de Wal et al., 1998).

SS1 et SS2

Les mutations, chez ces deux enzymes, ont d’abord été étudiées chez des plantes de

grandes cultures.

SS1 a d’abord été étudiée chez le mais puis identifiée chez le riz, le blé ou encore la
pomme de terre (Boyer and Preiss, 1979 ; Baba et al., 1993 ; Mu et al., 1994 ; Kossmann et
al., 1999). L’expression d’'un ARN antisens de SS1 chez la pomme de terre ne ne modifie
pas le contenu en amidon du tubercule (Kossmann et al., 1999). L’expression de la SS1 de
mais chez Echerischia coli a permit de mettre en évidence une perte d’activité de celle ci en
fonction de la longueur des glucanes lui servant de substrat. Elle allonge spécifiquement les
chaines courtes (Commuri and Keeling, 2001). En 2002, une revue de Nakamura évoque la
modification de la structure de I'amylopectine dans I'albumen chez un mutant ss7- du riz
(Nakamura, 2002). La description du mutant ss7- d’Arabidopsis thaliana permet de confirmer
que SS1 est bien responsable de la synthése de chaines courtes de 'amylopectine (Delvallé
et al., 2005).

SS2 a d’abord été décrite chez le pois, la pomme de terre, et le blé (Dry et al., 1992 ;
Denyer et al., 1995 ; Edwards et al., 1995). Chez le pois, la mutation ss2- induit une chute de
la quantité d’amidon accumulé et une modification de la structure de I'amylopectine. Cette
derniére contient moins de chaines de tailles intermédiaires (DP 15 & DP 45) et plus de
chaines courtes et de chaines longues. Il existe deux isoformes de SS2 chez le mais (SS2a
et SS2b) et trois chez le riz (SS2-1 SS2-2 SS2-3). Il a été démontré que ces isoformes sont
exprimées de maniere organe-spécifique et en fonction du stade de développement de la
plante. Par exemple chez le mais SS2a est exprimée dans I'albumen de la graine et SS2b

dans les feuilles (Harn et al., 1998). Chez le riz SS2-2 est exprimée plus précocement que
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SS2-3. En général, une seule isoforme de chaque classe s’exprime a la fois (Ohdan et al.,
2005). Comme pour le mutant du pois, on observe, chez tous ces mutants ss2-, une forte
diminution de la quantité d’amidon accumulé, ainsi qu’'une modification de la répartition de la
longueur des chaines de I'amylopectine. En effet, on constate, chez plusieurs espéces, une
diminution du nombre de chaines comprises entre DP 12 et 30 et une augmentation des
chaines d’'un DP inférieur a 12 (Craig et al., 1998 ; Morell et al., 2003 ; Zhang et al., 2004).
SS2 semble donc responsable de la synthése des chaines de taille intermédiaire. Les
mutants ss2- présentent également une forte modification de la morphologie des grains
(Figure 23) (Szydlowski et al., 2011).

SS3

De nombreux mutants dépourvus de SS3 ont été identifiés et analysés. D’abord chez
la pomme de terre, puis le blé, le riz et le mais (Abel et al., 1996 ; Li et al., 1999 ; Gao et al,,
1998 ; Dian et al.,, 2005). Chez le riz, il existe différentes isoformes de SS3 exprimées de
maniere spécifique dans certains organes et a certains stades de développement de la
plante, comme c’est le cas pour d’autres amidon-synthases. Chez ces différentes plantes,
comme chez Chlamydomonas reinhardtii, on observe une diminution de la synthése
d’amidon ainsi qu’une modification de la distribution des chaines de I'amylopectine. Cette
modification se traduit par un enrichissement en chaines courtes (DP<10) et trés longues
(DP>40) et d’'une diminution des glucanes de tailles intermédiaires (10 < DP < 40) (Fontaine
et al., 1993 ; Gao et al., 1998). La morphologie des grains est également modifiée et, chez C.
reinhardtii, on observe une modification du type de cristallinité des grains (ils passent du type
A au type B). Il semble donc que ce soit majoritairement la synthése d’amylopectine qui est
affectée chez les mutants ss3-. La proportion d’amylose n’étant pas affectée, le ratio

amylose / amylopectine est alors augmenté (Fontaine et al., 1993 ; Szydlowski et al., 2011).

Une autre fonction de SS3, proposée par Zhang et coll en 2005 serait de réguler la
synthése d’amidon transitoire dans les feuilles d’A. thaliana. Chez le mutant ss3- qu’ils
étudient, l'activité mesurée des autres SS est supérieure a celle du sauvage. La quantité
d’amidon des feuilles est plus élevée que chez le sauvage. Les auteurs émettent donc
'hypothése d’une régulation négative de SS3 sur la synthése d’amidon transitoire. |l est
important de noter que des domaines de liaison a 'amidon ont été identifiés dans la partie N-
terminale de SS3. Ces domaines sont importants pour la modulation de l'activité de SS3
(Zhang et al., 2005 ; Valdez et al., 2008 ; Wayllace et al., 2010).
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Dans le mutant ss4- d'Arabidopsis thaliana, il n'y a pas de modification de la structure
de I'amidon produit. Ce phénotype suggére, comme nous I'avons vu précédemment, un role

dans le processus d’initiation de la synthése et le contréle du nombre de grains par plaste.

2) Redondances fonctionnelles des amidon-synthases.

La conservation de plusieurs isoformes d’amidon-synthases au cours de I'’évolution
suggére que chacune d’entre elles posséde une fonction propre non compensable par les
autres isoformes. Cependant la présence d’autant d’isoformes laisse aussi suggérer une
certaine redondance fonctionnelle. La combinaison de mutations chez la plante modéle

Arabidopsis thaliana a permis de faire le point sur ces redondances fonctionnelles.

Chez le mutant ss7- d’A. thaliana, SS3 est capable de synthétiser en parti les chaines
courtes de DP8 a DP11 (Szydlowski et al., 2011). De méme, chez le mutant SS2 d’A.
thaliana, SS3 est capable de synthétiser des chaines de DP 12 & 28 (Zhang et al., 2008).
Enfin, SS3 semble capable de maintenir un certain niveau d’initiation de la synthése
d’amidon chez les mutants ss4-. En effet, comme nous I'avons vu la mutation ss4- induit une
réduction importante du nombre d’événements d’initiation dans les plastes (un seul grain
produit au lieu de 5 a 7 dans les plastes d'une lignée sauvage). L’'analyse de mutants
combinant des mutations pour les différentes amidon-synthases indique que la synthése du
grain résiduel est dépendante de la présence de SS3. Alors que la simple mutation ss3- n'a
aucun effet sur le nombre de grains produits par plaste, le double mutant ss3- ss4- ne
produit pratiquement plus d’amidon.

Ceci suggére que SS3 aurait un rbéle dans linitiation en absence de SS4 (Roldan et al,,
2007 ; Szydlowski et al., 2011).
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Figure 21 : Photographies obtenues par microscopie électronique a balayage de grains d’amidon purifiés a
partir de feuilles d’A. thaliana prélevées en fin de jour. A : la plante sauvage (écotype Wassilewskija ), B :
Le mutant ss/-, C : le mutant ss2-, D le mutant ss3- (Szydlowski, 2011). En E et F les grains sont extrait a

partir d’Arabidopsis thaliana (écotype Columbia) E : Sauvage ou F : Mutant ss4- (Roldan et al., 2007).

b- Les enzymes de branchement

Les enzymes de branchement (BE pour Branching Enzyme) (EC 2.4.1.1.18)
appartiennent a la famille GH13 (GH pour Glycoside Hydrolases) de la classification CAZy
(Coutinho et al., 2003). Elles sont responsables de la création des points de branchements
principalement lors de la synthése de I'amylopectine. Elles clivent une liaison a-1,4 d’'un
glucane et transférent la partie clivée sur une chaine adjacente ou sur la méme chaine

formant ainsi une liaison a-1,6 (Borovsky et al., 1976) (Figure 22).

32

© 2014 Tous droits réservés. doc.univ-lille1.fr



These de Maud Facon, Lille 1, 2014

o o 0
HO ‘4 "\L«/\o o o OH
Figure 22 : Représentation schématique du mode de
‘ o)
/@\]Q OOQOO\OH fonctionnement des enzymes de branchement

(d’aprés Myers et al., 2000). Les résidus de glucose
\"
HO £ o

@ b Q transférés sont représentés en rouge.
OH
{ |
2:}0@ Kol e

Il existe deux familles d’enzymes de branchement :

- Les BE1 (ou famille B) qui transférent préférentiellement des chaines longues (DP > 10) et
possédent une affinité plus forte pour 'amylose que pour 'amylopectine. Ces résultats ont
tout d’abord été montrés par l'analyse de mutants du mais (Blauth et al, 2002) puis
confirmés par des études effectuées chez le riz (Satoh et al., 2003). Chez les différents
végétaux étudiés, il n'a été trouvé qu'une seule BE1, a I'exception de la plante modele

Arabidopsis thaliana qui n’en posséde pas.

- Les BE2 (ou famille A) transférent des chaines plus courtes (5 a 6 DP) et sont plus actives
sur un substrat tel que I'amylopectine plutét que sur I'amylose (Guan and Preiss, 1993 ;
Guan et al., 1994 ; Guan et al., 1997).

Les protéines de ces deux familles se distinguent aussi par leurs séquences
primaires. Les BE2 possédent un domaine N-terminal spécifique absent chez les BE1 (Guan
et al., 1997 ; Burton et al., 1995).

Chez les dicotylédones comme la pomme de terre ou encore le pois, il existe une
seule BE2 alors que chez les monocotylédones, comme le mais ou le riz, il y a deux
isoformes BE2a et BE2b (Figure 23). Il semblerait que, comme pour certaines amidon-
synthases, ces différentes isoformes soient exprimées de maniére organe spécifique. Par
exemple BE2b est exprimée dans l'albumen alors que BE2a, comme BE1, est exprimée
dans les feuilles et I'albumen (Gao et al.,, 1996 et 1997 ; Sun et al., 1998). Nakamura
propose une action successive des deux classes de BE chez le riz. Les produits de BE2

serviraient alors de substrats pour I'activité BE1 (Nakamura et al., 2002).
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Famille B Famille A
Organisme Mono et dicotylédones Monocotylédones Dicotylédones
Zea mays (Mais) SBE1 SBE2a SBE2b
Triticum aestivum (Blé) SBE1 SBE2a SBE2b
Hordeum vulgare (Orge) SBE1 SBE2a SBE2b
Oryza sativa (Riz) SBE1 (RBE1) SBE2a (RBE4|SBE2D (RBE3
ou QE2a) ou QE2b)
Pisum sativum (Pois) SBEA SBEB (SBE1)
Solanum tuberosum (Pomme de Terre) SBE1 (SBEA) SBE2 (SBEB)
Arabidopsis thaliana aucune SBE2.1 | SBE2.2

Figure 23 : Dénominations des différentes enzymes de branchement chez les principales espéces étudiées. Les

familles A et B sont séparées, on distingue également les monocotylédones des dicotylédones pour la

dénomination des SBE2.

La plante A. thaliana fait figure d’exception car, non seulement elle ne posséde pas

de BE1, mais en plus, elle est la seule dicotylédone étudiée possédant deux BE2 (Dumez et

al., 2006). Chez cette plante, 'absence de I'une ou l'autre des BE2 n’a qu’un impact limité

sur le phénotype d’accumulation d’amidon. En revanche, I'absence des deux enzymes de

branchement conduit a larrét total de la synthése d’amidon dans la plante et a

'accumulation de maltose essentiellement cytosolique provenant de la dégradation de

glucanes linéaires (puisqu’ils ne peuvent pas étre branchés) par des amylases produisant le

maltose exporté vers le cytosol (Dumez et al., 2006).

c- Maturation de la structure de 'amylopectine

Les enzymes de débranchement, comme leur nom l'indique, sont capables de cliver

les liaisons a-1,6 ou « points de branchement » (Figure 24). Elles font partie de la famille

GH13 de la classification CAZy et se classent en deux sous-groupes : Les pullulanases (EC
3.2.1.41) et les isoamylases (EC 3.2.1.68)
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Figure 24 : Représentation de l’activité de débranchement. La liaison a-1,6 est clivée par les enzymes de

débranchement (d’apreés Myers ef al., 2000).
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1) Les pullulanases

Les pullulanases clivent les liaisons a-1,6 de l'amylopectine et du pullulan, un
polymére d’origine bactérienne formé d'une succession de groupements maltotriosyles
branchés. Par contre, ces enzymes sont pratiquement inactives sur le glycogéne. Il n’en

existe généralement qu’une seule chez les végétaux.

Chez les mutants d’A. thaliana et du mais déficients en pullulanase aucune
modification significative de la quantité ou de la structure de I'amidon n’a été observée
(Wattebled et al., 2005 ; Dinges et al., 2003). Il semble donc qu’a elle seule, cette activité soit
peu déterminante dans le métabolisme de I'amidon et son implication précise dans ce
métabolisme ou dans d’autres processus cellulaires reste a déterminer. En revanche la
combinaison de la déficience de la pullulanase avec celles pour d’autres enzymes de
débranchement végétales (les isoamylases) conduit a une amplification des phénotypes
observés qu’il s’agisse d’'un phénotype lié a la synthése ou a la dégradation de I'amidon
(Wattebled et al.,, 2005 ; Delatte et al., 2006 ; Wattebled et al., 2008). Cela suggére une

probable redondance fonctionnelle.
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2) Les isoamylases

Les isoamylases sont les acteurs principaux de la maturation de la structure de

'amylopectine.

. Historique

C’est en 1951 que Kobayashi et ses collaborateurs utilisent pour la premiére fois le
terme d’isoamylase pour décrire une enzyme extraite de la levure de boulangerie qui clive
spécifiguement les liaisons a-1,6 du glycogéne et de 'amidon. En 1969, Manners et Rowe
mentionnent la présence d’'une isoamylase chez le mais (Manners and Rowe, 1969).

Il existe un mais doux (sugary) dont les grains contiennent plus de saccharose et
moins d’amylopectine que le mais sauvage. |l est cultivé en France depuis 1973 et est
exclusivement dédié a la consommation humaine. James et ses collaborateurs montrent que
la mutation sugary-1 du mais doux affecte le géne de structure d’'une isoamylase (James et
al., 1995). Les orthologues de ce géne ont ensuite été identifies chez le riz (Fujita et al.,
1999), 'orge (Sun et al., 1999) et le blé (Genschel et al., 2002).

. Caractéristiques des isoamylases

Selon la classification d’Henrissat (1991), les isoamylases appartiennent a la famille
des a-amylases composée de glycoside-hydrolases et transférases. Toutes les a-amylases
présentent des similarités structurales et mécanistiques. En effet, les acides aminés
catalytiques sont nécessairement un acide glutamique et deux acides aspartiques. Dans
cette famille, on retrouve les a-amylases, les isoamylases, les pullulanases et les enzymes
de branchement (MacGregor et al., 2001). Comme les pullulanases, les isoamylases
coupent les liaisons a-1,6, mais elles ne sont actives que sur 'amylopectine et le glycogéne
et sont inactives sur le pullulan. Il en existe trois formes génétiquement indépendantes chez
les végétaux dénommées ISA1, ISA2 et ISA3. Nous allons détailler les fonctions des ISA1 et
ISA2. Des travaux montrent que la fonction d’ISA3 est trés partiellement redondante de
celles des autres isoamylases dans le processus de synthése de I'amylopectine (Wattebled

et al., 2008). Cependant, ISA3 est principalement impliquée dans la dégradation de I'amidon.

. ISA1 et ISA2, des enzymes essentielles a la synthése de 'amidon

Les isoamylases sont des acteurs majeurs de la synthése de I'amidon chez les
végétaux. Elles sont directement impliquées dans le processus de formation de la structure

de I'amylopectine (Figure 25). L’activité portée par ISA1 et ISA2 consiste a éliminer les
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points de branchement surnuméraires lors de la synthése de I'amylopectine. Cette étape
permet d’avoir une localisation délimitée des points de branchement permettant ainsi la mise

en place d’une structure « en grappe » de I'amylopectine (Ball et al., 1996).

Figure 25 : Modé¢le de la synthése discontinue de 1’amylopectine proposée par Ball et coll. en 1996. La synthése
de ce polymére passe par I’¢longation des chaines de glucanes (A et B). Lorsque les glucanes ont atteint une
longueur idéale pour le fonctionnement des enzymes de branchement (B) celles-ci interviennent et permettent la
formation de nombreuses liaisons a-1,6, (C). Les enzymes de débranchement interviennent alors pour cliver
certaines de ces liaisons a-1,6 et les organiser au niveau des lamelles amorphes (D). Un nouveau cycle de

synthése peut alors avoir lieu, E.

Chez le mutant isa7- de C. reinhardtii, il y a absence totale d’amidon (Mouille et al.,
1996). Ce phénotype s’accompagne d'une altération de la structure de I'amylopectine. A
linverse, chez la pomme de terre, la réduction de la quantité d’amidon dans le tubercule
chez le mutant isa7- est relativement limitée (Bustos et al., 2004). L’analyse de la distribution
de la longueur des chaines de I'amylopectine chez les mutants isa7- réveéle un
enrichissement en chaines courtes (DP 5 a 9 chez Arabidopsis ; DP 5 a 11 chez le mais et le
riz et DP 10 a 13 chez le blé) (Wattebled et al., 2005 ; Dinges et al., 2001 ; Wong et al,,
2003 ; Burton et al., 2002). Un autre phénotype associé a la mutation isa7- concerne
'accumulation massive d’un a-glucane hydrosoluble dont la structure s’apparente a celle du
glycogéne (et par conséquent dénommé « phytoglycogéne »). Chez Arabidopsis thaliana,
par exemple, la mutation isa?- entraine une réduction drastique de la quantité d’amidon
accumulé dans les feuilles en fin de jour (80% de moins que le sauvage) ainsi que
'accumulation d’une quantité équivalente de phytoglycogéne (Wattebled et al., 2005).

En plus de la réduction de la quantité d’amidon accumulée et de la production de
phytoglycogéne, les grains d’amidon résiduel de ces mutants présentent une taille fortement
réduite par rapport au sauvage, indiquant une réelle difficulté a maintenir un processus

correct de synthése (Figure 26)
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Figure 26 : Photographies obtenues par microscopie ¢électronique a balayage de grains d’amidon purifiés d’A4.

avec une barre d’échelle de 1 pum. Les amidons ont été extraits de feuilles récoltées en fin de jour et purifiés.

ISA1 et ISA2 fonctionnent en complexes hétéromultimeriques. ISA1 est la seule
sous-unité catalytiquement active du complexe. En effet, cette protéine présente les acides

aminés impliqués dans la catalyse alors que ISA2 ne posséde pas ces résidus (Figure 27).

Région 1 Région 2 Région 3 Région 4 Région 5
ISA1 DVVLNH | GFRFDLASI EAWD FICAHD VNFWGYS

A. thaliana ISA2 EVVFTH | GFCFINASS DCWD YISRNS *PYE
ISA3 DVVYNH JGFRFDLASY| EAWD FVIAHD VNTWGYS
ISA1 DVVFNH | GFRFDLASI EAWD FVCAHD | MNFWGYS

Zea mays ISA2 EVVFTH | GFCFINAPF DPWS YVSRNS PYE
ISA3 DVVYNH |GFRFDLASV EPWD FVIAHD VNTWGYS

Figure 27 : Comparaison des régions conservées chez les isoamylases d’A. thaliana et du mais. Les acides

aminés catalytiques sont représentés en rouge.

Le fait que seule ISA1 soit active explique que la perte de cette enzyme entraine des
phénotypes marqués. Dans certains cas, comme chez Arabidopsis, I'absence d’ISA2
entraine le méme phénotype que l'absence d'ISA1. Chez cette plante, ISA1 et ISA2
semblent donc fonctionner sous la forme d’'un hétérodimére uniquement (Wattebled et al.,
2005 ; Delatte et al., 2005; Zeeman et al., 1998). Ce n’est pas le cas pour toutes les
espéces. En effet, chez les céréales, comme le mais ou le riz, les mutants isa2- semblent
tout a fait capables de maintenir un niveau d’activité isoamylase suffisant pour permettre la
synthése d’'un amidon de structure comparable a une lignée sauvage sans accumuler de
phytoglycogéne (Utsumi and Nakamura, 2006 ; Kubo et al., 2010). Dans ce cas, ISA1 est
capable d’agir sous la forme d’homomultiméres fonctionnels. Il a été montré, chez le riz, la
présence d’hétéromultimeres fonctionnels composés de cing sous-unités ISA1 et d’'une seule
sous-unité ISA2 mais également d’homomultiméres composés de cing monoméres d’ISA1
(Utsumi and Nakamura, 2006). Il est a noter que ces deux formes sont présentes

naturellement dans 'albumen de riz.
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De méme chez le mais, ISA1 garde une activité de débranchement en absence
d’'ISA2. Les études de l'activité isoamylase de I'albumen de mais ont permis de mettre en
évidence trois bandes d’activité sur zymogramme. Deux de ces bandes correspondent a des
hétéromultiméres et la troisieme a un homomultimére uniquement composé d’ISA1 (Kubo et
al., 2010).

La majeure partie de mon travail de thése porte sur I'étude de ces complexes

isoamylases homo ou hétéro-multimériques actifs lors de la synthése d’amidon.
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6- Dégradation de I’amidon :

Chez la plupart des plantes étudiées, on considére qu’il existe deux voies principales
de dégradation de l'amidon: une voie hydrolytique et une voie phosphorolytique. La
degradation de 'amidon a pour but de fournir une grande quantité de carbone et d’énergie
que ce soit au niveau de la graine lors de la germination ou pour alimenter I'organisme
durant la nuit alors que la photosynthése n’est pas fonctionnelle. La dégradation est initiée
par la phosphorylation des certains résidus de glucose de I'amidon. Il est important de noter
que I'amylopectine est phosphorylée continuellement, de jour comme de nuit (Nielsen et al.,

1994), néanmoins le taux de phosphate est plus conséquent la nuit (Ritte et al., 2004).

a. La phosphorylation de 'amidon

La Glucan Water Dikinase (GWD) est la premiére enzyme responsable de la
phosphorylation de certains résidus de glucose de I'amidon. Elle a été mise en évidence
chez la pomme de terre (Lorberth et al., 1998) et chez Arabidopsis thaliana (Yu et al., 2001).
Dans les deux cas, les mutants dépourvus de cette activité kinase sont des
suraccumulateurs d’amidon. Cette enzyme transfére un groupement phosphate de I'ATP sur
le carbone C6 d’un résidu glucose de I'amylopectine (Ritte et al, 2006). Elle subit une
régulation redox, la forme oxydée étant inactive (Mikkelsen et al., 2005). La GWD est liée a
'amidon dans la feuille de pomme de terre spécifiquement la nuit. Sa localisation, variable la
journée, pourra ainsi influer sur son activit¢ (Ritte et al, 2000). Il a été montré trés
récemment que le phosphate en position y de I'ATP permet I'autophosphorylation de GWD
sur un résidu inconnu puis c’est le phosphate f qui est transféré sur un résidu d’histidine trés
conservé. C’est ce groupement phosphate 3 qui sera transféré sur un a-glucane (Hejazi et al,
2012).

Une seconde enzyme, la Phosphoglugan Water Dikinase (PWD), capable elle aussi
de phosphoryler les résidus de glucose de I'amidon a ensuite été identifiée. Elle ajoute un
groupement phosphate en position C3 d’'un résidu de glucose (Baunsgaard et al., 2005 ;
Kétting et al., 2005). Néanmoins son action est dépendante de I'activité¢ GWD, puisqu’en
absence de GWD, l'amidon n’est pas phosphorylé (Baunsgaard et al, 2005). PWD ne

phosphoryle I'amylopectine que si GWD a préalablement phosphorylé le polysaccharide.

L’introduction des groupements phosphate sur les glucanes composant

I'amylopectine induit la déstructuration des doubles hélices de glucanes permettant alors aux
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enzymes de dégradation d’avoir une meilleure accessibilité aux extrémités des chaines
(Hejazi et al., 2008).

b. Les enzymes de la dégradation

Les premiers acteurs de la dégradation de I'amidon sont les B amylases, des o-1,4
glucan-malto-hydrolases (EC 3.2.1.2). Elles hydrolysent les glucanes depuis leurs extrémités
non-réductrices et liberent du B maltose. Il existe 9 génes codant des B amylases dans le
génome d’Arabidopsis thaliana. Elles sont notées de BAM 1 a BAM 9 mais seules les quatre
premiéres sont adressées aux chloroplastes (Fulton et al. 2008). Le mutant bam1- d’A.
thaliana suraccumule de I'amidon et produit moins de maltose que le sauvage la nuit. Le
mutant bam3- présente ce méme phénotype mais de maniére plus marquée et la
combinaison des deux mutations induit un phénotype exacerbé par comparaison aux
simples mutants. BAM 1 et BAM 3 semblent donc jouer un rdle particulierement important
dans la dégradation de I'amidon et la libération de maltose durant la nuit. Des analyses
complémentaires sur des BAM 1 et BAM 3 recombinantes exprimées dans E. coli confirment
leurs fortes activités amylasiques. En revanche, le réle de BAM 2 reste a déterminer. Bien
qu’elle soit présente dans le chloroplaste, son activité reste relativement faible (Fulton et al.,
2008). BAM 4 ne possede pas les acides aminés catalytiques nécessaires a l'activité
enzymatique et ne semble donc pas posséder d’activité de dégradation. La protéine
recombinante ne semble d’ailleurs pas posséder d’activité. Cependant, une lignée mutante
d’Arabidopsis dépourvue de cette enzyme suraccumule de I'amidon. Une hypothése serait
qu’elle interviendrait plutét comme un régulateur de la dégradation de 'amidon suivant un

mécanisme qu’il reste a déterminer (Fulton et al., 2008).

Les points de branchement de I'amylopectine ne peuvent pas étre clivés par les
amylases, la dégradation va donc nécessiter l'activité d’enzymes de débranchement.
L’'implication de I'isoforme ISA3 dans le processus de dégradation de 'amidon a été montrée
chez A. thaliana (Wattebled et al., 2005 ; Delatte et al., 2006). L’absence de cette enzyme
suite a une mutation dans son géne de structure conduit & une suraccumulation d’amidon en
fin de jour mais surtout en fin de nuit (alors que le contenu en amidon est proche de zéro en
fin de nuit dans les lignées sauvages). Par ailleurs, la structure de 'amidon et en particulier
celle de 'amylopectine n’est pas modifiée dans ce mutant. On y observe qu’une légere
augmentation du nombre de trés courts glucanes (3 < DP < 5) qui représentent les substrats
préférentiels de cette enzyme lors de la dégradation de 'amidon. Dans le contexte sauvage,

les glucanes plus longs sont rognés par les amylases qui hydrolysent uniquement les
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liaisons a-1,4 puis sont ensuite débranchés par ISA3 afin de compléter le processus de

dégradation.

La dégradation de 'amidon entraine une accumulation de maltose et d’autres courts
glucanes, dans les chloroplastes. Il est important de noter que les P amylases sont
incapables d’agir sur des glucanes de moins de 4 résidus de glucose. Les glucanes trés
courts (DP<4) qui ne peuvent plus étre dégradés par les p amylases sont pris en charge par
'enzyme disproportionnante (ou enzyme D) qui transfére deux ou trois résidus de glucose
d’'un maltotriose sur une chaine de glucane plus longue. Cette chaine de glucane sera
ensuite dégradée par les p amylases. Cette réaction libére du glucose qui sera exporté vers

le cytoplasme cellulaire (Critchley et al., 2001).

SEX4 (pour Starch Excess 4) a été identifiee comme étant une phosphoglucan-
phosphatase. Elle élimine des groupements phosphates a la surface des grains d’amidon et
a un role dans la régulation de la dégradation de 'amidon. Le mutant sex4- d’A. thaliana est
un suraccumulateur d’amidon et de phosphoglucanes au cours de la dégradation (Niittyla et
al., 2006). Cette enzyme appartient a la famille des Laforines, des phosphoprotéines
phosphatases impliquées, entre autre, dans la régulation du catabolisme du glycogéene (Liu
et al., 2008). Son réle serait donc de travailler en collaboration avec les kinases et les
hydrolases afin de réguler la dégradation de I'amidon (Kétting et al., 2009). Il existe deux
autres enzymes récemment identifiees par homologie de séquence avec SEX4 : LSF1 et
LSF2 (pour Like Sex Four). Les premiéres études montrent un phénotype de
suraccumulation de I'amidon chez les mutants d’A. thaliana. Et elles semblent fonctionner de

la méme maniére que SEX4 (Comparot-Moss et al., 2010 ; Santelia et al., 2011).

c. Les voies secondaires de dégradation de 'amidon

Il existe des voies alternatives de dégradation comme cela a pu étre mis en évidence
chez le riz, ou une a amylase semble impliquée dans ce processus. En effet, le mutant
surexprimant le géne AMY1 du riz accumule moins d’amidon que le sauvage et a l'inverse, la
suppression de cette enzyme entraine une suraccumulation d’amidon (Asatsuma et al.,
2005). Les a amylases jouent un réle particulierement important dans la dégradation de
'amidon de réserve lors de la germination chez les céréales (Zeeman et al., 2010).

Chez Arabidopsis, on retrouve trois génes codant des a amylases mais seule une,
appelée AMY3, est adressée aux plastes. L'absence d’expression de AMY3, comme

I'absence d’expression des trois a amylases n’engendre pas de phénotype particulier (Yu et
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al., 2005). Cela suggére que lactivitt des a amylases, chez Arabidopsis, n’est pas

nécessaire au catabolisme de I'amidon.

Il existe une troisiéme voie de dégradation possible faisant intervenir des a glucanes-
phosphorylases (EC 2.4.1.1). Leur réle dans le catabolisme de 'amidon fait encore débat au
sein de la communauté scientifique. Cette enzyme catalyse la phosphorolyse des a-1,4
glucanes en présence de phosphate inorganique la réaction étant réversible. Une lignée d’A.
thaliana dépourvue de I'isoforme cytosolique PHS1 ne présente pas de phénotype particulier
concernant la quantité ou la structure de 'amidon ce qui suggere que cette enzyme n’est pas
impliquée dans le métabolisme du polysaccharide de réserve (Zeeman et al., 2004).
Cependant, des résultats préliminaires menés dans notre laboratoire sur le double mutant
ss4- phs1- d’Arabidopsis montrent que celui-ci accumule trois fois plus d’amidon et produit
des grains plus volumineux que dans plante sauvage. De plus, la cinétique de dégradation

du polysaccharide montre clairement une baisse de la vitesse de dégradation ce qui suggére

une défaillance du catabolisme du polysaccharide (Devin, 2010).

Malto oligo
saccharides
branchés

ISA3 ’ Pu
Malto oligo
saccharides, .~ < D Glucose

Maltose

%

Stroma

Cytoplasme

Figure 28 : Schéma de la dégradation de I’amidon dans les chloroplastes (adapté de Zeeman et al, 2010). La voie
majoritaire est représentée en encadré. Les Glucan Water Dikinases (GWD) et Phosphoglucan Water Dikinases
(PWD) phosphorylent les chaines d’amylopectine (batonnets gris) afin de les déstructurer (les phosphates sont
représentés par des points rouges). Les enzymes de régulation SEX4 et LSF2 interviennent pour déphosphoryler

les glucanes. Les  amylases (BAM) hydrolysent les glucanes a partir de leurs extrémités non-réductrices. ISA3
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hydrolyse les liaisons a-1,6. La voie de dégradation minoritaire et hypothétique faisant intervenir des a amylases
est représentée en pointillé hors du cadre. Un cercle noir représente une unité glucose. L’enzyme
disproportionnante (Enz D) et les B amylases convertissent les malto oligossaccharides accumulés en maltose et

glucose qui seront exportés vers le cytoplasme.

d. Devenir des produits de la dégradation d’amidon

Le glucose et le maltose issus de la dégradation de I'amidon sont exportés vers le
cytoplasme a I'aide de transporteurs membranaires spécifiques : MEX1 (maltose excess 1)

pour le maltose et pGIcT (plastidic glucose translocator) pour le glucose.

Chez Arabidopsis le mutant mex7-, présente un phénotype de suraccumulation
plastidiale de maltose (Niittyla et al., 2004). Le mutant pglct-, dépourvu du transporteur de
glucose, présente un phénotype moins fort cependant le cumul des deux mutations entraine
un phénotype nettement plus sévere que celui de la simple mutation mex- ce qui suggeére

'importance du transporteur de glucose (Cho et al., 2011).

L’enzyme disproportionnante cytosolique, appelée DPE2 chez Arabidopsis, permet
ensuite le clivage du maltose et le transfert d’un glucose qui en découle sur un
hétéroglycane soluble. Chez Arabidopsis, I'analyse du mutant dpe2- permet d’observer une
modification de la composition des hétéroglucanes solubles. Ceux-ci comportent nettement
moins de résidus glucose que chez la plante sauvage ce qui suggére qu’il s’agit du principal
accepteur de glucose venant de DPE2 (Fettke et al, 2006). Le glucose cytosolique peut
également étre phosphorylé puis entrer dans un processus de synthése de saccharose qui

sera ensuite exporté vers d’autres cellules.
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C- Arabidopsis thaliana

1- Historique

Arabidopsis thaliana, a été identifiée au 16°™ siécle par Johannes Thal (d’otl le nom
thaliana), un physicien botaniste allemand, dans les montagnes de Harz. Aussi appelée
« L'arabette des dames », elle fut citée pour la premiére fois en 1873 dans les travaux de
Alexander Braun, un botaniste Allemand qui venait d’identifier dans un champ a proximité de
Berlin, un mutant de la floraison. Ce fat le premier mutant d’Arabidopsis thaliana publié
(Braun, 1873).

C’est au cours d’un séminaire, en 1943, que Frederich Laibach proposa Arabidopsis
thaliana comme plante modéle en génétique. Ses travaux ont permis la création de la toute
premiére collection d’individus d’Arabidopsis mutés par les rayons X. La premiére
conférence internationale sur ce modéle d’étude a eu lieu en 1965 en 'honneur du 80°™
anniversaire de F. Laibach, a Géttingen en Allemagne (Koornneef and Meinke, 2010).

Depuis, A. thaliana est 'un des modéles d’étude les plus utilisés en biologie.

A. thaliana est une dicotylédone de la famille des Brassicaceae (comme le chou, le
navet ou la moutarde). Elle forme une rosette de feuilles au raz du sol en trois semaines
environ, puis développe une hampe florale pouvant atteindre 30 a 40 cm de haut qui

supportera les feuilles caulines, les fleurs puis les siliques (Figure 29).

Figure 29: Arabidopsis thaliana, espéce
modele. Photo prise 40 jours aprés

germination
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2- Caractéristiques qui font de cette plante un modéle d’étude

Arabidopsis thaliana posséde un cycle de vie qualifié de court puisqu’il faut en
général moins de deux mois pour qu'une graine semée produise une plante mature. C’est
par ailleurs une plante autogame qui conduit chaque individu a produire plusieurs milliers de
graines a chaque génération. Peu exigeante en surface et en conditions environnementales,
sa culture est aisée en serre ou dans des enceintes de culture contrélée (phytotron). Son
petit génome nucléaire (environ 125 millions de paires de bases) a été entiérement
séquenceé et annoté (depuis 2001) ce qui permet l'utilisation de la génétique inverse. Par
ailleurs, A. thaliana accumule, dans ses feuilles, des grains d’amidon tout a fait comparables
a ceux produits par des plantes d’intérét agronomique. L’absence d’intéréts économiques
basés sur la culture de cette plante est un atout majeur pour la transmission des
connaissances scientifiques et les échanges entre laboratoires. La conservation des
processus métaboliques conduisant a la production ou la dégradation de I'amidon permet
néanmoins la transposition des résultats obtenus chez A. thaliana a d’autres espéeces a fort

impact industriel.

Une autre raison qui fait de cette plante un véritable modéle d’étude est sa sensibilité
a Agrobacterium tumefaciens. En effet, cette bactérie phytopathogéne tellurique,
responsable de la galle du collet chez les dicotylédones est intéressante en raison de sa
capacité a transférer une portion d’ADN (’ADN-T) de son plasmide naturel Ti vers le génome
végétal. Cette faculté permet a la bactérie d'utiliser la plante comme producteur de ses
propres nutriments, elle détourne ainsi les voies métaboliques végétales dans le but de
produire des opines : condensation d’'un sucre et d’'un acide aminé. Les connaissances dans
le domaine du génie génétique et I'universalité du code génétique permettent aujourd’hui de
modifier '’ADN transféré par la bactérie et d’y inclure un ou plusieurs génes d’intéréts. On
parle alors de transformation par agroinfection. L'ADN-T va s’insérer dans le génome de la
plante de maniére aléatoire en une ou plusieurs copies. L’insertion permettra soit
d’interrompre un géne et de créer une mutation, soit d’'insérer une séquence codante de
maniére a produire une protéine d’intérét in planta. Cette premiére stratégie a été utilisée
pour créer des milliers de lignées mutantes, obtenues par I'insertion aléatoire d’ADN-T. Le
lieu de linsertion peut ensuite étre identifié par séquencage des régions flanquant l'insert
(zones a proximité de 'ADN-T, identifiables et localisables puisque la séquence compléte du
génome d’A. thaliana est disponible). Plus de 400 000 mutants d’insertion sont actuellement

disponibles auprés des différents centres de stockage.
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I.  Etude comparative des isoamylases d’Arabidopsis thaliana et de Zea mays

En introduction, nous avons évoqué l'importance de lactivité isoamylase lors de la
synthése d’amidon et en particulier lors de la maturation de la structure de 'amylopectine. Le
premier objectif de ma thése concerne I'étude du mode de fonctionnement de l'isoamylase 1
(ISA1) d’'une plante monocotylédone (le mais) et d’une plante dicotylédone (Arabidopsis
thaliana). Il est intéressant de remarquer que les ISA1 de mais et d’Arabidopsis semblent
fonctionner de maniere différente, la premiére étant capable de former des homomultimeres
fonctionnels alors que la seconde ne fonctionne que sous forme d’hétéromultiméres, en

association avec l'isoamylase 2 (ISA2) (Figure 30)

ISA2

ISA1

Figure 30 : Représentation schématique des complexes protéiques nécessaires a ’activité isoamylase lors de la
synthése d’amidon : A dans les feuilles ou les tubercules de plantes dicotylédones (avec 1’exemple d’Arabidopsis
thaliana ou de la pomme de terre) B Dans 1’albumen de monocotylédones (comme chez le riz, le mais, le blé ou

I’orge).

Nous avons ainsi tenté de déterminer si cette différence de fonctionnement des ISA1 est
dépendante de l'organe dans lequel elles sont exprimées (albumen de mais ou feuilles
d’Arabidopsis) ou s'il s’agit d’'une acquisition évolutive. Pour apporter des éléments de
réponse a ces interrogations, jai mené une étude comparative des ISA1 de mais et
d’Arabidopsis en étudiant d’abord les caractéristiques fonctionnelles in vitro de ces enzymes
puis en exprimant ISA1 de mais chez Arabidopsis thaliana. J'ai également participé a une

étude du fonctionnement des isoamylases dans la feuille de mais.
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Ces travaux, présentés dans la premiére partie des résultats de ce manuscrit, ont donné
lieu a deux publications dans les journaux d’audience internationale Plant Physiology (1%

auteur) et New Phytologist (2° auteur).
II.  Etude de SS4: une enzyme impliquée dans l'initiation de la synthése d’amidon

L’'importance de SS4 lors de l'initiation de la synthése d’amidon a été mise en évidence
au travers de I'analyse de mutant ss4- d’Arabidopsis thaliana qui accumulent un unique gros
grain d’amidon par chloroplaste au lieu des 5 a 7 grains produits dans une plante sauvage
(Roldan et al., 2007). Ce phénotype peut s’expliquer par une réduction du nombre
d’événements d’initiation ce qui entraine une relocalisation du flux de carbone vers un seul
grain en formation par plaste expliquant ainsi 'augmentation de son volume.

Par ailleurs, nos propres résultats et d’autres travaux suggérent I'existence d’'un dialogue
entre la division du plaste et le métabolisme de I'amidon :

1) Chez Ostreococcus tauri, une microalgue verte unicellulaire, 'unique grain d’amidon
(qui occupe un volume important du plaste) se scinde en deux en suivant I'axe de division du
plaste (Ral et al., 2004). Cette association spatio-temporelle suggére une co-régulation entre
synthése d’amidon et division du plaste.

2) Des mutants du riz déficients pour les protéines de la machinerie de division du plaste,
comme FtsZ ou ARCS5, présentent une altération de la structure de I'amidon (Yun &
Kawagoe, 2009 ; Yun & Kawagoe, 2010). De méme, une augmentation significative de la
taille des grains a été observée lorsque la protéine FtsZ1 est surexprimée dans la pomme de
terre (de Pater et al., 2006).

3) Chez Arabidopsis, les génes codant les protéines homologues aux FtsZ bactériennes
(FtsZ1, FtsZ2-1 et FtsZ2-2) sont indispensables a la division du plaste (Osteryoung et al.,
1998). Or des études préliminaires menées dans notre équipe montrent que les lignées d’A.
thaliana surexprimant FtsZ1 produisent des grains d’amidon de taille plus grande que chez le
sauvage. Au contraire, les mutants FtsZ1 KO, qui n’expriment pas cette protéine, accumulent
des grains plus petits. Ces observations impliquent I'existence d’une relation entre la
morphologie du grain et la division du plaste.

