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RESUME

L'amidon est un polymere que I'on retrouve en abondance dans le domaine du vivant. Il
s’agit en effet du principal polysaccharide de réserve des organismes photosynthétiques. Sa
fonction de réserve énergétique fait de I'amidon un incontournable des alimentations animale et
humaine du fait de sa présence dans les céréales, les tubercules ou encore les fruits. L'amidon
occupe également une place importante dans I'industrie qu’elle soit alimentaire ou non puisqu’il
est a I'origine des produits nécessitant des étapes de fermentation, sert d’additif alimentaire mais
est également utilisé dans d’autres secteurs industriels allant de la papeterie aux cosmétiques.

Plus récemment, I'amidon a également fait son entrée en plasturgie puisqu’il permet la
syntheése de plastiques biodégradables et bio-sourcés offrant une alternative aux produits issus de
I'industrie pétrochimique. Il représente désormais une solution envisageable pour pallier la
raréfaction des ressources fossiles. Dans le contexte qui est le nOtre, ou les préoccupations
environnementales pésent lourdement sur notre avenir, ces nouveaux matériaux sont
particulierement prometteurs. Cependant, pour que ces produits remplacent les plastiques
traditionnels a grande échelle beaucoup de travail reste a faire afin de les rendre plus compétitifs.
En effet, les propriétés de ces nouveaux matériaux ne correspondent pas toujours aux exigences
lides a leur utilisation dans I'industrie. Cependant des axes de progressions existent. On sait par
exemple, que certaines des propriétés physico-chimiques de ces matériaux sont intimement liées
aux propriétés intrinséeques de I'amidon. En effet, la structure de I'amidon, sa taille, sa
morphologie ou sa composition peuvent avoir des répercussions sur la qualité du produit fini. Les
modifications chimiques de I'amidon ont également un impact sur ses propriétés et représentent
un co(t supplémentaire non négligeable. C’est pourquoi produire in vivo des amidons de structure
ou de taille modifiée représente un véritable enjeu économique.

C'est dans ce contexte que j'ai effectué mon travail de these. En effet, celui-ci repose sur
la découverte récente d’un nouveau mutant de I’algue Chlamydomonas reinhardtii qui arbore une
distribution de tailles de grains d’amidon altérées. Dans un environnement favorable a sa
croissance, C. reinhardtii accumule habituellement un amidon semblable a 'amidon transitoire
des feuilles des plantes supérieures autour de son pyrénoide. En condition de carence, cet amidon
transitoire n’est plus détecté et une accumulation massive d’amidon dans le stroma prend place
et finit par occuper la quasi-totalité de I'espace disponible mimant ainsi un organe de réserve tel
gu’un tubercule. Le mutant bsgl, identifié a I'origine comme un mutant du catabolisme de
I’'amidon, présente en situation de carence azotée une accumulation atypique de grains d’amidon
puisque deux populations de tailles distinctes sont identifiées. Ce mutant arbore un phénotype
original encore non décrit a ce jour puisqu’il affiche une distribution bimodale de ses grains
d’amidon, a la place de la distribution unimodale normalement observée. L'étude de ce mutant
nous ouvre une voie de compréhension des mécanismes moléculaires permettant aux plantes de
controler la taille des grains d’amidon qu’elles produisent. La mutation portée par cette souche a
été identifiée par des approches de biologie moléculaire. Les analyses génétiques et de
complémentation fonctionnelle effectuées nous ont permis de révéler I'origine de ce phénotype
unique a ce jour dans le régne végétal.

Mots clés : Amidon, Chlamydomonas reinhardetii, catabolisme, granulométrie.
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ABSTRACT

Genetic dissection of starch granulometry in Chlamydomonas reinhardtii

Starch is one of the major polymer found in the plant kingdom. Indeed, it represents the
main storage polysaccharide in photosynthetic organisms which allows them to sustain growth
even in the dark. Starch is also the main energetic sources allowing the birth of the next plants
generation. It represents one of the major source for both animal and human nutrition as it is
found in cereals, tubers or fruits. Starch is widely used in food industry such as bakery and brewery
but also served as additive in many derived products. This polymer of glucose is also broadly used
in non-food sector such as paper mills industry or cosmetics.

Starch was recently used for producing new biodegradable and bio-based plastics. In our
context of fossil resources depletion, these new materials offer a good alternative to replace the
products arising from the petrochemical industry. However, the replacement of traditional plastics
on a large scale by these eco-friendly materials require many improvements. Indeed, their
properties do not always match the requirements related to their industrial use. Nonetheless, it is
known that the physicochemical properties of these products are closely related to the starch
properties themselves. Several starch characteristics such as its size, its morphology or its
composition can affect the end product quality. Moreover, starch chemical modifications
represent a significant additional cost. Therefore, producing in vivo starches, with modified sizes
or structures represents a real economic challenge.

In this work, | analysed the phenotype of a new mutant harbouring a unique phenotype in
the model algal Chlamydomonas reinhardtii. These algae are able to either produce transitory
starch around their pyrenoid under unrestricted growth conditions, or storage starch under
adverse growth conditions. When subjected to nitrogen starvation, C. reinhardtii cells are rapidly
filling the stromal compartment with numerous starch granules. The bsgl mutant strain, first
identified as a starch catabolism mutant, displays an original phenotype under nitrogen starvation.
Indeed, it accumulates two distinct starch granules populations of different sizes leading to an
abnormal bimodal distribution. This mutant represents a valuable tool to try to decipher molecular
mechanisms controlling the sizes of the starch granules produced by plants. The mutation carried
by this strain has been identified using molecular biology tools and genetics and complementation
experiments allowed us to unravel the underlying mechanisms responsible of this unique
phenotype.

Keywords: Starch, Chlamydomonas reinhardtii, catabolism, granulometry
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INTRODUCTION

L'amidon et son métabolisme ont fait I'objet d’'un nombre conséquent de travaux
depuis des temps immémoriaux. Et pour cause, ce polysaccharide de réserve, dont la fonction
premiere est de stocker I'énergie lumineuse captée par les organismes photosynthétiques, et
leur permettre de continuer a assurer leurs fonctions cellulaires la nuit ; constitue un élément
essentiel de I'alimentation animale et humaine. La principale source d’amidon de notre
alimentation est représentée par les céréales (blé, riz, mais...) dont la production mondiale
annuelle s’éleve a un peu plus de 2,5 milliards de tonnes (http://www.fao.org/
worldfoodsituation/csdb). Sa fermentation est a I'origine de produits d’intéréts tels que le
pain et la biere, mais I'intérét de I'amidon ne se limite pas a notre alimentation. En effet,
I’amidon est utilisé dans divers secteurs industriels non-alimentaires, traditionnellement dans
I'industrie papetiere, le textile et la cosmétique mais de nombreuses innovations lui proposent
d’autres usages.

Etant donné I'épuisement des ressources fossiles et le mode de consommation de notre
société, beaucoup d’espoirs sont placés dans la synthése de nouveaux matériaux issus de la
chimie verte. En effet, la chimie végétale propose des alternatives aux matériaux dérivés du
pétrole, a I'image des plastiques bio-sourcés. Plus en phase avec la notion de développement
durable, ces matériaux sont issus de matiére premiere végétale et en particulier de certains
polyméres comme la cellulose et I'amidon.

Cependant leurs usages sont aujourd’hui encore restreints et les bioplastiques (c’est-a-dire les
plastiques bio-sourcés et/ou biodégradables) ne représentent que deux des 320 millions de
tonnes de plastique produits chaque année a travers le monde (https://www.european-
bioplastics.org/market/). Les principaux facteurs limitant 'emploi des bioplastiques résident
dans leur co(t de production et leurs propriétés physico-chimiques parfois en dessous des
exigences des industriels. Il s’avére que I'amélioration de ces facteurs nécessite un meilleur
contréle des propriétés de la matiere premiere. C'est pourquoi lI'un des objectifs du
laboratoire est d’approfondir nos connaissances sur les mécanismes moléculaires mis en place
chez les végétaux. Dans ce cadre, nos travaux peuvent conduire a la synthése d’amidons de
structures modifiées, et plus particulierement dans le cadre de mon travail de these a des
amidons de taille modifiée.

L'objectif de ce mémoire de theése est de faire la synthése de mes travaux sur le sujet,
cependant et afin que tous les lecteurs puissent s’y retrouver, il est nécessaire d’aborder
certaines notions. Dans un premier temps je décrirai donc la structure des deux principaux
polysaccharides de réserve : le glycogéne et I'amidon. Nous verrons ensuite en quoi la
structure de I'amidon peut impacter la qualité des matériaux amylacés. Je décrirai les
mécanismes enzymatiques connus intervenant dans la synthése et la dégradation de ces
polysaccharides, avant de décrire I'organisme modeéle avec lequel j’ai pu travailler pendant
ces trois années de thése, a savoir la microalgue verte : Chlamydomonas reinhardtii. A la
lumiére de ses informations j'exposerai et discuterai alors, les résultats obtenus.
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I. Les principaux a-glucanes de réserve :

A travers le régne du vivant, il existe plusieurs formes de stockage de I’énergie dont les
plus répandues sont le glycogéne et I'amidon (Ball et Morell, 2003). Tous deux se caractérisent
par une structure primaire identique et simple puisqu’il s’agit de polymeéres de glucose, ou les
unités monomériques sont liées les unes aux autres ; soit via des liaisons osidiques a-1,4
servant a la formation de chaines linéaires de glucose, soit via des liaisons osidiques a-1,6
également appelées « point de branchement » puisqu’elles permettent la ramification des
chaines linéaires (Fig.1). Bien que semblables, ces deux polysaccharides de réserve se
distinguent aussi bien par leur distribution dans les domaines du vivant, que dans leurs
structures macroscopiques.

OH

Figure 1 : Formule semi-développée d’un a-glucane ramifié. Les liaisons osidiques a-1,4 apparaissent
en vert et les liaisons a-1,6 (ou points de branchement) en bleu. La numérotation des carbones est
représentée en rouge sur le glucose central.

A. Le glycogéne

Le glycogene est le polysaccharide de réserve le plus ancien et le plus représenté. Il
s’accumule dans le cytosol des cellules animales, des bactéries et archées, des champignons
et des protozoaires (Manners, 1991) sous forme de petites particules sphériques et
hydrosolubles. Ce polysaccharide a une structure simple, d’ailleurs son métabolisme ne
requiert qu’un minimum de cing enzymes, une ADP-glucose pyrophosphorylase, une
glycogéne synthase, une glycogéne phosphorylase, une enzyme de branchement et une
enzyme de débranchement (Ball et Morell, 2003). La structure du glycogene est congue pour
libérer rapidement une grande quantité d’énergie. En effet, selon le modéle de référence
(Fig. 2), le glycogéne est composé de deux types de chaines linéaires d’une taille moyenne de
douze a treize résidus glucose. On distingue les chaines B, arborant en moyenne deux points
de branchements, et les chaines A qui n’en portent aucune. Ce modele fait également état
d’'un maximum de douze couches composant la molécule de glycogéne. Les chaines B

2
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occupent les couches les plus internes, et leur nombre s’accroit, de par leurs ramifications, a
mesure que l'on s’éloigne du centre. Cette croissance exponentielle conduit a un
encombrement stérique sur la couche la plus externe, empéchant I'activité des enzymes de
biosynthése et notamment de I'enzyme de branchement (responsable de la formation des
points de branchements). C'est pourquoi les chaines A que I'on trouve, exclusivement, sur
cette couche extrémement dense (puisqu’elle représente a elle seule plus de 50 % des résidus
glucose de la molécule), ne portent pas de ramifications. Ainsi on estime qu’une particule de
glycogéne a un diametre maximal de = 44 nm, et représente =~ 55000 résidus glucose, soit
une masse moléculaire de ~ 107 kDa (Roach et al., 2012).
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Figure 2 : Structure du glycogéne. (A) Représentation schématique des 5 premiéres couches de la
molécule de glycogéne (représentées par les cercles concentriques en pointillés). La glycogénine,
I’enzyme responsable de l'initiation de la synthése du glycogéne est représentée par un G. Chaque
chaine B porte 2 ramifications permettant une augmentation exponentielle de leur nombre a mesure
que l'on progresse vers les couches externes. (B) Schéma de la structure compléte du glycogene
montrant 'encombrement stérique des couches externes. Les deux représentations tiennent compte
des paramétres suivants : longueur de chaine = 13 résidus glucose ; nombre de points de branchement
par chaine B = 2. Adapté de Meléndez et al., (1998).

Cet arrangement structural du glycogéne offre aux organismes plusieurs avantages
(Melendez-Hevia et al., 1993). D’abord le glycogene permet de stocker une grande quantité
de glucoses dans le plus petit espace possible, tout en évitant d’augmenter la pression
osmotique cytoplasmique. Ensuite, I'exposition de glucanes linéaires non-branchés en tres
grand nombre a la surface de la particule, autorise une mobilisation rapide des réserves
énergétiques. En effet, la glycogéne-phosphorylase peut libérer les unités glucose a partir des
extrémités non-réductrices sans intervention préalable de I'enzyme de débranchement. Cette
caractéristique confere par exemple aux cellules musculaires un accés rapide a I'énergie
nécessaire a I'exécution de contractions rapides.

B. I’amidon

Si le glycogéne se retrouve chez un grand nombre d’organismes phylogénétiquement
distinct, il est intéressant de noter que I'amidon, quant a lui, s"accumule dans le plaste des
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algues vertes et des plantes terrestres (Chloroplastida), mais aussi dans le cytoplasme des
algues rouges (Rhodophyceae), des glaucophytes (Glaucophyta), et de certains dinoflagellés
(Deschamps et al., 2008a) et parasites apicomplexa (Coppin et al., 2005). Or ces organismes
dérivent tous de I'endosymbiose primaire du plaste. Cet événement unique, fondateur du
regne végétal, résulterait de [linternalisation par phagocytose d’une cyanobactérie
photosynthétique par une cellule eucaryote il y a entre 0,7 et 1,5 milliards d’années (Cavalier-
Smith, 2006; Yoon et al., 2004). Au cours du processus, en plus de I'acquisition de I'activité
photosynthétique par la cellule phagotrophe, cette derniére a hérité également des enzymes
nécessaires a |I'édification du grain d’amidon. En effet, la voie de biosynthese de I'amidon est
constituée d’une mosaique d’enzymes d’origines eucaryote et cyanobactérienne laissant
supposer que la synthése du grain d’amidon n’ait pu avoir lieu qu’apres I'endosymbiose (Cenci
et al., 2014).

A l'inverse du glycogene, I'amidon se présente sous la forme de grains semi-cristallins,
insolubles dans I'eau et dont la taille et la forme varient selon I’ origine botanique (Fig. 3,
Buléon et al., 1998).

A B )
0.1 a 100

«———> <« >

Figure 3 : Représentation schématique de I’architecture d’une particule de glycogéne (A, C) et d’un
grain d’amidon (B, D). Au sein d’une particule de glycogéne, on retrouve les chaines linéaires associées
en moyenne a 2 points de branchement augmentant progressivement le nombre de glucanes linéaires
a mesure que 'on s’éloigne du centre de la particule. L'encombrement stérique, inévitable, limite la
croissance de la particule a = 42 nm. En D, seule est représentée la structure de I'amylopectine. Ony
observe I'alternance de 2 zones formant un bloc de 9 nm, I'une est amorphe et concentre tous les
points de branchement ; 'autre est cristalline et regroupe les glucanes linéaires agencés en doubles
hélices. Cette conformation permet une extension théoriquement illimitée du grain d’amidon d’ou la
grande hétérogénéité de taille observée entre les différentes espéces botaniques amidonniéres (B).
D’apres Ball et al., 2011.

1) Les différentes morphologies du grain d’amidon :

Des grains d’amidon purifiés, issus de diverses espéces sont passés sous I'objectif des
microscopes (https://amidotheque.cermav.cnrs.fr). Les amidons des céréales (Fig. 4 A, B, et
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C) montrent déja des singularités en termes de tailles et de morphologies. Alors que I'amidon
de blé est ovoide (Fig. 4A), celui du riz est polygonal avec une taille moyenne de 5 um (Fig. 4C).
L'amidon de mais est également polygonal mais plus grand (de 5 a 20 um). Les grains les plus
gros sont retrouvés dans les amyloplastes, des structures spécialisées dans la synthése et le
stockage de I'amidon que I'on retrouve au niveau des racines, rhizomes et tubercules. C’est le
cas de la pomme de terre et de la racine de manioc (Fig. 4 D et E). Dans le cas de la pomme de
terre le grain d’amidon, de forme ellipsoidale, peut atteindre 100 um de diametre.

Les organismes utilisés comme modeéle d’étude au laboratoire ont des grains nettement plus
petits. Le grain d’amidon de la feuille d’Arabidopsis thaliana se caractérise par sa forme plate
et ellipsoidale avec un diamétre de 1 a 2 um (Fig. 4F, Streb et Zeeman, 2012). Tandis que
I’'amidon produit par Chlamydomonas reinhardtii (qui n’apparait pas dans cette figure) mesure
entre 0,5 et 2,5 um de diameétre et est de forme lenticulaire (Buleon et al., 1997).

Notons que I'amidon de blé fait figure d’exception (Fig. 4A) avec celui de I'orge, du seigle et
du sorgho. En effet, il s’agit des seules especes répertoriées qui présentent une distribution
bimodale de leurs grains d’amidon. On distingue ainsi dans I'albumen du blé, deux populations
de grains de tailles différentes. Les grains de type A ont un diamétre de 12 a 20 um et les grains
de type B, plus petits, mesurent entre 2 et 8 um. Certains rapports font méme état d’'une
troisieme population de grains, plus petite, dite de type C (Bechtel et al., 1990).

Figure 4 : Observations par microscopie électronique a balayage de grains d’amidon issus de
différentes espéces botaniques. (A) Amidon de blé, avec une distribution bimodale. (B) Amidon du
grain de mais. (C) Amidon du grain de riz. (D) Amidon du tubercule de pomme de terre. (E) Amidon de
la racine de manioc. (F) Amidon de la feuille d’Arabidopsis thaliana. Barre d’échelle = 10 um. D’apres
Streb et Zeeman, 2012.

L'une des caractéristiques du grain d’amidon est sa nature cristalline, le conduisant a
diffracter la lumiere polarisée, ce qui se manifeste par I'apparition d’une « croix de malte »

5
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(Fig. 5A) dont les branches se rejoignent au niveau du hile, c’est-a-dire le point de naissance
supposé de I'amidon. En effet, aprés une hydrolyse partielle, on peut observer en microscopie
électronique des anneaux de croissance de I'amidon concentriques autour du hile (Fig. 5B). La
biréfringence positive de I'amidon indique une organisation radiale des chalnes qui le
constituent (Bertoft, 2017; Buléon et al., 1998). L'amidon peut étre décomposé en deux
polyglucanes. Le premier est I'amylopectine, qui représente la fraction majoritaire de
I'amidon. C’est l'organisation structurale de I'amylopectine qui confere a I'amidon son
caractere cristallin (Fig. 3D). La seconde fraction, minoritaire, est I'amylose.

Figure 5: Micrographies de grains d’amidon. (A) Grains d’amidon de la patate douce blanche,
Ipomoea batatas en microscopie optique et sous lumiere polarisée, révélant la croix de malte. (Image
disponible sur https://amidotheque.cermav.cnrs.fr). Barre d’échelle = 50 um. (B) Observation en
microscopie électronique a balayage, d’une coupe de grain d’amidon issu du tubercule de pomme de
terre (Solanum tuberosum). Aprés hydrolyse partielle par des a-amylases, les anneaux de croissance
apparaissent. Adapté de Pilling et Smith, 2003. Barre d’échelle = 10 um.

2) L’amylose

L’amylose représente la partie minoritaire de I'amidon, qui compte pour 15 a 30 % du
poids sec du grain. Cependant cette proportion peut varier aux extrémes puisqu’il existe des
amidons « waxy » (cireux) qui ne contiennent pas, ou tres peu d’amylose. Et a l'inverse des
amidons génétiquement modifiés peuvent atteindre des proportions d’amylose de 50 a 80 %
(Banks et al., 1971a; Liu et al., 2013). Carciofi et al., (2012) font méme état d’une lignée
transgénique d’orge chez laquelle le grain d’amidon est presque entierement constitué
d’amylose (<1 % d’amylopectine).

L'amylose est un polysaccharide essentiellement linéaire avec un taux de branchement tres
faible (<1 %). Il est constitué de longues chaines dont la taille moyenne varie d’une espéce a
I'autre, allant de plusieurs centaines (mais) a plusieurs milliers (pomme de terre) résidus
glucose. Ces chaines agencées en hélices, interagissent avec différents composés tels que le
diiode, les acides gras, ou certains alcools pour former des complexes d’inclusion. Ces derniers
intéressent particulierement I'industrie alimentaire puisqu’ils permettent a I'amylose de fixer
certains composés aromatiques volatils améliorant ainsi la qualité des denrées (Conde-Petit
et al., 2006).

On associe généralement I'amylose a la région amorphe de I'amidon, mais bien que sa
localisation au sein du grain soit encore sujet a discussion, I'hypothese selon laquelle I'amylose
serait dispersée dans I'amylopectine semble étre la plus vraisemblable (Jane et al., 1992).