4) Enfin, de récents travaux révélent que la combinaison de la mutation ss4 a des
mutations de type ARC- (affectant le volume du plaste) conduit & une augmentation du
nombre de grains d’amidon par plaste par comparaison au simple mutant ss4- (Crumpton-
Taylor et al., 2013). Ces résultats suggérent I'existence d’un lien unissant volume des

plastes et implication de la SS4 dans le processus d’initiation.
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Nous soupgonnons que SS4, en contrélant le processus d’initiation de la synthése de
I'amidon, pourrait étre un des acteurs essentiel de ce dialogue. En effet, 'analyse in silico de
la séquence de SS4 révele la présence, dans sa région amino-terminale, d’'un motif de type
« faisceau d’hélices » (coiled-coil) connu pour intervenir dans les interactions
protéine/protéine. Dans cette partie se trouve également une zone présentant une homologie
avec un motif que I'on trouve dans la protéine bactérienne EzrA (D’Hulst & Merida, 2010).
EzrA est une protéine qui agit négativement sur la formation de l'anneau de division
bactérien en s’associant aux protéines FtsZ qui forment 'anneau de constriction (Singh et al.,
2007). Or, chez les plantes, les protéines impliquées dans la machinerie de division du
plaste sont des homologues des protéines FtsZ bactériennes.

Un des objectifs de ma thése consiste a déterminer la nature du dialogue moléculaire qui
s’établit entre la division du plaste et le métabolisme de I'amidon. Les résultats obtenus sur

cette thématique font I'objet de la deuxiéme partie de ce manuscrit.

49

© 2014 Tous droits réservés. doc.univ-lille1.fr



These de Maud Facon, Lille 1, 2014

Matériels et Méthodes

© 2014 Tous droits réservés. doc.univ-lille1.fr



These de Maud Facon, Lille 1, 2014

Matériels et Méthodes
I. Le Matériel
1) Matériel végétal :
* Lignées d’Arabidopsis thaliana
Les lignées d’Arabidopsis thaliana utilisées pour ce travail sont de I'écotype Columbia

(Col-0). Les mutants utilisés sont des mutants d’insertion. Leurs caractéristiques et leurs

provenances sont listées dans le tableau suivant :

A
Nom de la lignée Numéro de la lignée [Numéro du géne |lieu d'insertion de I'ADN-T |Provenance de I'ADN-T |Provenance de la lignée
Col 0 - - - - SALK
isal- 42704 At2g39930 Exon 13 pROK2 SALK
isa2- 29442 At1g03310 Exon 1 pROK2 SALK
554- 290D11 At4g18240 Intron 11 pAC161 GABI-KAT
ftsZ1- 73878 At5g55280 Exon 6 pROK2 SALK
ftsz2.1- CS65897 At2g36250 Exon 1 pACl161 GABI-KAT
ftsz2.2- 50397 At3g52750 Exon 5 pROK2 SALK
ftsZ1-ftsz2.1- CS655901 - - - SALK
ftsZ1-ftsz2.2- CS655900 - - - SALK
ftsZ2.1-fts72.2- CS65898 - - - SALK
ftsZ1-ftsZ2.1-ftsZ2.2- €S65899 - - - SALK
B
isa2-| ftsZ1-| ftsZ2.1- | ftsZ2.2- | ftsZ1-ftsZ2.1- | ftsZ1-ftsZ2.2- | ftsZ2.1-ftsZ2.2- | ftsZ1-ftsZ2.1-ftsZ2.2-
isal- X
554- X X X X X X X

Tableau 1 : Liste des lignées utilisées pour ce travail de thése. Il s’agit de mutants d’insertion, les
numéros de génes sont indiqués ainsi que l'origine de 'ADN-T utilisé pour l'insertion. Les lignées

commandées (tableau A) sont croisées pour permettre la création de nouvelles lignées (tableau B).

* Autres plantes

Les tabacs Nicotiana tabacum et Nicotiana benthamiana ont été utilisés pour des

expériences de BiFluorescence Complementation (BiFC).

Le mais (Zea mays) sauvage W64A a également été utilisé pour ce travail. Ses
lignées congéniques mutées dans les alléles isa? ou isa2 sont :
- Les lignées sugary 1 mutées dans l'allele codant ISA1 : su1- 4582 et su1-Ref
- Lalignée isa2-339 mutée dans l'allele codant ISA2.
(James et al., 1995 ; Dinges et al., 2001).

50

© 2014 Tous droits réservés. doc.univ-lille1.fr



These de Maud Facon, Lille 1, 2014
Matériels et Méthodes

2) Souches bactériennes
* Souches d’'Escherichia coli

Les souches utilisées pour les différents clonages sont les TOP10 (F-mcrA A(mrr-
hsdRMS-mcrBC) ¢80/acZAM15 AlacX74 recA1 araD139 A(ara-leu)7697 galU galK rpsL (StrR) endA1

nupG ) et les Match1 (F ¢80(/acZ)AM15 AlacX74 hst(rK_mK+) ArecA1398 endA1 tonA ).

Pour la propagation et la conservation des vecteurs porteurs d’un géne suicide ccdb,
la souche utilisée est DB3.1 (F- gyrA462 endA1 A(sr1-recA) merB mrr hsdS20(rB—, mB-) supE44
ara-14 galK2 lacY1 proA2 rpsL20(SmR) xyl-5 A— leu mti1 ).

Pour I'expression de protéines recombinantes, les souches BL21 (DE3) (F- ompT
hsdSB(rB—, mB-) gal decm (DE3)) ou BL21-Al™ (F— ompT hsdSB(rB—, mB-) gal dcm araB:: T7TRNAP-
tetA) ont été utilisées. La premiére est adaptée a I'expression de protéine par induction a
I'lIsopropyl B-D-1 thiogalactopyranoside (IPTG a 1 mM en concentration finale) et la seconde

pour I'expression de protéines induite par le L-Arabinose.

Toutes ces souches proviennent de Invitrogen (Life Technologies).
* Souche d’Agrobacterium tumefaciens
La bactérie Agrobactérium tumefaciens utilisée pour la transformation des plants de
tabac ou d’Arabidopsis est GV3101 possédant le vecteur pMP90. Elle présente une
résistance a la rifampicine d’origine génomique et son plasmide lui confére la résistance a la
gentamicine.
3) Les vecteurs
* Les vecteurs de clonage :
- Le pENTR D-TOPOQ® (Invitrogen) a été utilisé pour les clonages avec la méthode

de TOPO cloning® proposée par le fournisseur.

- Le pUC57 (GenScript) a également été utilisé comme vecteur d’entrée
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* Les vecteurs d’expression chez E. coli :

- Le pDest17 (Invitrogen) qui est compatible au systéme Gateway®, ajoute une
étiquette 6 x Histidine en partie Amino-terminale de la protéine.

- Le pBE1343 (Fourni par I'équipe du Pr A. Myers lowa State University) utilisable
en clonage classique, permet I'ajout d’une étiquette 8 x Histidine en partie

Carboxy-terminale de la protéine.
* Les vecteurs de transformation du matériel végétal :

Il s’agit de vecteurs possédant les « Bord gauche » et « Bord droit » nécessaires a
l'intégration d’un fragment d’ADN (ou ADN de Transfert) dans le génome végétal d’'une
cellule agroinféctée. Ce processus, naturel chez I'agrobactérie, a été utilisé pour insérer une
séquence codante (ADNc) d’intérét lors des transformations réalisées au cours de ce travail
de thése.

- Le pMDC32 qui permet l'insertion d’'une séquence codante dans le génome hbte.

- Les pEarley Gate 101, 102 et 103 qui permettent I'insertion de protéines de fusion

(avec respectivement : Yellow Fluorescente Protein, Cyan Fluorescent Protein ou

Green Fluorescent Protein)

- Les pBIFP1, 2, 3 et 4 qui permettent de greffer a linsert des séquences

tronquées de YFP ont servi pour les expériences de BiFC.
Les cartes de tous les vecteurs utilisés se trouvent en annexe.
4) Les Outils informatiques
* Pour le traitement de données : Serial-cloner, Image-J

* Pour l'information scientifique :

Le National Center for Biotechnology Information (http://www.ncbi.mim.nih.gov), le site

des mutants du SALK-institute (http://signal.salk.edu/cgi-bin/tdnaexpress). La base de

données consacrée a Arabidopsis thaliana : TAIR (http://www.arabidopsis.org/index.jsp).

Comme outil protéomique : EXPASY (http://us.expasy.org/tools/)
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Et enfin, les logiciels de prédiction d’adressage aux organelles :
TargetP (http://www.cbs.dtu.dk/services/TargetP/)
et ChloroP (http://www.cbs.dtu.dk/services/ChloroP/)

II. Les Méthodes
1) Conditions de culture

Les plants d’Arabidopsis thaliana ont été cultivés en serre de type « S2 ». Les graines
sont stratifiées au minimum 48 h a 4 °C dans I'obscurité dans une solution de Phytagel 1 %
(p/v). Les graines stratifiées sont semées sur un terreau « FloraFleur » (TREF®)
préalablement traité au Trigard (Syngenta®) selon les recommandations du fournisseur. Ce
larvicide est spécifique des ceufs et larves des diptéres. Les plants d’A. thaliana sont cultivés
en jours longs (16 h de jour, 8 h de nuit) et & une température variant de 20 °C le jour a
18 °C la nuit.

Les plantes peuvent également étre cultivées en conditions stériles dans des
enceintes contrélées (Phytotrons). Dans ce cas, les graines sont aseptisées (2 minutes dans
de I'éthanol 70 %, 10 minutes dans I'hypochlorite de sodium 10 mM, 4 ringages a l'eau
stérile) puis semées sur un milieu Murashige and Skoog 1 % agar (Murashige and Skoog,
1962). Les conditions de croissances en phytotrons sont en jours longs comme décrit ci-

dessus avec au minimum 75 % d’humidité.
2) Les croisements chez A. thaliana

Arabidopsis thaliana est une plante autogame, il est donc nécessaire d’intervenir si
'on souhaite croiser deux plantes entre elles. Les croisements s’effectuent sous loupe
binoculaire a l'aide de fines pinces. Les plantes a croiser doivent étre agées de 3 a 4
semaines et avoir une hampe florale développée. Une fleur, encore fermée est choisie pour
étre le parent femelle. Les autres fleurs de la plante sont retirées afin d’éviter une
autopollinisation. La fleur choisie est ouverte a 'aide d’'une pince, les sépales, les pétales et
les étamines sont arrachés : Le pistil est ainsi mis a nu. Il est ensuite mis en contact avec le
pollen mature d’'un parent méle. Le pistil ainsi fécondé donnera une silique 15 a 20 jours
aprés la fécondation. Une fois la silique séche, les graines peuvent étre récoltées, semées,

puis testées pour leur génotype.
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3) Geénotypage des plantes

Le génotypage des plantes nécessite une étape d’extraction d’ADN génomique puis
deux réactions de polymérisation en chaine (PCR, Polymerase Chain Reaction) afin de
déterminer si la plante testée possede bien linsert dans le géne d’intérét et définir si la

mutation se trouve a I'état homozygote ou hétérozygote.

* Extraction d’ADN a partir de feuilles d’A. thaliana

Deux feuilles sont congelées dans de I'azote liquide puis broyées en microtube a
l'aide d’un pilon. La poudre ainsi obtenue est remise en suspension dans 400 pl d’'un tampon
d’extraction (Tris-HCI 100 mM, EDTA 20 mM, NaCl 1,4 M, CTAB 2 %, B-mercaptoethanol
0,064 %). Il s’en suit une incubation de 30 minutes a 60 °C. Un volume (400 ul) de mélange
chloroforme/alcool isoamylique (24 :1 v/v) est ensuite ajouté afin de séparer les protéines
des acides nucléiques. Aprés une agitation au vortex, une centrifugation de 15 minutes a
10 000g permet de récupérer la phase aqueuse contenant les acides nucléiques. L’ajout de
230 yl d’isopropanol permet de précipiter TADN génomique et une centrifugation de 30
minutes a 10 000g a 4 °C de le culoter. Aprés ringage avec de I'éthanol 70 %, 'ADN est

resuspendu dans de l'eau stérile.
* PCR de génotypage
Une PCR avec des amorces spécifiques du géne sauvage ou de 'ADN-T présent

dans les mutants d’insertion est ensuite réalisée (Figure 1) (95 °C 5min, 98 °C 20 sec, 72 °C
20 sec, 72 °C 2 min 30 sec 36 cycles au total, 72 °C 5 min, 4°C).

Alléle sauvage Alléle mutant
For For
I >
' Rev 1 | Rev 1
1 ! 1 1
1 ! H :
S I—— |

Figure 1 : Schéma représentant le positionnement des amorces (Forward (For) et Reverse (Rev)) lors
des PCR de génotypage. Les produits d’amplification par PCR des alléles sauvage ou mutant

donnent des amplicons de tailles différentes séparables sur un gel d’agarose.

Les produits PCR sont ensuite déposés sur un gel d’agarose 1 % contenant du

GelRed". Le tampon de charge est composé de Bleu de Bromophénol 0,25 %, EDTA 10
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mM et glycérol 50 %. La migration s’effectue en moyenne a 110 Volt pendant 1h30 dans un
tampon de migration Tris 40 mM, Acetate 40 mM, EDTA 1 mM pH 8,5. Une fois la migration
effectuée, la position des amplicons est révélée sous lampe Ultra-Violet et leur taille estimée

en comparaison au marqueur de taille « Smart Ladder » (Eurogentec).

4) PCR de clonage

L’amplification PCR des séquences a cloner se fait avec le kit KaPa HiFi suivant le
protocole du fournisseur (CliniSciences). Les amorces utilisées sont listées en annexe. La
Taq polymérase de ce kit est de « Haute Fidélité » ce qui réduit le risque d’erreur lors de
I'étape d’élongation de la matrice a amplifier. Chaque amorce Forward est précédée d’'une
séquence CACC permettant l'insertion orientée dans le vecteur d’entrée pENTR-D-TOPO

(voir la partie sur le clonage).

5) Clonage des séquences d’intéréts

Les séquences amplifiees par PCR sont ensuite déposées sur un gel d’agarose afin
de vérifier la taille de I'amplicon. lls sont extraits du gel a I'aide du kit « NucleoSpin Gel and
PCR Clean-up » de Macherey-Nagel et insérés dans le vecteur pENTR-D-TOPO au moyen
de la topoisomérase associée a ce vecteur (TOPO clonage®; Invitrogen) en suivant les
recommandations du fabricant. Les vecteurs sont ensuite intégrés dans E. coli. Les souches

utilisées dans le clonage sont les TOP10 thermocompétentes (Invitrogen).

La transformation d’ E. coli s’effectue en mettant en contact 20 a 50 ng de plasmide
avec 50 pl de bactéries thermocompétentes. Un choc thermique est appliqué a 42 °C
pendant 40 secondes. Les bactéries sont ensuite mises en suspension dans 1 ml de milieu
Luria-Bertani (Tryptone 10 g.I", Extrait de levure 5 g.I", NaCl 10 g.I") «LB» sans
antibiotique. La culture est placée sous agitation pendant une heure a 37 °C avant d’étre
étalée sur un milieu sélectif. Le choix de I'antibiotique dépend de la résistance conférée par
le vecteur contenu dans les clones que 'on souhaite sélectionner (voir la carte des vecteurs

en annexe).

Les clones ainsi obtenus sont mis en préculture (dans 4 ml de LB + antibiotique) pour
en extraire 'ADN plasmidique (kit NucleoSpin Plasmid de Macherey-Nagel). Les vecteurs
purifiés sont dosés par méthode spectrophotométrique aux UV puis vérifiés par restriction
enzymatique. Les enzymes de restriction (Biolabs), dont le choix est adapté en fonction de

la séquence théorique du vecteur, sont sélectionnées a l'aide du logiciel Serial Cloner. Les
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digestions enzymatiques se font au minimum pendant une heure a 37 °C. Les fragments

digérés sont ensuite séparés sur gel d’agarose et leurs tailles estimées en comparaison au
marqueur de taille Smart Ladder d’Eurogentec.

Si les clones possédent un vecteur qui présente un profil de restriction attendu, les

séquences des inserts sont vérifiées par séquencage (entreprise GATC). Les clones

contenant la construction souhaitée sont conservés au congélateur a -80 °C dans un

mélange de milieu LB et de glycérol 15 % (concentration finale).

Pour le clonage des isoamylases présentées dans la premiere partie des résultats de
ce manuscrit, l'insert est extrait du vecteur d’entrée par des enzymes de restriction adaptées,
et sa taille est vérifiée sur gel d’agarose. L’ADN est extrait a partir de ce gel puis le fragment
est li¢ & l'aide de la T4 DNA ligase (Biolabs®) (400 U d’enzyme pour 20 ng de vecteur et 40

ng d’'insert) dans un vecteur de destination, pendant une nuit a 16 °C.

Dans les cas des autres clonages, la méthode de recombinaison faisant appel a la
technique Gateway® (Invitrogen) a été utilisée. Une simple réaction de recombinaison suffit
alors a transférer 'ADNc d’intérét dans le vecteur de destination. Le kit « Gateway LR
Clonase Il Enzyme mix » de Invitrogen a été utilisé pour cette étape. Les bactéries
thermocompétentes TOP10 sont transformées avec le produit de la LR-réaction puis
sélectionnées sur milieu LB contenant I'antibiotique adéquat. Enfin, les clones sélectionnés
sont testés par restriction enzymatique aprées extraction d’ADN plasmidique. En cas de doute,

un nouveau séquencgage peut étre effectué.
6) Particularité de certains clonages

Lors des clonages des Isoamylases 1 de mais et d’Arabidopsis, dans le but de les
exprimer in planta, il a été nécessaire d’accoler a 'ADNc de ces deux génes une séquence
chimérique contenant une partie codant un peptide de transit (permettant 'adressage des
protéines aux plastes). La séquence d’ADNc codant la protéine mature de ISA1 de mais
(dépourvue de son peptide de transit) a été associée a la séquence codant le peptide de
transit d'ISA1 d’Arabidopsis (séquence prédite grace au logiciel ChloroP). Le principe de

cette construction est décrit dans la figure 2.
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Figure 2 : Représentation schématique de la premiére étape de clonage des ISA1 de mais (ZmISA1)
et d’Arabidopsis (AtISA1). Les amorces utilisées et les conditions de PCR sont en annexe. La
séquence codant le peptide de transit de AtISA1 (TP) a été greffée par PCR a 'ADNc de ZmISA1. Les
fleches représentent les amorces spécifiques a ’ADNc de mais (en rose) ou a celui d'Arabidopsis (en
vert). La séquence CACC ajoutée en amont du peptide de transit permet l'insertion orientée dans les
vecteurs D-TOPO lors de I'étape de clonage (« TOPO Clonage® ») faisant appel a la topoisomérase

(Invitrogen).

Les clonages de différentes séquences codant 'enzyme SS4 d’Arabidopsis ont
nécessité de nombreuses manipulations et seront décrits dans la partie Résultats de ce

manuscrit.

7) Production de protéines recombinantes dans E. coli

Les bactéries transformées avec le vecteur d’expression sont mises en culture dans
un milieu LB contenant I'antibiotique de sélection. La culture, en erlenmeyer, dans un volume
de 200 ml se fait a 37 °C sous agitation rotative jusqu’a atteindre une Densité Optique a
600 nm de 0,5. Une fois cette valeur atteinte, débute la phase d’induction (& ''PTG 1 mM ou
au L-arabinose 0,2 % selon la souche bactérienne utilisée) pendant 4 h a 25 °C ou une nuit a
20 °C. Aprés induction, les cellules sont culotées par centrifugation a 5000 g a 4 °C,
resuspendues dans un tampon Tris 50 mM, pH 7 et lysées par sonication par pulse pendant
2 fois 10 secondes. Les protéines récupérées dans le surnageant de lyse sont dosées par la
méthode de Bradford (Bradford, 1976) puis 100 ug de protéines sont déposés sur un gel de

polyacrylamide.
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8) Gels de polyacrylamides utilisés pour ce travail

Différents types de gels a base de polyacrylamide ont été utilisés avec le systeme

« Miniprotean Il » de BioRad®

* Les gels SDS-PAGE (pour Sodium Dodecyl Sulfate PolyAcrylamid Gel

Electrophoresis)

Les gels de concentration sont composés de polyacrylamide 4 % et tamponnés par
Tris-HCI 125 mM, SDS 0,5 %, pH 6,8. Les gels de séparations (polyacrylamide 10 %)
contenant 0,1 % de SDS sont tamponnés a pH 8,8 (Tris-HCI 375 mM). Le tampon de
migration est composé de Tris (25 mM) Glycine (192 mM) DTT (0,15 g/l) et SDS (0,1 %). Le
marqueur de taille utilisé comme référence est le Page Ruler Protein Ladder de Biorad. La
migration, en condition dénaturante, s’effectue a 15 mA par gel pendant une heure. La
révélation des protéines se fait par un bain de bleu de Coomassie 5 minutes puis une

décoloration a I'eau une nuit a température ambiante.

* Les zymogrammes (ou gels d’activités)

Ce sont des gels de polyacrylamides (gel de concentration a 4 % tamponnés comme
décrit précédemment) avec un gel de séparation de 7,5 % sans agent dénaturant mais
contenant un substrat approprié de maniére a visualiser une activité enzymatique. Ici les
protéines migrent en fonction de leur taille, de leur encombrement stérique mais également
en fonction de leur affinité au substrat c’est pourquoi l'utilisation d’'un marqueur de taille
s’avére inutile. La migration s’effectue en condition native a 15 mA par gel a 4 °C pendant au
minimum 3h. Le tampon de migration contient du Tris-Glycine DTT comme décrit
précédemment mais sans SDS. Le gel est placé, aprés migration, dans un tampon
d’incubation a température ambiante, sous agitation pendant une nuit afin de permettre aux
activités enzymatiques d’agir sur le substrat. Selon les activités que I'on souhaite révéler
avec le zymogramme (activités de débranchement ou de synthése), on choisira le substrat le

plus adapté et le tampon d’incubation adéquat (Tableau 2).
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Activité a révéler

Activité de débranchement

Activité synthase

Substrat dans le gel de séparation

R-Limit-Dextrines 0,1%

Glycogeéne 0,3%

Tampon permettant |'activité enzymatique

Tris 50mM pH7 1 mM de DTT

Glycyl-glycine/NaOH 50mM pH 9, (NH4)2 SO4 100mM,
R-mercaptoéthanol 5mM, MgCIl2 5mM et ADP-Glucose 1mM

Couleur des bandes d'activités observées

rosées

noires

Tableau 2 : Détail des substrats et des tampons d’incubation utilisés pour deux types de zymogramme.

Les activités de débranchement peuvent étre révélées sur différents substrats comme I'amidon ou les

R-Limit Dextrines mais c’est ce dernier qui a été le plus largement utilisé pour ce travail. Les R-Limit

Dextrine (Megazyme®) sont des polyméres fortement branchés issus de I'hydrolyse d’une partie des

liaisons a,1-4 de 'amidon par une B-amylase. Pour révéler les activités amidon-synthases, le substrat

utilisé est le glycogéne de foie de lapin (Sigma-Aldrich®). L'activité synthase nécessite un apport en

ADP-Glucose, le précurseur nécessaire a I'allongement des chaines glucaniques.

Les activités enzymatiques qui se traduisent par une modification du substrat sont

révélées le lendemain par un bain dans une solution de lugol (1 g/l de diiode, 10 g/l d’iodure

de potassium). L’iode colore les chaines en fonction de leur longueur et de leurs

ramifications (Figure 3)

Couleur du complexe iode/polysaccharide

A, |

nm

450 500

P »
L

Glycogeéne

550

P »
<

Amylopectine

600 650

< > <
Amidon Amylose

>

Figure 3 : Représentation des nuances de coloration a I'iode visibles en fonction du polysaccharide

considéré. Plus les chaines seront ramifiées, plus elles tireront sur le brun, plus elles seront linéaires

et longues, plus elles iront vers le vert.

e |Les Western Blot

lls permettent de visualiser spécifiquement les protéines d’intérét. Les extraits

protéiques migrent sur un gel SDS puis sont transférées sur une membrane de nitrocellulose

préalablement activée 30 secondes dans du méthanol (100 %). Le transfert s’effectue soit

une nuit & 4 °C dans un tampon de transfert (Méthanol 50 %, Tris 0,12 M, Glycine 0,1 M,

SDS 3 mM) soit de maniére plus rapide en une heure a l'aide du « Semi Dry Electroblotter »

(Ancos) une heure a 350 mA. La membrane est colorée au Rouge Ponceau pour vérifier le

transfert de protéine puis décolorée a I'eau. Aprés deux bains (10 minutes) dans un tampon

TBS (Tris 10 mM, NaCl 150 mM, pH 7,5) la membrane est bloquée dans un tampon de

blocage TBS avec 5 % p/v de lait écrémé une heure a température ambiante et sous
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agitation. Apres 2 x 10 minutes de lavage en tampon TTBS (Tris 20 mM, NaCl 500 mM,
Tween20 0,05 %) et 2 x 10 minutes de lavage en tampon TBS, la membrane est incubée
une nuit & 4 °C sous agitation avec I'anticorps primaire (dilué au 1 : 1000°™ dans le tampon
de blocage). Le lendemain, aprés deux lavages de 10 minutes dans du TTBS puis un lavage
de 10 minutes dans du TBS, la membrane est incubée une heure, a température ambiante et
sous agitation, avec I'anticorps secondaire dilué au 1 : 10000°™ dans le tampon de blocage.
Aprés 4 lavages de 10 minutes au TTBS, la révélation s’effectue a l'aide du systéme

d’ElectroChimio Luminescence (ECL) de GE Healthcare.
9) Observations de 'amidon
* Coloration des feuilles au lugol
Pour estimer d’'une maniére rapide et simple si un mutant d’Arabidopsis accumule de
I'amidon en fin de journée dans les feuilles, il est possible de dépigmenter la feuille dans un
bain d’éthanol 80 % a 70 °C, de la rincer puis de la recolorer dans une solution de lugol.
* Observations par microscopie optique
Les grains d’amidon contenu dans les plastes des cellules sont également
observables avec un microscope optique. Une plantule ou une feuille mature coupée en
fines lamelles est fixée dans une solution de paraformaldehyde 3,7 % 1 heure sous vide a
température ambiante. Le matériel végétal ainsi fixé sera laissé une nuit dans un tampon
EDTA 0,1 M pH 9. L’'observation des fragments tissulaires se fait entre lame et lamelle, avec
une coloration au lugol et aprés avoir écrase la matiére de maniére a séparer les cellules.

* Observations par microscopie électronique

Les préparations des échantillons ainsi que I'observation en microscopie électronique

ont été réalisées au CERMAYV (Grenoble) par I'équipe du Dr. Jean-Luc Putaux.

Microscopie électronique en transmission (MET)

L’observation des chloroplastes par microscopie électronique en transmission permet
d'obtenir des informations concernant la taille, la morphologie et le nombre des grains
d'amidon qu'ils contiennent. Les feuilles sont prélevées en fin de journée, coupées en

lamelles carrées d’environ 4 mm avec une lame de rasoir, puis immédiatement fixées dans
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un mélange tampon cacodylate (0,1 M, pH 7,2), paraformaldéhyde (2 %) et glutaraldéhyde
(2 %), et placées sous vide d'air durant 30 min. Ces morceaux de feuilles sont coupés en
fines laniéres rectangulaires, rincées dans du tampon cacodylate (0,1 M, pH7,2) et
maintenues durant 1 nuit au réfrigérateur dans ce méme tampon. A partir de cette étape, les
coupes de feuilles sont envoyées au CERMAYV (Grenoble) et analysées par I'équipe du Dr
Jean-Luc Putaux. Les échantillons sont post-fixés 4 h avec du tétroxyde d'osmium (OsQ,) a
1 %, a basse température (dans un bain de glace et a I'abri de la lumiéere), puis déshydratés
dans des bains successifs eau/éthanol en augmentant progressivement la concentration en
éthanol.

Selon le type d'échantillon, deux résines époxy ont été utilisées pour l'inclusion. Les
feuilles de mais ont été incluses dans du Spurr et les feuilles d'Arabidospis dans de I'Epon.
La résine Spurr est laissée a polymériser pendant 1 nuit a 70 °C et I'Epon pendant 3 j a
60 °C.

Des sections ultrafines de 50-70 nm d'épaisseur ont été obtenues en coupant les
blocs au moyen d'un ultramicrotome Leica UC6. Deux protocoles de renforcement du
contraste et de marquage spécifique ont ensuite été utilisés selon le type d'échantillon. Les
coupes de chloroplastes de mais ont été traitées par I'acétate d'uranyle puis citrate de plomb
tandis que les coupes de feuilles d'Arabidopsis ont été traitées en suivant le protocole
PATAg (acide périodique — thiosemicarbazide — argent) qui permet de marquer positivement
les polysaccharides présents dans les plastes (Gallant, 1969). Les coupes sont placées dans
des bains successifs de différents réactifs et rincées, puis déposées sur les grilles de cuivre
de 200 a 400 mesh.

Les coupes de feuilles de mais ont été observées avec un microscope Jeol 2100 a
I'lowa state University (Etats Unis) fonctionnant & une tension de 200 kV et les images
enregistrées au moyen d'une caméra numérique. Les coupes de feuilles d'Arabidopsis ont
été observées au CERMAV au moyen d'un microscope Philips CM200 fonctionnant a 80 ou
120 kV. Les images ont été enregistrées sur des plans-films Kodak SO163 et les négatifs

scannés hors-ligne.

Microscopie électronique a balayage (MEB)

La microscopie a balayage a été utilisée pour observer deux types d'échantillons :
Les blocs d'inclusion surfacés au préalable au couteau diamant dans I'ultramicrotome ont été
observés dans un microscope Quanta-FEG 250 de FEI. La résine étant non-conductrice, les
observations ont été réalisées sous vide partiel d'air, a une pression de 100 Pa. Les images
ont été enregistrées en mode électrons rétrodiffusés, sensibles a la présence des atomes

d'osmium distribués dans la coupe. Les structures osmiées apparaissent donc en clair sur un
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fond sombre. Afin d'avoir des images dont le contraste est comparable a celui des images de
MET (les structures sont sombres sur un fond clair), nous avons passé les clichés de MEB
en négatif. Nous avons utilisé ces images de MEB pour compter les nombres de grains
d'amidon par plastes. L'avantage de cette méthode d'observation est que les images
montrent une large surface du fragment de feuille inclus et coupé, sans étre géné par les
barreaux de la grille de MET et en évitant les difficultés inhérentes a l'ultramicrotomie. Cette
méthode est donc plus rapide pour échantillonner un grand nombre de spécimens mais la
résolution des images est inférieure a celle des micrographies de MET qui seront a

privilégier pour distinguer les détails fins de l'ultrastructure (Figure 4).

b .
Z
il

WD | det spot|pressure 50 ym |
13.0 mm|vCD 5.0 | 100 Pa Col0-D \

Figure 4 : Comparaison des images d'un fragment de feuille d'Arabidospis Col0 obtenues par a) MEB
en électrons rétrodiffusés du bloc d'inclusion osmié (image en négatif) et b) MET d'une section

ultrafine du méme bloc colorée au PATAg. La zone observée en (b) correspond a I'encadré en (a).

Des gouttes de suspensions diluées de grains d'amidon purifiés des chloroplastes de
mais et d'Arabidopsis ont été déposées sur des supports de mica fraichement clivés et
laissées a sécher a l'air. Les échantillons ont été métallisés avec Au/Pd puis observés au
CERMAV en mode électrons secondaires (sensibles a la topographie) au moyen d'un
microscope Jeol JSM-6300, a une tension de 8 kV. Les images numériques ont été
enregistrées grace au systéme ADDA Il de SIS. Des histogrammes de distribution de taille
des grains ont été déterminés en mesurant le diametre de 600 grains a partir des images de

MEB, au moyen du logiciel ImageJ.
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10) Extraction, purification et étude de 'amidon

e Extraction de 'amidon

L’amidon est extrait avec une méthode utilisant I'acide perchlorique. Les feuilles,
récoltées en fin de journées ont été immédiatement congelées a I'azote liquide. Environ 0,1 g
de feuilles sont broyés dans 5,5 ml d’acide perchlorique 0,7 M dans la glace. Une
centrifugation a 4000 g pendant 15 minutes a 4 °C permet de séparer le culot contenant
I'amidon insoluble et le surnageant qui contient les polysaccharides solubles. Le culot est
rincé deux fois avec 7 ml d’eau stérile (centrifugations a 10000 g 15 minutes a 4 °C) puis
repris dans 1 ml d’eau stérile. Le surnageant est neutralisé avec 2 ml de tampon de
neutralisation (KOH 2 M, MES 0,4 M, KCI 0,4 M). L’échantillon est ensuite centrifugé a

10000 g pendant 25 minutes afin d’éliminer le précipité de perchlorate de potassium.

* Dosage de I'amidon

L’amidon peut alors étre dosé a I'aide du kit Enzytec”Starch (r-Biopharm). 30 pl
d’échantillon (dilué ou non) sont solubilisés & 100 °C pendant au moins 10 minutes. 60 pl de
tampon citrate contenant de 'amyloglucosidase sont ajoutés puis le tube est incubé a 58 °C
pendant au minimum 30 minutes. L’amyloglucosidase clive toutes les liaisons de I'amidon.
Aprés une courte centrifugation, 30 pl d’échantillon sont dilués dans 100 pl d’eau et 100 ul
de « Solution 1 » (tampon triéthanolamine pH 7,6, contenant 80 mg de NADP, environ 190
mg d’ATP et du sulfate de magnésium). La DO initiale a 340 nm est mesurée. 2 ul de
« solution 2 » sont ajoutés (200 U d’hexokinase et 100 U de Glucose 6 phosphate
deshydrogénase). La DO finale & 340 nm est mesurée. Les réactions enzymatiques de ce
dosage ainsi que le calcul sont représentés Figure 5. Le dosage des polysaccharides
solubles s’effectue par la méme méthode en partant du surnageant obtenu lors de

I'extraction (paragraphe précédent).
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Amyloglucosidase
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Phosphate ~ \ Phosphate

NADPH H* NADP*

ADOgyonm X VEXMM o ADOgy00m X 0,232 ml x 162,1 mg/mmol
e X trajet optique x Vi~ 6220 ml.mmol-".cm™" x 0,682 c¢m x 0,01 ml

37,6072
— ————— XA DO

T 42,4204

— 0,8865 x ADOs00m

Figure 5 : Représentation schématique du dosage de polysaccharide a I'aide du kit EnzytecmStarch (r-

Biopharm). Le NADPH posseéde une absorbance a 340 nm il est donc possible de suivre
'augmentation de I'absorbance, de DO initiale a DO finale jusqu’a un plateau. La différence de ces
deux absorbances a 340 nm est appelée A DOg34onm- Les volumes d’échantillons sont également pris
en compte dans ce calcul :Vi pour volume initial et Vf pour volume final. La Masse Moléculaire du

glucose (MM glc) est de 162,1 g/mol. Enfin € représente le coefficient d’extinction molaire.

Une fois dosé, I'amidon est purifié a 'aide d’'une centrifugation avec un gradient au
Percoll® 90 %. La centrifugation se fait & 15700g a 4 °C pendant un moins une heure et
rincé au moins deux fois avec de I'eau. L’amidon, une fois purifié, peut étre envoyé pour des
observations en microscopie électronique a balayage. Dans ce cas, il est rincé et laissé dans

de I'éthanol 20 % puis préparé et observé comme décrit précédemment.

* Etude de la structure de 'amidon par HPAEC-PAD

0,5 mg d’amidon purifié sont solubilisés dans 250 yl a 100 °C pendant au moins 10
minutes. On ajoute ensuite un volume équivalent de tampon acétate de sodium 55 mM pH
3,5. L’échantillon est débranché par 4 U d’isoamylase (isolée de Pseudomonas sp) et 2 U de
pullulanase (isolée de Klebsiella sp) une nuit a 42 °C. La réaction est stoppée par incubation
2 minutes a 100 °C puis I'échantillon, entierement débranché, est dessalé sur une colonne

Carbograph « extract clean » (Alltech) et lyophilisé. Les échantillons sont alors resuspendus
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dans 300 pl d’eau stérile et analysés sur une chromatographie échangeuse d’anions a haut

pH couplée a une détection ampérométrique pulsée (HPAEC-PAD).

11) Transformation des plantes

Pour toutes les transformations effectuées au court de ce travail nous utilisons
I'agrobactérie GV3101. Cette souche est rendue thermocompétente puis transformée avec 1
pg d’ADN plasmidique par choc thermique (Azote liquide puis décongélation a 37 °C). La
sélection des agrobactéries transformées se fait lors d’'une incubation de deux jours a 30 °C
de boites de pétri contenant du milieu LB agar 1,2 % avec Rifampicine (50 pg/ml),
Gentamicine (50 pg/ml) et I'antibiotique permettant la sélection du vecteur utilisé (pour
pMDC32 ou les pEarleyGate : la kanamycine a 50 ug/ml). La présence des vecteurs de
transformation est vérifiée par PCR sur colonies avec des amorces s’hybridant & 'ADNc

cloné.

La transformation des plants d’A. thaliana s’effectue par une adaptation de la
méthode « Floral Dip » . Pour la préculture, les agrobactéries sont incubées dans 10 ml de
LB contenant de la kanamycine (50 pg/ml) et de la gentamycine (50 pg/ml) pendant une nuit
a 30 °C et sous agitation rotative (200 tours/min). La culture est ensuite réalisée dans 100 ml
du méme milieu contenant les mémes antibiotiques. Aprés 4 a 5 h de culture, lorsque la
DOgoo dépasse 2 unités (phase stationnaire), la culture est centrifugée a 6000 g 5 minutes
puis le culot est resuspendu dans 40 ml de milieu d’infiltration (MS 0,5X ; 5 % saccharose ;
0,05 %, Silwett L-77). Le Silwett L-77 est un agent mouillant de faible tension superficielle.
La suspension d’agrobactéries est directement déposée (a la pipette) sur les boutons floraux
d'une plante 4gée d’une quarantaine de jours. 10 secondes suffisent comme temps de
contact entre les bactéries et les boutons floraux. Les plantes sont ensuite recouvertes une
nuit de maniére a maintenir une forte humidité. Puis les conditions de croissance optimale
d’A. thaliana sont maintenues jusqu’au séchage des siliques. Les siliques séches sont
récoltées environ trois semaines aprés la transformation puis les graines sont récupérées

par passage a travers un tamis (0,5 mm).

o Aprés une aseptisation, les graines issues de la transformation a partir du vecteur
pMDC32 seront semées sur un milieu Murashigue et Skoog 1 % agar contenant 20 pg/ml
d’Hygromycine B (Sigma-Aldrich®). Aprés une stratification de 48 h & 4 °C et & I'obscurité,
leur croissance sera contrélée en phytotron suivant la méthode décrite par Harrison et ses
collaborateurs (2006) avec une température constante de 22 °C et un taux d’humidité
relatif de 80 %.
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o Les transformations a partir des vecteurs pEarleyGate permettent une sélection
directement sur terreau. Les graines transformées sont résistantes au Glufosinate
d’ammonium. Les semis se font sur un terreau préalablement traité avec la solution de
sélection (60 mg/l de glufosinate ammonium et une goutte de Tween20). Cette solution
s’applique sous forme de spray tous les deux jours aprés semis jusqu’a différencier les
plantes non transformées, sensibles a I'herbicide, des plantes transformées qui survivent.

Les conditions de cultures en serre S2 sont identiques a celles décrites dans la partie 11.1).

12) Expression de protéines de fusion

* Agroinfiltration de feuilles de tabac

Des manipulations d’expression de protéines de fusion ont été réalisées durant ce
travail. Tout d’abord par I'expression de protéines flanquées d’'une séquence codant la moitié
de la Yellow Fluorescent Protein (YFP) selon la technique BiFC, de maniére transitoire chez
le tabac. Les plants de tabac sont mis en culture sur terreau en serre S2 (16 h de jours, 8 h
de nuit). Les agrobactéries contenant les constructions d’intérét sont mises en culture dans 5
ml de milieu LB avec les antibiotiques adaptés pendant une nuit a 30 °C sous agitation
rotative. Aprés une centrifugation 15 minutes a 3000 g, les bactéries sont resuspendues
dans un milieu AS (MgCI2 0,01 mM, MES-KOH pH 5,6, 0,1 M, Acetosyringone 0,15 mM)
pour ajuster la DOgyp a 0,6. Les souches d’agrobactéries contenant les vecteurs pour
lesquels on souhaite tester une interaction protéine/protéine sont mélangées a volume égal
et avec une souche d’agrobactérie anti-silencing (Hcpro) (1 :1 :1). Les mélanges restent 2 a
4 heures a température ambiante avant d’étre injectés dans les feuilles de jeunes tabacs
(possédant 4 a 5 feuilles). Les plantes sont laissées 2 jours a température ambiante avant

d’étre observées sous microscope a fluorescence.