6
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L'amylose peut étre séparé de I'amylopectine lors de la gélatinisation du grain. En milieux
aqueux a 60-70°C, I'énergie thermique perturbe I'organisation moléculaire des grains
d’amidon, lesquels gonflent par transfert d’eau et perdent leur caractére cristallin (Tao et al.,
2018). Ce processus conduit a une augmentation de la viscosité, a la solubilisation de I'amidon
et au lessivage de I'amylose. Ce phénomene est irréversible, cependant aprés la gélatinisation
et si la température diminue, le grain subit une rétrogradation progressive ou les chaines
d'amidon ont tendance a se réassocier en une structure ordonnée (Eom et al., 2018). La
rétrogradation est responsable par exemple du rassissement du pain et d’autres denrées
alimentaires.

Enfin si le caractére cristallin de I'amidon est attribué uniquement a I'amylopectine, 'amylose
est toutefois capable d’affecter directement I'organisation de la lamelle semi-cristalline du
grain d’amidon (Blazek et al., 2009; Wattebled et al., 2002).

3) L'amylopectine

L’amylopectine représente en moyenne 80 % du poids sec de I'amidon. Il s’agit d’'une

molécule de grande taille dont le poids moléculaire est évalué aux alentours de 107 a 10° Da
(Buléon et al., 1998). La molécule est constituée de nombreuses chaines linéaires, lesquelles
sont branchées les unes aux autres par des liaisons a-1,6 qui représentent en moyenne 5 %
des liaisons osidiques de la molécule. Notons que ces points de branchements sont concentrés
dans une région, délimitant la lamelle amorphe, et obligeant les chaines linéaires a s’agencer
de fagcon ordonnée en doubles hélices paralléles (Imberty et al., 1991). Cette organisation
particuliere confere a I'amidon son caractére cristallin. La succession des lamelles amorphes
et cristallines forment des structures en grappes (ou clusters) répétées avec une périodicité
de 9 nm indépendamment de l'origine végétale (Fig. 3D, Jenkins et al., 1993; Zeeman et al.,
2002).
Les chaines de I'amylopectine sont orientées de telle sorte que leurs extrémités
non-réductrices soient tournées vers I'extérieur du grain. Dans la littérature on distingue les
glucanes constitutifs de cette sous-fraction de I'amidon en fonction de leur taille, ou degré de
polymérisation (DP), c’est-a-dire en fonction du nombre d’unités glucose dont ils sont
composés. On distinguera les chaines courtes et les chaines longues, avec une frontiere entre
les deux groupes fixée aux alentours de DP =36 (Bertoft, 2017). D’un point de vue structural,
les chaines d’amylopectine sont classées selon trois types, A, B et C (Peat et al., 1956). Les
chaines de type A, portées par les chaines de type B, n’arborent aucune ramification. Les
chaines de types B sont a leurs tours supportées par d’autres chaines de type B plus internes,
jusqu’a la chaine C, unique, portant la seule extrémité réductrice de la molécule. Selon
Hizukuri (1986), il existe quatre classes de chaines B, nommeées B1 a B4 en fonction de leurs
tailles et de leurs positions. Ainsi les chaines A et B1 sont des chaines courtes que I'on retrouve
au sein d’'un méme cluster. Les chaines B2 et B3 traversent respectivement deux et trois
clusters, et les chaines B4 plus rares s’étendent au-dela.

Si 'organisation en cluster est commune a toutes les amylopectines indépendamment
de leurs origines botaniques, I'agencement tridimensionnel des doubles hélices de glucanes
au sein d’un cluster peut, quant a lui, diverger selon I'espéce considérée. En effet, selon la
disposition des hélices on discerne les amylopectines de type A, B ou C (Buleon et al., 1997).
Les amylopectines de type A sont les formes les plus compactes (Imberty et al., 1988) (Fig. 6G)

7
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gue l'on retrouve chez les céréales, mais aussi chez Chlamydomonas reinhardtii. Les
amylopectines de type B sont a l'inverse, plus laches, formant des structures ou, six doubles
hélices gauches entourent 36 molécules d’eau (Imberty et Perez, 1988) (Fig. 6H). Il s’agit des
structures que I’on trouve dans les amidons des organes de réserve comme les racines ou les
tubercules. La forme C de I'amylopectine est en réalité une combinaison des formes A et B
gue I'on trouve majoritairement chez les légumineuses.
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Figure 6 : Les différents niveaux d’organisation structurale de I’amidon. (A) Amidon de mais sous
lumiere polarisée, montrant la croix de malte. (B) Schématisation d’'un grain d’amidon avec ses
anneaux de croissance émergeant du hile. (C) Organisation des blocklets au sein des anneaux de
croissance. Les plus gros forment les couches cristallines « dures » (noir), les plus petits forment les
couches amorphes « molles » (gris). (D) Lamelles cristallines formées de doubles hélices de glucanes
(représentées sous la forme de cylindre) et dont les points de branchement, concentrés dans une
méme région, forment la lamelle amorphe. Les molécules d’amylose (rouge) s’intercalent a travers les
molécules d’amylopectine. (E) Trois doubles hélices d’amylopectine, chacune constituées de deux
chaines glucaniques dont les unités glucoses sont représentées par des cercles blancs et noirs. Ces
doubles hélices peuvent adopter des conformations tridimensionnelles différentes donnant naissance
a des cristaux de type A ou B (G et H respectivement, ou les cercles représentent les doubles hélices
en coupe transversale). (F) Chaines glucaniques a I'origine des doubles hélices, ou les unités de glucose
sont liées en a-1,4 et branchés en a-1,6. Les barres d’échelles (en nm) permettant d’apprécier les
dimensions sont approximatives. De Bertoft, 2017.
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Nous I'avons vu, apres digestion partielle de 'amidon par les amylases, apparaissent

les anneaux de croissance de I'amidon. Ces anneaux témoignent de I'existence de régions
amorphes, sensible a I'action des amylases ; et de régions cristallines résistantes. Cependant
cet aspect ne correspond pas a l'alternance des lamelles amorphes et cristallines d’un cluster.
En effet si la périodicité des clusters est de 9 nm, la largeur des anneaux de croissance est de
I'ordre de plusieurs centaines de nanometres (Jenkins et al., 1993; Pilling et Smith, 2003;
Zeeman et al., 2002). Les anneaux de croissance témoignent donc d’une hiérarchie structurale
supérieure.
Ce niveau hiérarchique correspond a ce que Gallant et al., (1997) nomment les « blocklets ».
Ces derniers sont décrits comme de petites structures sphériques, elles-mémes composées
de plusieurs clusters. Les blocklets auraient des tailles différentes en fonction de I'origine
botanique et de leur localisation sur les anneaux de croissance. Ainsi chez le blé, les blocklets
composants les couches amorphes du grain auraient une taille d’approximativement 25 nm,
contre 80 a 120 nm dans les couches cristallines. Chez la pomme de terre, ces structures
pourraient atteindre une taille allant de 200 a 500 nm. Cependant, comme ces données ont
été obtenues a partir d’amidon partiellement hydrolysés, leur fiabilité est parfois remise en
cause en raison de la dégradation probable de I'amidon (Cordenunsi et Simao, 2009).

Finalement, I'amylopectine (et par extension I'amidon), bien que composée des
mémes briques élémentaires que le glycogene, arbore une architecture bien plus complexe
avec de multiples niveaux hiérarchiques (Fig. 6 A-F). Cette organisation permet une croissance
théoriquement illimitée du grain d’amidon, la seule contrainte reposant sur les limites
imposées par |'organite ou la cellule qui I'enveloppe.

4) Les autres composants de I'amidon

Bien que les carbohydrates constituent I'essentiel du grain d’amidon, d’autres
molécules représentent quelques pourcents de son poids sec. En effet des lipides, des
phosphates et des protéines sont également purifiés avec 'amidon.

Les protéines associées au grain sont principalement les enzymes nécessaires a sa biosynthese
comme les amidons synthases | et Il, et une enzyme de branchement (Borén et al., 2004;
Grimaud et al., 2008). Les protéines du grain peuvent étre soit, faiblement liées a la surface
du grain, auquel cas un simple traitement au SDS peut les en dissocier (Helle et al., 2018) ; soit
fermement liées et/ou piégées a I'intérieur du grain comme en témoigne I'amidon synthase
liége au grain (GBSS). Notons que cette GBSS, responsable de la synthése de I'amylose,
représente a elle seule, plus de 95 % des protéines liées au grain (Rongine de Fekete et al.,
1960).

Les lipides associés aux grains d’amidon sont rares pour les racines et les tubercules mais
particulierement abondants pour les céréales comme le blé, le mais, et le riz ou ils
représentent entre 0,6 et 1,2 % du poids sec de I'amidon (Waterschoot et al., 2015). Ces lipides
sont pour la plupart des acides gras libres ou des lysophospholipides formant des complexes
d’inclusion avec I'amylose (Morrison, 1988), ou des triglycérides en surface du grain (Buléon
et al., 1998).

Enfin, 'amidon peut aussi contenir des groupements phosphates. A I'inverse des lipides, ils
sont plutot rares chez les céréales ou ils sont essentiellement retrouvés sous la forme de
phospholipides ; mais bien plus abondants dans I'amidon des tubercules et des racines, sous
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la forme de monoesters liés sur les carbones en position 6 et 3 de certains résidus glucose de
I'amylopectine. Chez la pomme de terre, les groupements phosphates peuvent ainsi
représenter jusqu’a 0,09 % du poids sec du grain d’amidon (Buléon et al., 1998; Verbeke et al.,
2016). Dans les mémes proportions que le phosphate, d’autres éléments peuvent étre trouvés
dans I'amidon comme du potassium et du magnésium (Blennow et al., 2005).

C. Interactions des polymeéres de glucose avec I'iode

Une caractéristique commune des a-glucanes est leur capacité d’interagir avec l'iode.
Cette interaction décrite par Banks et al., (1971b) repose sur deux paramétres, la taille du
polysaccharide et son degré de ramification. Effectivement, la molécule de diiode est piégée
dans’hélice formée par les glucanes linéaires de plus de douze résidus glucose, et I'interaction
sera d’autant plus forte que le degré de polymérisation de la chaine sera important (Fig. 7A).
Cela se traduit par une augmentation de la valeur de la longueur d’onde au maximum
d’absorption (Amax), valeur a laquelle est associée une couleur. A I'inverse plus la chalne sera
ramifiée et plus I'interaction sera faible. Ces parametres permettent donc par un simple test
colorimétrique de distinguer les différents polymeéres de glucose, et les modifications de leurs
structures (Fig. 7B).

Amax
B
450 nm
-
Glycogéne
v
500 nm
»S
Amylopectine
550 nm
v
»
Amidon
1 600 nm
S
Amylose
650 nm
v

Figure 7 : Interaction de lI'iode avec les polysaccharides. (A) Les a-glucanes linéaires de plus de 12
résidus glucose forment une hélice gauche dans laquelle s’attachent les molécules de diiode (I,). (B) La
structure du polysaccharide modifie la longueur d’onde au maximum d’absorption (Amax) du complexe,
et donc sa couleur. Apres coloration du polysaccharide a I'iode il est donc possible de discriminer le
glycogéne qui se colore en brun, de I'amylopectine (rouge), de I'amidon (bleu nuit), et de I'amylose
(vert).

D. ’amidon dans l'industrie

L'amidon est la premiére ressource calorique de I'alimentation animale et humaine. Il
peut bien sir, étre consommé directement depuis le végétal dont il est issu (pomme de terre,
mais, blé, riz...) mais il peut aussi entrer dans la composition d’un plat préparé. L'industrie
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alimentaire peut ainsi utiliser I’'amidon sous sa forme native, comme ingrédient naturel, pour
I’élaboration de boissons, de desserts, de confiseries, ou encore de patisseries ; autant de
produits pour lesquels I'amidon est apprécié pour ses propriétés de liant, épaississant,
stabilisant, texturant, ou gélifiant. Les amidons peuvent aussi étre modifiés physiquement
(prégélatinisés, dextrinisés) ou chimiquement (réticulés, dérivatisés) dans le but d’améliorer
leurs performances. Certains de ces amidons modifiés servent alors d’additifs alimentaires (ils
seront identifiés par un code SIN commengant par E14). Mais le plus souvent 'amidon est
simplement hydrolysé pour obtenir des édulcorants (sirop de glucose, maltodextrine).
L'amidon est donc omniprésent dans notre alimentation, mais I'intérét de I'industrie pour ce
polysaccharide ne se restreint pas a I’activité alimentaire (Fig. 8). En effet, 'amidon est utile a
de nombreux autres secteurs industriels comme la papeterie (couchage et glagage du papier),
la construction (conception de mortier, adhésif de contre-plaqué), le textile (apprét des tissus,
impression), la cosmétique (effet matifiant de la peau, absorption du sébum), la
pharmaceutique (enrobage, capsulage). Il entre également dans la composition des boues de
forage des plateformes pétrolieres, des tétes d’allumettes ou de certains procédés de
décapage.

"
@
=

3
'_

Figure 8 : Liste non-exhaustive des différentes applications industrielles de I’'amidon.

Au vu de la crise écologique que nous connaissons aujourd’hui, de plus en plus de normes
encourageant le développement durable et la lutte contre le réchauffement climatique sont
mises en place. Dans ce contexte, I'amidon peut contribuer a diminuer notre empreinte
environnementale. En effet, avec la disparition des ressources fossiles, les industries suivent
avec intérét le développement des matériaux alternatifs aux dérivés du pétrole. Parmi ces
matériaux, les bioplastiques produits a partir d’amidon sont particulierement prometteurs.

Les bioplastiques, qui désignent les plastiques bio-sourcés (issus de matiere premiére
renouvelable), et/ou biodégradables (un plastique bio-sourcé n’est pas forcément
biodégradable et inversement (Babu et al., 2013)) sont déja utilisés dans la conception de
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nombreux objets mais principalement dans les domaines de [|'emballage et du
conditionnement. Ils pourraient pourtant s’avérer utile dans d’autres secteurs industriels
comme par exemple dans I'automobile. En effet, I'automobile est un secteur particulierement
soumis aux normes écologiques. Par exemple, les véhicules émettant plus de 140 g de CO; par
kilometre ont été progressivement pénalisés au profit de véhicules plus « propres ». L'une des
solutions pour les constructeurs était alors de diminuer le poids des véhicules en remplagant
une partie des métaux par du plastique. Par conséquent, le plastique représente aujourd’hui
pres de 20 % du poids moyen d’un véhicule. De plus la directive européenne (2000/53) relative
aux véhicules hors d’usage (VHU) indique que depuis le 1°" janvier 2015 le taux de réutilisation
et de valorisation (recyclage et valorisation énergétique) doit atteindre 95 % du poids moyen
du véhicule. C’est pour faire face a ces défis que certains projets comme MATORIA (MATériaux
d’Origine Renouvelable Innovants pour I’Automobile) pour le groupe PSA Peugeot Citroén ont
vu le jour.

Les bioplastiques ne remplissent cependant pas encore toutes les conditions pour de telles
applications et manquent de compétitivité vis-a-vis des matériaux de Iindustrie
pétrochimique. En effet, a I'heure actuelle ces matériaux ont un colt de production élevé, et
dans le cas des amidons plastifiés, leur sensibilité aux conditions atmosphériques notamment
a I'eau, et au vieillissement limite leur usage (Babu et al., 2013). Beaucoup d’effort sont donc
encore requis pour améliorer les procédés et le controle des propriétés physico-chimiques de
ces nouveaux matériaux.

L'utilisation de I'amidon en tant que bioplastique nécessite I'obtention d’une matrice
homogene a partir des grains d’amidon afin d’en faciliter le traitement. Pour y parvenir il faut
déstructurer 'amidon en lui appliquant une énergie thermique ou mécanique (Thiré, 2009).
En plasturgie, plusieurs procédés de déstructuration de I'amidon peuvent étre cités comme le
casting, ou l'extrusion. Ces traitements physiques modifient la structure de I'amidon en
fonction de plusieurs parameétres, tels que la composition de I'amidon (quantité d’amylose et
d’amylopectine), de la teneur en eau, ou des conditions de traitement. La maitrise de
I'utilisation des matériaux amylacés nécessite la compréhension des transitions de phases de
I'amidon et de son comportement rhéologique.

1) Gélatinisation de I'amidon

A température ambiante et en suspension, I'eau pénétre dans les régions amorphes
de I'amidon, conduisant a un léger gonflement du grain. A ce stade, le processus est réversible
mais a mesure que la température augmente, on assiste a des modifications plus importantes
de la structure du grain. On observe ainsi la transition vitreuse, la gélatinisation (ou fusion), et
la rétrogradation lors du refroidissement (Schirmer et al., 2015) (Fig. 9).

La transition vitreuse (Tg) correspond au point de température a partir duquel I'amidon passe
d’un état rigide (vitreux) a un état caoutchouteux (Slade et Levine, 1988). Au-dela de cette
température I'amidon gélatinise. La gélatinisation commence par une absorption d’eau par
les régions amorphes du grain conduisant a la rupture des ponts hydrogenes, la déstabilisation
des chaines se transmet plus tard a la lamelle cristalline. En résulte un gonflement des grains
qui atteignent plusieurs fois leur taille d’origine (Parker et Ring, 2001), I'amidon perd sa
biréfringence (perte de cristallinité et disparition de la croix de Malte sous lumiére polarisée)
et on obtient une pate visqueuse. Notons que la viscosité est due a la dissociation de I'amylose
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et de I'amylopectine, ainsi qu’a I"'augmentation du volume des grains au cours du processus
(Copeland et Preiss, 1981; Parker et Ring, 2001).

Température
OC =
."r.} Structure 3%
120 - 32 :
4 amorphe
100 -

Gélatinisation

50 - Transition vitreuse

Temps

Figure 9 : Représentation des transitions de phase de 'amidon soumis a la chaleur. Quand I'amidon
en suspension est soumis a une température croissante, il franchit d’abord la transition vitreuse qui
est encore réversible. Si la température continue de croitre la gélatinisation engendre des
modifications structurales irréversibles, 'amylose est lessivé augmentant la viscosité du milieu.
L'augmentation de la température finit par déstructurer completement les grains, il en résulte une
perte de viscosité et la formation d’une structure amorphe. La rétrogradation s’opéere pendant le
refroidissement, ou les chaines des polysaccharides vont se ré-agencer en une structure plus
ordonnée, ce qui s’accompagne d’une légere augmentation de la viscosité. La rétrogradation de
I’amylose (AM) est plus rapide (quelques heures) que celle de I'amylopectine (AP) (plusieurs jours).
Adapté de Schirmer et al., (2015).

La gélatinisation dépend des propriétés de 'amidon (composition, morphologie, architecture
et poids moléculaire), des contraintes physiques du procédé (force de cisaillement,
température), des additifs que I'on peut ajouter dans la préparation, et de la présence d’eau.
Remarquons que |'on différencie la gélatinisation (processus ayant lieu en exces d’eau), de la
fusion (en conditions limitées en eau) puisque I’eau agit comme un plastifiant, c’est-a-dire une
substance permettant de réduire la température de fusion de la matrice (ici 'amidon), et
I'amenant en-dessous de la température de décomposition (Thiré, 2009).

2) Améliorer les bioplastiques ?

Tous ces parametres influengant la gélatinisation sont particulierement importants
puisqu’ils affectent également les qualités du produit final (Schirmer et al., 2015). Parmi ces
parameétres, 'un d’entre eux est a l'origine de cette these. En effet, la taille des grains
d’amidon peut elle aussi influencer la gélatinisation (Parker et Ring, 2001). Une étude menée
sur I'amidon de blé, espéce pour laquelle, rappelons-le, il existe deux types de grains d’amidon
de tailles différentes (grains de type A > 10 um ; et type B < 10 um), a montré que la taille des
grains peut influencer la gélatinisation (température de gélatinisation et enthalpie) et la
viscosité (Geera et al., 2006). D’autres propriétés semblent, elles-aussi, étre conditionnées par
la taille des grains comme la capacité de gonflement (Wong et Lelievre, 1982), la
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rétrogradation (Zhang et al., 2016), ou la rhéologie (c’est-a-dire, la capacité de la matiére a se
déformer ou a s’écouler sous I'effet d’'une contrainte) (Shinde et al., 2003).

Comme nous I'avons vu plus t6t, les amidons peuvent étre modifiés pour améliorer
certaines de leurs propriétés. La dérivatisation, c’est-a-dire, la transformation d’un composé
chimique en un autre de structure similaire mais aux propriétés chimiques différentes, permet
par exemple de changer la solubilité, ou les point d’ébullition et de fusion d’'un composé
chimique. Il est donc possible de modifier les grains d’amidon de fagon a améliorer les
propriétés des produits amylacés. Cependant, pour avoir une dérivatisation efficace plusieurs
facteurs sont a prendre en compte. Parmi ces parameétres la porosité, la capacité de
gonflement et la taille des grains améliorent la réactivité. En effet, plusieurs études indiquent
une influence de la taille sur la réactivité (Bertolini et al., 2003; Van Hung et Morita, 2005).
Une explication possible serait qu’a poids égal, les amidons constitués de petits grains
contribuent a une plus grande surface de réaction que les amidons a grains larges (Huber et
BeMiller, 2009).

Finalement dans un contexte olU l'un des principaux facteurs limitant l'usage des
matériaux amylacés est leur manque de compétitivité vis-a-vis de leurs homologues issus de
I'industrie pétrochimique, la compréhension des mécanismes moléculaires régissant la taille
des grains d’amidon, mais aussi de facon plus générale la synthése in vivo d’amidons de
structures modifiées peuvent devenir de formidables leviers conduisant a des matériaux plus
rentables et de meilleur qualité.

Il. Métabolisme des a-glucanes de réserve

Comme décrit précédemment, le glycogene et 'amidon partagent les mémes briques

élémentaires, puisqu’ils sont tous deux constitués d’unités glucose liées en a-1,4 et branchées
en o-1,6. En revanche, ils se caractérisent par leurs architectures passant d’une particule
sphérique hydrosoluble pouvant atteindre 40 nm de diamétre, a un grain semi-cristallin,
insoluble dans I'eau et d’une taille théoriquement illimitée.
Il semble donc logique que les voies métaboliques aboutissant a la construction de ces deux
polysaccharides, bien que différentes, partagent au moins quelques activités enzymatiques
communes. La théorie endosymbiotique propose méme une relation plus intime entre le
métabolisme des deux polyméres, ou I'internalisation d’une cyanobactérie photosynthétique
par une cellule eucaryote aurait permis la transition d’'un métabolisme du glycogene vers celui
de I"'amidon (Cenci et al., 2014). En effet, 'amidon se trouve uniquement chez les eucaryotes
photosynthétiques ou leurs dérivés non-photosynthétiques (comme les parasites
apicomplexes), tandis que le métabolisme du glycogéne est beaucoup plus répandu a travers
les domaines du vivant. Celui-ci est d’ailleurs particulierement bien conservé chez les bactéries
et les cyanobactéries.

A. Métabolisme du glycogene chez les bactéries

Seules cing enzymes sont suffisantes et nécessaires au métabolisme du glycogéne chez
les bactéries. Chez Escherichia coliles génes codant ces enzymes sont organisées en un opéron
(Montero et al.,, 2011) avec d’amont en aval, les génes GLGB (codant une enzyme de
branchement, EC 2.4.1.18), GLGX (codant une enzyme de débranchement, EC 3.2.1.196), puis
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les genes GLGC, GLGA, et GLGP codant respectivement I’ADP-glucose pyrophosphorylase
(EC 2.7.7.27), la glycogene synthase (EC 2.4.1.21) et la glycogéne phosphorylase (EC 2.4.1.1).
La premiére étape de la synthese du glycogéne (Fig. 10) consiste a former un nucléotide-sucre
(NDP-glucose), précurseur indispensable a l'initiation et I’élongation des chaines de glucose
(Leloir, 1971). Notons que les eucaryotes hétérotrophes construiront leur glycogéne a partir
d’UDP-glucose, tandis que la plupart des bactéries le feront a partir d’ADP-glucose (Ballicora
et al.,, 2003). Ce dernier est produit selon la réaction 1, catalysée par I’ADP-glucose
pyrophosphorylase (AGPase).

G1P + ATP < ADP-glucose + PPi (1)

A l'inverse des mammiféres, I'activité enzymatique de I’AGPase joue un role important dans
la régulation de la biosynthése du glycogéne chez les bactéries (Preiss, 2014; Preiss et al.,
1983). L'unité glucose sera ensuite transférée du nucléotide-sucre vers I'extrémité
non-réductrice d’une chaine glucanique préexistante, créant ainsi une nouvelle liaison o-1,4
sous l'action de la glycogene synthase (réaction 2).

ADP glucose + (glucosyl),, = (glucosyl),, 1 + ADP 2)

Remarquons que chez les animaux ou les champignons, une protéine capable
d’autoglucosylation : la glycogénine, est indispensable a l'initiation de la synthése d’une
chaine glucanique (Roach et al., 2012). Chez les bactéries, c’est la glycogene synthase qui
assure a la fois l'initiation et I’élongation (Ugalde et al., 2003).

A ce stade, I'organisme n’est capable de produire que des chaines linéaires de glucose. Pour
parvenir a une structure ramifiée telle que le glycogene, une enzyme de branchement (BE) est
nécessaire. Pour réaliser ces points de branchements, I'enzyme proceéde en deux temps.
D’abord, elle hydrolyse une liaison a-1,4 a I'extrémité non-réductrice d’'un glucane linéaire,
libérant un segment de 6 a 9 résidus. Elle transfére ensuite ce segment en C6 d’un résidu
glucose, soit sur la méme chaine, soit sur une autre ; formant une liaison a-1,6 (réaction 3).

Glucane en a-1,4 - glucane en a-1,4, branché en a-1,6 (3)

Ces trois réactions sont suffisantes pour générer une particule de glycogene. Son catabolisme
guant a lui est assuré par I'action conjointe de la glycogéne phosphorylase et de I'enzyme de
débranchement. La glycogene phosphorylase permet la libération des unités glucose a partir
de [l'extrémité non-réductrice des chaines linéaires du polysaccharide en présence
d’orthophosphate (réaction 4) (Alonso-Casajus et al., 2006).

(glucosyl),, + Pi < (glucosyl),,_; + G1P (4)

Cependant, les phosphorylases ne sont pas capables de digérer les liaisons o-1,4 a proximité
(DP<4) d’une ramification, laissant des résidus maltotétraosyl branchés. Ces derniers sont la
cible spécifique de I'enzyme de débranchement (GlgX) permettant leur libération avant qu’ils
soient pris en charge par I'enzyme disproportionnante (MALQ) et la maltodextrine
phosphorylase (MALP) (Fig. 10). Cette spécificité de substrat de I'enzyme de débranchement
permet d’éviter qu’elle ne puisse débrancher les ramifications nouvellement formées par la
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BE. Les deux enzymes peuvent ainsi travailler en méme temps dans le cytosol bactérien

(Dauvillee et al., 2005).
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Figure 10 : Métabolisme du glycogéne et des malto-oligosaccharides chez la bactérie Escherichia coli.
L’action successive des AGPase, Glycogéne synthase (GT5 selon la classification Cazy) et de I'enzyme
de branchement conduit a la formation de la particule de glycogéne (1 a 3). Le glycogéne est ensuite
dégradé par la glycogéne phosphorylase qui attaque I'extrémité non-réductrice des chaines linéaires
de glucose jusqu’a atteindre une limite de 4 résidus glucose branchés en a1,6 (dextrine limite). Ce
maltotétraose est la cible privilégiée de I'enzyme de débranchement qui le libére (5) avant qu’il ne soit
pris en charge par |'activité disproportionnante (MalQ) (6) et la maltodextrine phosphorylase (7).
Adapté de (Kadouche, 2016).

B. Métabolisme de I'amidon chez les plantes supérieures

De nombreuses recherches ayant amélioré notre compréhension du métabolisme de

I'amidon ont été menées chez I'organisme modeéle Arabidopsis thaliana, et en particulier sur
I’'amidon produit par ses feuilles. L'amidon des feuilles est un amidon transitoire, produit en
large quantité pendant la journée et dégradé la nuit quand I’activité photosynthétique cesse.
Cependant d’autres organes de la plante produisent également de 'amidon. Par exemple chez
A. thaliana les cellules de la columelle des racines portent des grains d’amidon qui ne servent
pas de réserve énergétique mais qui orientent les racines par gravitropisme. Chez d’autres
especes, il existe des organes spécialisés dans le stockage d’'un amidon dit de réserve, a I'image
des tubercules de pomme de terre. Cependant, qu’ils soient transitoire ou de réserve, ces
amidons sont synthétisés dans les plastes via des enzymes similaires.
Le métabolisme de I'amidon est une voie trés conservée chez les eucaryotes
photosynthétiques (Deschamps et al., 2008b; Ral et al., 2004) et implique une quarantaine de
génes. Une partie d’entre eux correspond a ceux du métabolisme du glycogéne représentés
par plusieurs isoformes. En effet, le métabolisme de I'amidon chez les algues et les plantes
terrestres fait intervenir une AGPase dérivant de I'enzyme bactérienne, au moins cinqg amidon
synthases (SS), trois enzymes de branchement (BE) et deux catégories d’enzymes de
débranchement sont également identifiées. Ces isoformes n’ont toutefois pas exactement les
mémes fonctions bien qu’il existe des redondances fonctionnelles (Ball et al., 2011).
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1) Synthése de ’lamidon

a) Synthése du précurseur

Comme le glycogéne, la premiére étape de la synthese de I'amidon est la production
d’un nucléotide-sucre. Comme chez les bactéries, le nucléotide-sucre précurseur chez les
algues vertes et les plantes terrestres est I’ADP-glucose. Cependant, chez les organismes
photosynthétiques, la production de I’ADP-glucose est directement liée au cycle de Calvin via
trois étapes enzymatiques (Fig. 11). En effet, le fructose-6-phosphate (Fru6P) généré par le
cycle est converti successivement en glucose-6-phosphate (G6P) et en glucose-1-phosphate
(G1P) sous l'action de la phosphoglucose isomérase (PGI) et de la phosphoglucomutase
(PGM). La troisieme étape portée par I’AGPase, est identique a celle décrite chez E.coli
(réaction 1), et aboutit a la formation de I’ADP-glucose et de pyrophosphate (PPi). Ces trois
étapes sont réversibles, mais elles sont orientées dans le sens de la synthése du
nucléotide-sucre du fait de I’hydrolyse du pyrophosphate en orthophosphate (Pi) par la
pyrophosphatase alcaline plastidiale (Weiner et al., 1987).

Une autre différence entre les AGPases d’origines bactériennes et celles des plantes

supérieures réside dans leurs organisations structurales. En effet, 'enzyme bactérienne est un
homotétramére tandis que ’AGPase des algues et des plantes terrestres, présente deux paires
de sous-unités distinctes (Copeland et Preiss, 1981; Zabawinski et al., 2001) ; a savoir, deux
petites sous-unités o portant les activités catalytiques, et deux grandes sous-unités B,
intervenant dans la régulation de I'activité enzymatique. Il existe plusieurs isoformes pour
chacune de ces sous-unités. Chez A. thaliana par exemple, quatre genes (APL1 a 4) codent la
grande sous-unité et deux autres (APS1 et 2) la petite (Crevillén et al.,, 2003). Ces génes
dériveraient de phénomeénes de duplication au cours de I'évolution puisque les alignements
de séquence des cDNA provenant de nombreuses espéces, suggérent une origine bactérienne
commune a ces sous-unités. (Nakata et al., 1991; Smith-White et Preiss, 1992).
Remarquons que la combinaison de ces différentes isoformes génére des enzymes tissus
spécifiques, et ayant des sensibilités aux effecteurs de régulation ou aux substrats différentes.
D’ailleurs, chez certaines espéces comme le blé, I'orge, le riz ou le mais, et plus spécifiquement
dans leur albumen ; il existe en plus de I’AGPase plastidiale (que I’on trouve dans tous les tissus
capables de synthétiser de I'amidon) une seconde AGPase, cytosolique, nécessitant le
transport de I’ADP-glucose dans I'amyloplaste (Tetlow, 2004).

b) Régulation du flux de carbone

Que ce soit chez les plantes ou les bactéries, I'inactivation partielle ou complete de
I’AGPase entraine une diminution ou I'arrét total de la synthése du polysaccharide de réserve
(Govons et al., 1969; Lin et al., 1988; Miiller-Rober et al., 1992; Tsai et Nelson, 1966;
Zabawinski et al., 2001). A I‘inverse I'augmentation de son activité induit une suraccumulation
du polysaccharide (Li et al., 2011; Preiss et al., 1976; Smidansky et al., 2002; Stark et al., 1992).
Cette enzyme est donc un précieux outil de contrdle du flux de carbone vers la synthese
d’amidon. Elle est ainsi soumise a différents modes de régulation.
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Figure 11 : Voie de biosynthése de I’amidon dans le chloroplaste. Le carbone atmosphérique est
assimilé par le cycle de Calvin. Une partie de ce carbone est exporté dans le cytosol pour la synthese
du sucrose via la voie des triose-phosphates. L'autre partie permet la formation de
fructose-6-phosphate (Fru6P) lequel sera converti en glucose-6-phosphate (G6P) par |la
phosphoglucose isomérase (PGI), puis en glucose-1-phosphate (G1P) par la phosphoglucomutase
(PGM). A partir du G1P et d’ATP, I’ADP-glucose pyrophosphorylase (AGPase) élabore I’ADP-glucose,
I"'unique nucléotide-sucre précurseur de la synthése de I'amidon.. L’activité de I’AGPase est réversible
mais I’hydrolyse du pyrophosphate en orthophosphate (Pi) par la pyrophosphatase alcaline plastidiale
empéche le retour vers le G1P. L’AGPase est également une clé de la régulation de la synthése
d’amidon car son activité est soumise a une régulation allostérique et a une régulation par
oxydo-réduction des ponts disulfures. L’ADP-glucose formé sera a |'origine du polysaccharide qui sera
synthétisé par l'action concertée d’enzymes d’élongation (SS), de branchement (BE) et de
débranchement (DBE). Adapté de Zeeman et al., 2007.

D’abord les AGPases des plantes et des bactéries sont des enzymes allostériques dont les
effecteurs sont des métabolites clés de la voie d’assimilation du carbone de I'organisme, a
I'image du 3-phosphoglycérate (3-PGA) et de I'orthophosphate (Ghosh et Preiss, 1966; Martin
et Smith, 1995). Le ratio 3-PGA/Pi permet donc un premier niveau de régulation tel que
I'activité de ’AGPase sera maximale lorsque la cellule sera en excés de carbone et d’énergie,
ce qui concorde avec I'utilisation de I’ATP comme substrat.

Chez les plantes, un second niveau de régulation est permis par I'oxydo-réduction de ponts
disulfures pouvant se former entre les petites sous-unités de I'enzyme. La création de ces
ponts conduit a la dimérisation des petites sous-unités et a lI'inactivation de I’AGPase, son
activité peut alors étre récupérée en présence d’agents réducteurs. Dans les tissus
photosynthétiques comme la feuille d’A. thaliana, c’est le pouvoir réducteur généré par le
photosysteme 1 pendant la phase lumineuse qui permet l'activation de I'enzyme par
réduction des ponts disulfures (Fu et al., 1998; Tiessen, 2002). Ce processus pourrait impliquer
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le systéeme ferredoxine/thioredoxine qui intervient déja dans la régulation, dépendante de la
lumiere, de plusieurs activités enzymatiques dans le chloroplaste (Ballicora et al., 2000).

La régulation allostérique et la régulation par oxydo-réduction agissent donc sur I’AGPase de
facon synergique pour promouvoir la synthése d’amidon en présence de lumiére et I'inactiver
a 'obscurité.

Cependant, la synthese d’amidon doit aussi étre régulée pendant les phases lumineuses. En
effet, le flux de carbone assimilé par photosynthese ne doit pas étre dirigé uniquement vers
la synthese de I'amidon, mais doit aussi servir a la croissance de la plante. C’est pourquoi
I’oxydo-réduction de ’AGPase semble également pouvoir étre influencée par des métabolites
indépendamment de la lumiere. En effet, des études menées sur les feuilles d’A. thaliana a
I’obscurité (Hendriks, 2003), ou dans un tissu non-photosynthétique comme le tubercule de
pomme de terre (Tiessen, 2002), montrent qu’un niveau élevé de saccharose induit la
réduction de I’AGPase et stimule la synthése d’amidon. Le mécanisme permettant de lier la
concentration en saccharose cytosolique et |’activation de I’AGPase est encore mal compris et
semble impliquer d’'une part, la voie des pentoses phosphates et la NADP-thioredoxine
réductase C (NTRC) (Michalska et al., 2009), et d’autre part la voie du tréhalose-6-phosphate
(Kolbe et al., 2005; Lunn et al., 2006) et la protéine kinase : SnRK1 (Jossier et al., 2009; Tiessen
et al., 2003).

¢) Initiation de la synthése de I'amidon

Chez les organismes photosynthétiques, I'initiation de la synthése du grain d’amidon
est encore mal comprise. Selon la théorie endosymbiotique, le métabolisme de I'amidon serait
le fruit d’une évolution de celui du glycogéne (Ball et Morell, 2003). Mais l'initiation de la
synthése du glycogene differe selon les espéces considérées.

Chez les eucaryotes hétérotrophes comme les animaux ou les champignons, la synthése du
glycogene utilise I’'UDP-glucose et son initiation nécessite la présence d’une glycogénine. Cette
protéine est capable de s’autoglucosyler, formant un accepteur de glucose (amorce)
indispensable aux activités d’élongation des glycogene-synthases. Chez la levure, deux genes
GLG1 et GLG2 permettent chacun I'expression d’une protéine homologue a la glycogénine des
mammiféres. Le double mutant glg1/glg2 n’est alors plus capable de produire le
polysaccharide de réserve, mais le phénotype peut étre inversé en exprimant la glycogénine
du lapin chez ce double mutant (Cheng et al., 1995). Chez les plantes les amidon-synthases
nécessitent aussi une amorce pour allonger les chaines de glucose. Il est possible qu’une
protéine semblable a la glycogénine permette la formation de cette amorce.

A l'inverse chez les bactéries, qui construisent leur glycogéne a partir d’ADP-glucose, aucune
glycogénine n’a été identifiée. Des travaux réalisés chez la  bactérie
Agrobacterium tumefaciens ont montré que les réles d’initiation et d’élongation des chaines
glucaniques sont supportés par la méme enzyme : la glycogéne-synthase. Dans ce cas
I’enzyme est capable d’initier la synthése d’une amorce pour I'élongation des chaines (Ugalde
et al., 2003). Si I'on considére que le plaste dérive d’une cyanobactérie ancestrale qui aurait
été internalisée lors de I'endosymbiose primaire, il est alors possible que les mécanismes
d’initiation bactériens aient été conservés chez les plantes. Auquel cas les amidon-synthases
seraient capables d’initier la synthése du grain d’amidon.
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Les plantes possedent elles-aussi des protéines capables de s’autoglucosyler, comme
les protéines RGPs (Reversibly Glycosylated Polypeptide). Cependant ces protéines ne
semblent pas intervenir dans la synthése de I'amidon, mais plutét dans la synthése des
polysaccharides de la paroi cellulaire (Delgado et al., 1998; Langeveld et al., 2002). Chez
A. thaliana, plusieurs genes ont été identifiés comme des homologues de la glycogénine et
ont permis d’identifier une famille de protéines dont PGSIP1 (pour « Plant glycogenin-like
starch initiation protein 1 ») pour qui I’altération du niveau d’expression semble modifier la
guantité d’amidon dans les feuilles (Chatterjee et al., 2005). Ces observations basées sur des
colorations des feuilles a I'iode, laissent supposer un réle de ces protéines dans l'initiation de
la synthése, mais cela n’a pas été démontré.

Plus récemment, des travaux ont mis en lumiére des mutants pour lesquels on observe une
modification du nombre de grains d’amidon par chloroplaste, témoignant d’une altération du
nombre d’événements d’initiation. Les premiers de ces mutants ayant été caractérisés, sont
déficients pour les activités de débranchement portées par les isoamylases. Que ce soit chez
I'orge (Burton et al.,, 2002), la pomme de terre (Bustos et al.,, 2004) ou chez A. thaliana
(Wattebled et al., 2005), la perte de ces activités conduit a I'accumulation de phytoglycogene
(la version végétale du glycogene) au détriment de I'amidon dont la quantité se trouve étre
réduite ; mais aussi et surtout, a I'augmentation du nombre de grain d’amidon par plastes,
lesquels ont une taille réduite comparée a celle de la souche sauvage. Ces observations
appuient I'hypothése selon laquelle les isoamylases peuvent directement empécher les
évenements d’initiations.

A l'inverse, un mutant d’A. thaliana chez lequel 'amidon-synthase IV (S54) est défectueuse
présente une diminution du nombre d’évenements d’initiation, conduisant a I'obtention d’un
unique grain d’amidon par chloroplaste quand la souche sauvage en accumule 5 a 7 (Roldan
et al., 2007). Remarquons également que ce grain unique est gros et sphérique, tandis que les
grains d’amidon de la souche sauvage sont petits, plats et lenticulaires. Chez le double mutant
ss3/ss4, il n'existe plus du tout d’événement d’initiation et la plante n’accumule plus ni
d’amidon, ni d’autres polysaccharides (Szydlowski et al., 2009). Ces observations suggérent
donc I'implication de ces deux amidon-synthases dans la création de I'amorce indispensable
aux activités d’élongation.

Cependant bien d’autres protéines semblent étre impliquées dans ce processus (pour revue
voir Malinova et al., 2018), suggérant un degré de complexité de l'initiation de la synthese
d’amidon chez les plantes bien au-dela de ce que laissait imaginer le modéle du glycogéne.
Citons I'exemple du double mutant déficient a la fois pour I'activité de la phosphorylase
plastidiale (PHS1) et de I'enzyme disproportionnante (DPE2), qui ne présente lui aussi plus
gu’un grain d’amidon par chloroplaste (Malinova et al., 2014). Il a été également montré que
la réduction du nombre de grain chez le double mutant dpe2/phs1 était liée a la dégradation
de I'amidon (Malinova et Fettke, 2017). Enfin d’autres protéines semblent interagir avec la
protéine SS4 et contribuer au mécanisme d’initiation de la synthése du grain. C'est le cas de
la famille PTST (pour « protein targeting to starch ») et en particulier de PTST2 et 3 (Seung et
al., 2017) mais aussi de la protéines PlI1 (pour « protein involved in starch initiation »)
(Vandromme et al., 2018) qui est également appelée MRC (« myosin-resembling chloroplast
protein »), ou encore de la protéine MFP1 (« mar binding filament-like proteinl ») (Seung et
al., 2018).
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d) Elongation des chaines

Apres la création de I'amorce nécessaire a l'initiation de la synthese, ce sont les
amidon-synthases qui allongent les chaines de glucose. On distingue cing isoformes
d’amidon-synthases chez les plantes. Lors de leur purification, on retrouve les quatre
premieres isoformes essentiellement dans la partie soluble (ce qui leur vaut leur nom de
« Soluble Starch Synthase », abrégé SSS ou plus communément SS). Ces enzymes sont
responsables de la formation de I'amylopectine. La cinquieéme enzyme, quant a elle, est liée
au grain d’amidon (« Granule Bound Starch Synthase » ou GBSS) et intervient dans la synthese
de I'amylose.