* Transfection de protoplastes d’A. thaliana

Des expressions transitoires de protéines de fusion ont été réalisées dans des
protoplastes d’Arabidopsis thaliana. Les vecteurs d’expressions nécessitent d’étre trés
concentrées (2 mg/ml) et purifiées, pour cela nous utilisons le kit NucleoBond® Xtra Maxi
(Macherey-Nagel). Les plastes sont obtenus a partir de plantules d’A. thaliana de 2
semaines ayant poussées sur milieu MS + agar en phytotron (jours longs). Les parties
aériennes des plantules sont hachées finement dans 10 ml de mannitol 0,5 M. Les cellules

sont ensuite mises en contact avec 12 ml de solution d’enzyme (mannitol 400 mM, MES 5
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mM, CaCl, 1 M, Cellulase Onozuka R-10 1 % p/v, Macerozyme R-10 0,25 % p/v, pH 5,6)
pendant une nuit sans agitation. Les boites sont ensuite agitées lentement puis les débris
cellulaires filtrés par deux couches de Miracloth. Aprés une centrifugation 5 minutes a 50 g
les protoplastes sont resuspendus dans une solution « W5 » (NaCl 150 mM, CaCl, 125 mM,
KCI 5 mM, Glucose 5 mM, MES 1,5 mM pH 5,6). lls sont ensuite purifiés sur lit de
saccharose (21 %) et remis en suspension dans le tampon W5. Les protoplastes sont
ensuite resuspendus dans un tampon MaMg et mis en contact avec 50 pg d’ADN
plasmidique, 50 uyg d’ADN de sperme de saumon dénaturé et une solution de Polyéthylene
glycol (PEGgp00 40 % p/v, 0,4 M mannitol, 0,1 M Ca(NOs),, pH 7). Les protoplastes ainsi
transfectés sont remis en suspension dans la solution W5 et laissés 24 a 48 h a I'obscurité
avant d’étre observés. Les observations des protéines de fusion dans les protoplastes se
font sur un microscope optique équipé pour visualiser la fluorescence mais aussi en

microscopie confocale (Leica TCS SP5).
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I. Etude comparative de [Iactivité isoamylase lors de la synthése de

I’'amylopectine chez Arabidopsis thaliana et le mais (Zea mays)

Dans cette partie nous présentons une analyse fonctionnelle des isoamylases 1 et 2
d’Arabidopsis thaliana et de Zea mays. Cette étude se compose de deux chapitres, le
premier concernant la caractérisation des activités isoamylasiques in vitro et le second étant

une complémentation fonctionnelle des mutations isoamylases chez Arabidopsis thaliana.

Ma participation a ce travail a commencé par la production des quatre protéines
recombinantes AtISA1, AtISA2, ZmISA1 et ZmISA2 (At pour Arabidopsis thaliana et Zm pour
Zea mays) dans Escherichia coli et 'étude de leurs activités. Les complexes entre ISA1 et
ISA2 ont été reconstitués par le mélange d’extraits protéiques et les activités ont été
visualisées par zymogramme (Figures 2 et 3). Les travaux sur protéines purifiées par
chromatographie d’affinité ou faisant appel a I'utilisation d’anticorps ont été effectués a I'lowa

State University (Etat Unis) par I'équipe du Pr Alan Myers.

J’ai réalisé les transformations conduisant a I'expression des différentes isoamylases
dans des mutants d'Arabidopsis thaliana déficients en activité isoamylase. Jai effectué
l'intégralité des caractérisations phénotypiques des plantes obtenues a I'exception des
observations microscopiques qui ont été réalisées au CERMAV de Grenoble. L’étude des
plantes sélectionnées a permis de mettre en évidence des phénotypes de complémentation.
Afin d’étudier ces phénotypes, les activités de débranchement, a partir d’extraits de feuilles,
sont visualisées par zymogramme (Figure 4). Les phénotypes de restauration de la synthése
d’amidon ont été repérés grace a un crible simple de coloration des feuilles au lugol (Figure
5). Le mutant jsa1- isa2- d’A. thaliana, accumulent seulement 20 % de la quantité d’amidon
du sauvage et produit des grains de trés petite taille. De plus, ce mutant accumule du
phytoglycogéne, un polysaccharide dont la structure est proche de celle du glycogéne.
L’extraction, le dosage et I'analyse de la structure fine de I'amidon et des polysaccharides
solubles des plantes transformées m’ont permis d’évaluer les niveaux de complémentation
des transformants (Figure 6 ; Figure supplémentaire 4). La morphologie des grains et le
nombre de grains par chloroplastes ont été déterminés par observation au microscope
électronique au CERMAYV (Grenoble) par I'équipe du Dr Jean-Luc Putaux (Figures 7 et 8).

J’ai ensuite pu estimer la distribution de taille des grains a I'aide du logiciel Image J.
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Résumé

Les enzymes de débranchement de type isoamylase sont essentielles a la synthése
de I'amidon chez les organismes photosynthétiques. Ces enzymes sont trés conservées au
cours de I'évolution. ISA1 est la forme active et ISA2 son homologue non-catalytique. Des
divergences fonctionnelles existent entre différentes espéces, certains tissus végétaux
nécessitent la présence d’'ISA1 et d'ISA2 alors que dans I'albumen des monocotylédones
ISA1 est capable de maintenir une synthése d’amidon en absence d’ISA2. L’étude présentée
ici fait appel a des approches in vitro et in vivo pour déterminer si cette différence de
fonctionnement des ISA1 dépend de l'organisme et du tissu considéré ou est la
conséquence d’une divergence évolutive qui serait intervenue lors de I'émergence des
monocotylédones et dicotylédones. ISA1 de mais a été exprimée dans des mutants
d’Arabidopsis dépourvu d’'ISA1 ou dans des doubles mutants dépourvus d’ISA1 et ISA2. La
protéine de mais est exprimée et active dans les feuilles d’Arabidopsis et permet la
restauration de la synthése d’amidon méme en absence des deux isoamylases endogénes.
L’analyse des enzymes recombinantes nous montre que AtISA1 requiert AtISA2 pour
fonctionner alors que ZmISA1 est active par elle méme. Les différences de mobilités
éléctrophorétiques en conditions natives suggérent des modifications post-traductionnelles in
vivo. L’analyse des courbes de sédimentation produites par ultracentrifugation nous indique
que ZmlISA1 fonctionne sous la forme d’'un homodimére. L’ensemble de ces données
déemontre que c’est une divergence évolutive entre monocotylédones et dicotylédones qui

est responsable de la différence de fonctionnement d’'ISA1.
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ABSTRACT

Isoamylase-type starch debranching enzymes (ISA) play important roles in starch
biosynthesis in chloroplast-containing organisms as shown by strict conservation of both
catalytically active ISA1 and the non-catalytic homolog ISA2. Functional distinctions exist
between species, although they are not understood yet. Numerous plant tissues require both
ISA1 and ISA2 for normal starch biosynthesis, whereas monocot endosperm and leaf exhibit
near-normal starch metabolism without ISA2. This study took in vivo and in vitro approaches
to determine whether organism-specific physiology or evolutionary divergence between
monocots and dicots is responsible for distinctions in ISA function. Maize ISA1 was
expressed in Arabidopsis lacking endogenous ISA1, or lacking both native ISA1 and ISA2.
The maize protein functioned in Arabidopsis leaves to support near normal starch
metabolism, in the absence of any native ISA1 or ISA2. Analysis of recombinant enzymes
showed that Arabidopsis ISA1 requires ISA2 as a partner for enzymatic function whereas
maize ISA1 was active by itself. Electrophoretic mobility of recombinant and native maize
ISAs differed, suggestive of post-translational modifications in vivo. Sedimentation
equilibrium measurements showed recombinant maize ISA1 to be a dimer, in contrast to
previous gel permeation data that estimated the molecular mass as a tetramer. The data
demonstrate that evolutionary divergence between monocots and dicots is responsible for
distinctions in ISA1 function.
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INTRODUCTION

Semi-crystalline starch enables photosynthetic eukaryotes to store large quantities of
glucose over extended time periods, compared to other species in which the soluble polymer
glycogen functions to store carbohydrate reserves (Ball and Morell, 2003). Eukaryotes
gained the capacity to photosynthesize after the capture of a cyanobacterial endosymbiont
by a glycogen-metabolizing host cell. In the lineage that evolved subsequently, known as the
Archaeplastida, select glucan-storage enzymes encoded within the host nucleus, the
endosymbiont, and potentially a prokaryotic parasite located within the host cell, developed
so as to generate the branched glucan polymer amylopectin (Ball et al., 2011; Ball et al.,
2013). Such molecules are highly similar to glycogen in terms of chemical structure, but the
molecular architecture of amylopectin enables formation of semi-crystalline structures
(Buleon et al., 1998). These latter then assemble into higher order structures leading to
starch granule formation. The advent of starch granules is likely to have been critical for the
evolution of chloroplast-containing organisms, including the spread of land plants on the
Earth’s surface, because they enable storage of photosynthetically-generated glucose for
many hours in tissues such as leaves during diurnal cycles, or for months to years in seeds.

An important aspect of the evolutionary change from glycogen to starch is the use of
particular a(1—6)-glucosidases, referred to as isoamylase-type starch debranching enzymes
(ISA), in the production of amylopectin (Ball et al., 1996; Myers et al., 2000; Hennen-
Bierwagen et al., 2012). A suite of genes encoding the enzymes that accomplish starch
biosynthesis was established early in the evolution of chloroplast-containing organisms, i.e.,
the Chloroplastida, prior to the divergence of distantly related groups including green algae
and land plants. Included in this gene set are three paralogs that encode the proteins ISA1,
ISA2, and ISA3, each of which is highly conserved in chloroplast-containing species. ISA1 of
vascular plants and bryophytes, for example, are approximately 70% identical over more
than 600 residues, and between land plants and prasinophyte algae this value is about 60%.
ISA1 or ISA2 deficiencies in potato tuber, Arabidopsis leaf, Chlamydomonas cells, or cereal
endosperms result in reduced starch content, altered amylopectin structure, and appearance
of soluble, branched glucans similar to native glycogen (James et al., 1995; Mouille et al.,
1996; Nakamura et al., 1996; Bustos et al., 2004; Delatte et al., 2005; Wattebled et al., 2005).
Such soluble polymers, referred to as phytoglycogen, have not been observed in wild type
plants. Thus, ISA1 and ISA2 functions are important determinants of whether storage
glucans are semi-crystalline or soluble. ISA3, in contrast, functions primarily in starch
catabolism (Wattebled et al., 2005; Delatte et al., 2006).

ISA1 and ISA2 appear to function together in Arabidopsis leaf as a single entity because

essentially identical phenotypes are observed in single mutants lacking either protein or
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double mutants lacking both of them (Zeeman et al., 1998; Delatte et al., 2005; Wattebled et
al., 2005). Biochemical analysis of native and recombinant proteins has shown directly that
ISA1 and ISA2 function together in a complex. ISA activity was first purified from potato tuber
and found to contain two distinct polypeptides identified as ISA1 and ISA2 (Ishizaki et al.,
1983; Hussain et al., 2003). Heteromultimers containing these two proteins were also purified
from rice and maize endosperm (Utsumi and Nakamura, 2006; Kubo et al., 2010). Finally,
mixture of native and recombinant rice proteins demonstrated directly that specific enzymatic
activities are provided by ISA1 and ISA2 functioning together in a heteromultimeric complex
(Utsumi and Nakamura, 2006). ISA1 is the catalytic subunit within this complex whereas
ISA2 is non-catalytic owing to amino acid substitutions at residues that are essentially
invariant in the GH13 family of glycoside hydrolases, i.e., the a-amylase superfamily, several
of which participate in the catalytic mechanism (Hussain et al., 2003; Utsumi and Nakamura,
2006). Despite lacking catalytic activity, ISA2 proteins are conserved in all chloroplast-
containing species that have been examined, which rules out recently evolved mutations and
to the contrary infers a functional selective advantage.

The necessity for the ISA1/ISA2 heteromultimer is not obvious in light of the fact that in
some instances ISA1 by itself can condition normal levels of starch and suppression of
phytoglycogen accumulation. Cyanidioschyzon merolae, a species within the Rhodophyta
lineage of the Archaeplastida family, contains semi-crystalline starch and amylopectin with
physical characteristics similar to that of Chloroplastida species (Hirabaru et al., 2010). The
C. merolae genome contains elements that encode ISA1 and ISA3, yet lacks a homolog
encoding ISA2 (Coppin et al., 2005). Thus, in some instances starch can be generated, and
phytoglycogen accumulation suppressed, without an ISA2 protein. Cereal endosperms
provide additional evidence that ISA2 is not strictly required for normal starch levels and
suppression of phytoglycogen accumulation. Mutants or transgenic lines lacking ISA2 are
known in rice (Utsumi et al., 2011) and maize (Kubo et al., 2010). Endosperm from these
plants exhibits normal starch levels with amylopectin structure essentially the same as wild
type, and lacks phytoglycogen. ISA activity presumably is provided in endosperm of these
mutants by a homomultimeric enzyme containing only ISA1.

The reason why ISA2 is strictly conserved in the Chloroplastida is not understood yet,
because in some instances, this isoform is not required for normal starch metabolism. Two
explanations can be considered. One possibility is that the inherent structure of ISA1 in
cereals, resulting from mutations accumulated specifically in this evolutionary lineage, allows
it to act without ISA2. Another possibility is that metabolic differences in specific tissues, e.g.,
leaf versus endosperm, require specialized enzymatic properties of ISA1/ISA2 heteromer
that ISA1 by itself does not provide. To test these hypotheses, this study combined maize

and Arabidopsis ISA1 and ISA2 isoforms both in vitro and in vivo. Maize 1ISA1 was found to
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be active without any ISA2 protein, either in vitro or in Arabidopsis leaves, whereas
Arabidopsis ISA1 required an ISA2 partner in all instances. Thus, ISA1 appears to have
evolved in the cereal lineage so that it no longer requires ISA2 for enzymatic activity or
metabolic function in generation of starch and suppression of phytoglycogen accumulation.
Presence of ISA2, however, influenced the size of the granules generated using maize ISA1,
suggesting the possibility that modulation of the higher order structures of starch contributes

to the selective advantage of the non-catalytic isoform.

RESULTS
Expression and Purification of Recombinant Arabidopsis and Maize ISA1 and ISA2

Recombinant ISAs from Arabidopsis or maize were generated to enable subsequent
comparison of their biochemical properties. The coding sequences of the ISA7 and ISA2
cDNAs from both species were synthesized with codon usage optimized for E. coli, and
cloned into an expression vector containing the phage T7 promoter for control of transcription
and eight histidine codons at the 3' end of the open reading. The amino terminal codons in
the synthetic genes were selected using the ChloroP algorithm to predict the extent of the
plastid transit peptide (Emanuelsson et al., 1999). Four plasmids encode individual plant
proteins referred to as AtISA1, AtISA2, ZmISA1, or ZmISA2 to indicate Arabidopsis or maize
sequences, respectively, all of which possess C-terminal 8X His-tags. Two additional
plasmids contain synthetic operons with both ISA1 and ISA2 open reading frames separated
by a ribosome-binding site. In these instances the co-expressed proteins are referred to as
AtISA1/AtISA2 or ZmISA1/ZmISA2, and the 8X His-tag is present only on ISA2. Expression
plasmid details, including the particular codons present in each synthetic gene, are shown in
Supplemental Figure S1.

Recombinant ISAs were expressed singly in E. coli, or co-expressed, and collected from
soluble extracts by affinity to Ni?*-NTA agarose. The purity of the fractions was assessed by
separation in SDS-PAGE followed by Coomassie blue staining or immunoblot analysis using
affinity-purified rabbit IgG from sera raised against peptide fragments of maize ISA1 or ISA2
(Kubo et al., 2010). ZmISA1 was obtained essentially pure, whereas ZmISA2 co-eluted from
the affinity matrix with several other proteins and was present in the purified fraction in low
abundance to the extent that it could be detected only by immunoblot or by loading large
amounts for SDS-PAGE (Figure 1A, B). When ZmISA2 was co-expressed together with
ZmISA1, however, the two proteins were present in apparently equal abundance (Figure 1A).
ZmISA1 and ZmISA2 must co-purify in a complex because the affinity tag is present only on

the latter. These data indicate that ZmISA1 and ZmISA2 assemble into a complex in a 1:1
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ratio and also that ZmISAZ2 is unstable in E. coli extracts unless it is present in that complex.
AtISA1 and AtISA2 behaved differently than the maize proteins during purification from E.
coli. Singly expressed AtISA1 and AtISA2 co-purified with the same set of contaminant
proteins, and were present in approximately the same abundance in the affinity-purified

fraction (Figure 1B).
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Figure 1. Purified ISA proteins. A, ZmISA1 and ZmISA2 expressed singly or co-expressed. ZmISA1
and ZmISA2 were expressed singly as 8X His-tagged proteins, or co-expressed from an operon with
the 8X His-tag only on ZmISA2. The indicated amounts of purified proteins were separated by SDS-
PAGE and duplicate lanes were either stained with Coomassie blue or probed in immunoblot analysis
with the indicated IgG fraction. The asterisk indicates ZmISA2. B, Maize and Arabidopsis ISA1 and
ISA2 expressed singly as 8X His-tagged proteins. Analysis as in panel A. Asterisks indicate ISA2
proteins.
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Enzymatic Activities of Recombinant ISAs

The activities of recombinant ISAs were compared in zymograms, initially using total
soluble E. coli extracts. Constant amounts of total protein were separated by native-PAGE in
a gel impregnated with 0.3% [-limit dextrin (final concentration). After incubation in
physiological buffer the gel was stained with iodine-potassium iodide solution (Io/Kl) so that
changes in color of the glucan-iodine complex revealed the presence of ISA and other B-limit
dextrin-modifying enzymes (Figure 2A). No exogenous activity was observed in extracts
containing AtISA2 or ZmISA2 expressed singly, as expected considering that ISA2 proteins
lack conserved catalytic residues. Singly expressed AtISA1 and ZmISA1 behaved differently
in this assay. Whereas no exogenous activity was found in the AtISA1 lysate, at least three
bands of B-limit dextrin-modifying activity were observed with the ZmISA1 lysate. Co-
expression of AtISA1/AtISA2, in contrast, yielded two clearly discernable activity bands. In
the ZmISA1/ZmISA2 lysate, the three activity bands detected in the ZmISA1 lysate were
again observed, and in addition a fourth band dependent on the presence of both proteins
was detected. The data indicate that ZmISA1 and AtISA1 act differently in the regard that the
maize protein can provide enzyme activity on its own whereas the Arabidopsis protein cannot.

Purified recombinant maize ISAs were further characterized in zymograms involving
native-PAGE in the absence of substrate and subsequent electrophoretic transfer to starch-
containing gels. ZmISA1 and co-expressed ZmISA1/ZmISA2 were compared to native ISAs
in maize endosperm extracts. Previous analyses identified three forms of in vivo ISA activity,
specifically form | homomultimer containing only ISA1 and forms Il and Ill heteromultimers
containing ISA1 and ISA2 (Kubo et al.,, 2010). Recombinant ZmISA1 migrated near but
slightly faster than in vivo form | (Figure 2B). Recombinant ZmISA1/ZmISA2 generated three
activity bands, similar in mobility to the three in vivo forms but in each instance running
slightly faster in native-PAGE. The identities of the three bands from ZmISA1/ZmISA2 as one
homomeric and two heteromeric forms were revealed by immunoblot analysis, confirming
correspondence with in vivo forms |, I, and Il (Figure 2B). The increased mobility of all three
ISA activities from recombinant proteins relative to the endosperm forms was reproducible in
multiple biological replicates (data not shown).

Singly expressed recombinant proteins were mixed to seek to reconstitute enzymatic
activity. As noted, AtISA1 by itself does not possess enzymatic activity. Mixture of affinity
purified AtISA2 with purified AtISA1 in increasing concentration generated an enzymatically
active complex observed by zymogram (Figure 3A), consistent with the comparison of singly
expressed and co-expressed proteins in total soluble E. coli extracts (Figure 2A). Two
heteromeric activities were generated from the recombinant proteins, as had also been

observed for ZmISA1/ZmISA2 (Figure 2B). A monocot-dicot cross species mixture was also
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tested with affinity purified proteins, specifically titration of a constant amount of ZmISA1 with
increasing AtISA2. In this instance a new mobility form of ISA activity was obtained in
addition to the ZmISA1 homomer (Figure 3B). Thus, AtISA2 can constitute a single functional
heteromeric form with ZmISA1. These preliminary experiments engendered the following in
vivo experiments involving transgenic Arabidopsis lines in which the endogenous ISA1 was

replaced with ISA1 from maize.

zymogram alSA1 al SA2 zymogram alSA1
immunoblot immunoblot immunobiot

Figure 2. Zymogram analysis of recombinant ISA activities. A, Total soluble E. coli extracts. Soluble
fractions from E. coli cells expressing the indicated single protein, or co-expressing ISA1 and ISA2
from Arabidopsis or maize, were separated by native-PAGE in a gel containing 0.3% B-limit dextrin,
and then the gel was stained with I,/KI solution. “Control” indicates extract from the E. coli host strain
lacking a plasmid. Orange arrows indicate activities dependent on expression of ZmISA1 alone, the
yellow arrow indicates an activity dependent on co-expression of ZmISA1 and ZmISA2, and green
arrows indicate activities dependent on co-expression of AtISA1 and AtISA2. B, Purified maize
proteins. The indicated amounts of affinity-purified proteins were separated by native-PAGE and then
transferred to a gel impregnated with 0.3% starch. ISA activities were identified by I2/KI staining.
Duplicate native-PAGE lanes were analyzed by immunoblot using 1g9G specific for ZmISA1 or ZmISA2.
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Total soluble endosperm extract from wild type maize (50 ug of proteins) was used as a control.

Native ISA activities |, Il, and Il are labeled for reference to the text.
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Figure 3. A, Reconstitution of Arabidopsis ISA. The indicated amounts of purified AtISA1 and AtISA2
were mixed, incubated at 0°C overnight, and then subjected to native-PAGE zymogram with transfer
to the substrate gel. Purified, co-expressed ZmISA1/ZmISA2 and AtISA1/AtISA2 were included on the
same gel as controls. B, Reconstituted ISA activity from ZmISA1 and AtISA2. Analysis as in panel A
except that ZmISA1 was mixed with AtISA2. The arrow indicates reconstituted ZmISA1/AtISA2 activity.
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Molecular Mass of ZmISA1

Availability of essentially pure, enzymatically active ZmISA1 afforded the opportunity to
measure the molecular mass of the complex by sedimentation equilibrium. Activity and purity
of freshly isolated ZmISA1 was confirmed by zymogram and SDS-PAGE (data not shown).
Purified enzyme at three concentrations was centrifuged at three different speeds in a
Beckman XL-A analytical ultracentrifuge. Azsp was measured as function of the radius, and
repeated scans over a three hour time period without any change confirmed the samples
were at equilibrium. Ultrascan Analysis software (Demeler, 2005) was used to plot
equilibrium protein distribution as a function of the square of the scanned radius, and the
observed curves were compared to those predicted for various molecular association models
(Supplemental Figure S2). The model with the lowest statistical variance from the observed
data was that of a single component sedimenting with a molecular mass of 158 kDa, and the
observed variance from the prediction for a 170 kDa single component was also a good fit
(Supplemental Table S1). Considering that the monomer molecular mass of ZmISA1 is
85.0 kDa, the results indicate that the homomeric complex purified from E. coli is a dimer. No
other molecular association models fit the observed data, e.g., monomer or tetramer. Full
enzyme activity measured by zymogram was recovered at the end of the longest
centrifugation (data not shown), indicating intactness of the complex throughout the analysis.
The entire procedure was repeated twice from separate E. coli cell pellets with essentially

identical results.

Expression of Maize ISA1 in Arabidopsis Leaves

Binary plasmids were constructed to express either ZmISA1, or AtISA1 as a positive
control, in transgenic plants (Supplemental Figure S3). Both transgenes contained the first
43 codons of the Arabidopsis ISAT cDNA, which are predicted by the ChloroP algorithm to
encode a chloroplast transit peptide. In one instance, the transit peptide coding sequence is
followed by codons 50 to 789 of the ZmISA1 cDNA, which constitute the mature protein after
the maize transit peptide is removed. The hybrid cDNA was cloned into the entry vector
pENTR D-TOPO and then sequenced to ensure integrity. Transfer to the destination vector
pMDC32 generated plasmid pZmISA1, which included the 2X 35S promoter and NOS
terminator for transcriptional controls as well as a selectable marker gene conferring
hygromycin B resistance and T-DNA elements that direct integration into the plant genome
(Curtis and Grossniklaus, 2003). The second binary plasmid, pAtISA1 is the same except
that it contains the full-length AtISA1 cDNA sequence in place of the ZmISA1 cDNA.
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Each plasmid was used for Agrobacterium-mediated transformation of Arabidopsis
carrying the null mutation isa7-7 or double mutant carrying both jsa7-7 and a second null
mutation, isa2-2 (Wattebled et al., 2005; Wattebled et al., 2008). A total of 276 transformed
plants were generated from seeds selected on MS medium containing hygromycin B, and
presence of the transgene was confirmed on a subset of 40 individuals by PCR amplification
from genomic DNA of a portion of the hygromycin B resistance gene. The transgenes in each
of these plants represents an independent integration event.

Expression of ISA1 from the transgenes was demonstrated by observation in
zymograms of enzyme activities not present in the parental lines. Total soluble leaf extracts
were analyzed by zymograms with 3-limit dextrin in the separation gel as described for E. coli
cell extracts (Figure 4). As expected, the major band of ISA activity was absent in extracts of
either isa7-1 single mutants or isa7-1 isa2-2 double mutants. An ISA activity band was
recovered when AtISA1 was expressed from a transgene in the isa7-1 single mutant host,
but not when the host was the isa7-1 isa2-2 double mutant. These results were expected
from the fact that isa2- single mutants lack ISA activity (Zeeman et al., 1998). The ZmISA1
transgene was functional in Arabidopsis because an ISA activity band was recovered in the
isa1-1 single mutant host. ISA activity was not detected in total soluble extracts of isa7-1
isa2-2 double mutants containing the ZmISA1 transgene, however, genetic function was

indicated by the starch phenotype in such transformants as shown in the following section.

Figure 4. B-limit dextrin modifying activities in total soluble leaf extracts. Analysis was as in Figure 2A.
Arabidopsis isa1-1 single mutants or isa7-1 isa2-2 double mutants were transformed with either full
length AtISA1 or the hybrid protein ZmISA1 fused to the Arabidopsis ISA1 transit peptide. The blue

arrow indicates native ISA activity in wild type and red arrows indicate ISA activities dependent on
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presence of a transgene. The black arrow indicates a B-limit dextrin modifying activity that is variably

present in leaf extracts including wild type lines.

Leaf Starch- and Water Soluble Polysaccharide Content

The starch accumulation phenotype of the transformants was first investigated by iodine
staining of leaves harvested at the end of the illuminated period (Figure 5). Wild type leaves
stain dark brown in this assay, whereas both isa7-1 and isa7-1 isa2-2 mutant leaves stain
yellow/orange indicating low starch content. Leaves of hygromycin-resistant plants stained
dark brown when AtISA1 was transgenically expressed in the isa7-1 host, indicating the
expected restoration of starch accumulation. The yellow/orange iodine-staining phenotype of
isa1- isa2- double mutant leaves was unchanged by the AtISA1 transgene donated from
pAtISA1 in any of 84 hygromycin-resistant plants tested, in agreement with previous data
indicating requirement for ISA2. Presence of the ZmISA1 transgene from pZmISA1 in isat-
the mutant host resulted in a range of iodine-staining phenotypes, with leaves of some plants
staining dark brown, others yellow/orange, and most displaying an intermediate phenotype.
The ZmISA1 transgene expressed in isa1- isa2- double mutants resulted in some plants with

an intermediate iodine-staining phenotype.
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Col-0 isa1-1
(WT) isa1-1 l2a2-2

|
sat-1 exp. AtISA1
P6C3

IN?

isa1-115a2-2 exp. ASA1

Figure 5. Indication of glucan phenotypes by iodine
stains of decolored leaves. Freshly harvested leaves

were decolored by incubation in 70% ethanol, and

isa1-1 exp. ZMISAT then stained with I,/KI solution. Host genotypes and

P2D7 transgenes are indicated.

isal-1isa2-2 exp. ZmISA1

.

The quantity of leaf starch and water-soluble polysaccharide (WSP) normalized to fresh

weight was determined in selected transformant lines (Figure 6). Soluble and granular
glucans were extracted from mature leaves harvested at the end of a 16 h-illuminated period.
Consistent with previous analyses, isa7-1 and isa7-1 isa2-2 mutants accumulated less starch
than wild type and also contained WSP at levels approximately equal to those of the granular
glucans. WSP was not detected at appreciable levels in wild type leaves. Starch
accumulation was fully restored in an isa7-1 host expressing AtISA1, line P6C3, and WSP
accumulation was repressed to the residual level typical of wild type. Starch accumulation

was also restored in the isa7-1 host expressing ZmISA1 as seen in line P2D7. In that
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instance the starch level was significantly higher than normal whereas the WSP content was

negligible in this transformant line.
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Figure 6. Starch and WSP contents determined in host and transgenic lines (as indicated in the
figure). Contents are expressed in mg of carbohydrate per g of fresh weight (FW) and are the means
of three independent biological replicates. Black and grey vertical bars indicate starch and WSP
content respectively. Vertical lines on bars stand for standard error. Typically no or very low amount of
WSP were detected for WT and transgenic lines expressing AtISA1 or ZmISA1 protein.

ZmISA1 supported granular starch accumulation to greater level than wild type when
expressed in the isa7-1 isa2-2 double mutant host, as seen in transformant line P4D3 (Figure
6). This is in contrast to the double mutant host expressing AtISA1, which never exhibited
starch accumulation as judged by iodine staining. The WSP content was insignificant in line
P4D3, indicating full complementation of the isa7-1 isa2-2 double mutant phenotype by

exogenous expression of ZmISA1 alone.
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Amylopectin Structure and Starch Granule Morphology

The linear chain length distributions (CLD) of leaf starch from the parental and
transformant lines were determined. Polymers within purified granules were solubilized and
completely debranched with commercial a(1—6)-glucosidases, then linear chains were
separated by high-performance anion exchange chromatography at high pH and quantified
by pulsed amperometric detection (HPAEC-PAD). The CLD profiles of starch from all
transformants shown in Figure 6 were identical within technical limits to that of the wild type
line (Supplemental Figure S4). Thus, the increased short chain frequency characteristic of
isa1- single mutants and isa7- isa2- double mutants (Delatte et al., 2005; Wattebled et al.,
2005) was not observed in any of the complementing lines.

Starch granule morphology, size, and quantity per chloroplast were characterized in situ
by transmission electron microscopy (TEM) performed on ultrathin sections of Arabidopsis
leaves harvested at the end of the illuminated period (Figure 7). The wild-type phenotype
regarding granule size and shape within palisade mesophyll chloroplasts was restored when
AtISA1 was expressed in the isa7-1 host (line P6C3). This phenotype is obviously different
from that of the isa7-1 and isa7-1 isa2-2 host lines that exhibited only small starch granules
less than 1 pm in diameter within stroma filled with WSP and surrounded by thylakoid
structures. Accumulation of larger starch granules was also restored when ZmISA1 was
expressed in the jsa1-1 mutant (line P2D7). Granule size and morphology were different from
the wild type, however, when ZmISA1 was expressed in the isa7-1 isa2-2 double mutant
background (line P4D3). In this instance granules were smaller than in the wild type line but
bigger than those found in the isa7-1 isa2-2 double mutant. The number of starch granules
per plastid was also increased in that transformant (mean: 9.1 + 2.6 granules per plastid)

compared to the wild type line (mean: 3.2 + 1.2 granules per plastid).
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Col-0 (WT) isat- isal-1isa2-2

AtISA1 (PEC3) ZmiISA1 (P2D7) ZmISA1 (P4D3)

Figure 7. Transmission electron microscopy observations. Leaves were harvested at the end of the
illuminated period and fixed immediately. Images are show chloroplasts located within palisade
mesophyll cells. The scale bar applies equally to all images. The host genotype and transgenically

expressed ISA protein are indicated, as are line names for reference to the text.

Starch granule size distributions were more accurately determined by scanning electron
microscopy (SEM) of purified particles. Granules in isa7-1 host lines expressing ZmISA1 (line
P2D7) were not only much larger than those of the isa7-1 mutant but also bigger than those
of the wild type line (Figure 8). Some granules in these transformant lines are 4.5 ym or more
in diameter, which typically does not occur in wild type plants. In agreement with the TEM
data, ZmISA1 transformants of the isa7-1 isa2-2 host contained a heterogeneous granule
size population including a majority of small, rounded, irregular granules with a diameter of

1 um or less and some larger particles with an average diameter close to that of the wild type.
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Figure 8. Scanning electron microscopy images of purified starch granules (host and transgenic lines
are indicated) and corresponding size distribution histograms. The starch samples were prepared from
Arabidopsis leaves harvested at the end of the illuminated period. The histograms were determined by

measuring the apparent diameter of 600 particles per sample using the ImageJ program. Bar = 10um.
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DISCUSSION
Inherent Properties of Maize and Arabidopsis ISA1

Taken together the in vivo and in vitro data presented here support the conclusion that
the gene encoding ISA1 has evolved in the Poaceae branch of monocotyledonous plants so
that it possesses biochemical activity without participation of an ISA2 partner. This enzymatic
activity provides metabolic functions within endosperm or leaf tissue to support the
accumulation of starch granules.

ZmISA1 was obtained in essentially pure form after it was generated in E. coli, so that
no other maize protein was present nor were there any post-translational modifications that
potentially could occur in maize plants. The results are consistent with observation of
enzymatically active protein complexes in rice and maize endosperm extracts that possess
only ISA1, and extend those observations by proving that activity is inherent to the
polypeptide itself. Recombinant AtISA1 was capable of enzymatic activity if mixed with
recombinant AtISA2 but did not display such function on its own. Thus, the ZmISA1
polypeptide possesses inherent a(1—6) glucosidase activity, whereas AtISA1 does not.

The maize ISA1 protein, when expressed in Arabidopsis leaves lacking both
endogenous ISA1 and ISA2, was able to support accumulation of starch to near wild type
levels. The grossly modified morphology and number per plastid of these granules as seen
by TEM and SEM was distinct from wild type, however, so ZmISA1 did not function
identically to the native leaf enzyme. Such modified morphology of the starch granules may
explain the puzzling iodine staining phenotype observed in line P4D3. Indeed, despite the
WT level of starch accumulation measured in this isa?-1 isa2-2 mutant expressing ZmISA1,
the iodine staining gave an intermediate phenotype between those of the wild type (which is
dark grey) and the double mutant isa7-1 isa2-1 (which is yellow-orange). We have no
obvious explanation for that issue, but morphological alteration of the starch granules (size
and shape) may impact the interaction between the glucans and iodine molecules thus
modifying the color of the complex and the staining phenotype of leaves. The CLD in the
transformant was identical to wild type, so the differences in granule morphology could result
from altered branch placement or from higher order assemblies of primary crystallization
units. Maize ISA1 also suppressed accumulation of phytoglycogen in Arabidopsis leaves.
The results indicate that homomeric ISA functions to support near normal starch
accumulation in the context of leaf metabolism in which the native enzyme is heteromeric.
These observations are again consistent with the conclusion that evolutionary divergence in
the line including maize and rice has altered ISA1 so that it has gained enzymatic and

biological function without participation of ISA2. This result excludes the hypothesis of the
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existence of a molecular factor specifically present in maize or rice endosperm that control
ISA1 activity even in the absence of ISA2.

The particular combination of ISA proteins present in Arabidopsis leaves affected
granule size and morphology and number per plastid. This is evident from comparison of wild
type granules generated using the AtISA1/AtISA2 heteromeric enzyme to the starch present
in transformant lines containing ZmISA1 and AtISA2. Also, as noted, granule size differed
when only ZmISA1 was present in the isa7- isa2- double mutant host. This effect is likely not
due to the transgenic nature of the ISA1 gene, because when the isa7- host was transformed
to express AtISA1 the granule morphology was essentially wild type. Thus, it appears that
ISA2 functions physiologically to affect granule size and/or morphology. Analogous results
were obtained in maize endosperm lacking ISA2, where a population of granules with
reduced size was observed (Kubo et al., 2010). The mechanism by which ISA activity affects
granule size remains to be determined. This could relate to the frequency of granule initiation
(that could be affected by more or less abundant phytoglycogen molecules; Burton et al.,
2002), or to structural differences in amylopectin architecture that affect the organization of
primary crystallites into higher order suprastructures. Such architectural differences are not
evident with regard to CLD, but branch linkage placement might be altered (without affecting
the general length distribution of the amylopectin-forming glucan). For example, the distance
(i.e. the number of glucose residues) between a(1—6) linkages within the amorphous lamella
of an amylopectin cluster might be affected by the subunit constitution of the ISA enzyme,
and this in turn could affect how the glucans (at the macromolecular level) assemble into

granules.

Structure of Recombinant Enzymes

Previous characterization of ISA enzymes from rice or maize endosperm identified two
ISA1/ISA2 heteromeric enzyme complexes that separate in native-PAGE, in addition to a
single ISA1 homomultimer (Utsumi and Nakamura, 2006; Kubo et al., 2010). Two
heteromeric enzymes were also observed in the current study when recombinant ISA1 and
ISA2 proteins produced from either maize or Arabidopsis cDNA sequences were combined.
This observation implies that the two activity bands identified from native-PAGE are not
explained by different post-translational modification states in the plant. The two heteromeric
ISA activity bands may have different quaternary structure, i.e., they each possess a different
assortment of ISA1 and ISA2 subunits. The relative abundance of the two heteromer mobility
forms produced in E. coli was similar to the native enzymes, consistent with different
assembly states that exist owing to association constants inherent to the folded polypeptides.

Another potential explanation is that ISA2 can fold stably into different conformations (i.e.
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subunit number) in complexes with ISA1 so that alternative charge to mass ratios could exist.
This is not typical, however, a pullulanase-type starch debranching enzyme, which is a
distantly related homolog of ISA, is known to exhibit such folding behavior (Henker et al.,
1998; Renz et al., 1998).

Distinctions were noted between the native maize ISA complexes and the recombinant
forms of these enzymes purified from E. coli. Specifically, the electrophoretic mobility of all
three recombinant ISA complexes was greater than that of the corresponding assembly state
from endosperm. A possible explanation for these properties is that the enzymes are post-
translationally modified in vivo and this affects their mobility in native-PAGE by changing their
charge to molecular mass ratios. Such alterations would apply equally to all three ISA
complexes, and as noted would not be responsible for the existence of any particular activity
band.

Analysis of the recombinant enzymes also indicates that heteromeric ISA is in
equilibrium between associated and dissociated states, such that ISA1 homomer can
assemble from subunits released from ISA1/ISA2 heteromer. This conclusion follows from
the fact that only heteromeric forms are obtained initially when ZmISA1/ZmISA2 is purified
owing to the affinity-tag specifically on ZmISA2. Thus, recovery of active ZmISA1 homomer
requires dissociation of the heteromeric complex and re-association into a homomeric
enzyme. These data suggest a dynamic equilibrium between the assembly states of ISA1
and ISA2.

The determination that recombinant ZmISA1 is a homodimer provides evidence that the
enzyme complex exhibits an elongated structure. Homomeric ISA1 from rice was estimated
based on GPC data to have a molecular mass of 420-480 kDa (Utsumi and Nakamura,
2006), and the maize endosperm ISA1 homomer had an apparent mass of approximately
300 kDa also judged by GPC (Kubo et al., 2010). This is contrast to the 160 kDa molecular
mass demonstrated directly for recombinant ZmISA1 homomer by sedimentation equilibrium.
Such determinations from GPC data are approximate, however, because this method
separates molecules based on hydrodynamic volume and so rod-shaped or otherwise
elongated molecules will appear to have artifactually large molecular masses when
compared to spherical standards. From these considerations the data shown here indicate
ZmISA1 homomer to be an elongated structure containing two oblong-shaped monomers
connected end to end. The oblong shape of each monomer subunit is presumed based on
the known structure of Pseudomonas isoamylase, which is approximately 40% identical to
both ISA1 and ISA2. The conclusion is supported by observing an apparent molecular mass
greater than 400 kDa when recombinant ZmISA1 was analyzed by GPC (data not shown),
and by crystallographic data showing an elongated dimeric structure for recombinant ISA1

encoded by a Chlamydomonas cDNA (personal communication).
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The shape of an active ISA complex as shown here could contribute to acquisition of a
starch biosynthetic function from a primordial catabolic enzyme. ISAs present in the
progenitor of the Archaeplastida presumably were degradative and acted as a monomer with
a single active site as do current ISA3 enzymes and prokaryotic isoamylase relatives.
Formation of a dimer or other multimeric structure, with an end to end arrangement of oblong
shaped subunits, may have spaced the hydrolytic active sites a fixed distance from each
other. Action of such an enzyme on a glycogen-like molecule potentially could contribute to
the generation of products that are capable of crystallization, by generating a regular spacing
of densely branched and infrequently branched regions of the molecule according to the
model reviewed elsewhere (Hennen-Bierwagen et al., 2012).