Tout comme la glycogéne-synthase (réaction 2), les amidon-synthases utilisent I’ADP-glucose
fourni par I'activité de I’AGPase, et créent une liaison osidique a-1,4 entre la partie glucidique
du nucléotide-sucre et I'extrémité non-réductrice de I'amorce. Remarquons que les
amidon-synthases et la glycogene-synthase appartiennent a la méme famille « GT5 » de la
classification Cazy (Coutinho et al., 2003). Notons également que I'extrémité C-terminale des
amidon-synthases possede huit régions bien conservées dans le régne végétal qui sont
retrouvées dans la séquence des glycogene-synthases (Cao et al., 1999) (Fig. 12) et qui font
parties du domaine catalytique. Finalement la différence structurale permettant de distinguer
les différentes classes d’amidon-synthases repose sur une extrémité N-terminale de longueur
variable. Toutes ces enzymes portent bien entendu une séquence d’adressage au
chloroplaste.

N-ter C-ter

I NEET W -

~
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-
¢
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Figure 12 : Alignement des séquences des amidon-synthases et de la glycogéne-synthase. Toutes les
amidon-synthases possedent une région C-terminale (C-ter) similaire a la séquence primaire de la
glycogene-synthase (GS). Dans cette région 8 domaines sont particulierement bien conservés (bleu
foncé) dont les séquences peptidiques consensuelles « K-X-G-G-L » et « X-X-G-G-L » de part et d’autre
du domaine catalytique. Les amidon-synthases ont, en plus, une extrémité N-terminale (N-ter) (vert)
de longueur variable, affublée d’un peptide de transit (jaune) permettant I’adressage des protéines au
chloroplaste.

L’analyse des distributions en longueur de chaines des amidons provenant de mutants
ss1, ss2, ou ss3, montrent tous des modifications structurales différentes de leurs
amylopectines suggérant des roéles distincts de chacune de ces enzymes. Les mutants ssi
d’A. thaliana (Delvallé et al., 2005), du riz (Fujita et al., 2006), et du blé (McMaugh et al., 2014)
montrent une réduction de la quantité des chaines de DP 8 a 12, suggérant I'implication de la
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protéine SS1 dans la synthése des chaines courtes de I'amylopectine (chaines A et B1). Des
études menées sur A. thaliana (Zhang et al., 2008), le pois (Craig et al., 1998), ou le riz
(Umemoto et al., 2002) rapportent que la SS2 allonge les chaines de tailles intermédiaires de
12 a 28 résidus glucose (chaines B2 et B3). Enfin la protéine SS3 serait responsable de la
synthése des chaines les plus longues chez le riz (DP>30) (Fujita et al., 2007), mais d’autres
études menées chez C. reinhardtii indiquent que la protéine SS3, serait responsable de la
synthése d’une plus large gamme de chaines allant de DP8 a 50 (Fontaine et al., 1993). Au vu
de leurs observations du mutant ss3 d’A. thaliana, Zhang et al., (2005) proposent également,
gue cette amidon-synthase serait responsable d’une régulation négative sur I'activité des
autres SS. En effet, chez ce mutant la quantité d’amidon extrait des feuilles est plus
importante, et I'activité des autres SS est supérieure par rapport au sauvage. Cette activité de
régulation pourrait étre portée par les domaines de liaison a I'amidon de son extrémité
N-terminale, qui jouent déja un réle important dans la régulation de I'activité de I'enzyme
(Wayllace et al., 2010).

Ainsi les amidon-synthases ont chacune un role spécifique et collaborent pour allonger les
différentes chaines de I'amylopectine. Il existe cependant des redondances fonctionnelles,
permettant aux amidon-synthases de prendre en charge une partie de I'activité manquante
guand l'une d’entre elles fait défaut.

A la différence des autres amidon-synthases solubles, la perte d’activité de la SS4
n’affecte pas la structure de I'amylopectine. Comme nous |'avons vu précédemment, le
mutant ss4 d’A. thaliana présente, en revanche, un seul grain d’amidon par chloroplaste
(Rolddn et al., 2007). Rappelons également que le double mutant ss3/ss4 n’accumule plus du
tout d’amidon (Szydlowski et al., 2009), ce qui sous-entend I'implication de ces deux protéines
dans linitiation de la synthése de I'amidon. De plus, en comparaison aux autres
amidon-synthases, ces deux enzymes ont la particularité d’arborer, une extrémité N-terminale
(N-ter) plus longue (Fig. 12). Il a été montré que I'extrémité N-ter de la SS4, est impliquée dans
la sous-localisation de la protéine dans le chloroplaste en permettant son interaction avec la
membrane des thylakoides et les plastoglobules (Gdmez-Arjona et al., 2014). Ce faisant elle
peut influencer la forme du grain d’amidon en adressant |’activité de la SS4 au bon endroit. En
effet, 'expression dans le mutant ss4 d’'une protéine de fusion avec la partie N-ter de la SS4
associée a la glycogene-synthase bactérienne restaure le nombre et la forme des grains, alors
qgue I'expression de la seule glycogene-synthase restaure le nombre mais pas la forme (Lu et
al., 2018).

La derniéere catégorie d’amidon-synthase est la GBSS. L’activité de la GBSS n’est pas
indispensable a I’élaboration d’un grain d’amidon cristallin. En effet, des mutants du mais
(Tsai, 1974), de la pomme de terre (Visser et al., 1991) ou de C. reinhardtii (Delrue et al., 1992)
dépourvus de GBSS synthétisent un amidon exclusivement constitué d’amylopectine, mais qui
conserve ses propriétés cristallines. La GBSS est la seule enzyme du métabolisme active au
sein méme de la matrice polysaccharidique. Son activité est dépendante de la présence de
I’'amylopectine (Dauvillée et al., 1999) et semble étre stimulée in vitro par la présence de
malto-oligosaccharides (MOS) qui pourraient servir d’amorce (Denyer et al., 1996, 1999).
Denyer et al.,, (1999) établissent également que la GBSS, a linverse des autres
amidon-synthases, allonge les MOS de maniére processive in vitro. C'est-a-dire qu’elle ajoute

22

© 2018 Tous droits réservés. lilliad.univ-lille.fr



Thése de Sylvain Laurent, Université de Lille, 2018

plus d’un résidu glucose avant de se détacher du glucane. D’autres travaux basés sur des
observations de « pulse-chase » semblent indiquer que la GBSS allongerait les longues chaines
externes de I'amylopectine avant que ces derniéres ne soient clivées pour former I'amylose
(van de Wal et al., 1998).

Remarquons que la GBSS, qui représente la protéine majoritaire du grain d’amidon ne possede
pourtant pas de domaine de liaison a I'amidon. En revanche, Seung et al., (2015) ont montré
que chez A. thaliana I'’enzyme interagit avec une autre protéine — appartenant a la famille
PTST — non-catalytique et porteuse d’un domaine (CBM48) de liaison aux carbohydrates. Les
mutants dépourvus de cette protéine produisent des amidons sans amylose. L'interaction des
deux protéines est donc indispensable a la synthése de I'amylose, et ils suggérent que la
protéine PTST agisse comme un transporteur permettant d’amener la GBSS au grain d’amidon
et de I'y associer.

e) Activités de branchement

Pour obtenir la structure ramifiée de I'amidon s’ajoute, simultanément a I'activité des
amidon-synthases, celle des enzymes de branchement (BE, ou parfois SBE pour « Starch
Branching Enzyme », EC 2.4.1.18). Pourtant ces enzymes qui sont a |'origine des ramifications
(liaisons osidiques en a-1,6) appartiennent —au méme titre que I'a-amylase, I'isoamylase ou
la pullulanase — a la famille des Glycoside Hydrolases GH13 et GH57 de la classification Cazy
(Coutinho et al., 2003; Lombard et al., 2014). En effet, le mode de fonctionnement des BE les
oblige dans un premier temps a cliver une liaison a-1,4 d’un glucane linéaire (donneur) a son
extrémité non-réductrice, puis de transférer le fragment libre sur le groupement hydroxyle en
C6 d’un autre glucane (accepteur) pour former une ramification (Fig. 13). Si le glucane est a la
fois donneur et accepteur on parle alors d’'une réaction intramoléculaire. S'ils sont différents,
on parle de réaction intermoléculaire (Borovsky et al., 1975). L’action des BE permet donc
d’augmenter le nombre d’extrémités non-réductrices du polysaccharide en cours de
formation, ce qui favorise I'action des amidon-synthase en leur fournissant davantage de
substrats (Brust et al., 2014).

En se basant sur la structure primaire (séquence en acides aminés) des BE de
différentes plantes, on distingue deux catégories d’enzyme de branchement, les BE de type 1
(aussi appelées famille B) et les BE de type 2 (famille A) (Burton et al., 1995; Guan et al., 1997;
Rydberg et al., 2001) produits de genes distincts (Gao et al., 1996). Les deux types de BE
partagent avec le reste de la famille des GH13 un domaine catalytique (appelé domaine A)
trées bien conservé, et caractérisé par la triade d’acide-aminés (deux aspartates + un
glutamate) impliquée dans le clivage de la liaison osidique (Abad et al., 2002; MacGregor et
al., 2001). Ce domaine catalytique est bordé par deux régions plus variables. D’un c6té, par
une région N-terminale porteuse d’un domaine de liaison aux carbohydrates (CBM48) et
impliquée dans la spécificité du glucane transféré (Kuriki et al., 1997) ; et d’un autre coté par
une région C-terminale déterminant I'affinité pour le substrat (Hong et Preiss, 2000). En effet,
les deux catégories de BE se distinguent par leur affinité avec le substrat puisque les BE1, a
I'inverse des BE2, possédent une affinité plus forte pour 'amylose que pour I'amylopectine
(Guan et al., 1994; Guan et Preiss, 1993; Rydberg et al., 2001). Les deux familles ne
fonctionnent pas non plus exactement de la méme maniére, les BE1 préférant transférer des
chaines plus longues (DP<40) que les BE2 (DP 6 a 15) (Guan et al., 1997; Nakamura et al., 2010;
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Takeda et al., 1993). L'activité des BE nécessite également une taille minimale du glucane
donneur, taille en-dessous de laquelle le glucane n’est plus clivé. Les expériences conduites
in vitro pour établir la taille minimale requise pour chaque enzyme conduisaient alors, a
I’'accumulation de ces chaines. Avec cette méthode Guan et al., (1997) déterminent que chez
le mais (Zea mays L.), la taille minimale du glucane donneur de la BE1 est de 16 résidus glucose,
contre 12 pour la BE2.

Toutes les plantes étudiées possédent au moins un exemplaire de chaque type de BE. Mais
chez les monocotylédones, comme les céréales, il existe deux isoformes de BE2 (BE2a et BE2b)
qui sont tissus-spécifiques. La BE2b se trouve exclusivement dans les tissus de stockage
non-photosynthétiques (albumen), tandis que I'isoforme BE2a est réparti de fagon
ubiquitaire. Notons qu’A. thaliana fait ici figure d’exception puisqu’il s’agit de la seule plante
dicotylédone connue pour n’avoir aucune BE1 et deux BE2, nommées BE2.1 et BE2.2, produits
des genes At5g03650et At2g36390 (Fisher et al., 1996).

De nombreux mutants déficients pour les activités des BE ont été étudiés, mettant en lumiere
les fonctions des différents isoformes. Toutefois, les phénotypes les plus marqués sont liés a
I'altération de I'activité des BE de type 2. Notons tout de méme, que chez le mutant du
catabolisme (CAT16) de Chlamydomonas reinhardtii le défaut apparait dans le géne codant la
BE1, suggérant un potentiel réle de cette enzyme dans la mobilisation de I'amidon (Tuncay et
al., 2013).

Le mutant «ridé » du pois identifié par Gregor Mendel et avec lequel les lycéens
appréhendent les notions d’hérédité des génes, est un mutant sans activité BE2. Il en résulte
une diminution de sa synthése d’amidon au profit d’'une accumulation de saccharose ou
d’autres sucres solubles. Ainsi lorsque le grain seche, on peut observer le phénotype
désormais célébre (Bhattacharyya et al., 1990).

La perte de l'isoforme BE2b chez le mais ou le riz (mutant amylose-extender), conduit a la
formation d’amidon riche en amylose, avec les chaines externes de I'amylopectine plus
longues et moins branchées (Nishi et al., 2001). Le mutant est connu pour produire un amidon
résistant a l'action des o-amylases. Ces « amidons résistants » moins digestes sont
particulierement utiles dans I'industrie alimentaire, et notamment en diététique (Lockyer et
Nugent, 2017).

Chez A. thaliana, les mutants déficients pour I'une des deux BE2 ne présente que de légeres
modifications de la structure de son amylopectine (dans les deux cas on observe moins de DP
5 a 8 et plus de DP 9 a 15) suggérant une redondance de leurs activités. En revanche les
double-mutants déficients a la fois pour BE2.1 et BE2.2 ne synthétisent plus d’amidon, au
profit d’'une accumulation de maltose cytoplasmique (Dumez et al., 2006).
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Figure 13 : Les différents mécanismes mis en place par les enzymes de branchement. Les enzymes de
branchement fonctionnent de maniére séquentielle. Dans un premier temps, elles clivent une liaison
osidique (a-1,4) a I'extrémité non-réductrice d’un glucane linéaire donneur (activité symbolisée par le
triangle noir), puis elles transferent le fragment libéré sur le groupement hydroxyle en C6 d’une unité
glucose acceptrice (symbolisée en gris). En A le glucane donneur est distinct du glucane accepteur, la
réaction est alors intermoléculaire. En B le glucane accepteur est aussi le glucane donneur, la réaction
est intramoléculaire. Adapté de Tetlow et Emes, (2014).
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f) Activités de débranchement

Apreés l'intervention successive des AGPases, des amidon-synthases et des enzymes de

branchement, on obtient un polymére de glucose hautement branché et comparable au
glycogéne. C'est sans compter sur l'activité des enzymes de débranchement (DBE),
indispensables a I'organisation structurale et a la cristallisation de I'amylopectine.
Comme leur nom l'indique, les enzymes de débranchement catalysent I’hydrolyse des liaisons
a-1,6 de I'amidon ou des autres polyglucanes branchés (Fig. 14). Les DBE se répartissent en
deux catégories en fonction de leur capacité a débrancher le pullulan (un polymeére produit
par le champignon Aureobasidium pullulans et constitué de maltotrioses branchés en a-1,6),
les isoamylases (EC 3.2.1.68) qui en sont incapables, et les pullulanases (EC 3.2.1.41) (Mgller
et al.,, 2016). Ces enzymes appartiennent a la famille GH13 de la classification Cazy et
partagent donc les mémes structures décrites précédemment.

L'importance de I'activité des DBE dans la synthése de I'amidon a été démontrée par
des études réalisées sur des mutants de plantes ou d’algues perdant leurs activités de
débranchement, accumulant moins d’amidon et chez lesquels on voit apparaitre du
phytoglycogéne (James, 1995; Kubo et al., 1999; Mouille et al., 1996; Wattebled et al., 2005).

DBE : /—C 'o)

Figure 14 : Schématisation de I'activité de débranchement. Les enzymes de débranchement
catalysent I’hydrolyse de la ramification d’un polyglucane branché. D’aprés Myers et al., (2000).

A partir de ces observations, une hypothése solide de I'implication des DBE dans la synthese
de I'amylopectine a été soumise par Ball et al.,, (1996). Selon celle-ci la distribution des
ramifications et donc la cristallisation de I'amylopectine dépend des activités de
débranchement. En effet, aprés l'action des enzymes de branchement, on obtient un
polymére hautement branché et non-cristallin (la pré-amylopectine) (Fig. 15) a partir duquel
les DBE vont éliminer certaines des ramifications pour ordonner le polysaccharide et lui
permettre de cristalliser.
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I

Figure 15 : Modeéle de I’épissage de I'amylopectine. Sur une molécule d’amylopectine en croissance,
les amidon-synthases allongent les chaines de glucose a partir des extrémités non-réductrices et
d’ADP-glucose (A a B). Les enzymes de branchement ajoutent ensuite des ramifications de fagon
aléatoire conduisant au stade hyperbranché dit pré-amylopectine (C). Simultanément I'isoamylase
clive les liaisons a-1,6 les plus espacées (D), pour ne laisser que les ramifications les plus proches,
lesquelles formeront une lamelle amorphe (E).

Dans la lignée verte, il existe quatre genes bien conservés codant chacun une DBE, trois
d’entre eux codent une isoamylase (/SA1 a 3) et le dernier une pullulanase (PU1) (Deschamps
et al., 2008b). Il a été montré en premier lieu chez Chlamydomonas (Dauvillée et al., 2001b,
2001a), puis chez le riz (Utsumi et Nakamura, 2006), et le mais (Kubo et al., 2010) que les
protéines ISA1 et ISA2 pouvaient se combiner pour former des complexes, soit sous la forme
d’'un homomeére composé d’un assemblage d’ISA1; soit en hétéromere d’ISA1 et ISA2.
Cependant, ISA1 est la seule a porter une activité catalytique. En effet, elle est la seule a
posséder les huit résidus les plus conservés de la famille GH13, dont la triade d’acide-aminés
responsable de I'activité hydrolytique, évoquée précédemment (MacGregor et al., 2001). Ces
huit résidus sont conservés aussi bien chez ISA1 et ISA3 mais six d’entre eux ont été substitué
chez ISA2 (Hussain et al., 2003). Ceci expliquerait que les mutants isa2 aient un phénotype
moins marqué que les mutants isal. Dans ce cas, ISA2 agirait comme une sous-unité
régulatrice de I'activité d’ISA1. Toutefois chez A. thaliana, la présence des deux isoformes ISA1
et ISA2 est nécessaire a la formation du complexe (hnommé Isol) et a la synthése normale de
I’'amylopectine (Wattebled et al., 2005). Chez l'algue C. reinhardtii, deux mutants ont été
identifiés, le premier muté sur le géne STA7 codant la protéine ISA1 présente une
guasi-absence d’amidon et une accumulation de phytoglycogéne (Mouille et al., 1996) ; le
second est muté sur le géne STAS8 lequel code pour la protéine ISA2. A I'inverse du mutant
sta7 chez lequel I'activité de I'isoamylase disparait complétement sur les gels d’activités (ou
zymogrammes), et de la souche sauvage pour laquelle on observe systématiquement trois
bandes d’activité (suggérant I'existence de complexes hétéromériques), le mutant sta8, quant
a lui, ne présente gu’une seule bande, laissant supposer qu’il s’agisse de la forme
homomérique du complexe (Dauvillée et al., 2000, 2001b, 2001a).

Al'inverse des protéines ISA1 et ISA2, I'isoforme ISA3 est plutot impliquée dans la dégradation
de I'amidon chez Arabidopsis. En effet, I'absence de celle-ci conduit a un phénotype « sex »
(Starch excess) caractéristique d’un défaut du catabolisme, bien qu’il existe une redondance
partielle entre les deux isoformes ISA1 et ISA3 (Delatte et al., 2006; Wattebled et al., 2005).

Chez le mais comme chez A. thaliana, les mutants sans activité pullulanase, ne présentent pas
un phénotype tres marqué. Seules de légeres modifications ont été observées, avec une
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augmentation de la quantité de polysaccharides solubles (WSP pour « Water soluble
polysaccharides ») et une modification structurale de I'amylopectine semblable a celle
observée pour les mutants isal et isa2, suggérant une redondance fonctionnelle partielle
entre ces enzymes (Dinges, 2003; Wattebled et al., 2005). Cependant, les phénotypes
observés sur les double-mutants impliquant la pullulanase et d’autres isoamylases sont plus
spectaculaires. La génération du double-mutant isa3/pul chez A. thaliana (Wattebled et al.,
2008), conduit a une importante augmentation du contenu en amidon, et a une modification
structurale de I'amylopectine plus modérée mais suggérant une redondance de leurs activités.
D’un autre c6té le mutant dépourvu des activités ISA1, ISA3 et PU1 indique une redondance
partielle des activités de PU1 et ISA1 dans la synthése de 'amylopectine. Ainsi la pullulanase
serait impliqué a la fois dans la synthése et dans la dégradation de I'amidon.