Data regarding recombinant ZmISA1 homodimer do not imply that heteromeric forms of
ISA are necessarily dimers as well. These enzymes from rice or maize endosperm
consistently elute later than homomultimeric ISA1 on GPC columns, so they likely have a
different subunit structure. Inclusion of a non-catalytic subunit, i.e., ISA2, in a multimeric
structure potentially could allow alternatives for the spacing of the active sites, and thus
provide variability in the fine structures that could be generated from a precursor glucan prior
to crystallization and assumption of subsequent higher order structures. Such variability in
the architecture of molecules generated as the result of ISA complex activity may in turn

explain evolutionary selection for ISA2.

CONCLUSION

Maize and Arabidopsis ISA1 polypeptides have evolved separately so that the monocot
protein possesses enzymatic activity by itself whereas the dicot protein requires an ISA2

partner. Recombinant maize ISA1 assembles into a homodimer with an elongated shape.
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MATERIALS AND METHODS
Expression and Purification of Recombinant ISA Proteins

Two operon sequences that specify AtISA1 and AtISA2 or ZmISA1 and ZmISA2 were
synthesized chemically (GenScript, Piscataway, USA) (Supplemental Figure S1). The order
of the elements in the synthetic operons starting from the 5' end is as follows: 1) Bglll
restriction site, 2) ATG codon, 3) ISA1 coding region beginning at the predicted N terminus,
4) Hindlll site, 5) stop codon, 6) ribosome binding site (i.e., the Shine-Dalgarno sequence), 7)
BamHlI site, 8) ATG codon, 9) ISA2 coding region beginning at the predicted N terminus, 10)
Xhol site. ISA1 genes were excised from the synthetic operons as Bglll/Hindlll fragments
and cloned into the unique Bglli/Hindlll sites of pBE1343 immediately downstream of the
ribosome binding site sequence of the expression vector. In these constructs the ISA1
coding regions are followed by 15 codons derived from pBE1343 that specify the sequence
KLAAALEHHHHHHHH, then a stop codon. ISA2 genes were excised from the synthetic
operons as BamHI/Xhol fragments and cloned into the unique Bglll/Xhol sites of pPBE1343. In
these instances the C terminal nucleotides from the vector specify the sequence
LEHHHHHHHH. For co-expression, the ISA1/ISA2 sequences, separated by a ribosome
binding site, were cloned as Bglll/Xhol fragments into pBE1343, so that the ISA1 protein is
not tagged and the ISA2 protein contains an 8X His-tag.

For analysis of ISA activities in total E. coli extracts, expression plasmids were
introduced into thermocompetent E. coli BL21 DE3 cells (Invitrogen, Saint Aubin, France).
Cultures containing 10 mL of LB medium supplemented with 50 ug/mL kanamycin were
seeded with 1 mL of overnight preculture and grown at 37°C with shaking to ODgg = 0.5.
Expression from the T7 promoter of pBE1343 was induced by addition of 1 mM IPTG and
cultures were grown for 4 h at 30°C. Cells were recovered by centrifugation (2,000 g, 10 min,
4°C) and the pellet was suspended in 500uL of buffer (50 mM Tris-HCI, pH 7.0). Cells were
lysed by pulse sonication (two times for 20 s each, on ice) and the lysate was centrifuged at
25,000 g for 2 min at 4°C. Protein concentration in the supernatant was assayed by the
Bradford method (Biorad, Marnes-la-Coquette, France) (Bradford, 1976) prior to zymogram
analysis.

For protein purification, the same plasmids were introduced into E. coli host strain
Rosetta BL21(DE3)pLysS (EMD Biosciences) and fresh single colonies were inoculated into
10 mL cultures of LB medium supplemented with 50 mg/mL kanamycin and 34 mg/mL
chloramphenicol. After growth at 37°C overnight the entire pre-growth culture was added to a
1 L culture of the same medium, which was grown at 37°C with shaking at 200 rpm for about
4 h until the Agpo = 0.8. Cultures were then cooled to 16°C, IPTG was added to a final
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concentration of 0.1 mM, and growth was continued at 16°C overnight. Cells were collected
by centrifugation at 5,000 rom for 10 min at 4°C, suspended in 20 mL sonication buffer
(20 mM sodium phosphate, pH 7.5, 0.5 M NaCl, 1 mg/mL lysozyme, 1X protease inhibitor
cocktail [Sigma catalog no. P-2714]) and stored -80°C in approximately 10 mL portions until
further use.

Cell pellets were thawed and sonicated 10 times for 30 s each, cooling on ice between
treatments. Crude lysates were centrifuged at 16,000 rom for 30 min at 4°C, then the
supernatant was passed through a 0.2 ym syringe filter and loaded onto a 1 mL bed volume
HisTrap FF column (GE Healthcare catalog no. 17-5319-01) pre-equilibrated in Buffer A
(20 mM sodium phosphate, pH 7.5, 0.5 M NaCl). In this and subsequent chromatography
steps the flow rate was 1 mL/min. The column was washed successively with 20 mL Buffer A
containing 20 mM imidazole, then 20 mL of Buffer A containing 50 mM imidazole, then 5 mL
of Buffer A containing 90 mM imidazole. Proteins were eluted in 5 mL of elution buffer (Buffer
A containing 300 mM imidazole), concentrated to 0.5 mL by centrifugal filtration, and used
immediately for further analysis or stored at -20°C in elution buffer adjusted to 1 mM DTT and
10% glycerol. ZmISA1 retained activity for up to 1 week in this storage condition, however,

co-expressed ZmISA1/ZmISA2 was not stable upon freezing.

Zymogram Assays

Zymograms were performed either with substrate in the running gel or with
electrophoretic transfer to a gel impregnated with substrate. Proteins (100 ug) were loaded
on a native 7.5% polyacrylamide gel containing 0.3% of 3-limit dextrin (Megazyme, Wicklow,
Ireland) at final concentration. After migration in an electric field of 15 V.cm™ for 3 h at 4°C in
separation buffer (25 mM Tris, 200 mM glycine, 1 mM DTT) the gel was incubated overnight
at room temperature in fresh separation buffer. Glucan-modifying activities were revealed by
soaking the gel in fresh I,/KI solution. E. coli extracts for these assays were prepared as
described in the previous section. Arabidopsis extracts for zymogram analyses were
prepared from two to three leaves harvested at midday. Leaves were homogenized in 50 yL
of ice-cold 50 mM Tris-HCI, pH 7.0. The homogenate was centrifuged at 10,000 g for 5 min
at 4°C and proteins in the supernatant were quantified by Bradford assay. Zymogram
analysis of recombinant proteins purified from E. coli was performed as described previously

using transfer to substrate gels containing 0.3% solubilized starch (Kubo et al., 2010).
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Arabidopsis thaliana lines, growth conditions and media

Arabidopsis thaliana lines of the Columbia ecotype were used in this study. The wild
type line was indicated as Col-0. The single mutant lines isa7-1 and isa2-2 were engendered
by T-DNA insertion mutagenesis (Alonso et al., 2003; Wattebled et al., 2005) and were
provided by the Nottingham Arabidopsis Stock Centre. The isa1-1, isa2-2 double mutant line
was obtained by a cross between the two corresponding single mutants and screening of the
progeny by PCR amplification of genomic DNA using a T-DNA end primer and gene-specific
primers.

Seeds were stratified for 48 hours in the dark at 4°C in Phytagel solution 0.1% (p/v) and
were sown subsequently on loam « FloraFleur» (TREF®) pre-treated with Trigard
(Syngenta®). Plants were grown in greenhouse with a photoperiod of 16 h light/8 h dark at

20°C during the illuminated period and 18°C during the night.

Construction of Binary Vectors for Protein Expression in Arabidopsis thaliana

A chimeric DNA construction comprising the coding sequence of the AtISA1 transit
peptide and the mature ZmISA1 protein was created by PCR. The first 43 codons of the
AtISA1 cDNA were used as the transit peptide according to the ChloroP algorithm prediction

(Emanuelsson et al., 1999).

Primers 2For (CACCATGGATGCAATCAAATGCAGTTCCAGTTTC) and 4Rev
(CCGCCTGCACCGCCTCGGCCACGGAAATCGAAATCGGACGGAAG) were used to
amplify this sequence from an AtISA1 cDNA clone and to add a 3’ sequence overlapping the
5’ end of the ZmISA1 coding sequence. Conditions for this PCR reaction were: 94°C 5 min,
[94°C 45 sec, 59°C 45 sec, 72°C 45 sec] x 35, 72°C 5 min. The amplified fragment was
mixed with a DNA fragment including the ZmISA1 cDNA sequence (10 ng each) and
subjected to one cycle of extension by DNA polymerase by incubation at 94°C for 5 min,
59°C for 45 sec, 72°C for 5 min. The chimeric fragment was then amplified by PCR using
primers 2For and 6Rev (TCAGACATCAGGGCGCAATACAAGGATG) carried out in the
following conditions: 94°C 5 min, [94°C 45 sec, 59°C 45 sec, 72°C 3 min 20 sec] x 35, 72°C
5 min. PCR reactions were carried out with Kappa HiFi polymerase (CliniSciences, Nanterre,
France) following supplier’s instructions. The same PCR protocol was used to amplify the
full-length sequence coding AtISA1, including the transit peptide, from a cDNA clone using
primers 2For and 5Rev (TCAGGGGTCTTTAATTGGTGAAAGAAGGA).

After the final PCR amplification, the fragments of interest, i.e., the full length coding
sequence of AtISA1 or the mature sequence of ZmISA1 with the transit peptide of AtISA1,
were purified with the NucleoSpin Extractll kit (Marcherey-Nagel EURL, Hoerdt, France) and

94

© 2014 Tous droits réservés. doc.univ-lille1.fr



These de Maud Facon, Lille 1, 2014
Résultats |

ligated into the pENTR-D-TOPO vector by the TOPO cloning method (Invitrogen, Saint Aubin,
France). Recombinant plasmids were selected, amplified and stored in the E. coli TOP10
strain. The constructions were verified by restriction enzyme mapping and DNA sequencing.
The ISA coding regions were then transferred from the pENTR-D-TOPO vector to the
pMDC32 destination vector (Curtis and Grossniklaus, 2003) using LR Clonase Il following
supplier’s instructions (Invitrogen, Saint Aubin, France). These final vectors were stored at -
80°C in E. coli TOP10 cells.

Arabidopsis Transformation

Prior Arabidopsis transformation, the pMDC32 vectors were introduced in
Agrobacterium tumefaciens strain GV3101 by a freeze and thaw method as described in
Jyothishwaran et al. (2007). An adaptation of the Floral-Dip method was used to transform
isa1-1 and isa1-1, isa2-2 mutants of Arabidopsis thaliana (Zhang et al., 2006; Martinez-
Trujillo et al., 2004). Harvested seeds were then analysed for the presence of the
construction. Seeds were sown on Murashigue and Skoog 1% medium (1% agar) containing
20ug.mL™" of Hygromycin B (Sigma-Aldrich, Lyon, France) and germinated in growth
cabinets (22°C, 80% of humidity and a specific photoperiod according to Harrison et al.
(2006). The plants harbouring the hygromycin B resistant phenotype were then transferred to
soil in greenhouse (16h light/ 8h night). The presence of the transgene in the selected
hygromycin resistant individuals was verified by PCR amplification of a region of the
hygromycin B resistance gene using primers HygrRFor (GATGTAGGAGGGCGTGGATA)
and HygrRRev (GATGTTGGCGACCTCGTATT) with the following reaction conditions: 94°C
5 min, [94°C 45 sec, 60°C 45 sec, 72°C 60 sec] x 36, 72°C 5 min.

lodine Staining of Leaves

Leaves harvested at the end of the light period were immediately immersed in 70%
ethanol and heated at 70°C for 30 min with regular shaking to remove pigments. This
operation was repeated until bleaching was complete. Leaves were then rinsed with water,
immersed in 1% KIl, 0.1% I, (Io/KI) until homogenous staining, rinsed again in water, and

photographed.

Extraction and Quantification of Starch and WSP

Arabidopsis leaves were harvested at the end of the day, immediately frozen in liquid

nitrogen and stored at -80°C before extraction. Starch and WSP were extracted by the
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perchloric acid method (Delatte et al., 2005) adapted as follows: about 1 g of leaves was
homogenized with a polytron blender in 5.5 mL of 0.7 M perchloric acid. The crude lysate
was centrifuged at 10,000 g for 10 min at 4°C to separate the pellet, which contains starch,
and the supernatant that contains WSP. The pellet was rinsed three times with sterile
deionized water. An aliquot was collected for glucan assay (described hereafter) and the rest
of the sample was treated to further purify the starch. To this end, the pellet was
resuspended in sterile deionized water and filtered through two layers of Miracloth
(Calbiochem, Darmstadt, Germany). The starch pellet was further purified by isopicnic
centrifugation in Percoll (GE Healthcare, Velizy-Villacoublay, France) at 10,000 g for 1 h at
4°C. The pellet was rinsed twice with sterile deionized water and stored in 20% ethanol at
4°C until use.

The supernatant obtained from the crude lysate was neutralized with 2 M KOH, 0.4 M
MES, 0.4 M KCI. The potassium perchlorate precipitate was removed by centrifugation at
10,000 g for 15 min at 4°C. The supernatant was stored at -20°C until use.

Insoluble (starch) and soluble (WSP) polysaccharides were assayed, as describe by
Wattebled et al. (2005), by the spectrophotometric method after complete digestion of the
polysaccharides by amyloglucosidase following supplier’s instructions (R-Biopharm, Saint

Didier au Mont d’Or, France).

Starch Chain Length Distribution

Debranching reactions and starch CLD determination by HPAEC-PAD using a PA200
CarboPac column (Dionex, Courtaboeuf, France) were performed according to the procedure

described previously (Roussel et al., 2013).

Transmission and Scanning Electron Microscopy

Arabidopsis or maize leaves harvested at the end of the light period of the diurnal cycle
were cut with a fresh razor blade into small pieces a few millimetres on edge and
immediately immersed in fixative (0.1 M cacodylate, pH 7.2, 2% paraformaldehyde, 2%
glutaraldehyde). Vacuum was applied for 30 min. Leaf samples were embedded in Spurr's
resin, then postfixed with 1% osmium tetroxide, sectioned to a thickness of 80 nm, affixed to
grids and stained with uranyl acetate and lead citrate. Transmission electron microscopy
(TEM) observation was performed with a Jeol 2100 microscope operating at 200 kV.

Scanning electron microscopy (SEM) was performed as follows: droplets of starch
granule suspensions were allowed to dry on freshly cleaved mica. After coating with Au/Pd,

they were observed in secondary electron mode using a Jeol JSM6300 microscope
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operating at 8 kV. Size-distribution histograms were determined by measuring the apparent

diameter of 600 particles per sample from the SEM images, using the ImageJ software.

Sedimentation Equilibrium

ZmISA1 was expressed in E. coli and purified as described by Ni**-affinity
chromatography. Proteins were diluted in the affinity column elution buffer at concentrations
of 3.76 uM, 6.47 uM, or 8.47 uM and loaded into a 6-channel cell in the XL-A ultracentrifuge.
The samples were centrifuged at 8,500 rpm for 38.25 h until equilibrium was attained as
shown by Asg scans performed over a 3 h time period. Speed was then increased to
10,200 rpm for an additional 18.25 h until a new equilibrium was attained. A third equilibrium
distribution was then recorded after increasing the speed to 12,000 rpm and centrifuging for
an additional 10.75 h. Equilibrium scans of Aygp across the radius of the centrifuge cell were
compared using UltraScan Analysis software (Demeler, 2005) to the distributions predicted

for single or multiple component systems of given molecular mass components.
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Figures supplémentaires:

Les Figures supplémentaires 1 et 3 qui décrivent les séquences des inserts et les vecteurs

utilisés dans ce travail sont disponibles a la fin de ce manuscrit.
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Supplemental Figure S2: Sedimentation equilibrium curve fitting. Overlays show the calculated protein

concentration for a single sedimenting species as a function of the square of the centrifuge cell radius (solid line)

and the measurement of A,g at that position (points). Models are based on a monomer molecular weight of 85

kDa as known from the mature ISA1 amino acid sequence. Residuals show the difference between the calculated

and measured protein concentration at each position in the cell. Note that the scale varies between the Residuals

plots. Each panel shows data for three different protein concentrations brought to equilibrium at three defferent

centrifugation speeds.
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Supplemental Figure S4: Expression of the ZmISA1 transgene in the Arabidopsis isal isa2- mutant host line.
Leaf cell RNAs were extracted from the isal- isa2- host strain expressing ZmISA1 using the plant RNeasy kit
from Qiagen (Courtaboeuf, France). The RT-PCR amplification was performed using the OneStep RT-PCR kit
from Qiagen (Courtaboeuf, France). Different amounts of the amplicons were loaded on a 1,5% agarose gel

(lanes 2, 5 and 8: 2ul, Sul and 20ul respectively). The amplicons were then sequenced.

To control that the amplification with the same protocol, except that we avoid the reverse transcription step.
Again, different amount of amplicons were loaded on a 1,5% agarose gel (lane 3, 6 and 9: 2ul, Sul and 20ul
respectively). A molecular size marker was loaded on lanes 1,4 7 and 10 (Smart Ladder MW-1700-10 from

Eurogentec, Seraing, Belgium).
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A
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B Starch

147 mwsp

12 4

Carbohydrate content (mg/g FW)

WT isal- isal- isal- host isal- isa2- host

isa2- AtISA1  AtISA1 AtISA1  ZmISA1 ZmiSA1 ZmiSA1l ZmISA1 ZmiSA1 ZmiSA1 ZmiSAl
(P6C3) (P1D1) (P1A4) (P7E5) (P7E4) (P2D7) (P4F8) (P4F1) (P4F5) (P4D3)
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Scale bars =10 um

Supplemental figure S5:

Panel A: Starch and WSP contents determined in host and transgenic lines (as indicated in the figure). Contents
are expressed in mg of carbohydrate per g of fresh weight (FW) and are the means of three independent
biological replicates. Black and grey vertical bars indicate starch and WSP content respectively. Vertical lines on
bars stand for WT (Wild Type) and transgenic lines expressing AtISA1 or ZmISA1 protein.

Panel B: Scanning electron microscopy images of purified starch granules (host and transgenic lines are
indicated). The starch samples were prepared from Arabidopsis leaves harvested at the end of the illuminated

period (16h light / 8j dark). Scale bars = 10 um.
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Note that some transformants were not complementing although they were hygromycine resistant: P7ES (isal-
exp. ZmISA1) and P4F1 (isal- isa2- exp. ZmISA1). Rearrangement of the transgene may have occurred during
integration into the nuclear genome of the plant leading to an alteration of the ZmISA1 open reading frame and

consequently of its expression.
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Supplemental Figure S6 : Chain lenght distribution of amylopectin-forming glucans. After 10 min boiling in
water, starch was debranched with a mix of isoamylase from Pseudomonas sp. and pullulanase from K.
pneumoniae. Digestion products were separated according to their degree of polymerization and quantified by
HPAEC-PAD. The relative amount (bars) of each glucan DP (x-axis) is expressed as a percentage of the total
number of chains presented in the figure (From DP2 to DP54 ; the last bar represent the percentage of glucans
with a degree of polymerization above 54 glucose residues). A black line, superposed on each mutant profile,
displays the difference between the mutant and wild-type profiles.

Col-0 : wild type line. isal-1 and isal-1 isa2-2 host expressing ZmISA1) : transformed lines.
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ll. Etude du fonctionnement des isoamylases dans les feuilles de mais

Cette étude est complémentaire de la premiére et vise a déterminer pourquoi la
sous-unité non catalytique ISA2 est conservée chez toutes les plantes étudiées alors
qu’lSA1 est capable, dans certains cas, de fonctionner seule.

En effet, dans certains tissus, comme la feuille d’Arabidopsis ou le tubercule de
pomme de terre, ISA1 nécessite la présence d'ISA2 pour obtenir un oligomére actif,
tandis que dans I'albumen de mais ou de riz ISA1 peut fonctionner sous la forme d’un

homomultimére qui suffit a la production quasi normale d’amidon.

Afin d’apporter des éléments de réponse, jai participé a I'étude du

fonctionnement des isoamylases 1 et 2 dans les feuilles de mais.

Dans cette étude, les niveaux de transcrits et de protéines chez les mutants isa7-
et isa2- du mais ont été déterminés (Figure 1). Les activités des complexes protéiques
ISA1/ISA2 de la feuille de mais ont été visualisées sur zymogramme et comparées aux
activités des complexes de lalbumen de mais (Figure 2). Aprés co-purification et
révélation des protéines par immunoblot, la composition des complexes isoamylasiques
est identifiée (Figure 3). Ces étapes de culture du mais et I'analyse des activités

enzymatiques ont été réalisées par I'équipe du Pr Alan Myers a I'lowa State University.

Les phénotypes d’accumulation d’amidon transitoire dans les feuilles de mais ont
été étudiés chez les mutants isa7- et isa2-. La morphologie des grains d’amidon et leur
taille ont pu étre estimées grace a des observations par microscopie électronique (Figure
4 et 5).

Mon implication dans ce travail a consisté a extraire, doser et purifier 'amidon
des feuilles de mais (Figure 6). J'ai également conduit I'analyse de la distribution de la
longueur des chaines de I'amylopectine (Figure 7), et participé activement a

l'interprétation des différents résultats obtenus et a la rédaction du manuscrit.
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Résumé

Les isoamylases ISA1 et ISA2, protéines de séquence trés conservée chez les
végétaux, ont une fonction déterminante dans la synthése de 'amidon. Dans les feuilles
d’Arabidopsis thaliana 1SA1 et ISA2 sont requises pour obtenir une activité de
debranchement alors que dans I'albumen de mais ISA1 est capable de fonctionner en
absence d’'ISA2. Dans cette étude, les activités isoamylasiques ont été caractérisées
dans les feuilles de mais et comparées a celles de lI'albumen. Les mutants de mais
dépourvus d’'ISA1 ou d’'ISA2 ont été utilisés afin de déterminer le niveau des activités
isoamylasiques ainsi que le contenu en amidon, la morphologie des grains et la structure
fine de I'amylopectine produite. Trois complexes a activité isoamylasique ont été
observés dans les feuilles de plants de mais sauvages, deux sont des hétéro-oligoméres
composés d’'ISA1 et d’'ISA2 et le troisiéme est une forme homo-oligomérique composée
uniquement de protéines ISA1. Cette derniére est retrouvée chez les mutants dépourvus
d’'ISA2. Chez ces mutants, I'accumulation d’amidon, la morphologie des grains et la
structure de I'amylopectine différent du sauvage, mais également du double mutant. Ces
données suggérent que les hétéroméres et les homoméres sont tous deux actifs dans
les feuilles de mais. La divergence évolutive ayant conduit a une différence de
comportement de ISA1 selon I'espéce considérée est confirmée de par la présence d’'un
homomeére actif dans les feuilles de mais alors que I'hétéromeére représente la seule

forme active dans les feuilles d’autres espéces.

106

© 2014 Tous droits réservés. doc.univ-lille1.fr



These de Maud Facon, Lille 1, 2014
Résultats |

Function of isoamylase-type starch debranching

enzymes ISA1 and ISA2 in Zea mays leaf

Qiaohui Lin', Maud Facon? Jean-Luc Putaux®, Jason R. Dinges’, Fabrice

Wattebled? Christophe D'Hulst? Tracie A. Hennen-Bierwagen' and Alan M. Myers'

! Roy J. Carver Department of Biochemistry, Biophysics, and Molecular Biology, lowa
State University, Ames, IA 50011, USA; ? Unité de Glycobiologie Structurale et
Fonctionelle, UMR8576 CNRS/Université Lille 1, F-59655 Villeneuve d'Ascq, France; °
Centre de Recherches sur les Macromolécules Végétales (CERMAV-CNRS), BP 53, F-
38041 Grenoble, Cedex 9, France

" To whom correspondence should be addressed. E-mail: tabier@iastate.edu

107

© 2014 Tous droits réservés. doc.univ-lille1.fr



These de Maud Facon, Lille 1, 2014
Résultats |

Summary

* Conserved isoamylase-type starch debranching enzymes (ISA) including the
catalytic ISA1 and non-catalytic ISA2 are major starch biosynthesis determinants.
Arabidopsis thaliana leaves require ISA1 and ISA2 for physiological function,
whereas endosperm starch is near normal with only ISA1. ISA functions were
characterized in maize (Zea mays L.) leaves to determine whether species-
specific distinctions in ISA1 primary structure, or metabolic differences in tissues,
are responsible for the differing ISA2 requirement.

* Genetic methods provided lines lacking ISA1 or ISA2. Biochemical analyses
characterized ISA activities in mutant tissues.  Starch content, granule
morphology, and amylopectin fine structure were determined.

* Three ISA activity forms were observed in Ileaves, two ISA1/ISA2
heteromultimers and one ISA1 homomultimer. ISA1 homomultimer activity exists
in mutants lacking ISA2. Mutants without ISA2 differed in leaf starch content,
granule morphology, and amylopectin structure compared to non-mutants or lines
lacking both ISA1 and ISA2. The data imply that both ISA1 homomultimer and
ISA1/ISA2 heteromultimer function in maize leaf.

* ISA1 homomultimer is present and functions in maize leaf. Evolutionary
divergence between monocots and dicots likely explains the ability of ISA1 to
function as a homomultimer in maize leaves, in contrast to other species where

ISA1/ISA2 heteromultimer is the only active form.

Key words: Zea mays, leaf starch biosynthesis, isoamylase-type starch debranching

enzyme, starch metabolism, starch structure
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Introduction

Isoamylase-type starch debranching enzymes (ISA) provide functions in starch
biosynthesis that are subject to evolutionary conservation, as indicated by their high
degree of primary sequence identity in chloroplast-containing organisms (i.e., the
Chloroplastida) (for recent reviews see Hennen-Bierwagen et al., 2012; Streb & Zeeman,
2012). ISAs catalyze hydrolysis of a(1—6) glycoside bonds in branched glucose
homopolymers, and are thought to be involved in determining a clustered arrangement of
branched linkages in precursor glucans. This structure is proposed to favor
crystallization of unbranched regions of a(1—4)-linked linear chains and subsequent
assembly into higher order structures culminating in insoluble starch granules. Analyses
of mutations in genes encoding certain ISA proteins support this hypothesis, from the
general finding that they cause decreased starch content and accumulation of water-
soluble polysaccharides (WSP) that are not present in non-mutant plants. Such changes
have been observed in endosperm of several monocots, in dicot leaf and tuber, and the
unicellular green alga Chlamydomonas reinhardtii. In all instances a gene encoding an
ISA protein was mutated, and this distinctive phenotype has not been observed in the
absence of altered ISA function.

Three separate genes encoding ISA proteins are conserved in the genomes of all
Chloroplastida species characterized to date (Deschamps et al., 2008). ISA3 functions
primarily in starch catabolism (Wattebled et al., 2005; Delatte et al., 2006; Wattebled et
al., 2008), whereas ISA1 and ISA2 are involved in starch biosynthesis. ISA1 provides
the catalytic activity for glucan debranching, and in all species tested is required for
normal levels of crystalline starch and to repress accumulation of WSP, termed
phytoglycogen, that is similar in structure to animal glycogen. ISA2 is a non-catalytic
protein owing to conserved substitutions in amino acid residues required for activity
throughout the well-characterized a-amylase superfamily (CAZY family GH13) (Hussain
et al., 2003; Hennen-Bierwagen et al., 2012). In dicot tissues, specifically Arabidopsis
thaliana leaf and potato tuber (Solanum tuberosum), ISA1 and ISA2 are involved at the
same step in starch metabolism and both proteins are needed to execute that function
(Zeeman et al., 1998; Bustos et al., 2004; Delatte et al., 2005; Wattebled et al., 2005). In
rice (Oryza sativa) or maize (Zea mays) endosperm, in contrast, loss of ISA2 is tolerated
without significant reduction in starch content or the appearance of phytoglycogen (Kubo
et al., 2010; Utsumi et al., 2011). C. reinhardtii is intermediate in this regard, with loss of
either ISA1 or ISA2 causing starch decrease and phytoglycogen accumulation but with
less severe effects in the latter instance (Mouille et al., 1996; Dauvillee et al., 2001).

These observations raise the question of why non-catalytic ISA2 would be strictly
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conserved in all chloroplast-containing species even though in some plant tissues the
biosynthetic ISA function(s) can be provided by ISA1 alone.

To address this question, this study characterized the roles of ISA1 and ISA2 in
starch metabolism in maize leaves. ISA function in leaf has been characterized
genetically only in A. thaliana, where essentially identical metabolic and biochemical
phenotypes result from loss of ISA1, ISA2, or both together (Zeeman et al., 1998; Delatte
et al., 2005; Wattebled et al., 2005). Leaf starch content is reduced in either single or
double mutants by about 80%, structure of the amylopectin component of starch is
characteristically altered, and phytoglycogen accumulates to a level equivalent to
approximately 40-50% of the starch present in wild type. A single ISA activity is detected
by in-gel enzyme assays (i.e., zymograms) of leaf soluble extracts, and this is absent in
null mutants lacking ISA1, or ISA2, or double mutants. From these data ISA1 and ISA2
appear to function together in A. thaliana leaf in a heteromultimeric enzyme complex,
and both proteins are necessary for activity and physiological function.

Loss of ISA1 in cereal endosperm causes a phenotype similar to that seen in A.
thaliana leaf, specifically reduced starch content by 80% or more, accumulation of high
levels of phytoglycogen, and altered amylopectin structure (James et al., 1995;
Nakamura et al., 1996; Dinges et al., 2001; Burton et al., 2002). Genetic alterations that
cause loss of ISA2 are known in rice and maize (Kubo et al., 2010; Utsumi et al., 2011).
In contrast to A. thaliana leaf, these did not cause substantial reduction in endosperm
starch or accumulation of phytoglycogen. Endosperm tissues from rice and maize were
shown by biochemical purification to possess a heteromultimeric enzyme comprising
both ISA1 and ISA2, (Utsumi & Nakamura, 2006; Kubo et al., 2010), consistent with the
genetic data from A. thaliana. These tissues also possess a homomultimeric enzyme
that contains only ISA1, which was not observed in A. thaliana leaf.

Two potential explanations can be suggested for the differences between ISA
function, i.e., whether or not ISA2 is required for normal starch metabolism, in dicot
tissues and monocot endosperm. One possibile explanation is distinctions in
carbohydrate metabolism between tissues. In particular, accumulation of transitory
starch in leaf might require ISA1/ISA2 heteromultimeric enzyme whereas ISA1 alone
might be sufficient for storage starch in endosperm, which is not degraded during the
diurnal cycle. Thus, mutations that affect ISA2 would affect leaf starch metabolism but
not affect endosperm. Alternatively, evolutionary divergence between dicots and some
or all cereal species may have resulted in different ISA1 primary structures. The ISA1
sequence in cereals may possess the intrinsic ability to function as a homomultimer,

whereas the protein from dicots may be functional only in heteromultimeric complexes

110

© 2014 Tous droits réservés. doc.univ-lille1.fr



These de Maud Facon, Lille 1, 2014
Résultats |

that contain ISA2. According to this hypothesis, mutation of ISA2 should have species-
specific rather than tissue-specific effects.

Characterization of the effects of mutations eliminating ISA1 or ISA2 on starch
metabolism in leaves of a monocot species will help distinguish these possibilities. The
results presented here show that ISA functions differently in maize leaves than in A.
thaliana leaves. In contrast to A. thaliana leaves, the effects of eliminating either ISA1 or
ISA2 are distinct from each other in maize. The data are consistent with the hypothesis
that evolutionary divergence has resulted in an ISA1 protein in monocots that is
enzymatically competent in the absence of ISA2. This enzyme does not entirely supply
the physiological role of ISA in leaf starch biosynthesis, however, because ISA2

mutations had discernable effects on starch content and granule size.

Materials and Methods

Plant materials

Maize lines used in this study were essentially congenic in the W64A inbred genetic
background owing to a minimum of five backcrosses to the non-mutant standard.
Molecular characterization was described previously for mutations of the gene sugary1
(sut) that encodes ISA1, specifically su1-4582 and su1-Ref (James et al., 1995; Dinges
et al., 2001), or the isa2-339 allele of the isa2 locus that encodes ISA2 (Kubo et al.,
2010). Seedlings were grown in the greenhouse until emergence of the fourth leaf. Late
in the light phase of the diurnal cycle the outer half of the third leaves were harvested
and used fresh for enzyme activity gels or immediately frozen in liquid nitrogen and
stored at -80°C until use for carbohydrate analyses. Seedlings for analysis of gene
expression in leaves were grown in a growth chamber under a diurnal cycle with
alternating periods of 8 h darkness at 25°C and 16 h light at 28°C with approximately
280 umol quanta m?s™ of mixed fluorescent and incandescent light. Tissues were
harvested at various times throughout the diurnal cycle, immediately frozen in liquid

nitrogen, and stored at -80°C until use.

Carbohydrate analyses

Leaf starch was isolated and quantified as previously described (Yandeau-Nelson et al.,
2011) after lysis of approximately 200 mg of tissue in 0.7% ice cold perchloric acid, with
biological replicate analyses performed on individual plants of the same genotype. WSP
was collected from the soluble phase of the same extracts, and quantified after

neutralization to approximately pH 7 by dropwise addition of 2M KOH, 4 M 2-(N-
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morpholino) ethanesulfonic acid, 0.4 M KCI. Both starch and WSP were quantified after
conversion to free glucose by treatment with thermostable a-amylase and
amyloglucosidase using commercial reagents (Megazyme catalog no. K-TSTA).
Amylopectin linear chain length distribution was determined by fluorophore-assisted
carbohydrate electrophoresis (FACE) using a Beckman P/ACE instrument to separate
glucans (O'Shea et al., 1998; Lin et al., 2011). Glucans for amylopectin chain length
distribution analysis were extracted from the insoluble leaf fraction by boiling in DMSO
prior to FACE analysis. The frequency of chains of each degree of polymerization (DP)
was calculated as the percentage of the total chains within a given DP range. Glucans
from a minimum of three biological replicates were analyzed, and the frequency values
for each chain length were averaged among individuals of the same genotype.
Difference plots were calculated by subtracting the wild type average value from the

mutant average value of the same DP.

qPCR

Relative abundance of ISA7 and ISA2 mRNAs standardized to the 18S rRNA level was
measured using quantitative real-time PCR amplification of leaf cDNA. Methods for
MRNA isolation, cDNA preparation, and gqPCR analysis of these two transcripts were

described previously (Kubo et al., 2010).

Immunoblot and zymogram analyses of total soluble extracts

Fresh leaf tissue (approximately 1 g) was ground to a powder under liquid nitrogen in a
mortar and pestle. The powder was ground further in 4 mL of ice-cold extraction buffer
(50 mM Tris-acetate, pH 7.5, 10 mM DTT, and 1X protease inhibitor cocktail [Sigma P-
2714]), then the lysate was transferred to a 15 mL polypropylene tube and centrifuged at
10,000 rpm for 10 min at 4°C. The supernatant was filtered through a 0.45 pm syringe
filter (Corning 431220) and then concentrated by centrifugal filtration to approximately
0.3 mL (EMD Millipore UFC801024). Protein concentration in the total soluble lysate
was determined by the Bradford method (Bio-Rad 500-0006). For immunoblot analysis,
180 ug of extract was fractionated by SDS-PAGE and probed with affinity purified IgG
fractions specific for maize ISA1 or ISA2, as previously described (Kubo et al., 2010).
For zymogram analysis of total leaf extracts, 100-400 ug of soluble extract was
fractionated by native-PAGE using precast 7.5% acrylamide gels (Bio-Rad 345-0010).
Conditions for electrophoresis and processing for detection of in-gel ISA activity were

described previously (Kubo et al., 2010). Endosperm extracts used as controls in the
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zymograms were prepared as described from kernels harvested 20 days after pollination
(DAP) (Kubo et al., 2010).

Fractionation of ISA activities

Leaf extracts were prepared as described in the previous section except that 5 g of leaf
tissue was extracted in 12 mL of buffer. The lysate was clarified by centrifugation at
13,000 rpm for 10 min at 4°C, and the supernatant was passed twice through 0.45 ym
syringe filters. Eight milliliters of lysate were passed through a 1 mL bed volume Hi-Trap
Q HP anion exchange column (AEC) (GE Healthcare 17-1153-01). Proteins were eluted
in a linear gradient of 0 to 1 M NaCl in 50 mM Tris-acetate, pH 7.5, with 10 mM DTT
added immediately prior to use, and 1 mL fractions were collected. ISA1 and ISA2 were
identified by immunoblot analyses, and both proteins were found to elute in the same
three fractions (data not shown). These fractions were pooled and concentrated to
approximately 1 mL by centrifugal filtration and DTT was added to a final concentration
of 20 mM. The pooled AEC fractions (500 pL) were applied to a Superdex 10/300 GL
gel permeation column (GPC) and eluted in 50 mM Tris-acetate, pH 7.5, 150 mM NaCl,
10 mM DTT, while collecting 1 mL fractions. Samples of each fraction were tested by
SDS-PAGE and immunblot analysis for the presence of ISA1 and ISA2. Fractions
containing those proteins (25 yL) were applied to native-PAGE gels and subjected to
zymogram analysis. Duplicate native-PAGE gels were analyzed for ISA1 and ISA2
proteins by immunoblot analysis. Endosperm extracts were analyzed similarly,

beginning with 5 g of tissue from kernels harvested 20 DAP.

Transmission electron microscopy and scanning electron microscopy
The outermost regions of maize leaves from greenhouse-grown seedlings were
harvested at the end of the light period of the diurnal cycle. Tissue was cut with a fresh
razor blade into small pieces, then immersed in fixative 0.1 M cacodylate, pH 7.2, 2%
paraformaldehyde, 2% glutaraldehyde. Vacuum was applied for 30 min. Leaf samples
were embedded in Spurr's resin, then postfixed with 1% osmium tetroxide, sectioned to a
thickness of 80 nm, affixed to grids and stained with uranyl acetate and lead citrate.
Transmission electron microscopy (TEM) observation was performed with a Jeol 2100
microscope operating at 200 kV.

Starch granules to be analyzed by scanning electron microscopy (SEM) were
purified from insoluble leaf material as previously described (Yandeau-Nelson et al.,
2011). The pellet from the leaf crude lysate was resuspended in sterile deionized water

and filtered through two layers of Miracloth (Calbiochem, Darmstadt, Germany). The
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starch pellet was further purified by isopicnic centrifugation in Percoll (GE Healthcare,
Velizy-Villacoublay, France) at 10,000 g for 1 h at 4°C. The pellet was rinsed twice with
sterile deionized water and stored in 20% ethanol at 4°C until use. Droplets of starch
granule suspensions were allowed to dry on freshly cleaved mica. After coating with
Au/Pd, they were observed in secondary electron mode using a Jeol JSM6300
microscope operating at 8 kV.  Size-distribution histograms were determined by
measuring the apparent diameter of at least 300 particles per sample from the SEM

images.

Results

Transcript and protein abundance

The relative steady-state levels of ISA1 and ISA2 mRNAs in seedling leaves over the
course of a 16 h light/8 h dark diurnal cycle were measured by qPCR. The levels of
these transcripts were reported previously for developing endosperm tissue, where ISA1
was approximately 2.5-fold more abundant than /ISA2 (Kubo et al., 2010). In seedlings
leaves the relative levels of ISA1 and ISA2 mRNAs were approximately equal at the end
of the night. ISA2 mRNA abundance was elevated within the first three hours of the light
phase to approximately 5-fold higher than ISA7 mRNA, and remained more abundant by
about the same factor throughout the day (Fig. 1a). The qPCR results are in agreement
with publicly-available whole transcriptome sequencing data (RNAseq) showing /ISA2 to
be two to three fold more abundant than ISA7 in leaf tissue harvested during the day
(Fig. 1b). Thus, the relative levels of ISA1 and ISA2 transcripts are reversed in maize
endosperm and leaf, with ISA71 more abundant in the non-photosynthetic tissue and ISA2

present at higher levels in leaves throughout the light phase of the diurnal cycle.
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Fig. 1 mRNA and protein levels in Zea mays leaves. (a) gPCR. Relative transcript levels were
quantified in wild type leaves harvested during a 16 h light, 8 h dark diurnal cycle. Results shown
are the mean + SE of three biological replicates. When absent, the error bars are smaller than
the symbols. (b) RNASeq. Data are available at www.maizegdb.org, from Li et al. (2010) (9 day
seedlings) and Davidson et al. (2011) (5 week plants). Immature 9 d old seedling tissue was from
the leaf base where C4 metabolism has not yet initiated. (c) Immunoblot detection of ISA1 and
ISA2 in seedling leaves. The same amount of protein in total soluble extracts from wild type or
mutant leaves (180 ug) was separated by SDS-PAGE and probed with the indicated I1gG fractions.