2) Dégradation de I’amidon

L'amidon est donc un polysaccharide permettant de mettre en réserve |'énergie
lumineuse captée et transformée par photosynthese en énergie chimique. Nous avons vu les
mécanismes a I'ceuvre chez les organismes photosynthétiques afin de constituer cette réserve
pendant la phase lumineuse. Cependant, aucune réserve n’est utile si elle demeure
inaccessible. Le role du catabolisme est donc de permettre I’acces a cette ressource, aussi bien
pour alimenter I'organisme en énergie en |'absence d’activité photosynthétique, que pour
permettre aux graines de germer. L'un des premiers obstacles a I'accessibilité de la réserve
énergétique est lié a la cristallinité de 'amidon. En effet, cet état ne permet pas aux activités
hydrolytiques d’attaquer les chaines de glucose. La premiere étape de la dégradation consiste
donc a solubiliser I'amidon, permettant la désorganisation des chaines glucaniques et
améliorant I'acces des enzymes a leur substrat (comme lors de la cuisson de I'amidon (Snow
et O’Dea, 1981)). Cette étape est réalisable grace a la phosphorylation de certains résidus
glucose.

a) Initiation de la dégradation de I’'amidon

Comme nous I'avons vu lors de la description de ses composants, I'amidon contient
des groupements phosphates dont I'abondance est relative a I'origine botanique du
polysaccharide. Ces groupements phosphates sont portés principalement par les carbones en
position 3 et 6 (C3 et C6) de certains résidus glucose de I'amylopectine. Le cycle de synthése
et de dégradation de I'amidon transitoire dépend de la photopériode, la synthése ayant lieu
le jour et la dégradation la nuit. De facon intéressante, il a été montré chez C. reinhardtii et la
pomme de terre que le taux de phosphorylation de I'amidon est accru deés les premiéres
minutes d’obscurité (Ritte et al., 2004). La phosphorylation semble donc étre associée aux
phases précoces de la dégradation de I'amidon.

Deux enzymes plastidiales sont responsables de la phosphorylation de I'amylopectine,
la GWD (a-glucan water dikinase ; EC 2.7.9.4) et la PWD (phospho-glucan water dikinase ;
EC 2.7.9.5). La GWD a été identifiée grace a des travaux réalisés sur des lignées transgéniques
de pomme de terre (Lorberth et al., 1998) et des mutants (sex1) d’A. thaliana (Yu et al., 2001).
Dans tous les cas, I'altération de I'expression de GWD entraine une diminution du taux de
phosphates de I'amidon associée a une suraccumulation du polysaccharide. D’autres mutants
d’A. thaliana, ont ensuite permis d’identifier la PWD (Baunsgaard et al., 2005; Kotting et al.,
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2005). Les deux enzymes ont une séquence primaire (Fig. 16 A) et un fonctionnement assez
similaire. En effet, les deux enzymes sont capables de s’associer au grain d’amidon par
I'intermédiaire d’'un domaine de liaison aux carbohydrates (CBM pour Carbohydrate Binding
Module). Cette liaison est réversible et dépendante de la photopériode puisqu’il a été montré
gue ces dikinases s’associent préférentiellement a I'amidon la nuit (Kotting et al., 2005; Ritte
et al., 2000). De plus, les deux enzymes phosphorylent les résidus glucose en transférant le
phosphate en  de I’ATP (le phosphate en y est libéré sous forme d’orthophosphate). Dans les
deux cas, ce mécanisme implique I'autophosphorylation des protéines ou le B-phosphate est,
dans un premier temps, transféré sur une histidine tres conservée chez ces dikinases avant
d’étre transmis au résidu glucose (Hejazi et al., 2012) (Fig. 16 B).

Toutefois si la GWD estérifie le glucose en C6, la PWD préferera le phosphoryler en C3 (Ritte
et al., 2006) (Fig. 16 B). Notons également que, comme son nom l'indique, I’activité de la PWD
nécessite un substrat déja phosphorylé (Baunsgaard et al., 2005; Kotting et al., 2005). Ainsi
ces dikinases agissent successivement, la GWD phosphoryle le glucose en C6 et fournit un
substrat phosphorylé a la PWD qui lui ajoute un groupement phosphate en C3.

Remarquons qu’un autre isoforme de la protéine GWD a été identifiée chez A. thaliana,
cependant bien qu’elle soit aussi capable de phosphoryler des glucanes in vitro, cette protéine
est extra-plastidiale est ne semble pas avoir d’effet sur 'amidon transitoire puisque les
mutants n’exprimant plus cette protéine ne présentent pas de phénotypes marqués ni en
terme de croissance de la plante, ni en terme d’accumulation d’amidon (Glaring et al., 2007).

D’autres expériences menées in vitro montrent que la phosphorylation des glucanes
par la GWD améliore I'activité de la B-amylase, I'une des principales enzymes impliquées dans
la dégradation de I'amidon transitoire (Edner et al., 2007). Ces observations suggérent que
I'estérification de I'amidon induit une désorganisation des chaines suffisantes pour le
solubiliser, ce qui facilite 'accés des enzymes de dégradation a ces derniéres. Pour vérifier
cette hypothese Hejazi et al., (2008) ont utilisé de la maltodextrine cristallisée pour mimer
in vitro le substrat physiologique de la GWD. lls ont pu établir deux conclusions (1) la spécificité
de substrat de la GWD dépend de I'agencement structural du polysaccharide (elle n’est active
gu’avec un substrat cristallin), (2) la réaction catalysée par la GWD permet de passer d’un état
cristallin a un état hydraté et moins ordonné. La phosphorylation de I'amidon semble donc
bien étre une étape importante permettant d’initier la dégradation du grain.
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Figure 16 : Organisation structurale et mode d’action des dikinases plastidiales GWD et PWD
d’Arabidopsis thaliana. (A) Les deux enzymes portent un peptide signal (SP) en N-terminal permettant
I’adressage de la protéine au chloroplaste. Les enzymes se caractérisent par leurs domaines de liaison
a ’'amidon, composé de deux domaines CBM45 dans le cas de la GWD et d’un unique domaine CBM20
pour la PWD. Les extrémités C-terminales sont trés semblables, les deux enzymes portant un domaine
tres conservé avec notamment la phosphohistidine (H*) nécessaire au transfert du groupement
phosphate sur le glucane, et un domaine de liaison aux nucléotides (NB) pour I'interaction avec I’ATP.
L’échelle est donnée en acide-aminés (aa). (B) Une chaine glucanique linéaire (en bleu) est branchée
en a-1,6 a une seconde (en rouge). Les deux chaines s’associent en une double hélice, permettant la
cristallisation de I'amylopectine. Les dikinases GWD (en magenta) et PWD (en orange) introduisent
respectivement des groupements phosphates en C6 et en C3. Ce groupement phosphate provient de
I’hydrolyse de I’ATP. Le y-phosphate est transféré a I’'eau (Pi), tandis que le B-phosphate de I’ATP est
successivement transféré a la protéine (phosphohistidine) puis au résidu glucose. D’aprés Mahlow et
al., (2016).
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Paradoxalement, Takeda et Hizukuri, (1981), indiquent que la B-amylase est incapable de
cliver des glucanes phosphorylés. Dans ces conditions il est légitime de se demander comment
I'enzyme peut exercer sa fonction. Un premier élément de réponse est apporté par des
expériences de « pulse-chase » réalisées sur I'algue C. reinhardtii (Ritte et al., 2004). Leurs
résultats indiquent que la nuit, 50 % des groupements phosphates marqués sont perdus
20 min apreés la chasse, tandis que la liaison est plus stable de jour. De plus, Edner et al., (2007)
montrent qu’in vitro la B-amylase relargue uniquement des maltoses non-phosphorylés. Ceci
suggere que la phosphorylation de I‘amidon n’est que momentanée et qu’une étape de
déphosphorylation est nécessaire pour poursuivre la digestion du grain.

Chez A. thaliana deux enzymes plastidiales sont impliquées dans cette seconde étape
de déphosphorylation : les phosphatases SEX4 (Starch excess 4) et LSF2 (Like sex four 2).
Comme son nom l'indique, les mutants dépourvus de SEX4 présentent, eux aussi, un
phénotype d’accumulation d’amidon caractérisant un défaut de dégradation (Zeeman et al.,
1998). SEX4 est décrite comme une protéine chloroplastique, possédant un domaine CBM sur
son extrémité C-terminale, et un domaine caractéristique des phosphatases a double
spécificité (DSP) en N-terminal (Niittyld et al., 2006) (Fig. 17). Cette combinaison de domaine
la rapproche de la structure de la laforine, une phosphatase impliquée dans le métabolisme
du glycogéne chez les vertébrés et dont I'absence conduit au syndrome de Lafora. Il s’agit
d’une épilepsie myoclonique de type 2, une maladie autosomale neurodégénérative ou les
cellules accumulent des corps d’inclusion (les corpuscules de Lafora) composés d’une forme
insoluble du glycogene (pour revue voir Turnbull et al., 2016). Notons que ce sont des études
menées in vitro par Worby et al., (2006) qui montrent que la laforine est capable de
déphosphoryler I'amylopectine, et qui ont ainsi permis d’identifier cette protéine comme une
glucane-phosphatase. Gentry et al., (2007), montrent que la laforine est capable de
complémenter un mutant sex4 et suggerent que les deux protéines aient la méme fonction.
Et c’est finalement en 2009 que K6tting et al., démontrent in vivo que la protéine SEX4 est une
phosphoglucane-phosphatase impliquée dans la déphosphorylation des résidus glucose,
étape indispensable a la dégradation de I'amidon.
Chez A. thaliana il existe deux autres phosphatases semblables a SEX4 (Like sex 4) : LSF1 et
LSF2. Comme SEX4, la protéine LSF1 porte un domaine CBM et un domaine DSP, et est
localisée dans le chloroplaste (Fig. 17). De plus, cette enzyme est nécessaire a la dégradation
de I'amidon puisque les mutants /sfI accumulent une quantité anormale d’amidon.
Cependant, le mode de fonctionnement de ces enzymes différe. En effet, Comparot-Moss et
al., (2010) montrent que les mutants Isf1, a l'inverse des mutants sex4, ne présentent ni
d’accumulation de phospho-oligosaccharides, ni une réduction de la quantité de groupements
phosphate relargués. Il est suggéré que la protéine LSF1 ayant perdu son activité de
phosphatase suite a la mutation de son domaine DSP (substitution d’une histidine par une
thréonine du motif HCXsR) ne déphosphorylerait pas les glucanes, mais d’autres protéines
impliquées dans la dégradation de I'amidon via son domaine d’interaction PDZ (Fig. 17);
auquel cas elle agirait comme une protéine régulatrice.
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Figure 17 : Représentation schématique de I'organisation des phosphoglucane-phosphatases. Chez
les plantes il existe 3 phosphoglucane-phosphatases (incluant SEX4 (Starch excess 4), LSF1 (Like sex4 1)
et LSF2 (Like sex4 2)). Chez les mammiferes il n’en existe qu’une, la laforine. Toutes ces enzymes
posseédent un domaine DSP caractéristique de la famille protéique des tyrosine-phosphatases, sur
lequel on retrouve un motif conservé [I/VIHCXXGXXR[S/T] (ou HCXsR). LSF2 est la seule protéine a ne
pas posséder de domaine de liaison aux carbohydrates (CBM). Toutes les phosphoglucane-
phosphatases végétales portent un peptide signal d’adressage au chloroplaste (cTP) et un domaine
C-terminal stabilisant la protéine. LSF1 semble avoir perdu son activité de phosphatase suite a la
mutation de son domaine DSP substituant I'histidine du motif HCXsR par une thréonine. Elle est
également la seule a porter un domaine d’interaction protéine-protéine (PDZ) en N-ter, confortant
I’'hypothese selon laquelle elle agirait comme protéine régulatrice modulant I'activité d’autres
enzymes du catabolisme. La taille des protéines est indiquée en acides aminés. Adapté de Silver et al.,
(2014).

Bien que le mutant /sf2 ne présente pas de phénotype sex et qu’aucun domaine CBM n’est
présent sur la protéine LSF2, cette derniére semble pourtant étre directement impliquée dans
la dégradation de I'amidon. En effet, le double mutant sex4/Isf2 accumule d’avantage
d’amidon que le simple mutant sex4 (Santelia et al., 2011) traduisant une redondance
fonctionnelle des deux protéines. En effet, si la phosphatase SEX4 est capable de cliver les
liaisons ester phosphate en C3 et en C6 de I'amylopectine (avec une préférence pour les
phosphates en C6) (Hejazi et al., 2010), LSF2 est spécifique des phosphates en C3 (Santelia et
al., 2011).

La dégradation de I'amidon nécessite non seulement la phosphorylation des chaines
de I'amylopectine par les dikinases (PWD et GWD), permettant la solubilisation du
polysaccharide, et facilitant I'acces aux enzymes hydrolytiques mais également des
déphosphorylations catalysées par des phosphatases (SEX4 et LSF2) afin que I’hydrolyse
puisse se poursuivre (Fig. 18).
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Figure 18 : Phosphorylation et déphosphorylation de I’'amidon lors de la dégradation de ’'amidon de
la feuille d’A. thaliana. La dégradation de I'amidon est initiée par la phosphorylation de certains
résidus glucose de I'amylopectine par les dikinases PWD et GWD, qui transférent respectivement un
groupement phosphate en position C3 et C6. Cette phosphorylation désorganise les chaines externes
de I'amylopectine qui deviennent plus accessibles aux enzymes hydrolytiques comme les amylases
(AMY3, BAM1 et BAM3) ou I'enzyme de débranchement ISA3. A ce stade, les enzymes libérent du
maltose, des malto-oligosaccharides, ou des phospho-oligosaccharides, mais elles sont rapidement
génées dans leur progression par les groupements phosphates. L’hydrolyse compléte ne peut donc
avoir lieu qu’apres la déphosphorylation de ces groupements par les phosphatases SEX4 et LSF2. La
protéine LSF1 pourrait déphosphoryler les enzymes hydrolytiques pour moduler leurs activités. Adapté
de Silver et al., (2014).

b) Les voies de dégradation de I’'amidon

Apres la déstructuration locale des molécules d’amylopectine par la phosphorylation
réversible d’'une partie des résidus glucose, les enzymes hydrolytiques peuvent accéder aux
chaines et commencer la dégradation du polysaccharide. Deux voies de dégradation de
I'amidon dans le chloroplaste ont été décrites: la voie phosphorolytique et la voie
amylolytique.

i. Lavoie phosphorolytique

La voie phosphorolytique fait intervenir une amidon-phosphorylase, (analogue de la
glycogéne-phosphorylase évoquée précédemment (cf. Partiell. A.)) et qui catalyse,
réversiblement la libération de G1P a partir de I'extrémité non-réductrice d’'une chaine
glucanique en présence d’orthophosphate (Pi) ; ou la synthese d’une liaison a-1,4 glucosidique
a partir de G1P (réaction 4). Le rble de cette enzyme est donc double, pouvant intervenir soit
dans la syntheése, soit dans la dégradation de I'amidon en fonction du rapport Pi/G1P, ce
dernier étant en faveur du catabolisme dans le chloroplaste (Rathore et al., 2009). Pour les
organismes accumulant du glycogéne, l'activité de la glycogéne-phosphorylase est
indispensable a la dégradation du polysaccharide (Alonso-Casajus et al., 2006), et la
communauté scientifique a longtemps pensé qu’il en était de méme chez les plantes.
Cependant, il s’avere que la fonction de I'amidon-phosphorylase des plantes est plus
complexe.

Cette enzyme existe sous deux formes chez les plantes en fonction de leurs localisations
subcellulaires, I'une étant plastidiale (PHO1) et I'autre cytosolique (PHO2) (Chez A. thaliana,
ces deux enzymes sont nommées PHS1 et PHS2 respectivement (Malinova et al., 2014)).
L'amidon étant localisé dans le plaste seule I'enzyme PHO1 peut y accéder directement.
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L’enzyme plastidiale pourrait donc utiliser I'amidon comme substrat, et bien qu’elle ait été
décrite comme ayant peu d’affinité avec les polyglucanes branchés comme |I‘amidon (Duwenig
et al., 1997), elle devrait étre en mesure de le dégrader et de générer du G1P. Cependant, le
G1P libéré par I'enzyme ne peut pas étre exporté tel quel vers le cytosol, puisqu’aucun
transporteur d’hexose-phosphate assurant le passage du stroma vers le cytosol n’a été
répertorié sur la membrane du chloroplaste (Weber, 2004). Dans la feuille la seule possibilité
serait alors d’emprunter les translocateurs a triose-phosphate (TPT) aprés la conversion du
G1P en triose-phosphate (Fig. 20). Une fois dans le cytosol, les triose-phosphates permettront
d’alimenter la voie de la néoglucogenese.

Cependant, il faut noter que les exports de carbone du chloroplaste vers le cytosol se font
majoritairement sous la forme de glucose ou de maltose, et non sous la forme de
triose-phosphate (Schleucher et al., 1998; Weise et al., 2004). De plus, des tests effectués sur
des lignées transgéniques de plants de tabac (Nicotiana tabacum L.) et de pomme de terre
(Solanum tuberosum L.) pour lesquels I'expression du TPT est séverement réduite par ARN
interférence, ne révélent aucun défaut dans la dégradation (Hausler et al., 1998; Heineke et
al., 1994). Il en est de méme lorsque I'on cible directement PHO1 chez la pomme de terre
(Sonnewald et al., 1995). Enfin, tout doute semble étre écarté avec le mutant phsl
d’A. thaliana chez lequel la perte de I'enzyme n’a aucun impact sur le métabolisme de
I’'amidon (Zeeman et al., 2004).

En conclusion, la voie phosphorolytique ne semble pas étre la voie principale de la
dégradation de I'amidon, mais son influence ne peut pas étre non plus totalement écartée
puisque des preuves de sa participation ont été obtenues dans des lignées d’A. thaliana
déficientes pour DPE2 ou MEX1, deux protéines impliquées dans le métabolisme du maltose
(Malinova et al., 2014). En effet, les mutants dpe2 et mex1 présentent une élévation du niveau
d'activité de PHS1. De plus, les doubles mutants dpe2/phs1 et mex1/phs1 affichent un retard
de croissance plus important que les simples mutants. Par contre cette enzyme semble
intervenir dans d’autres mécanismes. En effet, il est suggéré que I'activité de PHS1 permette
le maintien du chloroplaste a I'obscurité (Malinova et al., 2014), ou favorise la résistance aux
stress abiotiques (Zeeman et al., 2004). Des travaux récents menés sur le mutant phs2
d’A. thaliana, arguent pour une fonction similaire de I'enzyme cytosolique dont I'activité
semble étre importante quand la plante est soumise a des stress lumineux ou pendant la
sénescence (Schopper et al., 2015).

ii. Lavoie amylolytique

Depuis les travaux de Scheidig et al., (2002) menés sur des plants transgéniques de
pomme de terre, on connait I'existence d’'une autre voie de dégradation, dite « amylolytique »
et qui représente la voie majoritaire de dégradation de I'amidon dans les feuilles de diverses
espéces végétales. En effet, cette voie fait intervenir plusieurs enzymes dont la B-amylase qui
catalyse la libération de B-maltose depuis I'extrémité non-réductrice d’'un a-glucane. Or
plusieurs études indiquent que le B-maltose est le produit principal de dégradation de
I’'amidon mais aussi le produit le plus exporté par le chloroplaste la nuit (Niittyla et al., 2004;
Weise et al., 2004, 2005). Dans cette partie je décrirai les enzymes impliquées dans cette voie
catabolique.
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> Les B-amylases

La B-amylase (EC 3.2.1.2 ; GH14 de la classification Cazy) permet donc de libérer du
B-maltose a partir de I"'amylopectine (Remarquons que le terme de « béta »-amylase, se
rapporte a la configuration anomérique du maltose libéré et non a la liaison hydrolysée). Etant
incapable de cliver les liaisons a-1,6, I'enzyme génere également une B-limite dextrine (Baba
et Kainuma, 1987).

Chez A. thaliana, neuf génes codent des B-amylases (BAM1 a 9) (Smith et al., 2004). Sur la
base de la position de leurs introns Monroe et al., (2017) proposent de séparer les génes en
deux groupes, la sous-famille | regroupant les BAM1, 3 et 9; et la sous-famille Il regroupant
les six autres. Sur la base d’analyses phylogénétiques, ils émettent également I'hypothese
selon laquelle les B-amylases de la sous-famille Il dériveraient toutes de la BAM2.

Au sein de la famille |, les trois enzymes sont plastidiales mais la BAM9 est inactive. L’activité
des B-amylases dépend de la présence dans le site actif de quinze acides-aminés permettant
de créer des ponts hydrogénes avec I'amidon, et qui ont été identifiés sur la B-amylase 5 du
soja (Laederach et al., 1999). Remarquons que la BAM5 est la seule B-amylase cytosolique
active, et qu’elle est la premiere a avoir été purifiée et caractérisée (Monroe et Preiss, 1990).
On peut donc identifier avec BAMY, trois autres B-amylases inactives : BAM4, 7 et 8 (Fig. 19).