ISA1 and ISA2 proteins were both detected by immunoblot analysis in soluble
extracts of seedling leaves harvested during the day (Fig. 1c). The specificity of the IgG
fractions used for this analysis was demonstrated using leaf extracts from plants
homozygous for the null mutations su7-4582, in the gene sugary1 (suf) that codes for
ISA1 (James et al., 1995), or isa2-339, in the gene that codes for ISA2 (Kubo et al.,
2010). Leaves homzygous for su7-4582 and thus lacking ISA1 also are completely
deficient for ISA2 as a secondary effect (Fig. 1c), as has been observed previously in
endosperm (Kubo et al., 2010). This result is consistent with the conclusion that ISA1 is
required for stability of ISA2. In contrast, ISA1 continued to accumulate in isa2-339

mutant leaves lacking ISA2, although at a reduced level compared to non-mutant tissue
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(Fig. 1c). An analogous secondary effect of an isa2- null mutation was seen in A.
thaliana leaves (Delatte et al., 2005), however, in the dicot only a trace amount of ISA1
remained whereas in maize substantial amounts of ISA1 accumulate in the absence of
ISA2.

Leaf ISA activity

The ISA enzymes in maize leaves were first characterized by zymogram analyses of
total soluble extracts. Proteins were separated by native-PAGE, then electrophoretically
transferred to a gel impregnated with 0.3% solubilized potato starch. The starch gel was
stained with iodine-potassium iodide solution (I,/Kl) so that starch-modifying enzymes
could be detected by changes in color. In such analyses ISAs are known to generate
light blue bands whereas starch branching enzymes generate red or pink bands and
amylases produce white bands (Colleoni et al., 2003). Endosperm tissue subjected to
such analyses revealed three forms of ISA activity, including a faster-migrating form of
ISA1 homomultimer (form ) and two slower-migrating forms of ISA1/ISA2
heteromultimeric enzyme (forms Il and Ill) (Kubo et al., 2010). Leaf extracts generated
two bands of ISA activity, which migrated slightly faster in native-PAGE than the two

heteromultimeric forms from endosperm (Fig. 2).

Fig. 2 ISA activities in Zea mays leaf extracts.
Proteins in leaf or endosperm extracts of the
indicated lines were analyzed by zymogram.
Roman numerals indicate homomultimeric (form
[) and heteromultimeric ISA activities (forms I
and |lll) previously characterized in maize
endosperm (Kubo et al., 2010). White arrows
and lines indicate the positions of potential ISA
activities from leaf. Unmarked starch-modifying
activities are starch branching enzymes or

amylases. Protein loads were 50 pug for

endosperm extract and 400 pg for leaf extracts.

Both of these activities were missing in isa2-339 or su1-4582 leaves, consistent with

their identification as ISA1/ISA2 heteromultimeric enzyme. A third activity band
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corresponding to form | was not obvious in leaf extracts, although a diffuse, faster-
migrating light-staining area was present near the position of endosperm ISA1
homomultimer. This diffuse activity was missing in extracts deficient for ISA1 but was
not affected by loss of ISA2 (Fig. 2).

To better resolve ISA activities, enzymes from leaf and endosperm crude extracts
were partially purified by anion-exchange chromatography (AEC) on HiTrapQ HP
columns, concentrated, then separated by gel permeation chromatography (GPC) on a
Superdex 10/300 GL column. Fractions were then analyzed by zymogram and also by
immunoblot of duplicate lanes to determine whether ISA1 and/or ISA2 protein co-eluted
in GPC and co-migrated in native-PAGE with specific ISA activities. Endosperm extracts
provided standards for the presence of ISA1 homomultimer and ISA1/ISA2
heteromultimers in specific GPC fractions (Fig. 3a). As seen previously (Kubo et al.,
2010), both ISA1 and ISA2 co-migrated with enzyme forms Il and Ill, whereas ISA1 co-

migrated with form | but ISA2 clearly was not present in that activity band (Fig. 3a).
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Fig. 3 ISA activities in GPC fractions. (a) Non-mutant Zea mays endosperm. ISA activities were
partially purified by AEC, concentrated, and separated by GPC. Fractions were analyzed by
native-PAGE zymograms as in Fig. 2. Duplicate native-PAGE gels, run simultaneously in a dual
apparatus, were analyzed by immunoblot using the indicated 1gG fractions so that co-migration of
ISA1 and/or ISA2 with specific ISA mobility forms could be determined. Vertical arrows indicate
the peak of the elution volumes of protein standards with known molecular mass. “AEC” indicates
the pooled AEC fractions that were loaded onto the GPC column and “ECE” indicates endosperm
crude extract. (b) Non-mutant Zea mays leaf extracts analyzed as in panel (a). Samples of the
GPC fractions were also analyzed by SDS-PAGE immunoblots. (c) isa2-339 leaf extracts

analyzed as in panel (a).

GPC fractions from leaf also contained three forms of ISA. These activities eluted in
the same fractions as ISA forms I, Il and Ill from endosperm, and co-migrated with those
enzymes in native-PAGE (Fig. 3b). ISA form | in the pooled AEC fractions from non-
mutant leaves co-migrated in native-PAGE with ISA1 but did not contain any ISA2
(Fig. 3b). SDS-PAGE immunoblots revealed that ISA2 protein in leaf extracts co-eluted

in GPC fractions B6 to B4 with activity forms Il and Ill, but was not detected in fraction B3
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that was enriched for enzyme form | (Fig. 3b). These data indicate presence of ISA1
homomultimeric enzyme in maize leaf. ISA form Il in the pooled AEC fractions from leaf
co-migrated with both ISA1 and ISA2, indicating presence of an ISA1/ISA2
heteromultimer in that tissue. ISA form Il in the leaf AEC pool co-migrated with ISAZ2.
The fact that ISA1 was not detected in leaf form Il likely is due to low sensitivity of the
native-PAGE immunoblots and the relatively low abundance of that form of the enzyme.
ISA1 is expected to be present in that band because form Ill is absent from whole cell
extracts of either endosperm or leaf from su71-4582 mutants. Taken together the data
indicate that both ISA1 homomeric enzyme and ISA1/ISA2 heteromultimer exist in non-
mutant maize leaves. Leaf differs from endosperm, however, in the relative proportions
of the different ISA activities as far as can be judged from these semi-quantitative assays.
ISA1 homomultimer appears as the most prevalent activity in endosperm extracts,
whereas there is proportionally less of this form of the enzyme in leaf extracts compared
to the heteromultimeric form Il (Fig. 3 a,b).

ISA activity was also partially purified from leaves of an isa2-339 mutant. In this
instance a single ISA activity band was present, indicated by its blue color, that co-
migrated in native-PAGE with the homomeric enzyme from endosperm, i.e., form |
(Fig. 3c). This is in contrast to the extracts from non-mutant leaves that exhibited three
blue bands of ISA activity (Fig. 3b). Immunoblot analysis of duplicate fractions showed
ISA1 co-eluted with the activity band in GPC and co-migrated with that enzyme in native-
PAGE. These data confirm that an ISA activity exists in maize leaves that does not

utilize ISA2, because this protein is entirely lacking in isa2-339 mutants (Fig. 1c).

Granule morphology in leaves lacking ISA1 or ISA2

The appearance of starch granules in seedling leaf chloroplasts was compared between
wild type and mutant lines homozygous for a defect in the gene encoding ISA1 or ISA2.
Leaf samples were collected from greenhouse-grown seedlings at the end of the light
period of the diurnal cycle and immediately fixed for transmission electron microscopy
(TEM). Genotypes analyzed were the wild type inbred W64A, and congenic mutants
homozygous for isa2-339, su1-4582, or sui1-Ref. The sui-Ref allele is a missense
mutation that results in an enzymatically inactive form of ISA1 present at low level
compared to wild type (Kubo et al., 2010), whereas isa2-339 and su1-4582 are null
alleles that result in complete losss of ISA2 or ISA1, respectively. Bundle sheath
chloroplasts were examined because these are the site of starch granule accumulation in
mature maize leaf as the result of C4 metabolism. As a control, palisade mesophyll cells

from wild type and homozygous isa7-1 A. thaliana leaves were analyzed similarly. The A.
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thaliana mutant plastids exhibited loss or reduced number of starch granules, and
distended stromal volume apparently resulting from phytoglycogen accumulation, as
previously published (Fig. 4) (Delatte et al., 2005).

Maize bundle sheath

Fig. 4 Plastids imaged by TEM. Zea mays seedling leaf tissue was harvested and fixed at the
end of the light phase of the diurnal cycle. Two images are shown for each genotype. All images

are at the same magnification.
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Plastids from maize leaves lacking ISA2 exhibited a nearly normal appearance with
the exception that starch granules appeared to be slightly smaller than wild type (Fig. 4).
This is in contrast to isa2-1 mutants of A. thaliana, in which mesophyll or bundle sheath
chloroplasts typically lack recognizable starch granules and contain amorphous glucan
particles with a range of structures (Zeeman et al., 1998; Delatte et al., 2005). Such
abnormal glucan particles were never observed in maize isa2-339 mutants. Maize
bundle sheath chloroplasts from either su7-4582 or su1-Ref mutants contained starch
granules that were noticeably smaller and more irregularly shaped than wild type,
although distended organelles and apparent phytoglycogen accumulation were not
obvious (Fig. 4). The granule morphology within bundle sheath plastids was distinctly
different between leaves mutated for either ISA1 or ISA2.

The size ranges of seedling leaf starch granules were quantified by scanning
electron microscopy (SEM). Granules were extracted from W64A, isa2-339, or su1-Ref
seedlings at the end of the light phase and imaged by SEM (Fig. 5a), then individual
particle diameters were measured. The distributions of granule diameters were distinct
between all genotypes (Fig. 5b), and the average diameters differed between any two
lines with a high degree of statistical significance (p value < 0.0001). The results
demonstrated that starch granules from su7-Ref mutant leaves were smaller than those
from non-mutants, and that granules generated in the absence of ISA2 were
intermediate in diameter between the particles from non-mutant and ISA1-defective
leaves. As a biological replication the experiment was repeated with W64A, isa2-339,
and su1-4582 seedlings from a separate planting. The diameter distributions again were
distinct between gentoypes (Fig. 5b) and the average values were significantly different
(p value < 0.0001). The replicate analyses were consistent in the regard that starch
granules lacking functional ISA1 were smaller than those present in either non-mutant
leaves or mutants lacking only ISA2. These data confirm the results of the TEM analysis
of granule morphology within chloroplasts, and indicate that in maize, unlike A. thaliana,
the effects of ISA2 mutation on starch granule morphology are different than those

resulting from loss of ISA1 function.
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Fig. 5 Starch granule size distribution. (a) SEM. Starch granules were isolated from Zea mays
leaves of the indicated genotype harvested at the end of the light phase of the diurnal cycle. All
images are at the same magnification. (b) Distribution of granule diameters. Measurements were
taken from micrographs such as those shown in panel (a). Approximately 500 granules were
measured for each genotype. Seedlings analyzed in repetitions 1 and 2 were from separate
plantings.

Storage glucan content and structure in leaves lacking ISA1 or ISA2

Starch, WSP, and free glucose were quantified in greenhouse-grown seedling leaves of
wild type, su1-4582, and isa2-339 maize plants harvested at the end of the light phase.
Loss of either ISA1 or ISA2 caused reduced starch content to approximately 36-46% of
the wild type level (Fig. 6). Despite this defect there is no obvious difference in plant
growth as judged by appearance of su1-4582 or isa2-339 mutants compared to the non-
mutant standard over the course of the plant life cycle (data not shown). Differences

between the mutant and wild type starch contents were statistically significant (p value <

122

© 2014 Tous droits réservés. doc.univ-lille1.fr



These de Maud Facon, Lille 1, 2014
Résultats |

0.002), whereas the two mutant lines were not significantly different from each other (p
value = 0.36). WSP, i.e., glucose units generated by exhaustive a-amylase and
amyloglucosidase treatment, was not detected above the non-mutant background in
either su1-4582 or isa2-339 leaves (Fig. 6). This is in contrast to A. thaliana, where
WSP levels increase significantly in the absence of either ISA1 or ISA2 (Zeeman et al.,
1998; Delatte et al., 2005; Wattebled et al., 2005). Free glucose content was not
significantly different between either of the mutants and the non-mutant standard (p

value 2 0.19), nor between the two mutant (p value = 0.07).

Glucan content (mg g~' FW)

W6E4A isa2-339 su1-4582
Genotype

Fig. 6 Leaf glucan content. Greenhouse grown Zea mays seedling leaves were harvested at the
end of the light phase of the diurnal cycle. Values indicated are averages + SE from four

biological replicates of each mutant and three non-mutant replicates.

Amylopectin linear chain length distribution was compared between mutants
affected in either ISA1 or ISA2 and the non-mutant standard line. Leaf starch was
completely debranched with commercial isoamylase, then the linear chains were
derivatized at the reducing end with a fluorescent functional group, separated by
capillary electrophoresis, and quantified. Chains of DP 5 or less were not detected. The
frequency of chains in the DP range 6 - 38 was calculated as a percentage of the total,
and for each DP the value in non-mutant starch was subtracted from the mutant value to
reveal structural differences (Fig. 7). Mutants affected in ISA1 owing to either the su1-
Ref or su1-4582 allele exhibited an increased frequency of short chains in the range of
DP 6-12 compared to normal. The effect was stonger for the null allele than the point
mutation for the shortest chains of DP 6-8. This structural pattern is similar to
amylopectin from other plant sources carrying mutations of ISA1 including A. thaliana
leaf (Delatte et al., 2005; Wattebled et al., 2005) and maize endosperm (Dinges et al.,
2001). As noted, in A. thaliana leaf the changes observed in isa2- mutants were

essentially identical to those of isa7- mutants (Delatte et al., 2005; Wattebled et al.,
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2005). In maize leaf starch the effects of isa2- mutations were similar but not identical to
those of the isa7- mutants. The magnitude of the changes was quantitatively less severe
and the range of chain lengths affected was narrower in isa2- leaf starch compared to

the isa1- chain length profiles (Fig. 7).

Fig. 7 Linear chain length distributions in Zea mays leaf starch amylopectin. For each genotype
the frequency distribution + SE is shown as an average of at least three biological replicates.
Difference plots are shown in which the frequency value for each DP in the non-mutant line W64A
was subtracted from that of the indicated mutant line.

Distinctions in ISA1 primary structure conserved in monocots and dicots

Multiple amino acid sequence alignments of ISA1 from five monocot species and six
dicots were obtained using the program ClustalW (Thompson et al.,, 1994). In general
the alignment between monocot and dicot ISA1 extends throughout the proteins with a
high degree of sequence identity. Amino acids that are identical in all the monocots but
vary by presence of non-conserved residues at those positions in the dicots were noted
(Supporting Information Fig. S1). Two extended blocks of such monocot/dicot
divergence were identified (Fig. 8). A span of residues that differs entirely between

monocots and dicots, beginning at residue 287 of full-length maize ISA1, is intercalated
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between regions of extremely high sequence conservation in both the N- and C-terminal
directions (Fig. 8). All of the dicots have five additional amino acids in this region
compared to the monocots. The monocot sequences contain three successive Ser
residues, or in one instance a Cys and two Ser residues, none of which are present in
the dicots. The dicots possess a different sequence of 10 residues, six of which are
identical or essentially conserved in all six species examined.

Prediction of the maize ISA1 three dimensional structure based on comparison to the
known structure of isoamylase from Pseudomonas amyloderamosa (Katsuya et al.,
1998) suggests this region of the protein is accessible on the surface (Supporting

Information Fig. S2).

Maize (50)

———————— VAEAVOAEEDDDDDDEEVAEERFALGGACRVLAGMPAPLGATALRGGVNFAVYS

Rice ASAVEVGVGEDEEGVEEEEEEVEAVVMPERYALGGACRVLAGMPAPLGATALDGGVNFAVYS
Wheat 000 —————e AAVVEVATKAEDEGEEDEPVAEDRYALGGACRVLAGMPTPLGATALAGGVNFAVYS
Barley = ————e AAAVEAATKAEEEEDEEEEPVAEDRYALGGACRVLAGMPAPLGATALAGGVNFAVYS
Brachypodium ————AAALEAQPLVEEGEDEDEEALVEVERHALGGACRVLAGMPGPLGATALAGGVNFAVYS
Arabidopsis = = 0Z06———————————— AKDRRSNEAENIAVVEKPLKSDRFFISDGLPSPFGPTVRDDGVNFSVYS
Poplar =0 @—eemem—————— AARDGVDTAVVVEEEGPKLRKFQVFEGHPSPFGATVRDGGVNFAIFS
Phaseoclus = = = ——————————— AARNGGAVDTETAVVEKPQLESLFQVSRGYASPFGATVRDGGVNFAIYS
Grape @ === @Z——————————————— AAVGSGAEAETVVVEKPKLOPFLVFEGCPAPLGATARDGGVNFAVYS
Potate @ = = ——————- AAVDSGRGGVVKTAATAVVVEKPTTERCRFEVLSGKPLPFGATATDGGVNFAVFS
Pea 0 @ ————— SKSNSNETFAIGNRVGVETEIAVVEIHKPQFEVSRGFPSPFGATAQEDGVNFAIYS

:  * Kk ® EhRE 2k
Maize (257) AVSKLDHLKELGVNCIELMPCHEFNELEYFSSS————— SKMNFWGYSTINFFSPMARYSSSG
Rice AISKLDYLKELGVNCVELMPCHEFNELEYFSCS————— SKMNFWGYSTINFFSPMIRYSSGG
Wheat AVSEKLDYLKELGVNCIELMPCHEFNELEYSTSS————— SKMNFWGYSTINFFSPMTRYTSGG
Barley AVSKLDYLKELGVNCIELMPCHEFNELEYATSS————— SKMNFWGYSTINFFSPMTRYTSGG
Brachypodium AVSKLDYLKELGVNCVELMPCHEFNELEYFTSS————— SKMNFWGYSTINFFSPMTRYASGG
Arabidopsis VAEKLDHLKELGINCIELMPCHEFNELEYYSYNTILGDHRVNFWGYSTIGFFSPMIRYASAS
Poplar VVEEKLGHLKELGVNCIELMPCHEFNELEYYDYNSVFGDYKVNFWGYSTVNYFSPMTRYSSAG
Phaseclus VVEEKLDHLKELGVNCLELMPCHEFNELEYSSYNSVQGDYRVNFWGYSTINFFSPMIRYSSAG
Grape VVEEKLDHLKELGVNCIELMPCHEFNELEYFSYNSVLDDYRVNFWGYSTVNYFSPMIRYSSAG
Potato VVEEKLDHLKELGVNCIELMPCHEFNELEYYSYNSVLGDYKFNFWGYSTVNFFSPMGRYSSAG
Pea VVEEKLDHLTELGVNCIQLMPCNEFNELEYYSYNAVOGDYRVNFWGYSTINYFSPMIRYSSAG

XK sk KK KR XARE KXKRNAKNK s KAXKRAKN: hXKX KXk

Fig. 8 Alignment of ISA1 primary sequences from monocots and dicots. Genbank references are
as follows: Maize (Zea mays), ACG43008; Rice (Oryza sativa), ACY56095; Wheat (Triticum
aestivum), CAC82925; Barley (Hordeum vulgare), AAM46866; Brachypodium distachyon,
XP_003572394; Arabidopsis, AEC09752; Poplar (Populus trichocarpa), EEF03224; Phaseolus
vulgaris, BAF52941; Grape (Vitis vinifera), XP_002265964; Potato, AAN15317; Pea (Pisum
sativum), AAZ81835; Sweet Potato (I[pomoea batatas), AAY84833. The position of the first amino
acid in each block in the full-length maize sequence is indicated. Asterisks indicate conservation
in all 12 species and colons indicate conservative substitutions. The first block begins at the
known mature N terminus or the teminus predicted by the ChloroP algorithm.
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The second structural feature divergent between monocot and dicot ISA1 is located
close to the N terminus (Fig. 8) of the mature proteins. All five monocot proteins
analyzed contain a contigous sequence close to their mature amino terminus of 8-10
residues that are entirely Asp or Glu acidic groups or contain a single neutral residue
within the span of acidic amino acids. None of the dicot ISA1 proteins possess such a
sequence. Furthermore, adjacent to the acid-rich sequence is a span of 14 residues in
which ten amino acids are identical in all the monocots and divergent in all the dicots.
Thus, the amino termini of ISA1 from monocots and dicots diverge greatly in character,
whereas the remainder of the proteins are highly conserved (Supporting Information Fig.
S1).

Discussion

ISA1 homomultimer function in maize leaf

Biochemical characterization and genetic analysis both demonstrated that ISA1 functions
as a homomeric enzyme, in the absence of ISA2, in maize leaves. ISA enzymatic
activity was detected by zymogram in isa2-339 null mutant leaves. This enzyme eluted
as a multimeric complex in GPC analysis, at approximately the same volume as ISA1
homomultimer from endosperm. ISA1 protein detected by immunoblot analysis co-
eluted in GPC and co-migrated in native-PAGE with this ISA activity. An ISA activity with
the same purification properties was present in non-mutant leaves and did not contain
any ISA2 as shown by immunoblot. Function of the ISA1 homomultimer was implied by
the finding that leaf starch granules generated in the presence of ISA1 alone, i.e., in
isa2-339 mutants, differed in size and morphology from su7- mutants lacking ISA1
activity. Also the amylopectin chain length distribution was different in starches
generated in the presence of ISA1 alone compared to su?1” mutants. Taken together the
data provide strong evidence that ISA1 functions enzymatically and physiologically in
maize leaf, in the absence of ISA2.

ISA1 homomer, however, does not provide the full physiological function of ISA
activity in maize leaves. This is in contrast to endosperm, where loss of ISA2, and thus
the ISA1/ISA2 heteromeric enzyme, can be tolerated without major defects in starch
content or structure (Kubo et al., 2010; Utsumi et al., 2011). The need for ISA2 in leaves
is evident from the fact that starch content is reduced, starch structure is altered, and
granules are smaller on average in mutants lacking the protein compared to non-mutants.
Thus, ISA1 homomultimer cannot support starch metabolism that is normal in all of these
aspects. Taken together the data indicate that both homomeric and heteromeric ISA are

capable of function in maize leaf starch biogenesis, raising the possibility that they each
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play specific roles necessary for normal metabolism. ISA1/ISA2 heteromultimer appears
to affect granule growth because the starch particles were smaller in the mutant lacking
ISA2 than in non-mutant standard.

The fact that ISA1 homomultimer functions in maize leaf but not A. thaliana is most
simply explained by inherent differences in protein structure between the two species. A.
thaliana leaf possesses only a single electrophoretic mobility form of ISA activity,
whereas one ISA1 homomultimer and two ISA1/ISA2 heteromeric forms are present in
maize leaf as they are in endosperm. Specific structural differences between ISA1
clearly exist that are monocot- or dicot-specific, within the context of very close sequence
homology throughout the protein in all vascular plants examined. The positions of the
localized regions of sequence divergence between monocot and dicot, based on
structure of Pseudomonas amyloderamosa isoamylase (Katsuya et al., 1998), are
consistent with this suggestion. The Ser-rich sequence specific to monocots aligns with
a loop on the external surface of the isoamylase protein (Supporting Information Fig. S2).
This region could thus influence interactions with other subunits in the quaternary
structure of the plant enzyme and allow monocot ISA1 to function without ISA2. The
acid-rich region at the N terminus of monocot ISA1 is not represented in the P.
amyloderamosa protein so its position within the three-dimensional structure cannot be
predicted. The high degree of conservation specifically amongst the monocots, however,
suggests this region is functionally significant.

Contrary to this view, however, is the fact that ISA1 homomultimer was not detected
in leaves of rice, another monocot species (Utsumi et al., 2011). From this observation
the possibility must be considered that particular aspects of leaf metabolism determine
whether or not ISA1 homomultimer forms and/or functions physiologically, and that these
aspects differ in maize compared to both rice and A. thaliana. For example, A. thaliana
and rice are C3 plants that fix CO, directly using RUBISCO, whereas maize is a C4 plant
that initially fixes CO, using pyruvate as the acceptor. Transferring maize ISA1 to A.
thaliana plants lacking both endogenous ISA1 and ISA2, however, showed that the C4
monocot enzyme could support starch biosynthesis in the C3 dicot (M. Facon & F.
Wattebled, unpublished). This result supports the interpretation that maize ISA1
structure inherently provides the ability for homomultimer function in the absence of ISA2.
The reason that ISA1 homomultimer was not detected in rice leaves, despite its
conserved primary structure compared to maize, is not obvious. The different results
could relate to stability of the enzyme, variation in relative abundance of ISA1 and ISA2
in leaves of the two species, and/or regulation of the enzymes by post-translational

mechanisms.
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Physiological aspects of the mutant phenotypes

Allele-specific distinctions were observed in the effects of su1-Ref and su71-4582 on
leaf starch, although qualitatively the two mutations caused similar changes. For
example, although both mutations resulted in granules that were smaller than those
present in non-mutant or jsa2-339 mutant leaves, su7-4582 seemed to have more
severe effects than su7-Ref (Fig. 5). Quantitatively different effects of the two alleles on
amylopectin chain length distribution were also observed (Fig. 7), and the appearance of
granules visualized by TEM also differed slightly (Fig. 4). As noted, su7-Ref mutants
contain reduced levels of an inactive form of ISA1, whereas su7-4582 plants completely
lack ISA1. Furthermore, ISA2 accumulates to normal levels in su7-Ref endosperm
whereas it is completely missing from either leaf or endosperm of su1-4582 mutants (Fig.
1) (Kubo et al.,, 2010). Thus the allele-specific effects on leaf starch potentially could
result from the differences in ISA1 or ISA2 protein abundance in the different mutants,
even though enzymatic activity is missing in both instances. Alternatively, the
differences could result from the growth environments of the two biological replicates,
which utilized seedlings grown in the greenhouse at different times of the year. The
latter explanation is supported for the granule-size phenotype by the fact that the
average diameters of all three genotypes were smaller in the second biological
replication of the experiment (Fig. 5).

A clear difference between maize and A. thaliana leaf was the absence of
phytoglycogen in the monocot when ISA1 or ISA2 was missing. This result is unusual in
comparison to other genetic analyses of ISA function, where in general phytoglycogen
accumulation is a hallmark of the mutant phenotype (Hennen-Bierwagen et al., 2012).
Tissue specificity is part of the explanation, because ISA1 mutants of maize exhibit high
levels of phytoglycogen in endosperm. The requirement for ISA function in A. thaliana
leaf varies by cell type, as shown by presence of starch granules in some cells and their
apparent replacement by phytoglycogen in others (Delatte et al., 2005). Bundle sheath
and epidermal cell chloroplasts, for example, contain abnormally shaped starch granules
in isa1- or isa2- mutants, whereas adjacent palisade- or spongy mesophyll cells lack
granules. Thus, ISA activity is not entirely responsible for whether or not glucans
assemble into granules, but rather it appears to be a contributing factor that influences
the equilibrium between crystallization and solubility. Other enzymes are known to affect
the distribution between soluble and insoluble glucans, as shown by multiple mutant
combinations when ISA is compromised, for example SSIII in maize endosperm (Lin et
al.,, 2011) and the a-amylase AMY3 in A. thaliana (Streb et al., 2008). Mesophyll
chloroplasts in mature maize leaves do not accumulate starch granules during normal

vegetative growth because the Calvin cycle is not operating in those cells as a
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consequence of C4 metabolism (Majeran et al, 2010). Starch in maize leaves
accumulates for the most part in bundle sheath cells where RUBISCO and subsequent
photosynthetic carbon metabolism reactions occur. Potentially the metabolic nature of
maize bundle sheath cells allows crystallization of precursor glucans into starch granules
in the absence of ISA1, as it does in certain cell types in A. thaliana leaves, and this
could explain why phytoglycogen was not observed in su7- or isa2- mutant maize leaves.
Despite the absence of phytoglycogen, the formation of starch in maize leaf in the
absence of ISA1 or ISA2 is abnormal. This was shown by reduced levels of total
granular material, abnormal granule size and shape, and changes in amylopectin fine
structure. Another consideration regarding the lack of measurable WSP in mutant maize
leaves is the fact that in A. thaliana phytoglycogen is degraded to some extent during the
day as shown by accumulation of the breakdown product maltose (Delatte et al., 2005;
Streb et al., 2008). Whether or not such degradation occurs in maize suf- or isa2-
mutant leaves and contributes to the lack of observed WSP and the reduced total glucan
levels remains to be determined.

The decrease in total glucan polymer in the maize su7- or isa2- mutants had no
obvious effect on plant health or growth rate, consistent with the fact that su7-Ref and
other alleles are widely grown as commercial sweetcorn varieties (Tracy et al., 2006).
This might be explained by the fact that the amount of starch that accumulates in the
mutants, approximately 36-46% of normal, is sufficient to meet the physiological
demands of the plant during the dark phase of the diurnal cycle. Some amount of leaf
starch is required for normal maize growth, as shown by analysis of a near-starchless
mutant affected in leaf ADPglucose pyrophosphorylase (Schlosser et al., 2012). In these
mutants grown in field conditions slight effects were observed on plant height, flowering
time, and seed yield, however, plant health was not severely compromised. Thus there
appears to be some degree of physiological plasticity regarding how maize plants utilize
photosynthate and transitory starch.

In summary, homomeric ISA1 was detected in maize leaves and shown to partially
supply the in vivo requirement for ISA activity in starch biosynthesis. This is the first
demonstration that homomeric ISA1 functions in leaf tissue. ISA1/ISA2 heteromultimer
was also shown to function in maize leaf, although whether or not this form by itself could
supply full physiological activity remains to be determined. The functional differences
between maize and A. thaliana leaf, where ISA1 alone apparently is not active, are most
likely explained by structural differences that arose by evolutionary divergence in the

monocot lineage.
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I.  Etude de l'implication des différents domaines de SS4 dans l'initiation de la synthése

d’amidon

Chez Arabidopsis thaliana, le géne codant SS4 est situé sur le chromosome 4 au
locus At4g18240 (Figure 1). Ce locus se compose de 5095 nucléotides dont 3123
correspondent aux exons permettant la production d’'une protéine de 1040 acides aminés.
L’analyse in silico de cette séquence protéique, effectuée a I'aide du logiciel ChloroP, a
permis d’identifier une région de 126 paires de bases correspondant au peptide de transit

responsable de I'adressage chloroplastique de SS4.

Chromosome 4
At4G 18240 (SS4)

Figure 1 : Représentation schématique de la séquence d’ADN génomique de SS4. La partie verte représente la
région identifiée comme codant le peptide de transit. Les bandes bleues représentent les différents exons, au

nombre de 16, reliés entre eux par les séquences non codantes (lignes bleues).

L’analyse fine de la séquence de SS4 permet d’identifier deux régions distinctes
(Figure 2). La partie carboxy-terminale (Cter) présente une forte homologie de séquence
avec les autres amidon-synthases et comporte les régions identifites comme étant
nécessaires a l'activité glycosyl-transférase (Figure 2). La partie amino-terminale (Nter) de
SS4 ne présente aucune homologie avec les autres amidon-synthases ni aucune autre
protéine identifiée chez les plantes ou les autres organismes vivants. La fonction de cette
longue extension Nter est inconnue. Il est intéressant de remarquer qu'on y trouve deux
domaines de type faisceaux d’hélices (ou coiled-coil), entre les acides aminés 190 et 465,
qui sont connus pour intervenir dans les interactions protéine/protéine ou encore
protéine/lipides (Mason and Arndt, 2004 ; Rabe et al., 2014).

Nter Cter
43 1040
1 $|30 4?5 550 770 840 10|00
J i i i sS4
Partie Nter spécifique de SS4 I Peptide d'adressage Domaines conservés chez les GT5

l Domaines conservés chez les amidon-synthases Domaines faisceaux d'hélices

Figure 2 : Réprésentation des différents domaines de SS4. La légende des couleurs est intégrée a la figure. On
retrouve, dans la partie Nter, les domaines faisceaux d’hélices et dans la partie Cter les domaines conservés des

glycosyl-transférases de type 5 (GTS selon la classification CAZy).
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1. Production de SS4 recombinante chez Escherichia coli

Afin d’évaluer l'importance des régions N-ter et C-ter de SS4 dans le processus
d’initiation de la synthése d’amidon in planta, nous avons commenceé par étudier 'effet de
I'expression hétérologue de différentes constructions chez E. coli.

L’ADNCc utilisé pour les clonages a été obtenu auprés du centre de ressource Riken
(Japon). A partir de cette séquence, quatre constructions distinctes ont été réalisées
permettant d’exprimer :

* SS4 entiére

* Partie N-ter de SS4 (acides aminés 43 a 500)

* Partie C-ter de SS4 (acides aminés 501 a 1040)

* SS4 présentant une substitution d’'un acide aminé que I'on suppose essentiel a

I'activité catalytique de I'enzyme. L’acide glutamique en position 929 est remplacé
par une glutamine. Ce site a été identifié comme indispensable a l'activité a-1,4
glycosyl transférase des amidon-synthases chez le mais (Nichols et al., 2000).
Nous espérons, a partir de cette simple mutation, produire une SS4 entieére mais

catalytiquement inactive.
Ces différentes séquences, représentées schématiquement sur la figure 3, sont

dépourvues de la partie permettant la synthése du peptide de transit (acides aminés 1 a 42)

afin de produire un polypeptide dont la séquence s’apparente a celle de 'enzyme mature.

SS4 Nter

Figure 3 : Représentation schématique des différentes séquences clonées. En gris clair la partie Nter, en gris
foncé la partie Cter de SS4, en rouge le codon STOP. La croix représente la mutation introduite par mutagenése
dirigée dans la partie Cter de la protéine. Toutes ces séquences ont été introduites dans un vecteur d’entrée

(pENTR D-TOPO) (Invitrogen).
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Les différentes séquences d’intérét ont été clonées dans un vecteur dit « d’entrée »
compatible avec la technologie de recombinaison Geteway®, puis transférées dans un
vecteur dit « de destination » permettant leur expression sous contréle d’un promoteur
inductible dans E. coli (voir matériels et méthodes).

Une fois dans le vecteur d’expression (pDest17), les différentes protéines ont été
produites dans la souche E. coli BL21 Al, extraient puis leurs activités ont été testées par

zymogramme (Figure 4).

A 3 4 5 6 2 Cter Nter T

~ 1100 kDa

o oo 75 kDa
R — s PP

100 kDa

75 kDa

Figure 4 : A, Photographie d’un zymogramme revelant les activités amidon-synthases, contenant du glycogene
(0,3 %) et coloré avec une solution de Lugol. 100 pg d’extrait protéique des cultures d’E. coli ont été déposés
par puits. Les puits « 2 » correspondent a des extraits produisant SS4 sous sa forme mature et non modifiée. Les
puits de 3 a 6 sont des extraits contenant des SS4 mutées. Les parties Cter et Nter de SS4 ont également été
exprimées dans E. coli. Le dernier puits correspond a un extrait protéique de la souche E. coli non transformée
qui nous sert de témoin (T). En A, la fleche rouge pointe I’activité glycogéne synthase d’E. coli et les fleches
noires indiquent les activités dues a I’expression de SS4. En B : photos de gels « SDS-PAGE » correspondants
aux extraits bruts d’E. coli (50ug / puits) avant induction de 1’expression (1), ayant produit SS4 entiére et active
(2) ou les quatre constructions exprimant SS4 mutée E929Q (3 a 6). Les doubles fleches pointent les SS4

produites (2 110kDA) et une bande supplémentaire observée a chaque production (2 55kDa)

Il est important de noter qu’il n’a jamais été possible d’observer l'activité de SS4 par
zymogramme a partir d’'un extrait de feuilles d’Arabidopsis thaliana. Cela s’explique, soit par
sa faible expression in planta soit par une méthode d’extraction qui ne permet pas de

récupérer SS4 dans l'extrait, soit encore parce que cette enzyme serait uniquement produite
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a un (des) moment(s) précis du développement de la plante. Ici, SS4 recombinante, produite
dans E. coli sous sa forme mature, présente une activité synthase trés visible sur
zymogramme contenant du glycogéne comme substrat. On visualise clairement deux
bandes d’activité (Figure 4 A). La présence de deux bandes peut s’expliquer par la formation
de complexes contenant un nombre variable de monomeéres SS4, une interaction avec un
partenaire protéique bactérien ou encore par une modification de type phosphorylation qui
pourrait entrainer une différence d’affinité avec le substrat. L’activité de la glycogéne-
synthase (GS) de la souche d’E. coli est également visible sur ce gel (fleche rouge Figure 4
A). Cette enzyme, identifiée par sa présence dans I'extrait témoin, est tellement affine pour le
substrat que sa mobilité dans le gel est quasi nulle. Les SS4 mutées, visibles sur SDS-PAGE
(Figure 4 B a 110 KDa) sont inactives comme le montre le zymogramme (Figure 4 A). Les
parties Nter et Cter de SS4 ont également été exprimées dans E. coli mais ne possédent pas
non plus d’activité amidon-synthase visible sur zymogramme. L'absence d’activité lors de
'expression la partie Nter n’est pas surprenante puisqu’elle ne contient pas de site
catalytique ni de domaine homologue aux autres glycosyltransférases. A linverse, on
pourrait s’attendre a observer une activité synthase pour la partie Cter de SS4 qui posséde
tous les acides aminés nécessaires a l'activité catalytique. Deux hypothéses peuvent
expliquer I'absence d’activité du domaine Cter: soit son activité est dépendante de la
présence de I'extension Nter, ou du moins d’'une partie supplémentaire de cette séquence
dont la longueur resterait a déterminer ; soit elle nécessite un repliement particulier qui n'a
pas été possible dans la bactérie. Enfin, il est possible que la partie Cter de SS4 ne soit pas
présente en quantité suffisante pour visualiser son activité sur ce type de gel, elle pourrait
étre plus sensible a une dégradation protéolytique par exemple. |l est nécessaire de vérifier,
a laide d’anticorps spécifiques I‘expression des différentes protéines dans E. coli. Un
anticorps dirigé contre des épitopes de la partie Nter et Cter de SS4 a été récemment obtenu.
Cependant sa spécificité reste problématique. Il est prévu, a court terme d’améliorer le signal
de détection en particulier, par la purification de cet anticorps a partir du sérum de lapin de
maniére a pouvoir l'utiliser en routine pour la détection de SS4 entiére ou de ses parties Nter
et Cter.

Par ailleurs, nous avons remarqué un retard de croissance des souches d’E. coli
exprimant certaines constructions de la protéine. Afin d’étudier les causes de ce retard, nous
avons réalisé des suivis de croissance d’abord sur boites de pétri avec ou sans induction de
I'expression des constructions (Figure 5) puis de maniére plus précise en suivant I'évolution

de la densité optique (DO) a 600 nm des bactéries cultivées en milieu liquide (Figure 6).
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Sans induction Avec induction

Figure 5 : Photographies de colonies d’E. coli exprimant SS4 mature. Le vecteur utilisé est pDestl7 dans la
souche BL21 Al Les boites contiennent du milieu LB + agar (1%) et ampicilline 100 pg/mL. Les boites avec
I’inducteur contiennent 0,2 % de L-arabinose. Elles sont incubées une nuit a 37°C puis colorées par des vapeurs

d’iode pendant 5 minutes.

Les colonies sont plus petites lorsque I'expression de SS4 est induite par le L-
arabinose comme le montre la Figure 5. Ceci pourrait s’expliquer par une remobilisation
énergétique de la bactérie pour la production de SS4. Cependant, I'expression induite
d’autres protéines (avec le méme vecteur, la méme souche et le méme systéme d’induction)
est moindre. Une autre explication serait que I'activité synthase modifie le glycogéne ou que
la protéine s’associe avec le glycogéne et/ou des protéines endogénes entrainant une géne
pour I'organisme en division. Afin de tester ces différentes hypothéses, j'ai réalisé un suivi de
la croissance de E. coli BL21 Al aprés induction (& DOgo = 0,5) de la production de: SS4,
SS4 Mutée (E929Q), la partie Cter de SS4, la partie Ner de SS4 (voir Figure 3) et une

enzyme de branchement qui nous servira de témoin (Figure 6).
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Suivi de croissance de E.coli exprimant SS4
T- 12

11 r

X 207 ’ S54M
SS4 Retard de croissance | /%
" s w——Cter
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Temps de culture aprés induction (min)

SS4M

Nter

Cter Retard de croissance

Figure 6 : Suivi de croissance en milieu liquide (culture de 200 mL en erlenmeyer dans un milieu LB +
ampicilline). L’induction avec 0,2 % de L-arabinose a été appliquée lorsque la culture a atteint une DOg de 0,5.
En parall¢le les cultures sont observées au microscope optique environ 100 minutes aprés induction. Les souches
expriment la SS4 sous sa forme mature (SS4), la SS4 avec la mutation ponctuelle (SS4M), les parties Nter et

Cter de la SS4 ainsi qu’une construction témoin exprimant une enzyme de branchement de 1’amidon (T-).