Sous-site 1 Sous-site 2 DC Sous-site 3 4

BAMS (Soja) | @ | @ § § 2(8(8|8(8|8(2|2|% g 8
x 4 g L L [+4 > (U] “ I

BAM1 D|H|D R|]K|N|A E E R|Y |G F T H
BAM2 D H D R K N A E E R Y G F T H
BAM3 D H D R K N A E E R Y G F T H
BAM4 E|H|G|R]|]K|N|T E R|IR|H |G I P Y
BAMS D|H|D R | K N | A E E R|Y |G F T H
BAMSE D|H|D R|K|N]|A E E R|Y |G F T H
BAM7 D H D R K N S E E R c D F v H
BAMS D|H|G|Q|]K|N|A E E|JK| F|A F | ¥ Y
BAM9 P | H = | R]J]K|N| S E K| H]| L I P I H

Figure 19 : Conservation des quinze résidus du site actif des B-amylases impliqués dans la liaison au
substrat chez les neuf genes paralogues BAM d’A. thaliana. Les résidus sont comparés a la séquence
référence de la B-amylase 5 du soja. Les résidus qui different de cette référence sont grisés. Adapté de
Monroe et al., (2017)

Les autres enzymes de la sous-famille |, BAM1 et BAM3 sont toutes deux décrites comme étant
importantes dans la dégradation de I'amidon transitoire. Notamment BAM3 puisque
I'altération de son expression dans la feuille de la pomme de terre, ou d’A. thaliana conduit a
une suraccumulation d’amidon (Kaplan et Guy, 2005; Lao et al., 1999; Scheidig et al., 2002). A
I'inverse le mutant baml1, ne présente pas de phénotype sex mais le double mutant
bami/bam3 accumule plus d’amidon que le simple mutant bam3 ce qui suggére une
redondance fonctionnelle entre ces deux protéines (Fulton et al., 2008). Bien que le réle de
BAM3 soit prédominant sur celui de BAM1 lors de la dégradation de I'amidon la nuit, d’autres
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études indiquent que I'expression de ces enzymes dépend de facteurs environnementaux, et
permet une réponse adaptée de la plante aux stress. Ainsi le froid conduit a une augmentation
de I'expression de BAM3 (Kaplan et Guy, 2005; Maruyama et al., 2009) tandis que I'expression
de BAML1 sera plus importante quand la plante est soumise a la chaleur ou a un stress
osmotique (Maruyama et al., 2009; Valerio et al., 2011; Zanella et al., 2016).

Sila dégradation de I'amidon est principalement dépendante de I'activité des BAM1 et 3, cette
voie catabolique est également influencée par BAM4 qui est adressée au chloroplaste mais
pourtant inactive. En effet, le mutant bam4 présente un phénotype sex. Fulton et al., (2008)
lui propose alors un role dans la régulation bien que les mécanismes moléculaires sous-jacents
ne soient pas connus. D’autres enzymes inactives, interviennent dans des mécanismes de
régulation, c’est le cas des BAM7 et 8. L’altération de I'expression de ces B-amylases engendre
un retard de croissance et de développement de la plante. Elles sont décrites comme
adressées au noyau, et posseédent un domaine de liaison a 'ADN BZR1 (« brassinazole
resistant1 ») en N-terminal. Ces protéines agissent comme des facteurs de transcription en
modulant I'expression de génes ayant le motif CACGTGTG correspondant au BBRE
(« BZR1-BAM responsive element ») dans leurs promoteurs (Reinhold et al., 2011; Soyk et al.,
2014). Les auteurs suggerent que les deux isoformes fonctionnent comme des senseurs,
permettant la détection des niveaux de métabolites dans la cellule et autorisant une réponse
cellulaire adaptée.

La fonction de BAMG6 est peu connue, et son role dans le métabolisme semble étre dépendant
du niveau de développement de la plante (Monroe et al., 2014). Fulton et al., (2008) indique
gu’elle aurait évoluée a partir de BAM5. Ces deux enzymes sont actives mais BAM6 est
adressée au chloroplaste tandis que BAMS5 est cytosolique. Bien que BAMS5 soit tres présente
dans la cellule sa fonction demeure inconnue, puisque les travaux menés pour tenter de la
caractériser ont abouti a des résultats contradictoires (Fulton et al., 2008; Kaplan et Guy, 2005;
Laby et al., 2001)

Enfin la B-amylase 2, est active et plastidiale. A I'origine elle était décrite comme ayant une
faible liaison a I'amidon (Li et al., 2009), et une activité négligeable en comparaison a BAM1
et BAM3 (Fulton et al., 2008). Cependant, bien qu’il ait d’abord été rapporté que le mutant
bam2 ne présente pas de phénotype sex (Kaplan et Guy, 2005), il s’avére que sous certaines
conditions BAM2 soit tout de méme impliquée dans le catabolisme de I'amidon. En effet,
Monroe et al., (2014) ont montré que le mutant bam2 arbore une accumulation excessive
d’amidon dans les feuilles agées de huit semaines, suggérant un role de BAM2 dans le
développement. De plus le gene est trés conservé entre les espéces et est coexprimé avec de
nombreux autres genes impliqués dans la dégradation comme GWD, SEX4 et LSF2, ce qui
oblige a reconsidérer le réle de BAM2 dans le catabolisme (Monroe et al., 2017).

» Les enzymes de débranchement

L‘hydrolyse compléte de I'amylopectine ne peut pas se contenter de |'activité des
B-amylases. En effet, ces enzymes étant incapables d’hydrolyser les points de branchements,
elles génerent une B-limite dextrine en plus du B-maltose. Pour compléter la dégradation de
I'amidon, une activité de débranchement est donc nécessaire. Comme nous |'avons vu
précédemment, il existe quatre enzymes capables de réaliser cette action chez A. thaliana :
les isoamylases (ISA1, 2 et 3) et la pullulanase (PU1) (Deschamps et al., 2008b). ISA1 et ISA2
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forment le complexe Isol, impliqué dans le processus de biosynthése de I'amidon. Concernant
la dégradation de I'amidon ce sont les enzymes ISA3 et PU1 qui interviennent. En effet,
I'absence d’ISA3 chez A. thaliana conduit a un retard de croissance associé a une
suraccumulation du polysaccharide aussi bien en fin de jour qu’en fin de nuit (Delatte et al.,
2006; Wattebled et al., 2005). A I'inverse I'absence de la pullulanase n’a aucune incidence sur
la plante ni en termes de croissance, ni en termes de quantité d’amidon ; sauf dans un
contexte mutant isa3 ou on observe alors une amplification du phénotype sex qui suggére une
redondance fonctionnelle entre ces deux enzymes (Delatte et al., 2006; Wattebled et al.,
2008).

L’action conjointe des B-amylases et des enzymes de débranchement conduisent ainsi a la
dégradation compléte de 'amidon. Cependant d’autres enzymes comme les a-amylases et la
D-enzyme, participent elles aussi a la dégradation du polymere dans le chloroplaste.

» Les a-amylases

Les a-amylases sont des endoamylases (EC 3.2.1.1) appartenant a la famille GH13 de
la classification Cazy. Elles catalysent I’'hydrolyse des liaisons a-1,4 des polysaccharides de trois
résidus glucose ou plus. On les trouve dans la plupart des tissus de réserve, ou elles jouent un
role essentiel pour la dégradation de I'amidon durant la germination (Beck et Ziegler, 1989),
mais leur activité ne se restreint pas aux tissus de réserve. Chez A. thaliana, il existe trois
isoformes pour cette enzyme (AMY1, AMY2 et AMY3) (Stanley et al., 2002), mais seule AMY3
est adressée au chloroplaste et est donc potentiellement impliquée dans la mobilisation du
polysaccharide de réserve (Yu et al., 2005). Cependant ni le mutant amy3, ni le triple mutant
pour lequel les trois a-amylases sont absentes, n’affichent un phénotype différent du sauvage
(Yu et al.,, 2005). Il en a alors été conclu que ces enzymes n’intervenaient pas dans le
catabolisme de I'amidon. Pourtant Delatte et al., (2006) ont montré que des lignées
dépourvues d’enzymes de débranchement (ISA3 et PU1) ont un taux de dégradation de leur
amidon altéré mais pas stoppé. En revanche ces souches accumulent anormalement de petits
glucanes branchés (DP8 a 30) et solubles caractéristiques de I'activité des a-amylases. De plus,
les auteurs enregistrent dans ces lignées, une expression accrue de la protéine AMY3. Enfin,
on retrouve ces especes particulieres de glucanes dans des quadruples mutants ou toutes les
DBEs sont éteintes. Dans ces lignées, une mutation supplémentaire pour le géne AMY3
conduit a la diminution de la quantité de ces glucanes (Streb et al., 2008). Ce résultat confirme
que les glucanes sont bien des produits de I'activité de cette a-amylase. Il est donc supposé
gue dans certaines conditions AMY3 soit capable de dégrader 'amidon dans les feuilles
d’A. thaliana, bien que cette activité ne soit pas indispensable.

» LaD-enzyme

Pour fonctionner les B-amylases ont besoin d’un substrat d’au moins quatre résidus
glucose. Il est donc possible que des glucanes plus courts comme des maltotrioses (DP=3) qui
ne sont pas substrat soient libérés par les enzymes de débranchement. Le maltotriose est alors
pris en charge par I'enzyme disproportionnante (D-enzyme) (EC 2.4.1.25). A partir de ce
substrat, I'enzyme génére du glucose et des chaines de tailles supérieures. Ces dernieres
deviennent alors substrat de la f-amylase.

Chez A. thaliana ou la pomme de terre, cette enzyme plastidiale est issue du géne DPE1, et les
lignées qui en sont dépourvues accumulent une large quantité de malto-oligosaccharides
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(principalement du maltotriose) dans leurs feuilles pendant les phases de dégradation. Cette
accumulation anormale de MOS, s’accompagne d’une diminution du taux de dégradation de
I’'amidon (Critchley et al., 2001; Litken et al., 2010). Ce ralentissement est supposé provenir
d’un rétrocontrdle négatif de la voie amylolytique par les MOS puisqu’il a été montré in vitro
que l'activité de BAM3 pouvait étre inhibée a une concentration physiologique de maltotriose
(Li et al., 2017).

Finalement la dégradation de I'amidon par la voie amylolytique conduit a la libération
de deux composés dans le stroma du chloroplaste : du glucose, sous-produit de I’activité
disproportionnante, et surtout du B-maltose. Ces deux éléments doivent ensuite étre exportés
dans le cytosol pour alimenter la voie de biosynthese du saccharose (Fig. 20)

¢) Export du maltose et du glucose

Il est connu de longue date que le maltose est capable de franchir la membrane du
chloroplaste (Herold et al., 1981; Rost et al., 1996), mais ce n’est qu’en 2004 que Niittyla et
al., identifient le transporteur permettant son passage. Ce dernier a pu étre identifié via une
approche de génétique formelle. En effet, les auteurs ont récupéré des mutants d’A. thaliana
issus d’une collection obtenue par exposition au méthanesulfonate d’éthyle (EMS) et qui
présentaient un phénotype sex. lls ont ensuite utilisé un crible phénotypique pour identifier
des mutants qui présentaient un niveau anormalement haut de malto-oligosaccharides (dits
mex pour « malto-oligosaccharide excess »). lls ont ainsi obtenu deux mutants affectés sur le
méme gene, nommé MEXI1. La fonction de la protéine associée au géene MEX1 a pu étre
identifiée par expression hétérologue de la protéine recombinante (sans le peptide de transit)
chez une souche mutante malF d’Escherichia coli, dépourvue de transporteur de maltose. La
souche recombinante étant capable de pousser dans un milieu supplémenté en maltose, les
auteurs ont pu conclure au role de transporteur de maltose de la protéine MEX1. Des
homologues de cette protéine ont également été identifiés chez de nombreuses espéces
comme le riz (Niittyld et al., 2004), la pomme (Reidel et al., 2008), ou chez la microalgue
C. reinhardtii (Findinier et al., 2017). Cependant chez la microalgue, I'absence du transporteur
ne conduit a un phénotype sex que lorsque les cellules ont été cultivées en carence azotée. En
effet, les analyses menées en cycle jour/nuit nont pas permis de mettre en évidence de
phénotype particulier chez le mutant. De plus il s’avere que la protéine de C. reinhardtii ne
permet pas de restaurer le phénotype du mutant malfF d’E. coli, suggérant son incapacité ou
du moins son inefficacité, a transporter le maltose. Les auteurs ont également tenté de
complémenter le mutant mex1 d’A. thaliana avec la protéine de I'algue, et inversement. Alors
gue la complémentation est effective lors de I'expression de la protéine d’A. thaliana chez le
mutant mex de I'algue, ce n’est pas le cas dans la situation inverse. De plus, I'expression
hétérologue chez E. coli a montré que les protéines MEX d’A. thaliana ou de C. reinhardtii sont
aussi capables de transporter du glucose. Ces observations suggerent des voies de
dégradation différentes tout au moins en ce qui concerne les étapes finales entre la
micro-algue et Arabidopsis.

Ainsi, I'export du maltose qui est indispensable a la dégradation de I'amidon chez les
plantes supérieures est assuré par le transporteur MEX1 (Fig. 20). Cependant le réle des
protéines MEX dans la dégradation de I'amidon et I'évolution de leurs fonctions entre les
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especes, restent peu clairs et nécessitent la caractérisation de mutants d’autres espéeces
modeles.

En parallele, le transport du glucose a travers la membrane du chloroplaste est
également assuré par le transporteur PGLCT. Encore une fois I'absence de la protéine chez
A. thaliana, n’engendre pas de phénotype marqué. Par contre, le double mutant mex1/pglct1
présente un phénotype sex plus prononcé que le simple mutant mex1. Ceci suggere que
I’export du glucose par ce transporteur contribue a une dégradation efficace de 'amidon bien
que dans une moindre mesure par rapport au transporteur MEX1 (Cho et al., 2011) (Fig. 20).

d) Prise en charge cytosolique

Pour pouvoir alimenter la voie de biosynthése du saccharose, le maltose et le glucose
exportés par le chloroplaste doivent étre transformés en hexoses phosphates. Plusieurs
étapes enzymatiques sont nécessaires a cette fin.

A partir du maltose, trois étapes initiales peuvent étre envisagées (Chia et al., 2004). Soit
I’hydrolyse par une maltase (EC 3.2.1.20) permettant la production de glucoses qui seraient
alors phosphorylés par une hexokinase ; soit la phosphorolyse par une maltose-phosphorylase
(EC 2.4.1.8) permettant la production de glucose et de G1P ; soit la libération de glucose passe
par I'activité d’'une enzyme disproportionnante (D-enzyme). Dans le génome d’A. thaliana,
cing genes permettent I'expression d’une maltase. Certains de ces genes sont impliqués dans
la synthése de cellulose (Gillmor et al., 2002), d’autres dans le développement des graines
(Boisson et al., 2001), mais aucun d’entre eux ne semblent étre impliqués dans la dégradation
de I'amidon. A l'inverse, aucun géne codant une maltose-phosphorylase n’a été identifié dans
le génome d’A. thaliana, et les amidon-phosphorylases ne sont pas capables de fonctionner a
partir du maltose comme substrat. Chez les bactéries, une enzyme clé du métabolisme du
maltose est 'amylomaltase (MALQ chez E. coli) (Boos et Shuman, 1998). Les mutants malQ ne
sont plus capables de pousser en présence de maltose comme unique source de carbone. Il a
été proposé que le métabolisme cytosolique du maltose chez les plantes suivait un mécanisme
similaire a celui des bactéries (Lu et Sharkey, 2004). Comme nous l'avons vu, les plantes
possedent une enzyme disproportionnante dans leur plaste (DPE1) mais une version
cytosolique (DPE2) de cette protéine existe également. Il s’agit d’'une enzyme
disproportionnante spécifique du B-maltose, permettant la libération d’un résidu glucose et
le transfert de I'autre sur un glucane accepteur. En effet, les mutants dpe2 d’A. thaliana
arborent un phénotype sex et accumulent prés de 200 fois plus de maltose que les souches
sauvages ; tandis que la nuit, les quantités de G1P, G6P et de saccharose sont amoindries (Chia
et al., 2004; Lu et Sharkey, 2004). Des résultats similaires ont également été obtenus chez la
pomme de terre (Lloyd et al., 2004).

Il est suggéré que le glucane accepteur prenne la forme d’un hétéroglycane cytosolique
soluble, composé principalement d’arabinose et de galactose, permettant de stocker les
résidus glucose libérés a court terme (Fettke et al., 2005). Les unités glucose intégrées dans
cette structure sont soumises a un renouvellement important, lié a la fois a la réversibilité de
la réaction catalysée par DPE2 (Fettke et al., 2006) et a l'action de I'amidon phosphorylase
cytosolique PHS2 qui 'utilise I’hétéroglycane comme substrat afin de libérer du G1P. C’'est en
tout cas, ce que suggere la lignée phs2 d’A. thaliana qui accumule un hétéroglycane
cytosoligue contenant davantage de glucose que la souche sauvage (Lu et al.,, 2006). Ce
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mutant accumule également plus de maltose la nuit, soulignant le réle de PHS2 dans le
métabolisme du maltose. Cependant en comparaison a la souche sauvage, le taux de
dégradation de 'amidon est normal, et la quantité de maltose accumulée chez le mutant phs2
n’est que quatre fois supérieures, ce qui est peu, vis-a-vis du mutant dpe2 qui accumule 200
fois plus de maltose que le sauvage. C'est pourquoi Lu et al., (2006) proposent I'existence
d’une voie alternative permettant de convertir le glucose de I’hétéroglycane en hexose
phosphate.

Saccharose

L

Hexose phosphate

Hexokmasy
> Glucane
GWD hosphorylase
PWD Glucose — > Glucose gﬂOS‘;”q%
SEX4 o Transporteur
LeF2 D-gnzyme de glucose
Glucanes ____ Glucanes (OPED) Hétéroglycane
branchés Enzyme linéaires Maltotriose Transportaur _
de debranchement de maltose Transglucosidase
(543~ (MEX 1) cyfosolique (DFEZ)
h S-amylase
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Figure 20 : Modeéle de dégradation de I'amidon dans la feuille d’Arabidopsis thaliana. Les étapes
encore incertaines sont représentées en pointillés. L'initiation de la dégradation est amorcée dans le
stroma par la phosphorylation/déphosphorylation des chaines externes de I'amylopectine par les
dikinases PWD et GWD et les phosphatases SEX4 et LSF2. L'initiation de la dégradation permet aux
enzymes hydrolytiques d’accéder aux chaines de I'amylopectine. La voie principale de la dégradation
de I'amidon est la voie amylolytique. Elle fait intervenir conjointement les enzymes de débranchement
et les B-amylases permettant principalement la libération de maltose, mais aussi de maltotriose
comme sous-produit de dégradation. Celui-ci ne peut pas étre utilisé comme substrat par la f-amylase.
Il sera en revanche clivé par la D-enzyme plastidiale (DPE1) pour libérer un résidu glucose et allonger
un glucane accepteur avec le maltose. Le glucane ainsi allongé pourra de nouveau étre la cible de la
B-amylase. Le maltose et le glucose sont exportés dans le cytosol via les transporteurs MEX1 et PGLCT
ou ils alimenteront le métabolisme du maltose. Ce dernier fait appel a une cascade enzymatique ou
interviennent la transglucosidase (DPE2) et 'amidon-phosphorylase (PHS2) et aboutit a la formation
d’hexoses phosphate qui seront a leurs tours utilisés pour I'élaboration du saccharose. En paralléle la
voie phosphorolytique secondaire, représentée par I'amidon phosphorylase plastidiale (PHS1) génere
du G1P a partir de glucanes linéaires pour alimenter la voie des triose-phosphates. Adapté de Smith et
al., 2005

En définitive, I'action conjointe de DPE2 et PHS2 permet de convertir le maltose
exporté par le chloroplaste en glucose et en G1P. Le glucose (qui s’ajoute au glucose exporté
par le chloroplaste) est pris en charge par une hexokinase permettant de le convertir en G6P,
puis en fructose-6-phosphate (Fru6P) grace a la phosphoglucose isomérase (PGl) cytosolique.
En paralléle, le G1P libéré par PHS2 sera utilisé comme substrat par I"'UDP-glucose
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pyrophosphorylase pour fournir de 'UDP-glucose. Le Fru6P et 'UDP-glucose sont les substrats
de la saccharose-phosphate synthase (SPS) permettant la synthése de saccharose-phosphate
lui-méme converti en saccharose par la saccharose-phosphate phosphatase (SPP) (Ruan,
2014). Le saccharose permet d’alimenter la cellule en énergie, ou étre exporté chez les plantes
supérieures via le phloéme pour alimenter en énergie d’autres organes.

e) La dégradation de ’amidon de réserve

Notons que la dégradation de I'amidon ne s’effectue pas toujours dans un
chloroplaste, ni méme au sein d’un plaste. C'est le cas par exemple de I'amidon de réserve de
I'albumen des céréales. En effet, au moment de la germination I'amidon se trouve dans un
environnement ol l'intégrité cellulaire a été perdue pendant la phase de déshydratation du
grain. Malgré cet environnement, I'amidon de I'alboumen est tout de méme dégradé en
glucose, lequel est absorbé par le scutellum ('embryon de la graine). C'est d’ailleurs le
scutellum et I'aleurone (un tissu entourant I'alboumen) qui contrélent la dégradation de
I’amidon en libérant les enzymes nécessaires dans I'albumen. Cette conversion de I'amidon
en glucose fait intervenir quatre classes d’enzymes : les a-amylases, les B-amylases, les
pullulanases et les maltases (Andriotis et al., 2016; Sun et Henson, 1991; Zeeman et al., 2010).
Chez les céréales, les a-amylases sont les principales enzymes de la dégradation de I'amidon
(Beck et Ziegler, 1989; Whan et al., 2014), si bien que I'absence d’une isoforme chez le riz
entraine un défaut de la germination (Asatsuma et al., 2005). Les a-amylases sont également
décrites comme étant capables de dégrader directement I'amidon natif sans I'intervention
préalable des dikinases (GWD et PWD) et des phosphatases (SEX4 et LSF2). Rappelons que
I'amidon des céréales est tres peu phosphorylé (Blennow et al., 2002; Buléon et al., 1998). Le
début de la germination est marqué par une importante production et sécrétion d’a-amylase
par I'aleurone et le scutellum (Fincher, 2011). Chez I'orge 10 genes codent une a-amylase,
cependant seuls deux isoformes sont sécrétés dans I'aloumen (Bak-Jensen et al., 2007). Les
a-amylases sont donc responsables de l'initiation de la dégradation de I'amidon de réserve et
liberent des glucanes linéaires et branchés. Les produits de dégradation sont débranchés par
la pullulanase, et les glucanes linéaires ainsi générés peuvent étre entierement dégradés.
Cette dégradation passe principalement par I'activité des maltases qui libérent les résidus de
glucose. En effet, elles représentent une activité importante au cours de la germination et
elles peuvent aussi agir de maniere synergique avec les a-amylases pour libérer des résidus
glucose directement depuis la surface du grain d’amidon (Sun et Henson, 1991). Dans ce
systéeme de dégradation, I'activité de la B-amylase semble étre une fonction redondante des
maltases. En effet, plusieurs variétés d’orge du Tibet exprimant moins de B-amylase que les
autres, ne présentent pas de défaut lors de la germination (Kaneko et al., 2000). De plus, le
maltose produit par ces enzymes est hydrolysé par les maltases comme les autres glucanes
linéaires afin de libérer du glucose.