Un léger retard de croissance est observé pour les souches exprimant SS4 entiére ou
uniquement la partie C-terminale de celle-ci. Ces deux constructions possédent le domaine
C-terminal non modifié et porteur de I'activité enzymatique de SS4. Il est donc tout a fait
plausible d’imaginer que ce domaine Cter perturbe le métabolisme du glycogéne et
compromet la croissance bactérienne. De maniére surprenante, on observe une
accumulation de bactéries filamenteuses trés longues lorsqu’elles expriment au moins la
partie Nter de SS4. Ce phénotype n’a jamais été observé lorsque seule la partie Cter est
exprimée. D’aprés ces résultats, nous pouvons supposer que la modification morphologique
observée est uniquement due a I'expression de la partie Nter de SS4. La corrélation entre la
présence dans cette partie de la protéine de motifs de type faisceaux d’hélices (coiled-coil)
connus pour étre impliqués dans les interactions proteine/protéine et le phénotype observé
suggére une possible interaction entre SS4 et une ou plusieurs protéines bactériennes
intervenant dans la division cellulaire. Le fait que le processus de division du chloroplaste
soit en partie hérité du mécanisme de division bactérien et que la production de SS4 semble
perturber la division d’E. coli constitue un élément a prendre en compte pour la suite de ce

travail.
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SS4 recombinante exprimée dans E. coli posséde une étiquette de six résidus
d’histidine couplés a son extrémité Nter. Cette étiquette nous permet de purifier la protéine
par chromatographie d’affinité sur une matrice contenant du nickel immobilisé. Le but ici, est
d’obtenir 'enzyme sous la forme la plus pure possible de maniére a pouvoir déterminer ses
parametres de fonctionnement in vitro. La purification de SS4 a permis jusqu’a présent la
production en quantité limitée de la protéine entiére. En effet, I'expression de SS4
recombinante s’accompagne de la production de deux polypeptides d’environ 55 KDa (soit la
moitié de la taille de la protéine mature). Ces deux fragments sont systématiquement
visualisés lors de l'analyse des lysats de production par SDS-PAGE (Figure 7). Ces deux
polypeptides ont été identifiés par spectrométrie de masse (LTQ- Orbitrap) comme étant les
parties Nter et Cter de SS4 (identification effectuée en collaboration avec le Dr AS.
Vercoutter-Edouart de 'UGSF). La présence de ces deux fragments peut s’expliquer par un
clivage de SS4 par une protéase bactérienne lors de la production de la protéine. Cette
coupure aurait lieu au sein de la bactérie puisque le tampon d’extraction utilisé contient des

inhibiteurs de protéases et de 'EDTA.

100 KDa «— 554 (113 KDa)

75 KDa ww

50KDa @} SS4 Nter et Cter (=55 KDa)
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Figure 7 : SDS-PAGE des protéines apres purification par chromatographie d’affinité. Les extraits bruts solubles
d’E. coli sont purifiés sur colonne d’affinité et sont ensuite déposés sur un gel de polycacrylamide. La migration
s’effectue pendant une heure a 150 V et les protéines sont révélées par coloration au bleu de Coomassie. SS4,
sous sa forme mature, est attendue a environ 110 KDa. Les deux bandes présentes a 55 kDa ont été découpées et

analysées par spectrométrie de masse.

140

© 2014 Tous droits réservés. doc.univ-lille1.fr



These de Maud Facon, Lille 1, 2014
Résultats 11

Une autre hypothése serait que la SS4 nécessite un clivage pour fonctionner. En effet,
la partie Cter de SS4 présente de nombreuses similitudes avec les autres amidon-synthases
alors que la partie Nter est totalement différente. Il est alors envisageable qu’'un clivage
similaire ait lieu in planta permettant de réguler la fonction de 'enzyme. Les parties Nter et

Cter pourraient alors avoir des réles différents dans la plante.

2. Transformation de mutants d’Arabidopsis thaliana dépourvus de SS4

Afin de tester I'hypothése d’un clivage fonctionnel in planta, le mutant ss4- (GK-
290D11) d’Arabidopsis thaliana a été transformé avec les constructions permettant
d’exprimer SS4 entiere, SS4 entiere mais inactive (E929Q), et les parties Nter et Cter
possédant toutes la séquence codant le peptide d’adressage au chloroplaste (Figure 8). Le
but de ces transformations est d’étudier les phénotypes de complémentation de la mutation
ss4- lors de I'expression des différents fragments de SS4. Rappelons que chez Arabidopsis
la mutation ss4- conduit & un retard de croissance et a I'accumulation d’un seul grain
d’amidon par plaste au lieu des 5 a 7 grains accumulés dans les plastes d’'une plante

sauvage (Figure 9).

I ssa
[pT 54 Nter |

B ssacer |
T ssa e

Figure 8 : Représentation schématique des différentes constructions intégrées dans les mutants ss4- d’A. thaliana.
En vert la séquence codant le peptide d’adressage au chloroplaste (PT), en gris clair I’extension Nter de SS4 en
gris foncé le domaine Cter de SS4 et en rouge le codon stop. La croix jaune représente la mutation ponctuelle

dans le site catalytique (E929Q).
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g

Figure 9 : A ; Photographies de plantes agées d’une vingtaine de jours (4. thaliana). A gauche la plante sauvage
(écotype Col 0) a droite le mutant ss4- dans le méme fond génétique. B ; Photographies obtenues par

microscopie optique de chloroplastes d’Arabidopsis thaliana purifiés et colorés avec une solution de lugol.

Des lignées résistantes au glufosinate d’ammonium (marqueur de sélection) ayant
donc intégré 'ADN-T ont été obtenues pour chacune des transformations effectuées. Un
premier criblage basé sur le retard de croissance des lignées ss4- a été entrepris (Figure 9)
mais n’a pas permis d’identifier d’'individu présentant une complémentation de ce phénotype.
Il N’a pas non plus été possible d’observer I'expression de SS4 compléte et active dans les
transformants criblés. Nous ne connaissons pour l'instant pas les raisons de cette absence
de complémentation de la mutation ss4- par I'expression des ADNc. Ce défaut pourrait-il étre
causé par l'utilisation d’un promoteur fort (35S) pour I'expression des séquences d’intérét
dans la plante ? Les 612 transformants non encore criblés le seront dans un futur proche. Un
ou plusieurs d’entre eux montreront un phénotype complémenté. Cependant nous sommes
assez pessimistes dans la mesure ou aucune complémentation du phénotype de croissance
de la plante n’a été observé pour les 700 transformants obtenus. S’il s’avére qu’aucun ne
complémente, il conviendra alors de procéder a la construction de nouveaux vecteurs de

transformation associant les différentes formes SS4 a son promoteur endogéne.

142

© 2014 Tous droits réservés. doc.univ-lille1.fr



These de Maud Facon, Lille 1, 2014
Résultats 11

II.  Identification de partenaires d’interaction potentiels de SS4

Lorsque nous avons débuté ce travail de thése, aucun partenaire de SS4 n’avait été
identifie. Or, comme évoqué précédemment, SS4 présente une longue extension Nter
possédant un domaine coiled-coil potentiellement impliquée dans les interactions protéine-
protéine. Nous avons donc choisi deux approches dans le but d’identifier des partenaires

possibles d’interaction de SS4.

* La premiére basée sur une approche avec a priori consiste a tester les interactions
entre SS4 et des protéines identifiées comme intervenant dans la division plastidiale.
Nous avons réalisé de la BiFluorescence Complementation (BiFC) chez le tabac
mais également de lI'expression et de la co-expression de SS4 et des protéines
impliquées dans la division plastidiale dans des protoplastes d’A. thaliana. Le but de
ces expressions transitoires était de visualiser SS4, de la localiser dans les plastes et
de tester s’il y avait co-localisation avec les partenaires testés.

* La seconde méthode est un criblage sans a priori qui repose sur la technique de

double hybride a grande échelle chez la levure.

1. Tests d’interactions avec des protéines de la division plastidiale in vivo

Afin de tester I'interaction entre SS4 et certaines protéines impliquées dans la division
plastidiale, nous avons réalisé des expériences de BIiFC. Cette technique présente
'avantage de donner une information sur la proximité des protéines et sur leur localisation
intra cellulaire. Les constructions réalisées sont les suivantes : FtsZ1 et FtsZ2.1 et ARC6
(Figure 10). Ces trois protéines sont indispensables a la division plastidiale. Elles sont
localisées dans les chloroplastes. Il est important de mentionner qu’il a été trouvé, par
analyse in silico, que SS4 posséde dans sa partie Nter un domaine homologue a la protéine
bacterienne EzrA. EzrA est une protéine connue pour interagir avec FtsZ et réguler la
formation de I'anneau de division chez les bactéries (Haeusser et al., 2004). Les FtsZ de
plantes sont homologues aux FtsZ bactériennes et il est raisonnable d’envisager I'existence
d’une interaction entre SS4 et les protéines FtsZ. SS4 agirait alors comme un régulateur de
la formation de I'anneau de division permettant ainsi de limiter la division des plastes lorsqu'’il
y a initiation de la synthése de grains d’amidon. On peut aussi imaginer 'hypothése inverse :
A la suite d’'une division plastidiale il est nécessaire de réinitier la formation de grains de
maniere a maintenir un nombre constant de grains par plastes (5 a 7 chez la plante sauvage).
La fin de la division induirait alors I'activation de SS4 afin d’initier la formation des nouveaux

grains d’amidon.
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No signal - BIFC \o°

o 9 »
N. benthamiana

pB1 Nter 554 pB1 554 pB1 FtsZ1 pB1 FtsZ 2 pB1 ARC6
pB4 Nter SS4
pB4 554 y2H
pB4 FtsZ1 + +
pB4 FtsZ 2 + + +
pB4 ARC6 + +

Figure 10 : Expérience de BiFC menée chez le tabac N. benthamiana. Le tableau rassemble toutes les
interactions testées. Le premier vecteur appelé « pBl» et le second « pB4». Les «+» représentent les
interactions connues et publiées (Maple et al., 2005 ; Maple et al., 2007) et « y2h » le couplage SS4/SS4 qui a

été observé lors d’un criblage double hybride chez la levure détaillé dans la suite de ce manuscrit.

L’expression transitoire des protéines de fusion pour I'expérience de BiFC s’effectue
dans la feuille de tabac (N. benthamiana) par agroinfiltration. Une protéine de type Yellow
Fluorescent Protein (YFP) adressée au chloroplaste est utilisée comme témoin de
fluorescence. Les associations FtsZ1/FtsZ1 et FtsZ1/FtsZ2.1 sont utilisées comme témoin

positif d’'interaction (Figure 11).
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Control (YFP)

FtsZ1/FtsZz1

FtsZ1/FtsZ 2

Test d’interaction négatif

Figure 11: Expérience de BIiFC. Les plants de tabac, 4gés de trois semaines environ, sont
agroinfectés avec les vecteurs pB1 et pB4 contenant les constructions a tester (Figure 10). Les
témoins positifs présentent une fluorescence jaune au niveau des cellules de I'épiderme. Aucune

fluorescence n’a été observée pour les autres interactions testées.

Aucun des partenaires testés n’a permis d’observer une fluorescence. Il n'est donc
pas possible de confirmer I'interaction de SS4 avec elle méme ni méme de supposer une
proximité entre SS4 et les protéines testées impliquées dans la division du plaste. SS4
n’interagit peut-étre pas directement avec ces protéines. Il serait intéressant de tester
d’autres partenaires potentiels comme la protéine FtsZ2.2 par exemple et de modifier

I'emplacement des demi-protéines de fusion qui pourrait géner I'interaction.

2. Localisation de SS4

Afin de localiser SS4 au sein méme des chloroplastes, nous avons réalisé une série
de transformations de protoplastes d’Arabidopsis avec des protéines de fusion permettant de
coupler I'étiquette YFP a SS4 entiére ou sa partie Nter (qui posséde le domaine coiled-coil).
Ce travail a été réalisé a I'Université de Genéve dans le laboratoire du Pr Tereza Fitzpatrick.
L’'université dispose d’un microscope confocal Leica SP5 utilisé pour produire 'ensemble des

photos présentées dans cette partie.
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La localisation de protéines impliquées dans la division plastidiale (FtsZ1, FtsZ2.1 ou
ARCSB6) a été realisée avec des constructions permettant la fusion de ces protéines a une
GFP. Le but de cette manipulation est de localiser SS4 et de tester si elle colocalise avec

une de ces protéines de division plastidiale.

Chlorophyll Fluorescent Protein Merge DIC

GFP ..
GFP .. -

Figure 12 : Photographies obtenues par miscroscopie confocale (Leica SP5) de protoplastes d’Arabidopsis

thaliana (Col 0) 48 h aprés transfection. Ils expriment de maniére transitoire 1’étiquette GFP (Green Fluorescent
Protein) adressée au plaste (TP GFP). Les photos représentent la fluorescence naturelle de la chlorophylle (en
rouge), la fluorescence de GFP, la superposition des deux images (Merge) et une photo en lumiére blanche
(DIC). La premiére ligne représente un protoplaste entier, la seconde une vue focalisée sur les chloroplastes.

Echelle 5pm.

La localisation de la GFP couplée a un peptide de transit nous a permis de valider

I'expression de la protéine et son adressage aux chloroplastes (Figure 12).
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Chlorophyll Fluorescent Protein Merge DIC

FtsZ1
GFP

FtsZ1
GFP

ARC6
GFP

ARC6
GFP

Figure 13 : Expression des protéines de fusion FtsZ1-GFP et ARC6-GFP dans des protoplastes d’A. thaliana.
Les photos représentent la fluorescence naturelle de la chlorophylle (en rouge), la fluorescence de GFP (vert), la

superposition des deux images (Merge) et une photo en lumiére blanche (DIC). Echelle Spm.

48h apres la transfection, les protéines FtsZ1 se trouvent localisées sous la forme de
filaments dans les plastes (Figure 13). Nous remarquons que la localisation de FtsZ-GFP a
évolué au cours du temps. En effet, a 24 h les filaments observés représentent moins d’1/3
du diameétre d’un plaste alors qu’apres 48 h les filaments de FtsZ1 représentent environ 2/3
du diamétre (Figure 14). La protéine ARC6 quant a elle est accolée de maniére ponctuelle a
'enveloppe plastidiale comme cela est décrit dans la littérature (Figure 13) (Maple et al.,
2005).
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24h

FtsZ1
GFP

Figure 14 : Evolution de la localisation de FtsZ1 GFP au cours du temps. 24 h aprés transformation, la protéine

est localisée sous la forme de courts filaments alors que 48 h aprés les filaments sont plus allongés. Echelle Sum.

Les observations effectuées et présentées sur les figures 13 et 14 laissent penser
que les chloroplastes des protoplastes sont en cours de division. C’est potentiellement
intéressant puisque la localisation des protéines du métabolisme de I'amidon pourrait étre

étudiée de maniére dynamique lors de la division plastidiale.

L’'expression de protéines de fusion dans des protoplastes est une technique
couramment utilisée pour la localisation intracellulaire de protéines. Cependant nous ne
savions pas si dans les conditions de la manipulation, les protoplastes d’Arabidopsis étaient
capables d’accumuler de I'amidon. L’observation de taches sombres, visibles par contraste
avec la fluorescence de la chlorophylle, nous laisse a penser qu’il y a bien un matériel dense
qui pourrait étre de I'amidon au sein des chloroplastes. Afin de vérifier la présence d’amidon
ainsi que sa localisation, jai réalisé des constructions permettant I'expression de la GBSS
couplée a la Cyan Fluorescent Protein (CFP) (Figure 15). Cette protéine, impliquée dans la
synthése d’amylose, est connue pour étre liée uniformément aux grains d’amidon
(Szydlowski et al., 2009 ; Gamez-Ajona et al., 2011).

Chlorophyll GBSS-CFP Merge DIC

121822013 540.28 PM | 12/18/2013 540.28 PM

Figure 15 : Expression de la fusion GBSS-CFP dans des protoplastes d’Arabidopsis. L’expression transitoire de
GBSS-CFP nous permet de localiser les grains d’amidon dans les protoplastes d’Arabidopsis. La méthode

utilisée est la méme que décrite précédemment. On visualise la fluorescence des chloroplastes en rouge, la
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GBSS-CFP en bleu et I’assemblage des deux (Merge) ainsi qu’une photo des protoplastes en lumiére blanche.

Echelle Sum.

Les taches sombres observées par contraste sur la fluorescence de la chlorophylle
colocalisent avec la fluorescence de la fusion GBSS-CFP ce qui indique la présence de

grains d’amidon dans les protoplastes d’Arabidopsis (Figure 15).

La localisation de SS4-YFP a été testée avec deux vecteurs d’expression: l'un
possédant un promoteur a expression forte et constitutive (35S) et le second un promoteur
conduisant a une expression plus faible de la protéine (promoteur ubiquitine). Néanmoins,
aucune de ces deux constructions n'a permis de visualiser I'expression de SS4 dans les
protoplastes. L’absence de signal de fluorescence pourrait étre due a une inhibition de
I'expression de la séquence codant SS4 ou a la mort des protoplastes transfectés. Une autre
explication pourrait étre que la longueur importante de la séquence codant SS4 conduise a

une efficacité de transfection plus faible que pour les autres constructions.

La partie Nter de SS4 contient le domaine « faisceau d’hélices » que nous
soupgonnons intervenir dans linteraction de cette enzyme avec un partenaire et également
dans sa localisation. C’est pourquoi nous avons également réalisé une construction
exprimant uniqguement la partie Nter de SS4 (acides aminés 1 a 500). Nter de SS4 s’exprime
correctement et a pu étre localisée par expression transitoire dans des protoplastes
d’Arabidopsis (Figure 16). Cette localisation ne semble pas correspondre a celle des grains
d’amidon (Figure 15) et la protéine se concentre sous la forme d’amas trés localisés dans les

chloroplastes.

Chlorophyll Fluorescent Protein Merge DIC

N
NterSS4 YFP B3 2
o YFP.. .

Figure 16 : Localisation de la partie Nter de SS4 exprimée de maniére transitoire dans les protoplastes

d’Arabidopsis et gréffée a une YFP. Echelle Spm.
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Cette différence de localisation entre GBSS et Nter SS4 a été vérifiée par co-
transfection de protoplastes avec GBSS-CFP et NterSS4-YFP (Figure 17).

Chlorophyll GBSS-CFP NterSS4-YFP Merge DIC

Figure 17 : Co-expression de GBSS-CFP et Nter SS4-YFP dans les protoplastes d’Arabidopsis selon la méme

technique que celle précédemment décrite. Echelle Sum.

Comme le montre la figure 17, la localisation de la partie Nter de SS4 est
indépendante de la localisation des grains d’amidon dans les protoplastes d’Arabidopsis
thaliana. Cette localisation (Figure 16 et Figure 18 A) semble extrémement proche de ce qui
a été présenté dans la thése du Dr Jacopo Martinis en 2013 (soutenue a l'université de
Neufchatel). Il y présente la localisation d’une protéine plastoglobulaire : la fibrilline 1a

fusionnée a une YFP (Figure 18 B).
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NterSS4 YFP

YFP Chlorphyll Merge

FBN1a-YFP

Figure 18 : Comparaison de la localisation de la partie Nter de SS4 (A) avec une observation de la localisation de

la fibrilline 1a-YFP présentée dans la thése du Dr J Martinis (2013). Echelle S5pm.

La fibrilline 1a est une protéine plastoglubulaire. Les plastoglobules sont des
gouttelettes lipidiques associées aux thylacoides dans les plastes. lls ont longtemps été
considérés comme des structures subcellulaires avec un role passif de stockage de lipides
ou comme accumulateurs de caroténoides dans les chromoplastes. Des études
protéomiques ont démontré que les plastoglubules pouvaient également contenir des
enzymes actives et ainsi intervenir dans différentes voies métaboliques du plaste (Lundquist
et al., 2012 ; Nacir and Bréhélin, 2013).

Des travaux trés récents realisés par une équipe espagnole localisent également la
SS4 entiere ou uniquement sa partie N-terminale comme associées aux plastoglubules et
interagissant avec les fibrillines 1a et 1b (Gamez-Arjona et al., 2014) chez A. thaliana. Les
localisations de SS4 et de sa partie Nter sont identiques ce qui démontre que c’est bien cette
partie Nter qui est responsable de la localisation de la protéine au niveau des plastoglubules.
Cependant, I'étude de lignées mutantes dépourvues des fibrillines 1a et 1b n’a pas permis
de mettre en évidence de phénotype particulier concernant la synthése d’amidon. La

pertinence de l'interaction SS4 fribilline reste donc sans réponse claire a ce stade.
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3. Criblage double hybride

Afin d’identifier des partenaires potentiels interagissant physiquement avec SS4, un
criblage a grande échelle selon la technique du double hybride a été effectué chez la levure
Saccharomyces cerevisiae (prestation de service par Hybrigenics, Paris, France). La SS4
est utilisée comme appat contre une banque exprimant les protéines représentatives des
genes exprimées chez de jeunes plantules d’Arabidopsis thaliana dgées d’'une semaine.
Cette banque semble tout a fait adaptée a l'identification des partenaires de SS4 puisque
cette protéine est impliquée dans l'initiation de la synthése d’amidon, mécanisme nécessaire
deés les stades précoces du développement de la plante. Ce criblage a permis de mettre en
évidence une soixantaine de partenaires d’interaction potentiels.

Nous avons dans un premier temps éliminé les interactions jugées improbables, car
impliquant des protéines localisées a I'extérieur du plaste. Aprés cette premiére étape de tri,

seule une liste de 6 partenaires potentiels subsiste (Figure 19).

Protéine N° gene classe N° lignée Référence de la lignée Ecotype
inconnu At1g21060 D NASC N594518-Salk_094518 Col 0
inconnu At1g21060 D NASC N65638-Salk_063669 Col 0
inconnu At1g21060 D NASC N65683-Salk094518 Col 0
inconnu At1g21060 D NASC N563669-Salk 063669 Col 0
Rubisco Activase At2g39730 B NASC N503204-Salk_003204 Col 0
Rubisco Activase At2g39730 B NASC N618831-Salk_ 118831 Col 0
type myosine At4g32190 C NASC N622445-Salk 122445 Col 0
type myosine At4g32190 C NASC N679037-Salk_122445C Col 0
prot membranaire At5g23890 D NASC N527266-Salk 027266 Col 0
prot membranaire At5g23890 D NASC N536064-Salk 036064 Col 0
prot membranaire At5923890 D NASC N678289-Salk_027266C Col 0
VAR1 (FtsH) At5g42270 D NASC N524637-Salk_024637 Col 0
VAR1 ( FtsH) At5g42270 D NASC N678255-Salk_024637C Col 0
Zincinlike-mettalloprotease | At5g65620 D NASC N561339-Salk 061339 Col 0
Zincinlike-mettalloprotease | At5g65620 D NASC N675340-Salk_058439C Col 0
Zincinlike-mettalloprotease | At5g65620 D NASC N558439-SALK058439 Col 0
AtSS4 Atdg18240 B GABI GK-290D11 Col 0

Figure 19: Liste des protéines identifiées comme capables d’interagir avec SS4 avec une probabilité
extrémement forte (B), élevée (C) ou avec une confiance modérée (D). Les lignées mutées dans les génes codant

ces protéines sont référencées dans ce tableau.
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On y trouve SS4, qui serait donc capable de s’associer sous forme multimérique, une
protéine a la fonction inconnue codée par le locus At1g21060, la rubisco activase
(At2g39730) et une protéine de type myosine (At4g32190). Cette derniére posséde un motif
faisceaux d’hélices dans sa partie Cter et est prédite comme liée aux membranes dans les
organelles (selon le programme BLAST du site ncbi). Une autre protéine (At5g65620) est
identifiee comme étant une métalloprotéase liant le zinc.

Dans cette liste de probables partenaires de SS4, une protéine a particulierement
retenu notre attention. Il s’agit de VAR1 (At5g42270). C’est une protéine membranaire
possédant une activité de métalloprotéase. Elle appartient a la famille des FtsH. Les
membres de cette famille sont impliqués dans divers processus cellulaires (Wagner et al,,
2012). Dans le plaste, elles sont ancrées dans la membrane des thylacoides, associées en
multimeéres et impliquées dans régulation des processus photosynthétiques par leur activité
de dégradation de la protéine D1 du photosystéme Il lorsque celle-ci est endommagée (Kato
et al., 2009).

Le fait que la protéine VAR1 soit une protéase ancrée dans la membrane des
thylacoides est particuliérement intéressant. En effet, comme nous I'avons vu précédemment,
SS4 qui est également localisée au niveau des thylacoides (Gamez-Arjona et al., 2014)
pourrait nécessiter un clivage in planta pour fonctionner (hypothése suggérée par les
résultats obtenus lors de la production de SS4 recombinante chez E. coli). VAR1 pourrait
alors étre la protéase responsable de ce clivage.

Les FtsH sont connues pour cliver les protéines cibles dans des zones
préférentiellement hydrophobes (Shotland et al., 2000). Or la protéine SS4 posséde une telle
séquence dans la région supposée de protéolyse (acides aminés 531 a 571 situés au centre

de la protéine).

Le clivage de SS4 lors de I'expression dans E. coli, I'identification par double hybride
d’'une métalloprotéase plastidiale, VAR1, comme interactant potentiel nous permettent

d’envisager qu’un clivage de SS4 est possible et, peut étre, nécessaire dans la plante.

J’ai ainsi identifié et récupéré plusieurs lignées mutantes comportant une insertion de
'ADN-T au niveau de la séquence génomique codant VAR1. L’analyse d’'un mutant
(SALK_024637.30.35.) révele un phénotype d’accumulation en amidon en fin de journée qui
est s’approche de celui du mutant ss4-. Il se traduit par un nombre réduit de grains par plaste

avec taille supérieure au sauvage (Figure 20).
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Figure 20 : Observation par microscopie photonique de 'amidon des mutants var1- d’A. thaliana en fin
de jour dans des plantules. Ces derniers sont fixés dans une solution de paraformaldehyde 3 % sous
vide d’air puis laissés une nuit dans un tampon d’EDTA. lls sont ensuite colorés par le lugol et
écrasées entre lame et lamelle pour I'observation des grains d’amidon dans les cellules. En (A) les
observations au microscope optique objectif 63x (réalisées a 'UGSF). (B) Observation au microscope
optique d’autres plantes a l'objectif 100x (Universit¢é de Geneéve). (C) Observation d’'un extrait

d’amidon purifié et coloré au lugol a I'objectif 100x.
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lll.  Etude du couplage des mutations ss4- et ftsZ- chez Arabidopsis thaliana

L’analyse in silico de la séquence protéique de SS4 nous a permis d’identifier dans la
partie Nter de la protéine, un domaine similaire a une protéine bactérienne (EzrA) impliquée
dans la régulation de la division de la cellule procaryote par interaction avec les protéines
FtsZ. Cette découverte nous a conduit a émettre I'hypothése d’une interaction directe entre
SS4 et les protéines FtsZ chloroplastiques. Cependant, cette interaction n’a pas pu étre
identifice lors du criblage double hybride, ni par BifC, ni par co-localisation dans les
protoplastes d’Arabidopsis. Notre hypothése est maintenant que linteraction n’est pas
directe mais que la SS4 garde un réle prépondérant dans le dialogue entre linitiation de la
synthése d’amidon et la division plastidiale. La réalisation de croisements entre les mutants
ss4- et ftsZ- nous permet de déterminer le nombre et la morphologie des grains dans les
chloroplastes d’Arabidopsis et d’identifier si I'altération du processus de division plastidiale
entraine une modification du nombre d’événements d’initiation.

La visualisation de la morphologie et du nombre de grains d’amidon accumulé par
chloroplastes en fin de journée se fait par 'observation de coupes ultrafines de sections de

feuille au microscope électronique a transmission (Figure 21).
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Figure 21: Photographies de cellules de feuille d’A. thaliana obtenues par microscopie électronique a
transmission (MET) des coupes de feuilles de différents génotypes simples, doubles, triples voire quadruples
mutants ss4- et fisZ- chez Arabidopsis. Les coupes ultrafines sont réalisées sur des sections de feuille prélevées
en fin de journée et immédiatement fixées dans un tampon cacodylate (0,1 M pH 7,2), glutaraldéhyde (2 %),
paraformaldéhyde (2 %) avant d’étre préparées puis observées par microscopie électronique a transmission
(MET). Dans cette figure les photographies des coupes de feuille issues de plantes sauvages (Col0) des lignées
simples mutants (ss4- ; fisZ1- ; ftsZ2.1- et ftsZ2.2-) , des doubles mutants (ftsZI-fisZ2.1- ; fisZ1-ftsZ2.2- ; fisz2.1-
fisZ2.2- ; ss4-ftsZ1- ; ss4-ftsZ2.1- ; ss4-ftsZ2.2-), des triples mutants (fisZ1-ftsZ2.1-ftsZ2.2- ; ss4-ftsZ1-ftsZ2.1-;
ss4-fisZ1-ftsZ2.2- ; ssd4-fisZ2.1-ftsZ2.2-) ainsi que du quadruple mutant (ss4-fisZI-ftsZ2.1-ftsZ2.2-) sont

présentées. La barre d’échelle est de 2 pm.

En accord avec ce qui est décrit dans la littérature, nous avons observé que la plante
sauvage accumule en moyenne 5 a 7 grains d’amidon par chloroplaste alors que le mutant
ss4- n’en posseéde plus qu’un seul. Ce grain unique est plus gros et de forme plus ronde que
ceux présents dans une lignée sauvage (Figure 21 ; Roldan et al., 2007 ; Szydlowski et al.,
2009). De méme, comme cela était attendu, les mutants ftsZ1-, ftsZ2.1- et ftsZ2.2-
présentent des chloroplastes bien plus volumineux que ceux des cellules de la plante
sauvage. Ce phénotype est exacerbé dans les lignées combinant plusieurs mutations ftsZ,
que ce soit parmi les doubles mutants (ftsZ1-ftsZ2.1-, ftsZ1-ftsZ2.2- et ftsZ2.1-ftsZ2.2-) ou
dans la lignée ftsZ1-ftsZ2.1-ftsZ2.2-.

De maniére surprenante, tous les mutants ftsZ- présentent un nombre important de
grains d’amidon par plastes. On en compte parfois plus d’'une trentaine par chloroplastes
(Figure 21) contre 7 chez l'individu sauvage. L’augmentation du volume plastidial dd au
défaut de division chez les mutants ftsZ entraine une augmentation du nombre de grains par
plastes indicatif d’'un nombre accru d’événements d'initiation de la synthése des grains.

L’ajout de la mutation ss4- aux mutations ftsZ- réduit considérablement le nombre de
grains par chloroplaste. Cette observation va dans le sens de la réduction du nombre
d’événements d’initiation lors de la synthése des grains d’amidon chez les simples mutants
ss4- d’A. thaliana (Roldan et al., 2007 ; Szydlowski et al., 2009). Les grains produits dans ce
contexte gardent les caractéristiques liées a la mutation ss4- et sont donc plus gros et plus
ronds que dans une lignée sauvage.

La détermination du nombre de grains par plaste semble donc dépendante de la
présence de SS4 (son absence réduisant le nombre de grains produits) ainsi que de la taille

des plastes (plus les plastes sont volumineux, plus ils contiennent de grains d’amidon).
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Des résultats similaires rapportent une augmentation du nombre d’événements
d’initiation en fonction de 'augmentation du volume du plaste. Ces résultats ont été obtenus
en combinant la mutation ss4- avec les mutations arc3- ou arc6- affectant la division du

plaste (Crumpton-taylor et al., 2013).

Afin d’obtenir des données statistiques concernant le nombre de grains et la surface
du plaste qu’ils occupent dans les différentes lignées étudiées, nous avons entrepris une
analyse des photographies obtenues par microscopie électronique a balayage (MEB) sur
des coupes ultrafines de ces mémes génotypes. Ces images nous permettent d’avoir une
profondeur de champ plus importante qu’avec la MET. A partir de ces images, nous avons
déterminé le nombre de grains présent par chloroplaste puis nous avons mesuré la surface
moyenne observée des grains d’amidon et des chloroplastes. Ces mesures ont été réalisées
a laide du logiciel Image J comme décrit figure 22. Comme il s’agit de coupes de feuilles,
nous ne pouvons pas estimer les volumes des plastes ni des grains d’amidon, mais
uniquement les surfaces de ces structures a l'endroit de la coupe. Pour un méme
chloroplaste, en fonction du lieu de la coupe, les surfaces observées seront donc différentes.
De la méme manieére il est impossible de déterminer le nombre de chloroplastes par cellule
puisque nous n’avons pas une vision globale de la cellule lors de cette analyse. Cette

meéthode introduit un biais de la mesure qui est compensé par le nombre de plastes analysés.

HV mag = WD | det [spot|pressure 50 ym

7.00 kV/1 000 x 10.2 mm|vCD| 5.0 100 Pa F22-D

Figure 22 : Exemple de photographies obtenues par observation MEB de coupes ultrafines de feuilles d’A4.
thaliana, et détail de la mesure des surfaces observées via le logiciel /mage J. En A, une cellule est choisie pour
commencer le comptage. En B, le nombre et la surface visible des chloroplastes dans cette cellule sont
déterminés ainsi que le nombre de grains observés par chloroplaste. En C, la surface observée des grains est

déterminée.
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La surface moyenne observée des plastes mesurée chez tous les mutants analysés
est supérieure a celle des plastes de la plante sauvage (Figure 23). Les plastes du mutant
ss4- présentent une moyenne légérement supérieure a celle déterminée pour la plante
sauvage. Dans le cas des doubles mutants ss4-ftsZ1- et ss4-ftsZ2.1-, la mutation ss4-
entraine une faible augmentation de la taille des plastes observés par rapport aux simples
mutants ftsZ1- et ftsZ2.1-. Cet effet cumulatif des mutations sur la taille des plastes n’est pas
observé chez le double mutant ss4-ftsZ2.2- pour qui les plastes gardent une taille
équivalente a celle du le simple mutant ftsZ2.2-. Chez les triples et le quadruple mutant la
taille des plastes et nettement supérieure a celle mesurée chez la plante sauvage. Ces
résultats seront a comparer avec les prochaines images de microscopie électronique
réalisées a partir des coupes de feuilles des mutants ftsZ1-ftsZ2.1-, ftsZ1-ftsZ2.2-, ftsZ2.1-
ftsZ2.2- et ftsZ1-ftsZ2.1-ftsZ2.2-.

La mutation ss4- semble avoir une faible influence sur la taille des chloroplastes dans

les feuilles d’A. thaliana prélevées en fin de journée.
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Figure 23 : Mesure de la surface apparente des chloroplastes a partir des photographies obtenues par observation
au MEB et analysées a 1’aide du logiciel /mage J (au moins une dizaine de plastes analysés). La surface est

exprimée en pm’.
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Nous avons ensuite déterminé la surface apparente moyenne d’un grain d’amidon
pour chacun des génotypes (Figure 24). Il en ressort que les mutations ftsZ- ne modifient
pas la surface moyenne observée des grains d’amidon dont la valeur oscille autour de 2 pm?.
En revanche, la présence de la mutation ss4-, soit seule soit associée aux mutations ftsZ-,
provoque systématiquement la synthése de grain d’amidon plus gros dont la surface

moyenne observée sur les coupes est estimée & approximativement 6 pm?.
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Figure 24 : Détermination de la taille apparente moyenne (en pm?) observée pour les grains d’amidon de chaque
génotype disponible a partir des photographies obtenues par observation en MEB et analysées avec le logiciel

Image J.
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Nous avons ensuite compté le nombre moyen de grains d’amidon visibles par
chloroplaste (Figure 25). Nous observons de nombreuse variations de ce nombre, afin de
déterminer si ces variations sont directement corrélées a la surface des plastes observés,
nous avons estimé le ratio correspondant au nombre moyen de grains en fonction de la
surface de plaste pour chacun des génotypes disponibles (Figure 26). Pour un plaste donné,

le nombre de grains apparent est déterminé puis divisé par la surface observée du plaste.

Nombre de grains observés par chloroplastes

Figure 25: Détermination du nombre moyen de grains d’amidon par chloroplastes obtenues grice aux

photographies de microscopie électronique et au logiciel /mage J.
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La présence de la mutation ss4- entraine une réduction du ratio calculé (Figure 26)
par rapport aux génotypes sauvages ou aux simples mutants ftsZ-. Il est intéressant de noter
que ce ratio (approximativement 0,08) reste constant en fonction des génotypes dés lors que
la mutation ss4- est présente.

Il semble donc que l'absence de SS4 ne conduise pas systématiquement a la
production d’un seul grain par chloroplaste mais que le nombre de grains produit est fonction

du volume du plaste ce qui permet de conserver ce ratio de 0,08.

Nombre moyen de grains / surface de plaste
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Figure 26 : Ratio du nombre de grains d’amidon comptés par chloroplaste sur la surface apparente du
chloroplaste. (en pm?). Ce calcul est effectué pour au moins dix plastes par génotype et la moyenne des résultats

est représentée dans cet histogramme.
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Si I'on rapporte cette fois-ci la surface totale occupée par les grains a la surface des
plastes (Figure 27), on observe peu de différence entre le génotype sauvage et le simple
mutant ss4-. Autrement dit, les 5 a 7 grains d’amidon présents dans les chloroplastes d’'une
plante sauvage occupent la méme surface apparente que l'unique grain présent dans les
chloroplastes des mutants ss4-.

De maniére générale la présence des mutations fisZ- entraine une réduction de cette
valeur. L’augmentation du volume du plaste induit par la présence de mutations ftsZ- ne
s’accompagne donc pas systématiquement d’'une augmentation de la quantité de
polysaccharide produit. Une explication de ces résultats pourrait étre qu’a surface égale,
I'efficacité photosynthétique d’'un grand plaste est inférieure a celle de deux plastes plus
petits. Nous pouvons néanmoins souligner I'exception du double mutant ss4- fisZ2.2-. En
effet, pour ce génotype en particulier la valeur du ratio obtenu est supérieure a ce qui est
observé pour la plante sauvage. Nous avons remarqué que les grains d’amidon chez ce
génotype avaient une taille apparente de 7 um? en moyenne, soit légérement supérieure
aux moyennes mesurées pour les genotypes ss4- fisZ1- et ss4- ftsZ2.1- (figure 24). De plus,
le volume des plastes du double mutant ss4- fisZ2.2- est équivalent a celui du simple mutant

ftsZ2.2-. Le cumul de ces deux Iégeéres variations de parameétres conduit & une augmentation

photographies afin de juger de la fiabilité de ces écarts.

Surface des grains / surface de plastes
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Figure 27 : Sur le méme principe que précédemment, la surface apparente totale occupée par les grains d’amidon
d’un plaste est déterminée puis divisée par la surface apparente de ce plaste. Une moyenne a donc pu étre

effectuée sur I’ensemble des plastes d’un génotype considéré.
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En résumé, on remarque que plus les plastes sont grands, plus il y a de grains
d’amidon. Cependant, le volume des grains ne semble pas dépendre du volume du plaste.
Nos analyses indiquent également que l'initiation de plus d’'un grain d’amidon par plaste peut
éventuellement avoir lieu dans une souche dépourvue de SS4 si le volume des plastes est
suffisant. Dans ce cas, les grains produits sont plus gros et plus ronds que dans une souche

sauvage.
Ces observations nous permettent d’affirmer que le nombre d’événements d’initiation
de la synthése des grains d’amidon dans les plastes est régulé par la SS4 et par le volume

des plastes. La mutation ss4- induit également une modification de la morphologie des

grains produits (Figure 28).

ftsZ- ftsZ-

Figure 28: Modéle du couplage des phénotypes des mutants ss4- d’Arabidopsis thaliana et des mutants affectés
dans la division plastidiale (ftsZ-). Les mutations fisZ- entrainent une accumulation de nombreux grains
d’amidon dans les plastes trés volumineux et I’ajout de la mutation ss4- conduit inévitablement a la baisse du

nombre de grains d’amidon dans les chloroplastes.
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Mon travail de thése consistait a étudier I'implication de deux enzymes, d’activité
différentes lors de l'initiation et de la synthése de I'amidon : 'amidon-synthase 4 (SS4) et

lisoamylase 1 (ISA1).

A. Contribution a I'étude du fonctionnement des isoamylases lors de la synthése
d’amidon

Les isoamylases sont particulierement importantes lors de la synthése d’amidon et
sont responsables de son organisation semi-cristalline et de son insolubilité dans I'eau. Des
différences importantes dans le fonctionnement de ces enzymes ont pu étre mises en
évidence. Alors que ISA1 d’Arabidopsis n’est catalytiquement active que sous forme d’un
complexe avec ISA2, 'enzyme de mais présente la particularité de pouvoir fonctionner sous
forme d’homo-oligoméres dans I'albumen. Lors de mon travail de thése, nous avons cherché
a comprendre les bases des différences de fonctionnement des enzymes d’Arabidopsis et de
mais. En particulier, nous avons voulu déterminer si la capacité d’ISA1 de mais a fonctionner
sous la forme d’un homo-oligomére était due a I'environnement particulier présent dans
'albumen de la céréale. En effet, les différences physiologiques entre les tissus considérés
(albumen de mais et feuilles d’Arabidopsis) pourraient expliquer les différences de

fonctionnement entre les enzymes étudiées (Lin et al., 2013).

Les données obtenues avec des lignées de mais dépourvues d’ISA1 ou d'ISA2
révélent que 'homo-oligomére, uniguement formé de protéine ISA1, est présent et actif dans
les feuilles de mais. L’analyse de lignées dépourvues d'ISA2 indique que l'activité due a la
seule présence d’ISA1 suffit a prévenir la formation de phytoglycogéne dans les feuilles
comme dans l'albumen. Cependant, ce complexe uniquement constitué de sous-unités ISA1
est capable de compenser en partie seulement 'absence d'ISA2. En effet, contrairement a
ce qui est observé dans I'albumen, la perte d'ISA2 a des conséquences marquées dans les
feuilles de mais. Ces lignées isa2- accumulent moins d’amidon en fin de jour, la structure du
polysaccharide produit est modifiée et les grains sont plus petits que chez la plante non
mutée. Le rOle joué par I'hétéro-complexe formé des protéines ISA1 et ISA2 semble donc
plus important dans la feuille de mais que dans I'organe de réserve. Cette particularité a été
retrouvée chez le riz et pourrait étre liée a une différence de stabilité des complexes vis-a-vis
de la température (Utsumi et al., 2011).

Aprés avoir démontré que 'homo-oligomere composé uniquement d'ISA1 était actif
dans différents environnements physiologiques du mais (une monocotylédone), nous avons
voulu déterminer si ce complexe pouvait se former dans un environnement génétique

différent (chez une dicotylédone). L’objectif était de déterminer si la capacité d'ISA1 de mais
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a étre active sous forme d’homo-oligoméres est due a une divergence évolutive entre les
plantes mono- et dicotylédones. Pour cela, nous avons transformé des plants d’Arabidopsis
dépourvus des isoamylases ISA1 et ISA2 avec une séquence permettant I'expression d’ISA
de mais (Facon et al., 2013).

Nos résultats indiquent, entre autres, que I'enzyme de mais peut a elle seule former
des complexes homo-multimériques fonctionnels dans la feuille d’Arabidopsis, conduisant
ainsi a la restauration de la synthése d’amidon. Cette activité semble néanmoins
relativement instable puisqu’elle n'a pas pu étre visualisée par zymogramme. Les grains
produits dans ces lignées présentent néanmoins une taille intermédiaire entre celle de
'amidon sauvage et du mutant isa7- isa2-. Ce phénotype rappelle fortement ce qui est
observé dans les feuilles de plants de mais isa2- ou seul 'lhomomeére composé d’ISA1 est
actif.

ISA1 de mais fonctionne donc de maniére identique dans les feuilles de mais ou
d’Arabidopsis.

Dans une étude parue récemment, ISA1 de riz (Oryza sativa, monocotylédone) a été
exprimée dans le mutant isa1- isa2- d’A. thaliana (Streb & Zeeman, 2014). Les résultats sont
trés similaires aux nbétres et ont abouti a la restauration de la synthése d’amidon dans le
mutant d’Arabidopsis. Ces travaux permettent de conclure que les différences de
comportement des ISA1 du mais et d’Arabidopsis ne sont pas dépendantes du contexte

biologique des monocotylédones.

L’ensemble des résultats obtenus indique qu’une acquisition évolutive, remontant a la
séparation entre di- et monocotylédones, se trouve a l'origine de la capacité d'ISA1 de
monocotylédone a fonctionner sans ISA2. Cette idée est confortée par I'analyse de
séquences d’ISA1 de différents organismes. L’alignement de ces séquences a permis
d’identifier une zone riche en résidus de sérine spécifique des monocotylédones. La
modélisation de la structure de ces protéines indique que la présence de ces acides aminés
entraine la formation d’'une boucle externe a la protéine pouvant étre impliquée dans
l'interaction entre monoméres d’ISA1. Il existe également une zone riche en acides aminés
acides a I'extrémité Nter des protéines conservée uniquement chez les monocotylédones. I
serait intéressant d’étudier plus en détail le réle de cette séquence particuliére et son
implication dans I'homomérisation des ISA1. L’'expression de protéines chimériques
combinant la séquence d’acides aminés acides ou riche en résidus de sérine du mais a ISA1
d’Arabidopsis ou, a linverse, les constructions de ZmISA1 dépourvue de ces domaines
conservés pourra étre utilisée pour étudier la reconstitution de complexes in vitro. L’étude

des activités enzymatiques reconstituées, sur zymogramme, permettra d’évaluer
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importance de ces séquences dans la capacité d’homomérisation des ISA1 quelles que

soient leurs origines.

B. Etude de I'implication de SS4 dans l'initiation de la division des plastes

Bien que les mécanismes de synthése de I'amidon soient relativement bien décrits,
l'initiation de la synthése du polysaccharide reste non-résolue a ce jour.

Jai entrepris I'étude de I'amidon-synthase 4 (SS4) dont limplication dans le
processus d’initiation de la synthése d’amidon a déja été montrée (Roldan et al., 2007 ;
Szydlowski et al., 2009). |l est intéressant de noter que chez le double mutant ss3- ss4- il n’y
a plus de grains d’amidon dans les plastes ce qui n'est pas le cas des autres combinaisons
de mutations pour SS4 et les amidon-synthases autre que SS3. Cette derniere semble donc
capable de maintenir la synthése a minima d’'un grain par plaste en absence de SS4
(Szydlowski et al., 2009).

L’analyse in silico de la séquence protéique de SS4 permet de distinguer deux parties,
le coté carboxy-terminal (Cter), centre catalytique particulierement bien conservée chez les
amidon-synthases, et une extension coté amino-terminal (Nter) qui lui est unique. Cette
séquence, d’environ 500 acides aminés, représente la moitié de la protéine et sa fonction
reste a déterminer. Deux éléments structuraux présents dans la partie Nter de SS4 ont

retenu notre attention :

- On retrouve deux domaines « faisceaux d’hélices » entre les acides aminés 190 et
465. Ces domaines sont connus pour intervenir dans des interactions
protéine/protéine, protéine/acides nucléiques mais aussi protéine/lipides (Mason &
Arndt, 2004)

- Dans cette zone contenant les faisceaux d’hélices, une région présente des
homologies de séquence avec la protéine bactérienne EzrA (un régulateur de la

division bactérienne)

Ces observations nous ont conduits a émettre I'hypothése que SS4 pourrait
s’associer a une protéine impliquée dans la division des plastes telle que I'une des trois
isoformes de FtsZ d’A. thaliana. Cette interaction interviendrait dans la mise en place d’un
dialogue moléculaire de maniére a contrdler linitiation de la synthése d’amidon en fonction
des divisions plastidiales et des besoins de la plante. Ceci serait particulierement régulé

dans la feuille, dans la mesure ou I'amidon est soumis a des cycles récurrents de synthése
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et de dégradation liés a l'alternance du jour et de la nuit. La plante doit alors s’accommoder
de ces cycles afin de réguler la fourniture en carbone et en énergie quel qu’en soit le
moment. Cela suppose I'existence d’'un mécanisme trés précis et finement régulé qui permet
a la plante de s’adapter rapidement aux conditions environnantes. Contréler l'initiation de la
synthése des grains d’amidon conduit donc a en contrdler le nombre et la taille dans les
plastes et de fait la disponibilité en carbone.

Lors de I'expression de différentes constructions de SS4 recombinante chez E. coli
nous avons pu observer une modification de la morphologie des bactéries due a I'expression
de la partie Nter de SS4. La présence de bactéries filamenteuses dans ce cas, suggére que
la partie Nter de SS4 pourrait perturber le mécanisme de division d’E. coli probablement par
interaction avec les facteurs de division bactériens qui sont homologues a ceux du plaste.
SS4 pourrait donc représenter, au travers de son activité d’initiation, un facteur essentiel

dans le dialogue moléculaire impliquant la synthése de 'amidon et la physiologie du plaste.

Les parties Nter et Cter telles que nous les avons définies ne possedent pas d’activité
visible sur zymogramme, alors que la SS4 compléte recombinante présente deux bandes
d’activité de mobilités électrophorétiques différentes. Cette différence de mobilité pourrait
s’expliquer par un nombre variable de monoméres impliqués dans un complexe
homomultérique, une modification post-traductionnelle de type phosphorylation, induisant
une différence d’affinité au substrat ou encore par une association sous forme d’hétéro-
complexes avec des protéines bactériennes.

Afin d’étudier plus en détail I'activité de SS4 entiére, nous avons purifié la protéine
par affinité a 'aide d’'une étiquette Histidine et d’inhibiteur de protéases. Deux fragments
d’environ la méme masse (55 kDa) correspondant a SS4 ont été identifiés par spectrométrie
de masse. lIs correspondent aux régions Cter et Nter de I'enzyme. Ce clivage de la protéine
chez E. coli pourrait refléter un contréle nécessaire pour le fonctionnement de I'enzyme
existant in planta. Afin de tester cette hypothése, nous avons procédé a la transformation de
plants d’A. thaliana déficients en SS4 avec les différentes constructions disponibles (SS4
compléte et mature, SS4 mutée (E929Q), les domaines Nter et Cter). Nous n’avons
cependant pas observé de complémentation phénotypique de la mutation ss4- quelle que

soit la construction utilisée.

Plusieurs explications peuvent expliquer ce défaut de complémentation :
* |l est possible que le promoteur choisi (35S CaMV) ne conduise pas a une
expression correcte de SS4. Afin de tester cette hypothése et essayer d’obtenir

des niveaux d’expression proches de ceux d’'une plante sauvage, nous créerons
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de nouvelles constructions utilisant le promoteur endogéne de SS4 pour
I'expression des différentes constructions choisies.

* Le fait que la partie Cter recombinante ne posséde pas d’activité visible sur
zymogramme et n’entraine pas de complémentation in planta est peut étre di au
choix de la zone de coupure que nous avons déterminée a partir d’alignements de
séquences et en fonction des tailles de fragments obtenus aprés protéolyse lors
de I'expression de SS4 chez E. coli. En effet, nous avons choisi de couper la
protéine en son milieu de maniére a séparer la partie Cter homologue aux autres
amidon-synthases de la partie spécifique de SS4 en Nter. Il est possible que la
partie C-terminale seule soit peu stable et rapidement dégradée lors de son
expression in planta.

* Une autre hypothése de I'absence d’activité liée a I'expression de la partie C-
terminale pourrait liée au processus de protéolyse. En effet, la recherche de
partenaires potentiels de SS4 menée lors de tests d’interaction en double hybride
chez la levure nous indique que VAR1, une métalloprotéase de la famille FtsH,
pourrait étre I'enzyme responsable de la protéolyse de SS4. Or cette famille
d’enzymes posséde également une fonction de type chaperonne. Il est donc
possible que la protéolyse de SS4 par VAR1 soit nécessaire pour permettre a la
partie C-terminale de SS4 d’acquérir une conformation compatible avec son

activité catalytique.

La partie Nter de SS4 (acides aminés 1 a 500) comporte le motif faisceaux d’hélices
que nous soupgonnons d’intervenir dans les interactions SS4-partenaire(s) et/ou dans la
localisation de SS4. L’expression transitoire de SS4 entiére ou de fragments couplés a un
marqueur fluorescent (YFP) nous a permis de mettre en évidence que le profil de localisation
suborganellaire de SS4 rappelle celui des plastoglobules et que cet adressage était
dépendant de la partie Nter de la protéine. Cette localisation a récemment été décrite par
'équipe du Pr. Angel Merida qui montre la localisation plastoglobulaire de SS4 et son
interaction directe avec les fibrillines du groupe 1 spécifiques de ces compartiments
lipidiques du plaste (Gamez-Arjona et al., 2014). Ce partenaire d’interaction est surprenant et
la signification biologique d’un tel rapprochement reste indéterminée pour l'instant. Il pourrait
s’agir d'un moyen de piéger SS4 afin de limiter la synthése d’amidon lorsque celle-ci n’est
pas requise. Cette localisation plastoglobulaire de SS4 nous conforte dans I'hypothése d’un
réle important de VAR1 dans le processus de régulation de SS4, puisque les plastoglubules
sont des prolongements des membranes des thylacoides dans lesquelles se trouvent les

protéines VAR1.

169

© 2014 Tous droits réservés. doc.univ-lille1.fr



These de Maud Facon, Lille 1, 2014

‘Discussion et Perspectives

De plus, les études préliminaires menées avec un mutant d’A. thaliana pour le géne
codant VAR1 réveélent 'accumulation en fin de journée de grains d’amidon plus gros et moins
nombreux que chez la plante sauvage. Ce phénotype, proche de celui observé pour le

mutant ss4-, laisse a penser que I'absence de VAR1 perturbe I'activité d’initiation de SS4.

Notre hypothése actuelle est donc que SS4 pourrait étre piégée au niveau des
plastoglobules par sa partie Nter lorsque l'initiation de la synthése d’amidon n’est pas
requise. Cette rétention de SS4 se fait trés probablement via ses domaines coiled coil qui
interagissent soit directement avec les lipides des plastoglobules soit par I'intermédiaire
d’une interaction avec les fibrillines. Lorsque linitiation de nouveaux grains d’amidon est
nécessaire, aprés division des chloroplastes par exemple, VAR1 cliverait SS4 et permettrait
le repliement actif de la partie Cter catalytique de I'enzyme favorisant ainsi l'initiation de la
synthése de 'amidon au moment voulu (Figure 28).

Le mode de fonctionnement de la partie Cter lors de l'initiation de la synthése reste a
déterminer. Contrairement a la partie Nter localisée au niveau plastoglobulaire, la localisation
de la partie Cter fusionnée a une protéine fluorescente reste a déterminer. Cependant
Gamez-Arjona et collaborateurs suggérent que la partie Cter se retrouve sous la forme
d’agrégats (Gamez-Arjona et al., 2014), ce qui corrobore nos premiéres observations de la
production de cette partie chez E. coli, celle ci étant localisée dans la fraction insoluble aprés
la lyse des bactéries. Différents modes de fonctionnement sont envisageables : La partie
Cter de SS4 pourrait s’autoglucosyler comme le ferait une glycogéne-synthase bactérienne
afin d’initier la formation d’un court glucane d’amorgage qui est ensuite allongé par les
enzymes d’élongation. Des expériences visant a montrer une autoglucosylation de SS4 ont
déja été effectuées et les résultats obtenus se sont révélés négatifs. Cependant ceux-ci
concernaient la protéine entiére (Szydlowski et al., 2009). Il serait intéressant de poursuivre
ces expérimentations sur la partie Cter de SS4 obtenue par un clivage naturel par FtsH
bactérien ou par VAR1 d’Arabidopsis. Elle pourrait également s’associer a un partenaire,

qu’il reste a déterminer, afin d’initier la synthése d’amidon.

Nous nous sommes également intéressé a l'effet de la variation de volume des
plastes sur linitiation de la synthése d’amidon. Si 'absence de SS4 conduit & une baisse
drastique du nombre d’événements d’initiation, il est apparu au cours de nos études que le
volume du plaste était également déterminant pour le nombre de grains présent dans

lorganite.

En effet, 'augmentation du volume plastidial entraine systématiquement une

augmentation du nombre de grains accumulés par plaste et donc du nombre d’événements
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d’initiation. Si on calcule le ratio entre le nombre de grains et la surface observée des plastes,
on remarque qu’il reste constant chez tous les porteurs de la mutation ss4-. Ces
observations nous conduisent a la conclusion suivante : la mutation ss4- réduit le nombre de
grains accumulés par plaste mais ne le limite pas a un seul. Le nombre de grains dépend
également du volume de plaste. Il pourrait alors y avoir une molécule « senseur », autre que
SS4, influant sur le nombre d’événements d’initiation.

En conclusion, ces observations nous permettent d’affirmer que le nombre
d’événements d’initiation de la synthése des grains d’amidon dans les plastes est régulé par

la SS4 et par le volume des plastes.

Stroma
S4 piégée: Pas
d’initiation

Initiation de la synthése
d’amidon

Amidon

2

Figure 28 : Représentation schématique du modele proposé pour le fonctionnement de SS4 dans le stroma des
chloroplastes. SS4 se localise au niveau des plastoglobules, liée par sa partie Nter (Gamez-Arjona et al., 2014) et
en interaction avec les Fibrillines la et 1b (FBNla, FBN1b). Lorsque SS4 est piégée au niveau des
plastoglobules, il n’y a pas d’initiation de la synthése d’amidon. Lorsque SS4 est clivée et mise en conformation
par VAR1 (VARI, liée a des partenaires protéiques, se situe dans la membrane des thylacoides), I’initiation est

possible. Ce modéle suggére donc ’existence d’un signal déclencheur du clivage fonctionnel de SS4.
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A court terme, les projets poursuivis consistent a étudier en détail le phénotype
d’accumulation en amidon de différentes plantes mutées dans le géne codant VAR1. Ces
plantes, disponibles dans le méme fond génétique que le mutant ss4-, pourront étre croisées
avec ce dernier afin d’étudier les répercussions de la combinaison de mutations sur le
phénotype de la plante. La production de SS4 dans une souche d’E. coli ftsH- est également
en cours. FtsH (HfIB) étant ’lhomologue bactérien de VAR1, nous la soupgonnons de cliver
SS4 recombinante lors de sa production. Il serait intéressant d’identifier si 'absence de cette
protéine permet d’empécher le clivage de SS4 chez E. coli. L’étude des mutants ftsH-
récemment décrit chez C. reinhardtii est également prévue (Malnoé et al., 2014). L'impact

sur le métabolisme de I'amidon dans ce mutant fstH- de Chlamydomonas sera analysé.
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I.  Annexes en rapport avec la partie Matériel et méthodes:
. Liste des plants d’A. thaliana utilisés pour ce travail :
A
Nom de la lignée Numéro de la lignée |[Numéro du géne |lieu d'insertion de I'ADN-T |Provenance de I'ADN-T |Provenance de la lignée
Col0 - - - - SALK
isal- 42704 At2g39930 Exon 13 pROK2 SALK
isa2- 29442 At1g03310 Exon 1 pROK2 SALK
554- 290D11 At4g18240 Intron 11 pAC161 GABI-KAT
ftsZ1- 73878 At5g55280 Exon 6 pROK2 SALK
ftsZ2.1- CS65897 At2g36250 Exon 1 pAC161 GABI-KAT
ftsZ2.2- 50397 At3g52750 Exon 5 pROK2 SALK
ftsZ1-ftsZ2.1- CS655901 - - - SALK
ftsZ1-ftsZ2.2- CS655900 - - - SALK
ftsZ2.1-ftsz2.2- CS65898 - - - SALK
ftsZ1-ftsZ2.1-fts72.2- CS65899 - - - SALK
B
isa2- | ftsZ1-| ftsZ2.1- | ftsZ2.2- | ftsZ1-ftsZ2.1- | ftsZ1-ftsZ2.2- | ftsZ2.1-ftsZ2.2- | ftsZ1-ftsZ2.1-ftsZ2.2-
isal- X
554- X X X X X X X

En A, les informations concernant les lignées d’Arabidopsis thaliana utilisées lors de mon travail de
thése. Le nom des lignées, le numéro de la lignée, les numéros de génes ainsi que le lieu d’insertion et
la provenance de l’insert apparaissent dans ce tableau. La provenance de la lignée est également
indiquée (SALK-institute ou GABI-KAT. Les informations, pour les plantes issues de croisements, ne
sont pas répétées. En B, les croisements effectués au laboratoire permettant d’obtenir des doubles,

triples ou quadruples mutants.

. Liste des amorces utilisées pour le génotypage des mutants d’insertion.

Nom de I'amorce Séquence Origine de I'ADN-T [Nom de I'amorce [Séquence
554- SA397 GTTGTTCAATACCTTCAAATTCCC pROK2 Lbal TGGTTCACGTAGTGGGCCATCG
SA398 CATTGTAACAACCGTGTCCCC pROK2 Lbb1 GCGTGGACCGCTTGCTGCAACT
isal-1 |isal-forl GTGCTTTTGCTGAATGTCTCTGTG pAC161 GABI 1 CCCATTTGGACGTGAATGTAGACAC
isal-revl CTCGCAAAGTCTCCCTCCTG pAC161 GABI LB ATATTGACCATCATACTCATTGC
isa2-2 |isa2-for2 CAGGACTCTCGCTTGTTGAC
isa2-revl GTTTCCTCTTCCTCTGACTCTG
ftsZ1-  |FtsZ1 For: GCACTGGAAGCTATTGAAAAGCTCC
FtsZ1 Rev : TCTGAGATTCCTTGTACTCCTTGGC
ftsZ2-1- |FtsZ2-1 Ex1-D GAGGTGAAGGGACTAGTACA
FtsZ2-1 Int3-R GAAAGAATCAGCACGTTGCA
ftsZ2-2- |FtsZ2-2 Int1-D GCTGCCTCCATAGATTGACT
FtsZ2-2 Int2-R ATGATGGAGCAGATAGAGCC

Le premier tableau rassemble les amorces pour amplifier I’alléle sauvage et le second les amorces

s’hybridant a I’insert (selon la provenance de la lignée et par conséquent de I’ADN-T inséré)
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. Amorces utilisées pour le clonage des différentes constructions SS4
ForCt sans CACC
ForNt —>
-
SSé\t\ForTP — ForGt ForE929Q
— ~— % STOP
CPT Nter Ss4 Cer 0
<— RevNt x < SS4Rev
<
‘\ RevE929Q SS4RevSTOP
RevTPCH <+—_ RevNtSTOP
Nom Séquence
SS4ForTP CACCATGTGTAAGATGCGACAACAACG
RevTPCt TCTTCGATCTTTCTTCCATACCATGTCTCT

ForNt

CACCATGACGACGAAGCTATCGAG

ForCt sans CACC AGAGACATGGTATGGAAGAA
ForCt CACCAGAGACATGGTATGGAAGAA
RevNt CAGTAAGTCAGCATCGTTGC

RevNtSTOP TCACAGTAAGTCAGCATCGTTGC
ForE929Q CCGTCAATTTTTCAGCCTTGTGGAC
RevE929Q GTCCACAAGGCTGAAAAATTGACGG

SS4Rev CGTGCGATTAGGAACAGCTC
SS4RevSTOP TCACGTGCGATTAGGAACAG

Figure représentant les zones d’hybridation des amorces utilisées pour les clonages de SS4.
. Pour le clonage de SS4 entiére : SS4ForTP - SS4RevSTOP
. SS4 sans peptide de transit : ForNter - SS4RevSTOP

. SS4 sans peptide de transit et sans codon stop : ForNter - RevNter

. La partie Cter de SS4 : SS4ForTP - RevIPCt + ForCt sans CACC - SS4 Rev STOP suivi d’une

troisieme réaction PCR avec les amplicons des deux premieres et SS4ForTP - SS4RevSTOP

. La partie Cter sans peptide de transit : ForCt - SS4RevSTOP

. La partie Cter sans peptide de transit, sans codon stop : ForCt - SS4Rev
. La partie Nter : SS4ForTP - RevNtSTOP

. La partie Nter sans peptide de transit : ForNt - RevNtSTOP

. La partie Nter sans peptide de transit et sans codon stop : ForNt - RevNt

. Et enfin, la mutagenése dirigée a été réalisée par amplification PCR des séquences codant ces

différentes constructions de SS4 dans leur vecteur d’entrée pENTR-D-TOPO a 1’aide des amorces

ForE929Q et Rev929Q. Toutes ces manipulations se font a 1’aide d’une Tag polymérase haute fidélité

(Kapa HiFi de KapaBiosystems®) selon les recommandations du fournisseur. L’ajout de CACC en

aval de certains amplicons permet ’insertion orientée de celui-ci dans le vecteur d’entrée D-TOPO

(Invitrogen).
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. Cartes des vecteurs utilisés pour la production de protéines dans Escherichia coli :
75
&
‘l‘®
s
pBE 1343 Site de pDest 17
clonage GATEWAY
S\
pee?®

. Le vecteur pBE1343 nous a été fourni par I’équipe du Pr Alan Myers de 1’Jowa State University (Etat
Unis). Il contient un site de clonage classique permettant I’expression de la protéine recombinante
sous le contrdle d’un promoteur inductible a ’'IPTG (Isopropyl -D-1-thiogalactopyranoside) et ajoute

une étiquette 8 Histidines en partie Carboxy-terminale de la protéine.

. Le vecteur pDestl7 (Invitrogen) est compatible a la technique de clonage « Gateway®». Il permet
I’expression de la protéine de maniere inductible au L-Arabinose ou a I’IPTG selon la souche d’E. coli
utilisée. Ce vecteur permet d’ajouter une étiquette de 6 histidines en partie Amino-terminale de la

protéine.
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. Cartes des vecteurs utilisés pour I'expression de protéines dans les plantes ou les cellules

végétales.
+ Bar ~ t Bar .
Bord gauche Bord gauche B
3,
& s < s
‘l‘(b(\ {_‘bo
pEarleyGate 101  gaTEWAY pEarleyGate 102 gaTEWAY
Bord droit «° Bord droit Cﬂ’?
3 WA § B
4 | Ba . 4
Bord gauche R Bord gauche HJ/Q,Q
3 %
& &
= @
pEarleyGate 103 catEwAY pMDC32 GATEWAY
S
rbV.)
Bord droit C‘)? Bord droit qj‘

¥ WS ¥

. Les vecteurs pEarleyGate (Disponibles via le site « TAIR ») permettent la transformation des
plantes de par la présence des bord droit et gauche nécessaire a I’insertion de I’ADN de transfert. 1ls
permettent 1’expression forte et constitutive de protéines sous contrdle d’un promoteur 35 S (Virus de
la mosaique du chou fleur) et I’ajout d’une étiquette YFP-HA (Yellow Fluorescent Protein —
HemAgglutinin) pour pEG101, CFP-HA (Cyan Fluorescent Protein — HemAgglutinin) pour pEG102
et GFP-His (Green Fluorescent Protein — 6 x Histidin). Ces vecteurs sont compatibles avec le systéme
« Gateway® » et conférent la résistance au Gluphosinate d’ammonium aux plantes transformées.

. Le vecteur pMDC32 (Disponibles via le site « TAIR ») permet également la transformation des
plantes et I’expression de protéines sous le controle d’un promoteur fort (2x35S Virus de la mosaique

du chou fleur). Il confére, aux plantes transformées, la résistance a I’Hygromycine B.
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. Vecteurs utilisés pour les expériences de BiFluorescence Complementation (BiFC)

ver  YFP\ G

xss NCERAI v YFP ]

4
Bord h
ord gauche %p
T
= pBIFC 1
pBIFC 4
Bord droit

\j

Les vecteurs pBIFC1 et pBIFC4 obtenus a I’Institut de Biologie des Plantes (Orsay-France) permettent
le couplage de la protéine avec une partie de la YFP. (Azimzadeh et al., 2008). La révélation de la

proximité de deux protéines se fait par BiFC, en reconstituant une YFP fonctionnelle (Hu et al., 2002).
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II.  Figures supplémentaires en rapport avec la publication « Distinct functional
properties of isoamylase-type starch debranching enzymes in monocot and dicot

leaves ».

Supplemental Table S1. Curve Fitting to Calculated Sedimentation Equilibrium Distributions

Parameter Predictions based on 85 kDa monomer Optimal prediction: single
component, 157.9 kDa

Monomer Dimer Trimer Tetramer

Variance  6.30x 10" 3.93x10° 8.03x10" 2.22x10° 227x10°
St.Dev.  2.51x10% 627x10° 2.83x10° 4.71x10° 476x 107

Quality Poor Good Poor Poor Good

Supplemental Table: Sedimentation Equilibrium Correlations. Protein concentrations at equilibrium as
a function of the square of the centrifuge cell radius, using assumed molecular masses of a single
sedimenting species, were calculated using the Ultrascan Analysis software package (Demeler, 2005)
for each of three protein concentrations and three centrifugation speeds. Variance and standard
deviations between the calculated and measured protein concentration at each position in the cell were
determined using the software. "Quality" indicates the overall fit between the calculated protein

distribution for each model and the concentrations measured in the cell.
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PBE 1343 |

KanR

AtISA1

ATGGCAAAAGATCGTCGCAGTAATGAAGCTGAAAATATCGCTGTTGTTGAAAAACCGCTGAAATCGGACCGCTTCTTTA
TCTCTGATGGTCTGCCGAGTCCGTTCGGCCCGACCGTTCGTGATGACGGTGTGAATTTTTCTGTTTATAGTACCAACTCT
GTCAGTGCGACGATTTGCCTGATCTCCCTGTCAGACCTGCGCCAGAATAAAGTGACCGAAGAAATTCAACTGGACCCGAG
CCGTAACCGCACGGGCCATGTGTGGCACGTTTTTCTGCGTGGTGACTTCAAAGATATGCTGTACGGTTATCGCTTTGATG
GCAAATTCAGTCCGGAAGAAGGCCATTATTACGACAGCTCTAATATCCTGCTGGACCCGTATGCAAAAGCTATTATCTCC
CGTGATGAATTCGGCGTGCTGGGTCCGGATGACAACTGCTGGCCGCAGATGGCGTGTATGGTTCCGACCCGTGAAGAAGA
ATTTGACTGGGAAGGTGATATGCACCTGAAACTGCCGCAAAAAGACCTGGTTATTTACGAAATGCATGTCCGTGGCTTTA
CCCGCCACGAAAGTTCCAAAATCGAATTCCCGGGCACGTATCAGGGCGTGGCCGAAAAACTGGATCATCTGAAAGAACTG
GGTATTAATTGCATCGAACTGATGCCGTGTCACGAATTCAACGAACTGGAATACTACAGTTACAACACCATTCTGGGCGA
TCATCGTGTTAACTTTTGGGGTTACTCGACGATTGGCTTTTTCAGCCCGATGATCCGTTATGCGTCTGCCTCATCGAACA
ATTTTGCAGGCCGCGCTATCAACGAATTCAAAATCCTGGTTAAAGAAGCGCATAAACGTGGTATTGAAGTCATCATGGAT
GTGGTTCTGAATCACACCGCCGAGGGTAACGAAAAAGGCCCGATCTTTTCTTTCCGCGGCGTCGATAACAGTGTGTATTA
CATGCTGGCGCCGAAGGGTGAATTTTACAATTATAGCGGCTGCGGTAACACCTTCAATTGTAACCATCCGGTCGTGCGTC
AGTTTATTCTGGATTGCCTGCGCTACTGGGTGACGGAAATGCACGTTGACGGTTTTCGTTTCGATCTGGGCTCCATCATG
TCACGCAGCTCTAGTCTGTGGGATGCGGCCAATGTCTATGGTGCGGACGTGGAAGGCGATCTGCTGACCACGGGTACCCC
GATTAGTTGTCCGCCGGTCATTGACATGATCTCCAACGATCCGATTCTGCGTGGCGTGAAACTGATCGCAGAAGCGTGGG
ATGCCGGCGGTCTGTACCAAGTGGGCATGTTTCCGCATTGGGGCATTTGGAGCGAATGGAATGGTAAATTTCGTGACGTT
GTCCGCCAATTCATCAAAGGCACCGATGGTTTTTCAGGCGCGTTCGCCGAATGCCTGTGTGGTTCGCCGAATCTGTATCA
GGGCGGTCGCAAACCGTGGCATAGCATTAACTTTATCTGCGCACACGACGGCTTCACCCTGGCTGATCTGGTGACGTACA
ACAATAAAAACAATCTGGCAAATGGTGAAGAAAACAATGACGGCGAAAATCACAACTATAGCTGGAACTGTGGTGAAGAA
GGCGATTTTGCTTCGATTAGCGTTAAACGTCTGCGCAAACGTCAGATGCGTAACTTTTTCGTTAGCCTGATGGTCTCTCA
AGGCGTGCCGATGATCTACATGGGTGACGAATATGGCCATACCAAAGGCGGTAACAATAACACGTACTGCCACGATAACT
ACATGAACTACTTCCGCTGGGACAAAAAAGAAGAAGCGCATAGTGATTTCTTTCGCTTTTGCCGTATTCTGATCAAATTC
CGTGACGAATGTGAATCCCTGGGCCTGAATGATTTTCCGACCGCGAAACGTCTGCAGTGGCATGGTCTGGCACCGGAAAT
TCCGAACTGGTCGGAAACGAGCCGTTTTGTGGCCTTCAGTCTGGTCGATTCCGTGAAAAAAGAAATCTACGTGGCGTTCA
ATACCTCCCATCTGGCCACGCTGGTTTCACTGCCGAACCGTCCGGGTTACCGTTGGGAACCGTTTGTGGATACCTCTAAA
CCGAGTCCGTATGACTGTATTACCCCGGATCTGCCGGAACGTGAAACGGCAATGAAACAGTATCGCCACTTTCTGGATGC
TAATGTTTACCCGATGCTGTCATATTCCTCAATTATCCTGCTGCTGTCGCCGATTAAAGATCCGA
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AtISA2

ATGGCACGTCTGTTTACCGGCCGCAAAAACAAAATCAAACTGGGTTCGGAAACCCTGATGTTTACGCGCAAACGTTTCA
TGGGTGATCTGGTGACCTCAGCGCTGCAGTCGTACCAATTTAGCAAAATTTGCGCGTCCAAAACGTCAATCGAACTGCGT
GAAGCCCTGTCGAGCCGTCGCGCAGAAGCTGATGACCTGAAAAAAGTTACCTCTTACAGTTTCCGTACGAAAGCGGGCGC
CCTGGTCAAAGTGAAAGTTGAGAAAAAACGTGAAAAATACAGCATTCTGGTCTATGTGTCTAGTCTGGAACTGTCCGGCG
ATGACAAATCACGTCTGGTTATGGTCTGGGGTGTGTACCGCTCTGATTCCTCATGTTTTCTGCCGCTGGACTTCGAAAAT
TCGAGCCAGGATAGTCAAACCCATACCACGGAAACCACGTTCGTTAAATCTAGTCTGTCCGAACTGATGCTGGGTCTGGA
ATTTGATGGCAAAGAATCGCCGTTTTATCTGAGCTTCCACCTGAAACTGGTTAGCGGTCGTGACCCGGATGGCCAGGAAA
TGCTGACCCATCGCGACACGGATTTTTGCATTCCGGTTGGTTTTACCGCCGGTCACCCGCTGCCGCTGGGTCTGTCCTCA
GGCCCGGATGACGATTCCTGGAATTTTTCGTTTTTCAGCCGTTCGAGCACGAACGTGGTTCTGTGTCTGTACGACGATTC
AACCACGGACAAACCGGCGCTGGAACTGGATCTGGACCCGTATGTGAATCGCACCGGCGATGTTTGGCATGCCTCAGTCG
ACAACACGTGGGATTTTGTTCGTTACGGTTATCGCTGCAAAGAAACCGCACACTCGAAAGAAGACGTGGATGTTGAAGGC
GAACCGATTGTTCTGGACCCGTACGCTACGGTCGTGGGCAAATCCGTCTCACAGAAATATCTGGGTTCGCTGAGCAAATC
TCCGAGTTTTGACTGGGGTGAAGATGTGAGCCCGAATATCCCGCTGGAAAAACTGCTGGTGTATCGTCTGAACGTTAAAG
GCTTCACCCAACATCGCTCTAGTAAACTGCCGTCGAATGTGGCAGGCACGTTTAGCGGCGTTGCTGAAAAAGTCTCTCAC
CTGAAAACCCTGGGTACGAACGCCGTTCTGCTGGAACCGATTTTTAGCTTCTCAGAACAGAAAGGCCCGTACTTTCCGTT
CCATTTCTTTAGCCCGATGGATATCTATGGTCCGTCGAATAGCCTGGAATCTGCAGTCAACAGTATGAAAGTCATGGTGA
AAAAACTGCATAGCGAAGGTATTGAAGTTCTGCTGGAAGTTGTCTTTACCCACACGGCAGATTCTGGTGCTCTGCGTGGC
ATCGACGATTCCTCATATTACTATAAAGGCCGCGCAAATGACCTGGATTCTAAAAGTTACCTGAATTGCAACTATCCGGT
GGTTCAGCAACTGGTGCTGGAAAGCCTGCGTTATTGGGTCACCGAATTCCATGTGGATGGCTTTTGTTTCATTAATGCGA
GCAGCCTGCTGCGTGGTGTTCATGGTGAACAGCTGTCTCGCCCGCCGCTGGTTGAAGCAATTGCTTTTGATCCGCTGCTG
GCCGAAACCAAACTGATCGCCGACTGTTGGGACCCGCTGGAAATGATGCCGAAAGAAGTGCGTTTCCCGCATTGGAAACG
CTGGGCGGAACTGAACACCCGCTACTGCCGTAATGTCCGCAACTTTCTGCGTGGTCGTGGTGTGCTGAGCGATCTGGCAA
CCCGCATTTGTGGCTCTGGTGACGTTTTCACGGATGGCCGTGGTCCGGCTTTTAGCTTCAATTATATTTCTCGCAACAGT
GGCCTGTCCCTGGTTGATATCGTCTCCTTTTCAGGTCCGGAACTGGCCTCAGAACTGTCGTGGAATTGCGGTGAAGAAGG
CGCGACCAACAAATCTGCCGTGCTGCAGCGTCGCCTGAAACAAATCCGTAATTTTCTGTTCATCCAGTACATCAGTCTGG
GCGTTCCGGTCCTGAACATGGGTGACGAATGTGGCATCTCCACCCGTGGTTCACCGCTGCTGGAAAGCCGCAAACCGTTT
GATTGGAATCTGCTGGCGTCTGCCTTCGGCACCCAGATTACGCAATTTATCTCGTTCATGACCAGCGTGCGTGCCCGTCG
CAGCGACGTTTTTCAGCGTCGCGATTTCCTGAAACCGGAAAATATTGTGTGGTATGCCAACGACCAAACCACGCCGAAAT
GGGAAGATCCGGCATCTAAATTTCTGGCTCTGGAAATCAAATCGGAAAGCGAAGAAGAAGAAACCGCGAGTCTGGCCGAA
CCGAATGAACCGAAATCCAACGACCTGTTTATTGGTTTCAACGCGTCTGATCATCCGGAAAGTGTCGTGCTGCCGTCCCT
GCCGGATGGCTCAAAATGGCGTCGCCTGGTGGATACCGCACTGCCGTTTCCGGGCTTTTTCAGCGTTGAAGGCGAAACGG
TTGTCGCTGAAGAACCGCTGCAGCAACTGGTGGTTTATGAAATGAAACCGTACTCTTGCACCCTGTTCGAAACCATCAAT
ACCACCGCCC