L’ensemble de ces études menées sur la dégradation de 'amidon notamment dans le
grain d’orge permettent I'élaboration d’un modeéle de dégradation de I'amidon de réserve des
céréales (Fig. 21).
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Figure 21 : Modeéle de dégradation de I'amidon de réserve de I'albumen des céréales. L'a-amylase
est capable d’utiliser 'amidon natif comme substrat, sans étape préalable de phosphorylation
/déphosphorylation. Les malto-oligosaccharides libérés sont débranchés par la dextrinase limite
(pullulanase), générant des glucanes linéaires. Ces derniers peuvent soit étre directement hydrolysés
sous la forme de résidus glucose via I'a-glucosidase, soit indirectement en passant par une étape
intermédiaire via la B-amylase. Adapté de Findinier, (2015)

f) Régulation du catabolisme de I'amidon

Etant donné I'importance de la voie catabolique pour la croissance hétérotrophe et le
maintien de la plante, il est raisonnable de croire en I'existence de mécanismes permettant la
régulation de la dégradation de I'amidon autorisant une gestion des réserves énergétiques de
la plante. Plusieurs études ont mis en évidence de tels mécanismes et proposent méme
plusieurs niveaux de régulation.

i.  Régulation diurne et circadienne

Etant donné que I'amidon est synthétisé le jour pour étre dégradé la nuit, il semble
évident que les activités enzymatiques soient soumises a une régulation. Il est d’ailleurs connu
qgue la plante A. thaliana soit capable d’adapter la synthése et la dégradation de I'amidon a la
durée des photopériodes. Ainsi une plante soumise a une exposition a la lumiére de courte
durée aura un taux de synthése d’amidon plus important, tandis que ses taux de dégradation
et de croissance diminueront en comparaison aux plantes controles soumises a 12 h de jour
et 12 h de nuit (Gibon et al., 2009). De cette facon, la plante évite autant que possible de se
retrouver en situation de carence carbonée. Chez Chlamydomonas reinhardtii, des cultures
synchronisées de I'algue démontrent I’existence d’une régulation circadienne du métabolisme
de I'amidon. Celle-ci persiste quand les algues sont transférées d’une alternance jour/nuit a
des conditions de lumiére ou d’obscurité continues et repose sur la régulation circadienne de
I'enzyme clé de la voie métabolique : I’ADP-glucose pyrophosphorylase (Ral et al., 2006) et
tout particulierement de la petite sous-unité catalytique (Zabawinski et al., 2001).

Chez la plante, il a également été décrit, que |'expression de certains génes codant une
enzyme impliquée dans la dégradation de I'amidon (AMY3, GWD1, GWD3, DPE1, ISA3, PHS1),
ou dans le métabolisme du maltose (DPE2, PHS2), était soumise au rythme jour/nuit (Harmer
et al., 2000; Lu et al., 2005; Smith et al., 2004). A I'inverse ce n’est pas le cas de la plupart des
genes codant les enzymes participant a la biosynthése du polysaccharide, pour lesquels le taux
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de transcrit reste constant tout au long du cycle diurne, a I’exception toutefois de la GBSS et
de la SS2 dont la transcription augmente lors du passage de I'obscurité a la lumiére (Smith et
al., 2004). Cependant, méme si le niveau de transcrit change au cours du cycle jour/nuit, ce
n'est pas le cas du niveau d’expression des protéines associées. En effet, la quantité des
enzymes de dégradation reste constante (Lu et al., 2005; Smith et al., 2004), a I'exception de
la transglucosidase DPE2 chez la pomme de terre dont la quantité augmente en fin de jour et
diminue en fin de nuit (Lloyd et al., 2004). Etant donné que I'expression des protéines reste
constante, les auteurs suggeérent alors I'existence d’'un mécanisme de régulation
post-traductionnelle permettant de controler I'activité des enzymes in vivo.

De facon intéressante, les plantes sont capables la nuit, d’ajuster le taux de dégradation de
I'amidon a la quantité d’amidon dont elles disposent. Les plantes régulent ainsi la dégradation
de I'amidon de fagon a ce que la réserve s’épuise a I'aurore, ni avant, ni aprés. De cette fagon,
la plante optimise sa croissance et ses activités, et évite des phases de carence en carbone.
Les plantes sont capables de percevoir et de mesurer la longueur des périodes lumineuses
(McClung, 2001). Certains avancent I’hypothése que la plante ajuste le taux de dégradation,
lequel est constant pendant la nuit, en fonction de la durée du jour de la veille (Lu et al., 2005).
D’ailleurs, lorsque I'on perturbe I'horloge circadienne en interrompant la phase de nuit par
une exposition a la lumiére soit plus tardive, soit plus tot que prévue, alors la plante se
retrouve respectivement en situation de carence, ou avec un surplus d’amidon (Stitt et
Zeeman, 2012). De méme, chez des mutants déficients pour des genes impliqués dans le
controle du rythme circadien (Graf et al., 2010) les plantes ne sont plus capables d’adapter le
taux de dégradation a la durée de la nuit.

Cette adaptation nécessite que la plante soit capable d’évaluer la quantité d’amidon a sa
disposition en fin de jour. A ce jour, on ignore encore par quels processus la plante y parvient.

ii.  Régulation par oxydo-réduction

La régulation de la dégradation n’est pas uniguement controlée par les cycles jour-nuit.
En effet, comme c’était le cas pour I’ADP-glucose pyrophosphorylase, les activités de certaines
enzymes de la dégradation sont également sensibles a I'oxydo-réduction. Parmi celles-ci on
retrouve la phosphatase SEX4 (Silver et al., 2013; Sokolov et al., 2006), la dikinase GWD
(Mikkelsen et al., 2005), les B-amylases BAM1 et BAM3 (Glaring et al., 2012; Sparla et al.,
2006), I'o-amylase AMY3 (Seung et al., 2013), et la pullulanase (Glaring et al., 2012).
Ce mode de régulation pose néanmoins probléme puisque ces enzymes sont activées en
conditions réductrices, c’est-a-dire pendant la journée quand le photosystéme 1 est actif.
Cette observation entre donc en contradiction avec la fonction des enzymes qui devraient étre
activées la nuit. Il est donc suggéré que la régulation par oxydo-réduction ne joue qu’un réle
mineur pour la dégradation de I'amidon transitoire la nuit, mais pourrait par contre jouer un
role plus important lors de la dégradation de I'amidon présent dans les cellules de garde des
stomates afin de permettre leur ouverture (Lawson et al., 2014) ; ou étre nécessaire a des
mécanismes de réponse au stress.
Le contréle de ces enzymes pourrait passer via |’activité d’'une NADPH thioredoxine réductase
(NTRC) plastidiale. En effet, il a été montré in vitro que la NTRC était capable de restaurer
I'activité des enzymes oxydées (Mikkelsen et al., 2005; Silver et al., 2014; Valerio et al., 2011).
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iii.  Phosphorylation et formation de complexes hétéromultimériques

Comme nous l'avons vu, certaines enzymes impliquées dans la biosynthése de

I’'amidon sont capables de s’organiser en complexes homomeériques (dans le cas d’ISA1) ou
hétéromériques (dans le cas de I'association d’ISA1 avec ISA2) (Dauvillée et al., 2001b, 2001a).
Chez A. thaliana, la formation du complexe Isol (nom donné au complexe ISA1/ISA2) est
indispensable a la synthése normale de I'amylopectine (Wattebled et al., 2005). D’autres
complexes multi-enzymes ont été répertoriés, notamment dans I'albumen du riz et du mais
pendant le développement de la graine (Kotting et al., 2010). Dans ces complexes
multimériques, il n’est pas rare de trouver des domaines d’interaction protéine-protéine, et
des sous-unités phosphorylées. D’ailleurs, I’action in vitro d’une phosphatase alcaline conduit
a la dissociation de ces complexes. Il est suggéré que la formation de tels complexes permette
I’acquisition d’activités particulieres que les enzymes ne possédent pas individuellement. Une
illustration de cette hypothése peut étre apportée par la protéine PTST, que nous avons déja
mentionné, et qui est capable d’interagir avec la GBSS par I'intermédiaire d’'un domaine en
super hélice (un domaine d’interaction protéine-protéine). La protéine PTST ne possede pas
de domaine catalytique, en revanche elle porte un domaine de liaison aux carbohydrates
absent chez la GBSS. Chez le mutant dépourvu de PTST, la GBSS n’est plus associée au grain
d’amidon et la synthese d’amylose n’a pas lieu. Il est donc suggéré que ce soit la formation du
complexe qui permette a la GBSS de s’associer au grain et d’assurer la synthese d’amylose
(Seung et al., 2015). D’autres protéines portent ce type de domaines, notamment la protéine
MRC (ou PII1) qui s’associe a la protéine SS4 et contribuerait ainsi a l'initiation de la synthese
du grain (Seung et al., 2018; Vandromme et al., 2018).
Pour les enzymes impliquées dans le catabolisme de I'amidon, des sites potentiels de
phosphorylation ont été prédits (Bayer et al., 2012; Heazlewood et al., 2007; Lohrig et al.,
2009), mais aucune étude ne montre l'impact de la phosphorylation des enzymes sur la
dégradation. Cependant certaines enzymes portent des domaines d’interaction en super
hélice comme AMY3 ou la GWD (Schliebner et al., 2008). Il a été tout de méme suggéré qu’une
interaction entre les protéines BAM1 et LSF1 pouvait exister (Kotting et al., 2010). L’existence
de complexes protéiques impliqués dans la dégradation de I'amidon ne peut donc pas étre
écartée.

iv.  Le « sugar signaling »

L'adaptation de la plante a son environnement nécessite la mobilisation d'énergie.
Cependant ses ressources étant limitées, il est vital que la plante puisse contréler finement
cette mobilisation. Il est donc indispensable que cette derniére puisse a tout moment
« connaitre » son statut énergétique. A cette fin, les sucres et les métabolites libérés au cours
de la dégradation de I'amidon, ou générés par la photosynthése sont de bons outils car ils
refletent le statut énergétique de la plante. Plusieurs voies dites de « sugar signaling » faisant
intervenir, d'une part la détection du niveau de métabolites et d’autre part la transduction
d'un signal permettant de rendre compte du statut énergétique et donc de permettre une
réponse adaptée, sont a I'ceuvre chez les plantes. Parmi celles-ci, on compte la voie SnRK1
(« SNF1-related kinasel »), et la voie TOR kinase (« target of rapamycine »).

Ces deux voies ont des actions opposées et complémentaires. En effet, la voie SnRK1 est active
lors des carences (Baena-Gonzalez, 2010), tandis que la voie TOR est active pendant les phases
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d’abondance (Deprost et al., 2007). L’activation de ces voies est permise par des détecteurs
de sucres encore inconnus. Ces derniers sont sensibles a la présence du
tréhalose-6-phosphate (T6P) dont la présence est corrélée a celle du saccharose (Lunn et al.,
2006). En effet, le T6P est un intermédiaire synthétisé a partir d’'UDP-glucose ou de G6P par la
T6P synthase (TPS), puis déphosphorylé par la T6P phosphatase (TPP) en tréhalose (a-D-
glucopyranosyl-1,1-a-D-gluco-pyranoside). Quand la disponibilité en saccharose (et donc en
T6P puisqu’ils sont issus des mémes précurseurs) est faible, la voie SnRK1 est activée.
Inversement la présence de G1P, de G6P ou de T6P inactive cette voie de régulation (Nunes
et al.,, 2013; O’Hara et al., 2013; Zhang et al., 2009). Ce systéme de régulation permet
I'inhibition de certaines voies de biosynthése, empéche la croissance de la plante et la
dégradation de I'amidon. (Baena-Gonzélez, 2010; Baena-Gonzdlez et al., 2007; Ghillebert et
al., 2011). En toute logique, les mutants dépourvus d’activité SnRK1 présentent un phénotype
sex (Baena-Gonzalez et al., 2007).

D’autres expériences ont permis de souligner I'importance du T6P dans la régulation du
métabolisme de I'amidon. En effet, la surexpression de TPS chez A. thaliana conduit a une
augmentation de la quantité d’amidon accumulée, alors que la plante surexprimant la TPP en
contient moins. Il a d’ailleurs été montré que le T6P était impliqué dans I’activation de
I’AGPase par oxydo-réduction (Kolbe et al., 2005). D’autres expériences menées par Martins
et al., (2013) indiquent que la surexpression de TPS la nuit inhibe la dégradation de I'amidon
a une étape précoce et intra plastidiale de la voie catabolique puisqu’il n’observe pas
d’accumulation de maltose (ni de maltotriose). Le mode d’action n’est pas encore compris,
mais ce n’est pas directement le T6P qui inhibe les enzymes du catabolisme puisque
I'inhibition ne peut pas étre observée in vitro. Ces auteurs proposent que le T6P soit a I'origine
d’un rétrocontréle négatif de la dégradation de I'amidon.

Pour conclure, le catabolisme de I'amidon est un processus complexe faisant intervenir
de nombreux acteurs. Le modele de dégradation de I'amidon proposé dans la feuille
d’A. thaliana est relativement complet. Beaucoup de travail a été réalisé a partir de ce modele
et essentiellement par des approches de génétique inverse. Néanmoins il reste des acteurs a
identifier, notamment dans les processus de régulation, pour achever ce travail. Pour y
parvenir des approches de génétique formelle peuvent s’avérer plus appropriées. Bien qu’il
ne soit pas impossible de conduire de telles approches avec le modeéle A. thaliana, la
microalgue C. reinhardetii facilite grandement ce type de démarches.

lll. Chlamydomonas reinhardstii :

Les especes du genre Chlamydomonas du grec chlamy, manteau ou cape, et monas,
solitaire ; appartiennent au regne des Archaeplastides (un groupe monophylétique issu de
I’endosymbiose primaire du plaste (Cenci et al., 2014; Price et al., 2012)). Elles sont classées
dans I'embranchement des Chlorophytes et dans I'ordre des Volvocales. Il s’agit d’algues
vertes unicellulaires, polarisées, de forme elliptique ou ovale. On les trouve principalement
dans I'eau douce et les sols (Harris, 2009a). Chlamydomonas reinhardtii en est un des
membres les plus connus et utilisés en laboratoire. En effet, certaines de ses caractéristiques
en font un organisme modéle largement utilisé dans I'étude de la photosynthése, du
phototactisme, de la motilité cellulaire, ou du métabolisme de I'amidon.

45

© 2018 Tous droits réservés. lilliad.univ-lille.fr



Thése de Sylvain Laurent, Université de Lille, 2018

A. Son architecture cellulaire

La microalgue Chlamydomonas reinhardtii est délimitée par une membrane plasmique
contre laquelle on trouve, a I'image des cellules végétales supérieures, une paroi (Fig. 22).
Cependant, cette derniére ne contient pas de cellulose mais est essentiellement constituée
de glycoprotéines. Celles-ci sont riches en hydroxyproline et principalement associées a de
I'arabinose, du galactose, du glucose, du xylose, et du mannose (Ferris et al., 2001), dont les
guantités et I'organisation structurale changeront au cours du cycle cellulaire. A I'extrémité
antérieure de la cellule les deux flagelles qui émergent de la paroi, assurent les fonctions
motrices de la cellule lui permettant de se déplacer dans son milieu. L’algue vit principalement
dans I'eau douce, un environnement hypotonique. Dans ces conditions, la concentration en
soluté étant plus importante dans la cellule qu’a I'extérieur, I'eau a une tendance naturelle a
entrer dans la cellule par osmose. C’'est pourquoi il existe chez Chlamydomonas reinhardtii,
deux vacuoles contractiles impliquées dans I'osmorégulation, et agissant a I'image d’une
pompe, comme des outils de prévention de la lyse cellulaire en cas de pression interne
excessive (Buchmann et Becker, 2009).

Flagelle
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Figure 22 : Représentation schématique d’une cellule de Chlamydomonas reinhardtii. Traduit de
Ninghui Shi (accessible depuis https://commons.wikimedia.org/w/index.php?curid=28369980).

» Les trois génomes de C. reinhardtii

Dans le cytosol de la microalgue, on retrouve aussi les compartiments conventionnels
des cellules eucaryotes photosynthétiques. En effet, on y retrouve un appareil de Golgi et un
réticulum endoplasmique bordant un noyau de 2 a 4 um de diamétre contenant un nucléole
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central (Fig. 22), mais également de multiples mitochondries pouvant représenter 1 a 3 % du
volume cellulaire, et un chloroplaste, siege de la photosynthése. A l'inverse des cellules
végétales supérieures, le chloroplaste n’est représenté qu’en un unique exemplaire, mais
celui-ci peut représenter jusqu’a 40 % du volume cellulaire (Boynton et al., 1972).

Le génome nucléaire est haploide, et particulierement riche en GC (64 %), il comprend 17
chromosomes pour une taille totale de 121 Mb, et a été entierement séquencé. On estime
gu’il coderait pour environ 17750 genes (Blaby et al., 2014; Dutcher et al., 1991; Merchant et
al., 2010). Les organites semi-autonomes comme les mitochondries ou le chloroplaste
possedent également leurs propres génomes. Le génome mitochondrial de 16 kb comprend
13 genes dont 2 codent des ARN ribosomaux, 3 des ARN de transfert et les 8 derniers des
protéines de la chaine respiratoire (Larosa et Remacle, 2013). Enfin le génome du chloroplaste
d’une taille de 203 kb codent 99 genes, dont 62 sont traduits en protéines, et la majorité
d’entre-elles sont impliqués dans la mise en place de I'appareil photosynthétique (Maul et al.,
2002).

» Le chloroplaste

Au sein du chloroplaste plusieurs structures sont identifiables. Les thylakoides

constitués d’empilement de sacs vésiculaires sont porteurs des photosystemes permettant de
capter I'énergie lumineuse et de la convertir en énergie chimique par photosynthese (El-
Khouly et al., 2017) (Fig. 22). Les plastoglobules sont des gouttelettes lipidiques associées aux
thylakoides, qui semblent étre impliqués dans le remodelage, la réparation et méme la
formation des thylakoides lors de la biogenése des chloroplastes (Rottet et al., 2015). On
trouve également le stigma, ou eye-spot, impliqué dans le phototactisme. Cette structure
composée de granules riches en caroténoides agit comme un photorécepteur permettant a la
microalgue d’orienter sa nage en direction de la lumiere en influengant le battement des
flagelles (Ueki et al., 2016).
Enfin le pyrénoide (Fig.22), visible en microscopie optique, est impliqué dans plusieurs
processus. Cette structure est essentiellement constituée de ribulose-1,5-bisphosphate
carboxylase/oxygénase (ou RuBisCO). La RuBisCO est essentielle a I’activité photosynthétique
puisqu’elle permet [linitiation du cycle de Calvin-Benson-Bassham par son activité
carboxylase, en présence de CO; (Wang et al., 2015). Cependant, son site actif peut également
accueillir du dioxygéne (0;), orientant I'enzyme vers son activité oxygénase et vers la
photorespiration, une voie particulierement coliteuse en énergie (Foyer et al., 2009). Les
organismes photosynthétiques vivants dans des environnements a faible teneur en CO,,
comme |’eau douce, ont alors mis en place un mécanisme de concentration du CO; (CCM) que
I’on retrouve chez Chlamydomonas reinhardtii. Ce systéme assure le transport du bicarbonate
(HCO3") et sa conversion en CO; au niveau du pyrénoide, permettant de diminuer le ratio
0,/CO; et ainsi de favoriser I'activité carboxylase de la RuBisCO (Wang et al., 2015). A l'instar
du stroma, le pyrénoide est également un lieu de synthése de I'amidon. Cependant la
biosynthése de I'amidon pyrénoidal est régulée différemment de I'amidon stromal. En effet,
cet amidon formant une gaine délimitant le pyrénoide n’est visible en microscopie qu’en
condition d’induction du CCM (Ramazanov et al., 1994).
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B. Son cycle de vie

1) La voie végétative

Chlamydomonas reinhardtii se reproduit essentiellement par voie végétative. En

alternance jour-nuit (12 h de lumiére et 12 h d’obscurité) la microalgue prolifere par fission
multiple (ou palintomie) (Cross et Umen, 2015) (Fig. 23). Dans ce cas, les cellules s’engagent
dans un mécanisme de divisions multiples sans interruption par des phases de croissance. Les
phases de croissance (G1) ont lieu pendant la journée et sont prolongées, permettant a la
cellule d’augmenter son volume. Pendant la nuit, les cellules vont entrer dans une série de
phase de réplication du matériel génétique (S), toutes suivies d’une mitose (M). Le nombre de
cycles S/M dépend de la taille de la cellule-mére en fin de phase G1, plus la taille est
importante plus les cellules filles seront nombreuses. La nouvelle génération de cellule va
ensuite dégrader la paroi de la cellule mere qui les retient encore, en libérant une enzyme
lytique (V-lysine), c’est I’éclosion. Ce mécanisme de division est une adaptation de la
microalgue a la contrainte de flagellation. En effet, pendant la mitose les cellules équipées
d’une paroi doivent se débarrasser de leurs flagelles pour permettre la ségrégation des corps
basaux dans lesquels les flagelles sont ancrés (Koufopanou, 1994).
Dans les conditions utilisées au laboratoire, c’est-a-dire en lumiere continue (200-
400 puE/m?/sec) et avec les conditions optimales de cultures (entre 20 et 25 °C, a pH neutre),
les cultures de C. reinhardtii poussent de facon asynchrone et un temps de génération de 6 a
8 heures peut étre atteint.