ZmliSA1

ATGGCTGAAGCAGTCCAAGCAGAAGAAGACGATGATGATGATGATGAAGAAGTGGCTGAAGAACGTTTTGCCCTGGGTG
GTGCGTGCCGTGTGCTGGCGGGTATGCCGGCACCGCTGGGTGCAACCGCACTGCGCGGCGGTGTCAACTTCGCTGTGTAT
AGCTCTGGTGCGTCCGCGGCCTCACTGTGTCTGTTTGCCCCGGGCGACCTGAAAGCAGATCGTGTTACCGAAGAAGTCCC
GCTGGACCCGCTGCTGAATCGTACCGGTAACGTTTGGCATGTCTTTATTCACGGCGACCAGCTGCACGGTATGCTGTATG
GCTACCGCTTTGATGGTGTGTTCGCCCCGGAACGTGGCCAATATTACGACGTTAGCAATGTGGTTGTCGATCCGTATGCT
AAAGCGGTGGTTTCGCGCGGTGAATATGGTGTTCCGGCTCCGGGCGGTAGCTGCTGGCCGCAGATGGCGGGTATGATCCC
GCTGCCGTACAACAAATTCGACTGGCAGGGTGATCTGCCGCTGGGCTATCATCAAAAAGACCTGGTGATTTACGAAATGC
ATCTGCGTGGTTTTACCAAACACAATAGTTCCAAAACCAAACATCCGGGCACGTATATTGGCGCGGTCAGCAAACTGGAT
CACCTGAAAGAACTGGGCGTGAATTGCATCGAACTGATGCCGTGTCATGAATTCAACGAACTGGAATACTTCTCATCGAG
CTCTAAAATGAACTTTTGGGGTTACTCGACCATTAACTTTTTCAGCCCGATGGCACGCTATAGTTCCTCAGGCATTCGTG
ATAGCGGTTGTGGCGCGATCAACGAATTTAAAGCCTTCGTCCGCGAAGCACACAAACGTGGCATTGAAGTGATCATGGAT
GTCGTGTTCAATCATACGGCCGAGGGTAACGAAAAAGGCCCGATTCTGTCGTTTCGCGGTATCGATAATAGCACCTATTA
CATGCTGGCACCGAAAGGCGAATTTTATAATTACTCTGGTTGCGGCAACACGTTCAATTGTAACCACCCGGTTGTCCGCG
AATTTATTGTGGATTGCCTGCGTTACTGGGTGACCGAAATGCATGTTGATGGTTTTCGCTTCGACCTGGCGTCTATCCTG
ACGCGTGGCTGTAGTCTGTGGGACCCGGTTAACGTCTATGGTTCGCCGATGGAAGGCGATATGATTACCACCGGTACCCC
GCTGGTTGCGCCGCCGCTGATTGATATGATCAGTAATGACCCGATTCTGGGCAACGTGAAACTGATCGCCGAAGCATGGG
ATGCCGGCGGTCTGTACCAGGTTGGTCAATTCCCGCATTGGAATGTCTGGAGCGAATGGAACGGCAAATATCGCGACACC
GTGCGTCAGTTTATCAAGGGTACGGATGGCTTTGCTGGTGCGTTCGCCGAATGCCTGTGTGGTTCGCCGCAGCTGTATCA
AGCAGGCGGTCGTAAACCGTGGCACAGCATTAATTTTGTTTGCGCCCATGACGGCTTCACCCTGGCGGATCTGGTGACGT
ATAATTCGAAATACAATCTGAGCAACGGTGAAGACAACCGCGATGGCGAAAATCACAACCTGTCTTGGAATTGCGGCGAA
GAAGGTGAATTTGCCTCTCTGAGTGTGCGTCGCCTGCGTAAACGCCAGATGCGTAACTTTTTCGTGTGTCTGATGGTTAG
CCAAGGTGTCCCGATGTTCTATATGGGTGACGAATACGGCCATACCAAAGGCGGTAACAATAACACGTACTGTCATGATC
ACTATGTGAATTACTTTCGCTGGGACAAAAAAGAAGAACAGTCGAGCGATCTGTATCGCTTTTGCCGTCTGATGACCAAA
TTCCGCAAAGAATGTGAATCGCTGGGTCTGGAAGATTTTCCGACGAGCGAACGTCTGAAATGGCATGGCCACCAACCGGA
AAAACCGGACTGGTCGGAAGCTAGCCGTTTTGTTGCGTTCACCATGAAAGATGAAACGAAAGGCGAAATTTATGTGGCGT
TTAACACCTCTCACCTGCCGGTGGTTGTCGGTCTGCCGGAACGCAGTGGCTTCCGTTGGGAACCGGTGGTTGATACGGGT
AAAGAAGCACCGTACGACTTTCTGACCGATGGTCTGCCGGACCGTGCTGTGACCGTTTACCAGTTCTCTCATTTCCTGAA
CAGTAACCTGTATCCGATGCTGAGCTACTCTAGTATTATCCTGGTCCTGCGTCCGGATGTGA
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ATGGCAGCTGCGCGCAGTTATCGTTACCGCTTTCGTACCGATGACGATGGCGTCGTGGATGTCGCAGTGGCTGGCAAAG
ACGGTGATGCGGGCTATGTTGTCGCAATTGAAGCTCCGACCCACGGTCAGCGCGGCGGTCTGGTTCTGCGCCCGGCAGGT
TCTGGTGAAGGTGTTCCGCTGGCACCGGCGGCACCGGGCGGTGCGCTGGTCGCCGAACTGTCCTATGACGTGGCGCGTGC
CCCGTTTCACGTTTCATTCACCCTGGCAGATGCTATGGGTGCGGAAATTCGCACCCATCGTGGCACGTCCTTTCGTGTTC
CGGTTGGTGTGGGTCGTGGTTGTCCGTCACCGCTGGGTCTGTCCCAGTCAAAAGATGGCGCTGCGAATTTCGCTGTGTAC
AGCAAAATTGCGAAGGGTATGGTTCTGTGTCTGTTTGGCGGTGGCGGTGGCGATGGTCCGGCACTGGAAATCGAACTGGA
CCCGTATGTTCACCGCACCGGTGATGTGTGGCATGTTTCTATGGAAAGTGTGGAAGGCTATGCCCGCTACGGTTTCCGTT
CCGGCCTGTTTGCAATGTTCGGCATTGATCGTCCGCTGCTGGACCCGTATGCTAAAGTTATCGGTGATTTTGTCGCGGGC
GACAGCGTGGACGAAGATGGTCTGGCGGTGCCGTCCATTCGTTGCCTGGCCTCACTGAAAAATGCACCGAACTACGATTG
GGGCCGCGACAAACATCCGTGTCTGCCGCTGCAGAAACTGGTGGTTTATCGTGCAAACGTTGCTCTGTTTACCAAAGACC
GCTCCTCACGTCTGGCTGATAATGCCGCAGGCACGTTCTCCGGCATGTCAGCGAAAGTGGAACATTTTCGCCACCTGGGT
GTCAACGCCGTGCTGCTGGAACCGGTGTTTCCGTTCCACCAAGTTAAAGGCCCGTATTTTCCGTACCATTTCTTTAGCCC
GATGAGCCTGTATTCGAGCGAATGCTCTAGTGTGTCCGCGATCAAATCAATGAAAGATATGGTTAAAACCATGCACCGCA
ATGGTATCGAAGTCCTGCTGGAAGTCGTGTTTACCCATACGGCAGAAGGTGGCGCTGAATGTCAGATGATTAGCCTGCGT
GGTATCGACGGCTCCTCATATTACATTGCGGATGGTATCGCCGGCTGCAAAGCATCGGTCCTGAATTGTAACCACCCGGT
GACCCAAAAACTGATTCTGGATAGCCTGCGCCATTGGGTTCTGGATTTCCACGTCGACGGCTTTTGCTTCATTAATGCAC
CGTTTCTGGTGCGTGGTCCGGGTGGCGAAGGTCTGTCTCGTCCGCCGCTGCTGGAAGCCATTGCCTTTGATCCGGTTCTG
AGTAAAACCAAAATTATCGCAGACCCGTGGTCCCCGCTGGATATCTCAAACGTGCAGTTTCCGTTCCCGCATTGGAAACG
TTGGGCGGAAATGAATACCCGCTTTTCTATGGATGTTCGTAAATTCCTGAAAGGTGAAGCCCTGATTTCTGACCTGGCAA
CGCGCCTGTGTGGTAGTGGCGACCTGTTTAGCAGCCGTGGCCCGGCCTTTTCTTTCAATTACGTGTCTCGCAACAGTGGC
CTGACCCTGGTTGACCTGGTCAGTTTTTCTAGTGATGAACTGGCCTCCGAATTCTCATGGAACTATGGTGAAGAAGGCCC
GAGTGAAAATAACGCAGTTTTCCAGACCCGCCTGCGTCAAATCCATAATTTTCTGTTCATCCTGTTCATCTCCCTGGGCA
TCCCGGTGCTGAATATGGGTGACGAATGCGGCAACTCAGCTGCGGGTTCGACCAGCTATAAAGATCGTGGCCTGCTGAAC
TGGAAAGCTCTGAAAACCGCGTTTGTGAAAGAAGTTACGGGTTTTATCTCGTTCCTGAGCGCTCTGCGCAGCCGTCGCGC
CGATATTTTTCAGCGTTGTGAATTCCTGAAACTGGAAAATATCCACTGGTACGGCTCTGACCTGAGTGAACCGTGCTGGG
AAGATCCGACCTCCAATTTCCTGTGTCTGCATATTAACGCGGAACTGGATGAAAAACTGCCGGACTCAACGGGTGGCGAT
CTGTATATTTGCTTTAATGCCAACGAAGAATCTGCAAGTGCTACCCTGCCGGCGATCGCCGAAGGTAGCATGTGGCTGCG
TCTGGTTGATACGTCCCTGGCGTTCCCGGGCTTTTTCAGCCGTGGCAGCAGCCATGAAACCCACCAGGTGCTGGGCTTTT
CGAGCTATCAAGTCAAAGCCCATAGCTGCGTCCTGTTCGAAAGCAAACGTGTCCTGAGCC

Supplemental Figure S1:

Top-panel: This picture exemplifies the construction of the vectors designed for expression in E. coli.
ISA1 and ISA2 genes (from maize or Arabidopsis) optimized for expression in E. coli (see below)
were synthetized in the form of an operon including START and STOP codons for each ORF and
integrated in vector pUCS57. From this vector, several constructions were made by transfering ISA1 or
ISA2 or ISA1 and ISA2 into the destination vector pBE1343. ISA1 was transfered after digestion with
Bglll and HindlIII and ISA2 was transfered after the digestion with BamHI and Xhol. In both case, the
corresponding proteins were tagged with the 8xHis sequence (the STOP codon being placed
downstream of the tag). The transfer of both ISA1 and ISA2 as an operon into pBE1343 was achieved
by the digestion with both Bglll and Xhol. In that case, only ISA2 was tagged with the 8xHis

sequence

Sequences of maize (Zm) and Arabidopsis (At) ISA1 and ISA2 structural genes optimized for

expression on E. coli are shown from here, as it is included in the expression vector.
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pMDC32

%5

AtISA1-FL

ATGGATGCAATCAAATGCAGTTCCAGTTTCCTCCATCACACCAAGCTCAACACTCTCTTCTCTAATCACACCTTTCCTAAAATCTCCGCTCCCAATTTCAAGCCCCTCTTCCGTCCGATTTCGATTTCCGCAAAGGACAGA
AGAAGCAACGAAGCTGAARATATCGCCGTAGTAGAGAAACCTCTTAAATCAGATAGATTTTTTATCTCCGATGGACTTCCTTCTCCATTCGGACCCACCGTCAGAGACGACGGCGTCAATTTCTCTGTTTACTCTACAAAC
TCCGTTTCCGCTACCATCTGCTTGATTTCTCTCTCCGATCTCCGTCAGAACAAAGTGACGGAGGAGATTCAGCTTGATCCATCAAGGAATAGAACTGGCCATGTTTGGCATGTGTTCTTGAGAGGAGATTTCAAAGATATG
TTGTATGGTTATAGATTTGATGGCAAGTTTTCTCCTGAAGAAGGTCATTATTATGATTCCTCCAACATTTTATTGGATCCTTACGCAAAGGCAATTATAAGCAGAGATGAGTTTGGAGTTTTGGGACCTGATGATAATTGT
TGGCCTCAAATGGCGTGTATGGTACCCACTCGTGAGGAAGAGTTTGATTGGGAAGGGGATATGCATCTGAAGCTTCCACAGAAAGATCTTGTTATATATGAAATGCATGTGCGAGGTTTTACAAGGCATGAGTCTAGTAAA
ATTGAATTCCCTGGCACATACCAGGGTGTTGCAGAGAAGCTTGACCATTTGAAGGAGCTTGGGATAAATTGTATAGAATTAATGCCATGTCACGAGTTTAATGAGCTGGAGTATTACAGCTACAATACGATTTTGGGAGAC
CACAGGGTAAATTTTTGGGGTTACTCTACCATTGGGTTCTTCTCGCCCATGATCAGATACGCATCAGCAAGCTCTAACAATTTTGCTGGACGAGCCATAAATGAATTCAAAATTCTTGTTAAGGAGGCACATAAACGAGGA
ATTGAGGTAATCATGGATGTCGTCTTGAACCACACAGCCGAAGGGAATGAAAAAGGGCCCATTTTCTCATTTAGAGGAGTTGATAACAGTGTCTATTACATGCTTGCTCCAAAGGGCGAGTTCTATAATTATTCAGGCTGT
GGTAATACATTCAACTGCAATCATCCTGTGGTGCGTCAATTCATATTGGATTGCCTGAGATATTGGGTTACAGAAATGCATGTTGACGGCTTCCGCTTTGATCTTGGTTCAATCATGTCAAGGAGCAGCAGCCTTTGGGAT
GCAGCCAATGTTTACGGGGCTGATGTAGAAGGTGACTTGCTCACAACTGGTACTCCTATTAGCTGCCCTCCAGTAATTGACATGATAAGTAATGATCCAATACTCCGCGGTGTTAAGCTAATAGCTGAAGCATGGGATGCG
GGTGGGCTGTACCAAGTTGGCATGTTTCCACACTGGGGTATTTGGTCTGAGTGGAATGGAAAGTTTCGGGATGTTGTGAGACAGTTCATAAAAGGCACCGATGGCTTTTCTGGTGCTTTTGCTGAATGTCTCTGTGGAAGC
CCAAATCTGTACCAGGGAGGTAGGAAACCTTGGCACAGCATCAATTTTATATGTGCGCATGATGGTTTTACGTTGGCAGATTTAGTAACTTACAACAATAAGAATAACTTGGCAAATGGAGAAGAGAATAATGATGGAGAG
AATCACAATTACAGCTGGAACTGTGGAGAGGAGGGAGACTTTGCGAGTATCTCGGTGAAGAGACTAAGGAAACGACAGATGCGGAATTTCTTTGTTTCCCTCATGGTTTCCCAAGGTGTCCCAATGATTTACATGGGAGAT
GAATATGGCCATACTAAAGGGGGAAACAACAACACGTATTGCCATGACAACTATATGAACTATTTTCGGTGGGATAAAAAGGAAGAAGCACATTCTGACTTCTTCAGATTCTGCCGTATTCTTATCAAGTTTCGTGATGAA
TGTGAATCACTTGGCTTGAATGATTTCCCAACAGCAAAGCGTCTGCAGTGGCATGGTCTTGCTCCTGAGATCCCAAATTGGTCTGAAACAAGTCGATTTGTTGCATTTTCACTGGTCGATTCTGTGAAGAAAGAAATCTAT
GTGGCCTTCAACACCAGTCATTTAGCCACACTTGTTTCGCTACCGAATAGGCCAGGATACCGATGGGAGCCATTTGTAGACACGAGCAAACCGAGCCCTTACGACTGCATAACACCGGATCTCCCAGAGAGAGARACGGCG
ATGAAGCAGTATAGGCACTTCTTAGATGCAAATGTGTACCCAATGCTCAGTTACTCATCCATCATTCTCCTTCTTTCACCAATTAAAGACCCCTGA

ZmISA1-FL

ATGGATGCAATCAAATGCAGTTCCAGTTTCCTCCATCACACCAAGCTCAACACTCTCTTCTCTAATCACACCTTTCCTAAAATCTCCGCTCCCAATTTCAAGCCCCTCTTCCGTCCGATTTCGATTTCCGTGGCCGAGGCG
GTGCAGGCGGAGGAGGACGACGACGACGACGACGAGGAGGTGGCCGAGGAGAGGTTCGCGCTGGGCGGCGCGTGCCGGGTGCTCGCGGGAATGCCCGCGCCGCTCGGCGCCACCGCGCTCCGCGGCGGTGTCAACTTCGCC
GTCTACTCCAGCGGTGCCTCCGCCGCGTCGCTGTGCCTCTTCGCTCCCGGCGACCTCAAGGCGGATAGGGTGACCGAGGAGGTGCCCCTCGATCCCCTGCTCAACCGARCGGGAARCGTGTGGCACGTGTTCATCCACGGG
GACCAGCTGCACGGCATGCTCTACGGATACAGGTTCGATGGCGTGTTCGCCCCTGAGCGCGGACAGTACTACGATGTGTCCAACGTTGTGGTGGATCCATACGCTAAGGCAGTGGTAAGCCGAGGTGAATATGGTGTGCCT
GCGCCTGGTGGTAGTTGTTGGCCTCAAATGGCTGGTATGATCCCTCTTCCCTATAATAAGTTTGATTGGCAAGGTGACCTACCCCTTGGGTACCATCAGAAGGACCTTGTCATATATGAAATGCATTTGCGTGGATTCACA
AAGCACAACTCAAGCAAGACAAAACACCCAGGAACTTACATTGGTGCTGTGTCAAAGCTTGACCATCTAAAGGAACTTGGAGTGAACTGTATAGAGCTAATGCCCTGCCATGAGTTCAATGAGCTAGAGTACTTCAGCTCC
TCTTCGAAGATGAACTTCTGGGGATATTCCACAATAAATTTTTTCTCACCAATGGCAAGATATTCTTCAAGTGGCATAAGAGACTCTGGATGTGGTGCCATAAATGAATTTAAAGCTTTTGTAAGGGAGGCCCACAAACGG
GGAATTGAGGTGATCATGGATGTTGTCTTCAATCATACAGCTGAAGGTAATGAGAAAGGCCCAATATTATCCTTTAGGGGGATAGATAATAGTACATACTACATGCTTGCACCTAAGGGAGAGTTTTATAATTATTCTGGT
TGTGGAAATACCTTCAATTGTAATCATCCTGTAGTCCGTGAATTTATAGTGGATTGCTTGAGATACTGGGTAACAGAAATGCATGTTGATGGTTTTCGTTTTGACCTTGCATCTATACTGACCAGAGGATGCAGTCTATGG
GATCCAGTTAATGTGTATGGAAGTCCAATGGAAGGTGACATGATTACGACAGGGACACCTCTTGTTGCCCCACCACTTATTGACATGATTAGCAATGACCCAATTCTTGGAAATGTCAAGCTCATTGCTGAAGCATGGGAT
GCAGGAGGTCTCTATCAAGTTGGTCAGTTTCCTCACTGGAACGTTTGGTCAGAGTGGAATGGAAAGTATCGCGATACCGTGCGTCAGTTCATCAAAGGCACAGATGGATTTGCTGGTGCTTTTGCTGAATGCCTATGTGGA
AGTCCACAGTTATACCAGGCAGGGGGGAGGAAGCCTTGGCACAGTATCAACTTTGTATGTGCACACGATGGATTTACACTGGCTGATTTGGTCACATACAATAGCAAGTACAACTTGTCAAATGGTGAGGACAACAGAGAT
GGGGAAAATCATAATCTTAGCTGGAATTGTGGGGAGGAAGGAGAATTTGCAAGTCTGTCAGTCCGAAGATTAAGGAAGAGGCAAATGCGCAATTTCTTTGTTTGTCTTATGGTTTCTCAGGGAGTTCCAATGTTCTACATG
GGCGATGAATATGGTCACACAAAGGGAGGGAACAACAATACGTACTGCCATGACCATTATGTCAATTATTTCCGTTGGGATAAGAAGGAAGAACAATCCTCTGATTTGTACAGATTCTGCCGTCTCATGACCAAATTCCGC
AAAGAATGTGAATCTCTTGGCCTTGAGGACTTCCCGACTTCAGAACGGTTGAAATGGCACGGTCATCAGCCCGAGAAGCCTGACTGGTCAGAGGCAAGCCGATTCGTTGCCTTCACCATGAAGGACGAAACCARAGGCGAG
ATCTACGTGGCCTTCAACACCAGTCACCTTCCGGTGGTTGTTGGGCTTCCAGAGCGCTCTGGGTTCCGATGGGAGCCGGTGGTGGACACCGGCAAGGAGGCACCATATGACTTCCTCACCGATGGCCTGCCAGATCGTGCT
GTCACCGTCTACCAGTTCTCTCATTTCCTCAACTCCAATCTCTATCCTATGCTCAGCTACTCCTCCATCATCCTTGTATTGCGCCCTGATGTCTGA

Supplemental Figure S3:

Map of the shuttle vector pMDC32 used for expression of the recombinant genes AtISA1-FL and
ZmISA1-FL into Arabidopsis thaliana. Arabidopsis (AtISA1-FL) and maize (ZmISA1-FL) full length
cDNA sequence of ISA1 gene (depicted above) were introduced between the right (RB) and left (LB)
borders of the modified T-DNA and placed under the control of the strong and constitutive 2x35S
promoter. The Nos T terminator sequence was placed downstream of ISA1 ¢cDNA. Kan® is the
selection marker for E. coli and Agrobacterium tumefaciens conferring resistance to kanamycin. Hyg"

is the gene that confers resistance to hygromycine B to the transformed plants.
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Figures supplémentaires en rapport avec la seconde publication « Function of isoamylase-

type starch debranching enzymes ISA1 and ISA2 in the Zea mays leaf »

Phaseolus
Pea
Arabidopsis
Poplar
Grape
Potato
Wheat
Barley
Brachypodium
Rice

Maize

Phaseolus
Pea
Arabidopsis
Poplar
Grape
Potato
Wheat
Barley
Brachypodium
Rice

Maize

Phaseolus
Pea
Arabidopsis
Poplar
Grape
Potato
Wheat
Barley
Brachypodium
Rice

Maize

Phaseolus
Pea
Arabidopsis
Poplar
Grape
Potato
Wheat
Barley
Brachypodium
Rice

Maize

Phaseolus
Pea
Arabidopsis
Poplar
Grape
Potato
Wheat
Barley
Brachypodium
Rice

Maize

© 2014 Tous droits réservés.

___________________ MKCFSLPSLSAPTFTILPQCALTVRVSLANYRFSQLHETDS
__________________ MYSLSPPHTTTTSISHSTTHALINKTKLLELHNHNHSRISIT
__________________________ MDAIKCSSSFLHHTKLNTLFSNHTFPKISAPNFK
________________ MNLLHSTSHSVHVLKFISQFRSTPKFCLLKRNVTSNLENFGSNL
_________________ MELLHCPSISTYKPKLSFHNHLFSRRSSNGVDFESIWRKSRSS
________________ MAKAPCLCARPSLAARTRRPGPGPAPRLRRWRPNATAGKGVGEV
_____________ MKMMAMAEAPCLCARPFLAARAWRPGPAPRLRRWRPNATAGKGVGEV
_____________ MTIAAQVPCLCARPASLAGPRLRGAARRRPNARTARGGARKGVGAVR
MASLPHCLSARPLVVAAAPGRPGPGPGPWLRGGARRRNAAFSAGNAGRRVGLRRSVASAV
_______________ MAQQLPCVSSPRPLLAVPAGRWRAGVRGRPNVAGLGRGRLSLHAA

VIRTVARTRAARNGGAVDTETAVVEKPQLESLFQVSRGYASPFGATVRDGGVNFAIYSLN
ISSKSNSNKTFAIGNRVGVETEIAVVEIHKPQFEVSRGFPSPFGATAQEDGVNFAIYSLN
PLFRPISISAKDRRSNEAENIAVVEKPLKSDRFFISDGLPSPFGPTVRDDGVNFSVYSTN
FSNSTASISIKAARDGVDTAVVVEEEGPKLRKFQVFEGHPSPFGATVRDGGVNFAIFSAN
-—--MRFSKWVVAAVGSGAEAETVVVEKPKLOQPFLVFEGCPAPLGATARDGGVNFAVYSGN
VVNAAVDSGRGGVVKTAATAVVVEKPTTERCRFEVLSGKPLPFGATATDGGVNFAVESRN
CAAVVEVATKAEDE-GEEDEPVAEDRYALGGACRVLAGMPTPLGATALAGGVNFAVYSGG
CAAAVEAATKAEEEEDEEEEPVAEDRYALGGACRVLAGMPAPLGATALAGGVNFAVYSGG
AAALEAQPLVEEGEDEDEEALVEVERHALGGACRVLAGMPGPLGATALAGGVNFAVYSGG
EVGVGEDEEGVEEEEEEVEAVVMPERYALGGACRVLAGMPAPLGATALDGGVNFAVYSAG
AARPVAEAVQAEEDDDDDDEEVAEERFALGGACRVLAGMPAPLGATALRGGVNFAVYSSG

H S JEEREA o
AFSATLCLFTLSDFQNNRVTESVPLDPLINKTGGIWHVFLKG-DFSDMLYGYKFDGKESP
AHSATLCLFTLSDFKNNKVTEYIALDPLVNKTGCVWHVFLKG-DFKDMLYGYKFDGKESP
SVSATICLISLSDLRONKVTEEIQLDPSRNRTGHVWHVFLRG-DFKDMLYGYRFDGKESP
AVSATLCLISLSDLPENRVTEQFFLDPLTNKTGDVWHVHLKG-DFKDMLYGYKFDGSFESP
AVSATLCLISASDLEEDRVTEQISLDPLTNKTGDVWHVFLKG-NFENIVYGYKFDGKESP
ATAATLCLITLSDLPEKRVTEQIFLDPLANKTGDVWHVFLKG-DFENMLYGYKFDGKECP
ATAAALCLFTPEDLKADRVTEEVPLDPLMNRTGNVWHVFIEG-ELQDMLYGYRFDGTFAP
ATAAALCLFTPEDLKADRVSEEVPLDPLMNRTGDVWHVFLEG-ELHGMLYGYRFDGTFAP
ATAAALCLFTPDDLKADRVTEEVPLDPEANRTGNVWHVFLEGGHLHDMLYGYRFDGAFAP
ASAASLCLFTPDDLEADEVTEEVPLDPLFNRTGNVWHVFIEG-ELHNMLYGYRFDGMFAP
ASAASLCLFAPGDLKADRVTEEVPLDPLLNRTGNVWHVFIHGDQLHGMLYGYRFDGVFAP

ek e o kK oo * . * o % * % * Kk oekk ek kk o KX s e kkkekkk X K

LEGHYYDSSRIVLDPYAKAVISRGEFGALGPNGNCWPQMAGMVPSDHDEFDWEGDLPLKY
QQGHYYDSSRVLLDPYAKAVISRGEYGAVGLDGNCWPOQMAGMVPFDPEEFDWEGDLPLKY
EEGHYYDSSNILLDPYAKAIISRDEFGVLGPDDNCWPQMACMVPTREEEFDWEGDMHLKL
EEGHYYDPSQIVLDPYAKAVISRGDFGVLGSDDNCWPQMACMIPTADDKFDWEGDSLLKY
EEGHYYDSSRLLLDPYAKAVISRGEFGILGPEGNCWPLMAGMIPSSDAEFDWEGDLPLKY
EEGHYFDSSQIVLDPYAKAIVSRGEYGVLGPEDDCWPPMAGMVPSASDQFDWEGDLPLKF
HCGHYLDVSNVVVDPYAKAVISRGEYGVPARGNNCWPQOMAGMIPLPYSTFDWEGDLPLRY
HCGHYFDVSNVVVDPYAKAVISREEYGVPAHGNNCWPOMAGMIPLPYSTFDWEGDLPLRY
HCGQRFDASAVVVDPYAKAVVSRGEYGVPAPGGECWPQMAGMIPLPYSTFDWQGDLPLRY
HCGQYFDVSNVVVDPYAKAVISRGEYGVPGPGGDCWPQMAGMIPLPYSTFDWQGDLPLRY
ERGQYYDVSNVVVDPYAKAVVSRGEYGVPAPGGSCWPQMAGMIPLPYNKFDWQGDLPLGY

* . Kk ke e ekkhkhkh ko o kK .ok *kk  kk ke Kk * ok k o kK *

POKDLVVYEMHVRGFTKHESSNTKFPGTYLGVVEKLDHLKELGVNCLELMPCHEFNELEY
POKDLIIYEMHVRGFTKHESSKTEFPGTYLGVVEKLDHLTELGVNCIQLMPCNEFNELEY
POKDLVIYEMHVRGFTRHESSKIEFPGTYQGVAEKLDHLKELGINCIELMPCHEFNELEY
PORDLILYEMHVRGFTQHESSRTEFPGTYLGVVEKLGHLKELGVNCIELMPCHEFNELEY
POKDLIIYEMHVRGFTRHESSRTKFPGTYHGVVEKLDHLKELGVNCIELMPCHEFNELEY
PORDLVIYEMHVRGFTNHESSETKYPGTYLGVVEKLDHLKELGVNCIELMPCHEFNELEY
POKDLVIYEMHLRGFTKHDSSNVEHPGTFIGAVSKLDYLKELGVNCIELMPCHEFNELEY
POKDLVIYEMHLRGFTKHDSSNVEHPGTFIGAVSKLDYLKELGVNCIELMPCHEFNELEY
POKDLVIYEMHLRGFTKHDSSNVKHPGTFIGAVSKLDYLKELGVNCVELMPCHEFNELEY
POKDLVIYEMHLRGFTKHSSSNVEHPGTYIGAISKLDYLKELGVNCVELMPCHEFNELEY
HOKDLVIYEMHLRGFTKHNSSKTKHPGTYIGAVSKLDHLKELGVNCIELMPCHEFNELEY

Kk ekk o okhkhkkoehkrhkk Kk kK «  kkk e Kk kk ek hkhkkoekkookkrkkoekkkkk Ak
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SSYNSVQGDYRVNFWGYSTINFFSPMIRYSSAGIRNCGRDGINEIKFLIKEAHKRGIEVI
YSYNAVQGDYRVNFWGYSTINYFSPMIRYSSAGTONCGRDGINEIKFLIKEAHKRGIEVI
YSYNTILGDHRVNFWGYSTIGFFSPMIRYASASSNNFAGRAINEFKILVKEAHKRGIEVI
YDYNSVEFGDYKVNFWGYSTVNYFSPMTRYSSAGTLNCGHDAINEFKLLVREAHKRGIEVF
FSYNSVLDDYRVNEFWGYSTVNYFSPMIRYSSAGIHNCGHDAINEVKLLIREAHKRGIEVL
YSYNSVLGDYKENFWGYSTVNFFSPMGRYSSAGLSNCGLGAINEFKYLVKEAHKRGIEVI

STSS----- SKMNFWGYSTINFFSPMTRYTSGGIKNCGRDAINEFKTFVREAHKRGIEVI
ATSS----- SKMNFWGYSTINFFSPMTRYTSGGIKNCGRDGINEFKTFVRESHKRGIEVI
FTSS----- SKMNFWGYSTINFFSPMTRYASGGINNCGRDAINEFKTFVREAHKRGIEVI
FSCS----- SKMNFWGYSTINFFSPMIRYSSGGIRNCGRDAINEFKTFVREAHKRGIEVI
FSSS----- SKMNFWGYSTINFFSPMARYSSSGIRDSGCGAINEFKAFVREAHKRGIEVI

KAKKKKK | okokokk Ak ok | .. KKK ks a ek kAKRKRKKK .
MDVVENHTAEGNEDGPIISFRGVDNSIYYMVAPKGEFYNYSGCGNTFNCSHPVVRQFIVD
MDVVENHTAEGNEKGPIISFRGVDNSVYYMVAPKGEFYNYSGCGNTFNCNHPVVRKFIVD
MDVVLNHTAEGNEKGPIFSFRGVDNSVYYMLAPKGEFYNYSGCGNTFNCNHPVVRQFILD
MDVVENHTAEGNERGPILSFKGVDNSVYYMLAPKGEFYNYSGCGNTFNCNHPVVRQFILD
MDVVENHTAEGNENGPILSFRGVDNSVYYMLAPKGEFYNYSGCGNTFNCNHPIVRQFILD
MDVVENHTAEGNENGPILSFRGIDNSVFYTLAPKGEFYNYSGCGNTFNCNNPIVRQFIVD
LDVVFNHTAEGNENGPILSFRGVDNTTYYMLAPKGEFYNYSGCGNTFNCNHPVVRQFIVD
LDVVFNHTAEGNENGPILSFRGVDNTTYYMLAPKGEFYNYSGCGNTFNCNHPVVRQFIVD
LDVVFNHTAEGNENGPILSFRGIDNSTYYMLAPKGEFYNYSGCGNTFNCNHPVVREFIVD
MDVVENHTAEGNEKGPILSFRGIDNSTYYMLAPKGEFYNYSGCGNTFNCNHPVVREFIVD
MDVVENHTAEGNEKGPILSFRGIDNSTYYMLAPKGEFYNYSGCGNTFNCNHPVVREFIVD

ehhkk ek hhkhAhhhkh Ahkkhkokhhokohkhe ok ohhhhhhhhkhAhhkrAhkhkhhkhkh okokkhohkhkeor

CLRYWVTEMHVDGFRFDLASIMTRSSSLWDATNVFGAPIEGDLLTTGTPLGSPPLIDLIS
CLRYWVAEMHVDGFRFDLASIMTRGSSLWNGVNVEFGTPIEGDMLTIGTPLSSPPLIDMIS
CLRYWVTEMHVDGFRFDLGSIMSRSSSLWDAANVYGADVEGDLLTTGTPISCPPVIDMIS
CLRYWVIEMHVDGFRFDLASIMTRSSSLWDAVNVEFGSPIEGDLVTTGTPLGSPPLIEMMS
CLRYWVTEMHVDGFRFDLASIMTRGSSLWDALNVYGNPAEGDSLTTGTPLSSPPLIDMIS
CLRYWVTEMHVDGFREFDLASILTRSSSSWNAVNVYGNSIDGDVITTGTPLTSPPLIDMIS
CLRYWVTEMHVDGFRFDLASIMTRGSSLWDPVNVYGAPIEGDMITTGTPLVTPPLIDMIS
CLRYWVMEMHIDGFRFDLASIMTRGSSLWDPINVYGAPIEGDMITTGTPLVTPPLIDMIS
CLRYWVTEMHVDGFRFDLASIMTRGSSLWDPVNVYGDQIEGDMITTGTPLVTPPLIDMIS
CLRYWVTEMHVDGFREFDLASIMTRGCSLWDPVNVYGSPVEGDMTTTGTPLATPPLIDMIS
CLRYWVTEMHVDGFRFDLASILTRGCSLWDPVNVYGSPMEGDMITTGTPLVAPPLIDMIS

khkhkhkkk KAhkkoekhkkhkkhkkhkhk Khko ok * k. * koo Kk .« kX *  kk Kk e hk ok o o ook
* K Kk Kk K khkkoekhkkhkhk hhkhkhkkhkhkh *hkkhkkx ohkkhkhkhkkhkhkkoekhkh *hkkhkhkkhkkhkkokhhkhkeok *kkx

LCGSPNLYQGGGRKPWNSINFVCAHDGFTLADLVTYTNKHNLSNGEDNNDGENHNNSWNC
VCGSPSLYQGG-RKPWNSINLVCAHDGFTLADLVTYNSKHNLPNGEDNNDGENHNNSWNC
LCGSPNLYQGG-RKPWHSINFICAHDGFTLADLVTYNNKNNLANGEENNDGENHNYSWNC
LCGSPGLYQEGGRKPWNSINFVCAHDGFTLADLVTYNEKHNLANGEDNNDGENHNNSWNC
LCGSPNLYQEGGRKPWNSINFVCAHDGFTLADLVTYNKKHNNANGEDNNDGENHNNSWNC
LCGSPNLYQKGGRKPWNSINFVCAHDGFTLADLVTYNNKHNLANGEDNKDGENHNNSWNC
LCGSPHLYQAGGRKPWHSINFVCAHDGFTLADLVTYNNKYNLPNGENNRDGENHNLSWNC
LCGSPQLYQAGGRKPWHSINFVCAHDGFTLADLVTYNNKYNLPNGEDNRDGENHNLSWNC
LCGSPHLYQAGGRKPWHSINFVCAHDGFTLADLVTYNNKYNIPNGENNRDGENHNLSWNC
LCGSPHLYQAGGRKPWHSINFVCAHDGFTLADLVTYNKKYNSSNGEDNRDGENHNLSWNC
LCGSPQLYQAGGRKPWHSINFVCAHDGFTLADLVTYNSKYNLSNGEDNRDGENHNLSWNC

ekkhkkhk kkhkk ok kkkkekkhkk o ok kkhkhkhkhkhkkkhkkxkhkk *  x kkk ek krkkkkk kkxk

GQEGEFVSTSVKKLRKROMRNLFLSLMVSQGVPMIYMGDEYGHTKGGNNNTYCHDNYLNY
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GEEGEFVSASVKKLRKROMRNFFLSLMVSQGVPMIHMGYEYGHTKGGNNNTYCHDNYLNY
GEEGDFASISVKRLRKROMRNFFVSLMVSQGVPMIYMGDEYGHTKGGNNNTYCHDNYMNY
GQEGELASISVKKLRKROMRNFFLCLMVSQGVPMIHMGDEYGHTKGGNNNTYCHDNYINY
GQEGEFASISVKKLRKROMRNFFLCLMVSQGVPMIYMGDEYGHTKGGNNNTYCQDNYMNY
GEEGEFASTIFVKKLRKROMRNFFLCLMVSQGVPMIYMGDEYGHTKGGNNNTYCHDNYINY
GEEGEFARLSVKRLRKRQMRNFFVCLMVSQGVPMEFYMGDEYGHTKGGNNNTYCHDSYVNY
GEEGEFARSSVKRLRKROMRNFFVCLMVSQGVPMEFYMGDEYGHTKGGNNNTYCHDSYVNY
GEEGEFARLSVRRLRKROMRNFFVCLMVSQGVPMFCMGDEYGHTKGGNNNTYCHDHYVNY
GEEGEFAGLSVKRLRKROMRNFFVSLMVSQGVPMEFYMGDEYGHTKGGNNNTYCHDHYVNY
GEEGEFASLSVRRLRKROMRNFFVCLMVSQGVPMEFYMGDEYGHTKGGNNNTYCHDHYVNY

ke kk oo oo ke ohhkhkhkhAhkkhhkokhke hhkhhkhkhkhkhke kk hhkhkhkhkhhkkhkrhkkhkhkh ek K okk

FOWDKKEESSSDFFRFCCLVTKFRQECESLGLDDFPTSERLOQWHGHEPGMPDWSETSREV
FOWDKKEESSSDFFRFCSLLIKFRQECESLGLDDFPTSERLOQGHGLEFPVTPDWSETSREV
FRWDKKEEAHSDFFRFCRILIKFRDECESLGLNDFPTAKRLOWHGLAPEIPNWSETSREV
FWWDKKEESSSDFFRFCRLMTKFRHECESLGLNDFPTAERLOQWHGHAPGTPDWSETSREV
FRWDKKEESLSDFFRFCCLMSKFRQECESLGLNDFPTAERLOQWHGRTPGMPDWSKTSREV
FRWDKKDESSSDFLRFCGLMTKFRHECESLGLDGFPTAERLOQWHGHTPRTPDWSETSREV
FRWDKKE-QYSDLHRFCCLMTKFRKECEGLGLEDFPTAERLOWHGHQPGKPDWSENSREV
FRWDKKE-EHSDLHRFCCLMTKFRKECEGLGLEDFPTAEQLOQWHGHQPGKPDWSEKSREV
FRWDKKE-QSSDLHRFCCLMTKFRKECECLALEDFPTAQRLOWHGHEPGKPDWSETSREV
FRWDKKE-ESSDLQRFCSLMTKFRKQCESLGLADFPTAQRLHWHGHQPGKPDWSETSREV
FRWDKKEEQSSDLYRFCRLMTKFRKECESLGLEDFPTSERLKWHGHQPEKPDWSEASREV

*  kkk ok . * ko kKkk *xk ek k Kk Kk hhkk oo oke hk * ke kk o hokKkk

AFTLVDSVKGEIYVAFNMSHLPFTITLPERPGYRWEPLVDTSKPIPFDFLTPDLPGRDIA
AFTLVDSVKGEIYIAFNTSHLPFTVTLPERPGYRWEPLIDTSKSAPYDFLTPDLPGRDIA
AFSLVDSVKKEIYVAFNTSHLATLVSLPNRPGYRWEPFVDTSKPSPYDCITPDLPERETA
AFTLIDSVKREIYIAFNASHLSVTITLPERPAYRWEPLVDTGKPAPFDFLSGDLPERDTA
AFTMVDSVKGEIYVAFNTSHLPIIITLPERPGYRWQPLVDTSKPAPFDFLSNDVPERDTA
AFTLVDKVKGELYIAFNASHLPVTITLPDRPGYRWQPFVDTGKPAPFDFLTDDVPERETA
AFSMKDERQGEIYVAFNTSHLPAVVELPERTGRRWEPVVDTGKPAPYDFLTDDLPDRALT
AFSMKDETKGEIYVAFNTSHLAAVVELPERIGHRWEPVVDTGKPAPYDFLTDDLPDRALT
AFSMKDETKGEIYVAFNASHLPTVVALPERTGCRWEPVVDTGKPAPYDFLTDDLPHRAFS
AFSTKDETKGEIYVAFNASHLPAVVGLPERPGYRWEPLVDTGKPAPYDFLTDDLPDRAHA
AFTMKDETKGEIYVAFNTSHLPVVVGLPERSGFRWEPVVDTGKEAPYDFLTDGLPDRAVT

* K . * e Kk ekekkk Kk k o KKk ek hk ek e kKk K * ek e ok K

IQQYAHFLDANMYPMLSYSSIILLRTPDQNA-——————
IQQYAHFLDVNMYPMLSYSSIILLRTPDVNA-—————-
MKQYRHFLDANVYPMLSYSSIILLLSPIKDP-—--——-
MKQYSHFLEANLYPMLSYSSIILVLLPVDNAYESSKKP
VKQYSQFTEANLYPMLSYSSIILLLCPVDENA-——-—-
AKQYSHFLDANQYPMLSYSSIILLLSSADDA-—————-
IHQFSHFLNSNLYPMLSYSSVILVLRPDV-—-——————
VQQFSHFLNSNLYPMLSYTSVILVSRPDV-————————
IHQFSHFLSSSLYPMLSYSSIILVSRPDV-————————
VHLFSHFLNSNLYPMLSYSSIILELQPDD-—-———-—-
VYQFSHFLNSNLYPMLSYSSIILVLRPDV-————————

.« % Kk hkkkkk o ko kK

Supplemental Figure S1: Alignment of ISA1 full-length primary sequences from monocots (red text)
and dicots (blue text). Genbank references are as follows: Maize, ACG43008; Rice, ACY56095;
Wheat (Triticum aestivum), CAC82925; Barley (Hordeum vulgare), AAM46866; Brachypodium
distachyon, XP_003572394; Arabidopsis, AEC09752; Poplar (Populus trichocarpa), EEF03224;
Phaseolus vulgaris, BAF52941; Grape (Vitis vinifera), XP_002265964; Potato, AAN15317; Pea

(Pisum sativum), AAZ81835. Asterisks indicate conservation in all 11 species and colons indicate

conservative substitutions. Plastid transit peptides known directly or predicted by the ChloroP

algorithm are indicated in green text. Bold red or blue text within sequences indicates amino acids that

are conserved specifically in monocots or dicots, respectively.
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N terminus

Supplemental Figure S2: Structure of Pseudomonas amylodermosa isoamylase with regions of
homology to maize ISA1 noted. Residues marked in red are conserved in the active site of essentially
all members of the a-amylase superfamily (CAZy group GH13). Residues marked in magenta are
located in the alignment between maize ISA1 and P. amylodermosa isoamylase at the position of the
four consecutive Ser residues that are specific to monocots and absent in dicots. The structures are
shown rotated approximatively 45° relative to each other. The acid-rich region specific to monocots is

located at the N terminus, which is not represented in the P. amylodermosa protein.
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