Oh 12 h 24 h
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G1 S/M GO
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Figure 23 : Cycle de fissions multiples de Chlamydomonas reinhardtii. La phase de croissance (G1) a
lieu essentiellement pendant la journée et dure entre 12 et 14 heures. Le volume cellulaire est
multiplié pendant cette phase. Il existe un point de controle de la taille pendant la phase G1. Avant ce
point, la progression du cycle est dépendante de la taille de la cellule qui doit atteindre une taille
minimale. Au-dela de ce point, le déroulement du cycle devient indépendant de la taille cellulaire.
Pendant la nuit en fin de phase G1, la cellule perd ses flagelles et initie une série de divisions en
alternant rapidement des phases de synthéses (S) et de divisions (M). Le nombre de divisions dépend
de la taille de la cellule mere en fin de G1. Apres la phase S/M les cellules vont se libérer de la paroi de
la cellule mere en la digérant, et se reflageller. Adapté de Harris, 2009b.
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2) Son cycle sexuel

Sous certaines conditions C. reinhardtii peut également avoir recours a la reproduction
sexuée (Fig. 24). En effet, 'espéce est hétérothallique et isogame, il existe donc chez cette
algue des gametes indifférenciables morphologiquement, mais de polarités sexuelles
différentes. On distingue les polarités ou « mating type » positif (mt+) et négatif (mt-). Cette
méthode de reproduction peut étre induite en cas de stress et notamment lors d’'une carence
azotée (Sager et Granick, 1954), auquel cas les cellules végétatives entrent dans un processus
de gamétogenese. Si des gameétes des deux polarités sexuelles sont en contact, on assiste
rapidement a « I'agglutination ». Cette étape consiste en I'adhésion flagellaire d’'un gamete
avec un, ou plusieurs gamétes de polarité opposée. L'adhésion est permise grace aux
agglutinines distinctes produites par les deux mating types (Adair, 1985). L’agglutination
conduit a la formation de « couples » de gametes de polarités opposées, lesquels fusionneront
aprés la digestion de leur paroi par la G-lysine, et |'activation des structures « mating
spécifiques » comme la formation du tubule de fertilisation par le gamete mt+ (Friedmann et
al., 1968; Wilson et al., 1997). Apreés la fusion des gametes, le zygote diploide temporairement
guadriflagellé, va marir pendant 4 a 6 jours pour former la zygospore qui se caractérise par
une paroi cellulaire particulierement résistante, une perte de la chlorophylle et des
chloroplastes, et I'accumulation de réserves lipidiques. C'est sous cette forme que I'algue peut
attendre, plusieurs années durant si nécessaire, que les conditions de milieu redeviennent
favorables. Ainsi, lors d’un retour a des conditions favorables la germination s’amorce
conduisant a la formation par méiose d’une tétrade, soit quatre cellules végétatives haploides.
Celles-ci seront libérées par rupture de la paroi de la zygospore pour perpétuer le cycle
cellulaire.

Notons qu’au cours du processus les cellules d’'une tétrade héritent de trois génomes.
Le génome plastidial est transmis a la descendance exclusivement par le gaméte mt+, mais a
I'inverse c’est le gamete mt- qui transmet le génome mitochondrial (Boynton et al., 1987). Le
génome nucléaire est quant a lui transmis par les deux parents selon une ségrégation
mendélienne, chaque copie d’un géne étant distribuée a deux des quatre cellules filles. Ainsi
pour deux genes considérés, les combinaisons possibles par la ségrégation permettent la
formation de tétrades dites « ditypes parentales », ou « ditypes non-parentales », ou encore
de « tétratypes ».

Notons également qu’il n’est pas rare, puisque la fréquence varie entre 1 et 5 % dans
les conditions de culture de laboratoire, de voir aprées la fusion des gameétes, des « diploides
végétatifs ». Ces zygotes plutot que de former une zygospore, vont continuer a se diviser de
maniére végétative par mitose. Les diploides végétatifs constituent pour les généticiens un
outil trés utile puisqu’il ouvre la voie aux tests de complémentation. Enfin il est également
possible de voir des phénomeénes de cytoduction, c’est-a-dire la division du zygote avant la
fusion des noyaux. Dans ce cas, il est possible d’obtenir des cellules avec le génome nucléaire
d’un parent mais le génome mitochondrial et/ou plastidial de I'autre (Matagne et al., 1991).
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Figure 24 : Cycle de vie de Chlamydomonas reinhardtii. Sous carence azotée (rose), les cellules
végétatives haploides (n) initient la gamétogenese, premiere étape de la reproduction sexuée. Les
gametes se réunissent via leurs flagelles, ce qui aboutit a la formation de paires de gameétes de polarités
sexuelles opposées (mt+ et mt-). La fusion commence apres la digestion des parois cellulaires, et la
formation du tubule de fertilisation par le gaméte mt+. La fusion des gametes génére un zygote
diploide quadriflagellé puis, dans la majorité des cas, aboutit a la formation d’une zygospore. Ce n’est
gu’au retour a des conditions de milieu favorable (bleu), que la zygospore entre en méiose donnant
naissance a 4 cellules haploides dont la moitié de chaque polarité sexuelle. Ces derniéres pouvant se
diviser par mitose indépendamment du cycle sexué. Adapté de Harris, 2001.

C. Chlamydomonas reinhardtii comme modele d’étude

1) Génétique inverse

Les recherches menées sur le métabolisme de I'amidon au cours des derniéres
décennies nous permettent maintenant de bien appréhender les mécanismes de sa
biosynthése (Streb et Zeeman, 2012), et bien qu’il soit encore incomplet d’établir un modéle
de la dégradation de I'amidon transitoire dans la feuille d’A. thaliana (Smith et al., 2005)
(Fig. 20). Comme nous I'avons vu, ce modele est le fruit de nombreux travaux menés sur la
feuille par des approches de génétique inverse. Ces approches nécessitent cependant d’avoir
un, ou plusieurs genes candidats. Par exemple, les travaux menés sur les enzymes de
débranchement d’Arabidopsis ont permis, par la génération et la caractérisation du mutant
isa3, d’attribuer a la protéine ISA3 son role dans le catabolisme de 'amidon (Wattebled et al.,
2005). Cette méthode est efficace, mais toute la difficulté réside dans I'identification du géne
candidat, on ne peut en effet pas tester un gene si ¢ca fonction n’est pas suspectée. De plus, la
génétique inverse ne permet pas d’appréhender aisément les systemes de régulation. C'est
pourquoi nous utilisons au laboratoire une approche complémentaire de génétique formelle.

2) Génétique formelle

En génétique formelle 'approche est sans a priori, c’est-a-dire que I'on génére d’abord
par mutagenése une banque de mutants. Un crible phénotypique adapté a la fonction
attendue, permettra ensuite d’identifier les mutants d’intérét. Ces derniers, via les outils de
la biologie moléculaire, désigneront le ou les génes affectés par la mutagenese et impliqués
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dans la fonction étudiée. Cette méthode répond donc aux limites de la génétique inverse,
puisqu’elle autorise lidentification de nouveaux genes et des facteurs de régulation.
Cependant la génétique formelle souffre de ses propres limites. En effet, il n’est pas toujours
aisé d’identifier la mutation et il est également possible de passer a c6té de certains acteurs
si leur phénotype est masqué par des redondances fonctionnelles. Enfin, cette approche
nécessite un modele d’étude adapté a I'image de Chlamydomonas reinhardltii.

3) Les atouts de C. reinhardtii

Un bon modele de laboratoire doit réunir plusieurs conditions. Parmi les plus
élémentaires, il faut que le laboratoire puisse facilement reconstituer son environnement
naturel. C. reinhardtii offre cet avantage puisqu’elle est peu exigeante. En chambre de culture,
elle pousse en lumiére continue (200-400 pE/m?/sec) a une température constante de 21 °C.
Elle est maintenue a pH neutre et en présence d’acétate en milieu liquide, mais également sur
milieu gélosé sur lequel elle forme des colonies a limage de la levure
Saccharomyces cerevisiae. L'analogie a d’ailleurs donné a C. reinhardtii son surnom de
« levure verte ». Dans ces conditions optimales, I'algue accroit rapidement sa population
puisqu’une nouvelle génération voit le jour toutes les 6 a 8 heures.

Comme on I'a vu, son cycle de vie est majoritairement haploide ce qui est trés commode pour
générer des mutants puisque toute altération de son génome a une forte probabilité
d’engendrer une répercussion phénotypique. L’algue est sensible aux mutageneéses par agents
physiques (UV ou RX), chimiques (EMS ou nitrosoguanidine), ou par insertion d’ADN exogéne.
C'est cette derniere méthode qui est utilisée au laboratoire, puisque I'insertion d’une cassette
de résistance a un antibiotique (dans notre cas la paromomycine) facilite a la fois la sélection
des mutants, et la localisation de la mutation (Findinier et al., 2017; Tuncay et al., 2013).
Ajoutons a cela que la génétique de la microalgue est facilement accessible. Son génome a été
entierement séquencé (Merchant et al., 2010) et, comme il I'a été mentionné précédemment,
sa reproduction sexuée peut étre induite simplement en la transférant dans un milieu carencé
en azote. Le cycle aboutit soit a I'obtention d’un diploide stable permettant d’effectuer des
tests de complémentation, soit aprés induction de la méiose a I'obtention d’une tétrade
autorisant les analyses de coségrégation.
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Figure 25: Coupes de cellules de Chlamydomonas reinhardtii observées par microscopie

électronique a transmission. (A) La cellule était en phase active de croissance, elle accumule
principalement de I'amidon (S) autours du pyrénoide (P). Quelques grains d’amidon peuvent étre
observés dans le stroma du chloroplaste. (B) La cellule provient d’une culture carencée en azote
pendant 5 jours. On observe cette fois des grains d’amidon de réserve occupant I'essentiel du volume
cellulaire, ainsi que des gouttelettes lipidiques (L). Le pyrénoide est ici toujours visible, a coté du stigma
(ou Eyespot) (E). (Libessart et al., 1995).

Enfin, et c’est un point capital, pour notre équipe de glycobiologie végétale, le principal intérét
de lI'algue est qu’elle partage avec les végétaux supérieurs la méme voie de biosynthése de
I’'amidon (Deschamps et al., 2008c). Cependant il est important de noter qu’en conditions
normales de culture l'algue synthétise un amidon pyrénoidal comparable a I'amidon
transitoire observé chez les feuilles d’Arabidopsis avec tres peu d’amylose (<5 %) (Libessart et
al., 1995). A I'opposé, lorsqu’elle est soumis a un stress tel qu’une carence azotée, |'algue va
accumuler un amidon de réserve comparable a celui trouvé chez les céréales (Fig. 25) et
provenant principalement d’'un métabolisme hétérotrophe utilisant I'acétate du milieu
(Libessart et al., 1995).

Chlamydomonas reinhardtii est donc un organisme de choix pour I'étude du métabolisme de
I'amidon par génétique formelle a condition, toutefois, de disposer d’un crible phénotypique
performant permettant I'identification des mutants d’intérét.

4) Crible a l'iode en deux étapes

Un crible utilisant l'interaction naturelle du diiode (I.) avec les polysaccharides a
permis dans le passé l'identification de nombreux mutants de biosynthése de I'amidon. En
effet, des plages cellulaires de la microalgue peuvent étre colorées par des vapeurs d’iode et
la teinte qu’elles arboreront alors, dépendra de la nature du polysaccharide accumulé. Aprés
5 jours de carence azotée la souche sauvage de C. reinhardtii apparait noire apres coloration
a l'iode, les souches dépourvues d’amidon sont jaunes, un mutant déficient dans la synthese
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d’amylopectine (ss3) présente une teinte altérée brune/verte, alors qu’un mutant sans
amylose (gbss) est rouge (Colleoni et al., 1999) (Fig. 26).

A B
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sauvage
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> Ss3
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Figure 26 : Cribles a I'iode. (A) Plages cellulaires de différents mutants de Chlamydomonas reinhardtii
colorées aux vapeurs d’iode aprés 5 jours de cultures sans azote. De haut en bas, la souche sauvage
(WT) accumule une quantité normale d’amidon et apparait en noir. Les mutants dpel et isal
dépourvus d’amidon se colorent en jaune. Les mutants ss3 et gbss sont déficients pour la synthése
d’amylopectine et d’amylose respectivement. (B) Crible a I'iode en deux étapes utilisé pour identifier
les mutants du catabolisme. Les cellules sont soumises a un systéeme de synthése puis a une
dégradation. Les cellules sont colorées a I'issu des deux phases, permettant de discriminer les souches
sauvages qui perdent leur coloration aprés la phase de dégradation alors que les mutants du
catabolisme conservent leur teinte initiale.

Cependant, la détection des mutants de la dégradation de 'amidon ne peut pas se contenter
de cette méthode de crible sans une étape supplémentaire. Dans cette optique, les plages
cellulaires sont réalisées en doubles exemplaires sur des boites séparées. Les deux boites sont
carencées en azote et placées a la lumiere pendant cing jours, favorisant I'accumulation
massive d’amidon. Apres cette phase de synthése, la carence est levée sur 'une des deux
boites qui est placée pendant 24 heures a I'obscurité afin de permettre la dégradation de
I'amidon accumulé. Les deux boites sont ensuite colorées aux vapeurs d’iode. Les souches
sauvages qui dégradent correctement leur amidon présentent une perte de l'interaction a
I'iode sur la boite de dégradation révélant la diminution du pool du polysaccharide de réserve.
Les lignées déficientes dans la dégradation de I'amidon conservent quant a elles une teinte
noire caractéristique de I'amidon sur les deux systemes. (Fig. 26).
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MATERIELS ET METHODES

I.  Milieux de culture et lignées cellulaires

1) Les différentes lignées de Chlamydomonas reinhardtii

Au cours de mon travail de these, plusieurs souches de I'algue C. reinhardtii ont été
utilisées. La souche sauvage de référence 137C (mt- nitl nit2) est la lignée a partir de laquelle
les mutageneses, ayant permis d’isoler les mutants du catabolisme dont bsgl, ont été
effectuées. Les autres souches sauvages ont été utilisées pour des croisements avec 137C ou
les souches en dérivant, et elles ont donc une polarité sexuelle opposée. Il s’agit des souches
37cl (mt+ pab2 ac14) pour les analyses de coségrégation, et de CC-125 (mt+ nitl nit2) pour la
production d’autolysine.

2) Les milieux de cultures

Les milieux et les conditions de cultures sont ceux décrits par Harris et al., (2009),
Delrue et al., (1992) et Ball et al., (1991). La composition de ces milieux est décrite dans les
tableaux suivants (Tableaux 1-3)

Milieux TAP +N TAP -N TMP

Cr Salt 20x +N 50 ml - 50 ml
Cr Salt 20x -N - 50 ml -

Tris (2 M) 10 ml 10 ml 10 ml

Cr KPO4 5ml 5ml 5ml

Cr Oligo 1ml 1ml 1 ml

MgS04 (0,5 M) 1ml 1ml 1ml

PAB (1mg/ml) 1ml 1ml 1ml

Tableau 1 : Composition des milieux liquides utilisés pour les cultures de C. reinhardtii. Les milieux
sont réalisés a partir de solutions méres (Cr) dont la composition est donnée en détail dans le tableau 3.
Les volumes sont donnés en ml par litre de culture. Les milieux sont équilibrés a pH = 7 a I'acide
acétique pour les milieux TAP £N et a I'acide chlorhydrique pour le milieu TMP, avant d’étre stérilisés.
PAB = Acide para-aminobenzoique.

Le milieu standard de culture de C. reinhardtii est un mélange de Tris, d’acétate, de phosphate
et d’azote (abrégé TAP+N). Il s’agit d’un milieu de culture liquide autorisant la croissance de
I'algue en condition mixotrophe, c’est-a-dire qu’elle peut soit adopter un régime hétérotrophe
en utilisant le carbone présent dans le milieu (sous forme d’acétate), soit adopter un régime
autotrophe en assimilant le CO, atmosphérique. C'est le TAP+N qui est utilisé pour les
précultures permettant aux cellules de s’adapter au milieu liquide, et de contrdler la densité
cellulaire avant le transfert en cultures de plus gros volumes. En fonction de I'usage on pourra
transférer les précultures dans du TAP+N pour analyser I'amidon pyrénoidal (équivalent de
I’'amidon transitoire des plantes), en TAP-N (un milieu équivalent au TAP+N mais sans |'azote)
pour analyser 'amidon de réserve, ou en TMP (un milieu équivalent au TAP+N mais sans
I'acétate) que I'on utilise pour observer la dégradation de I'amidon a I'obscurité. C. reinhardtii
peut aussi pousser sur des milieux gélosés, sur lesquels elle forme des colonies (Tableau 2).
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. HSA HS + HS + Ac .. NIT
Milieux riche HS HS + Ac PAB +PAB NIT mini GO et
Cr Si:;cl 20x 50 ml 50 ml 50 ml 50 ml 50 ml - B
Cr Salt 20x -N - - - - - s0ml | 50ml
Cr KPO, 10 ml
Cr Oligo 1ml
MgSO4
1ml
(0,5M) "
PAB
1ml - - 1ml 1ml - 1 ml
(1mg/ml) i i i .
Acétate de
1 - 1 - 1 - 1
sodium & & i °
Extrait de
4g - - - i i i
levure
Agar 12 g
KNO3 - - - - B OI4 g 0l4 g
NaNO, - - - - - - 04¢g

Tableau 2 : Composition des milieux solides utilisés pour les cultures de C. reinhardtii. Les volumes
et les quantités indiquées sont donnés pour un litre de milieux de culture.

Cr Salt 20x

+N -N
NH4Cl 8¢g -
MgSQO4, 7H,0 2g 2g
CaCly, 2H,0 1lg lg
NacCl - 8,7¢g
CrKPO4 Milieu liquide Milieu gélosé
KoHPO4 93,5¢g 72 g
KH2PO4 63 g 36¢g
Cr Oligo Pour 550ml d’eau a 100°C
H3BO3 114¢g
ZnCl; 10,4
(ou ZnS04) (ou22g)
MnCl;, 4H,0 51g
FeSO4, 7H,0 499¢
CoCl,, 6H.0 161g
CuSO0Og4, 5H,0 1,57 ¢
(NH4)6|V|07024, 4H,0 1,1 g
(ou Mo0Q3) (ou0,8g)
Puis ajouter
EDTA 50 g (dans 350 ml d’eau a 100 °C)
KOH 20 g (dans 100 ml d’eau)
Equilibrer le pH final a 6,5 a 80 °C avec KOH

Tableau 3 : Composition des solutions méres permettant la confection des milieux de culture de

C. reinhardtii. Les quantités sont données pour un litre de milieu, sauf mention contraire.
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Elles sont d’ailleurs maintenues, et conservées sous cette forme sur des boites de milieu
HSA riche (High Salt Acetate). La chambre de culture dans laquelle est cultivée I'algue est
prévue pour permettre une croissance optimale de I'organisme, c’est-a-dire a 21 °C et a une
luminosité constante de 400 puE/m?/sec. Dans ces conditions, elles nécessitent peu
d’entretien, et sont repiquées sur un milieu frais tous les mois. Les cultures liquides sont en
plus, soumises a une agitation constante de 120 rpm.

Il est également possible d’exercer une pression de sélection sur les milieux gélosés en
ajoutant des antibiotiques. La plupart du temps, il s’agira d’hygromycine (20 pg/ml) ou de
paromomycine (10 pug/ml). D’autres milieux gélosés peuvent étre utiles pour tester les
auxotrophies aprés un croisement comme les milieux HS, HS+Ac, HS+PAB, NIT mini, ou NIT
complet.

Des cultures en conditions photo-autotrophiques ont également été réalisées au CEA
de Cadarache. Dans ces conditions, les cellules sont cultivées sous agitation (100 rpm), en
milieu minimum (MM ou Milieu | selon Sager et Granick, (1953)) avec un apport controlé de
CO2 (2 % (v/V)). Les cultures sont maintenues a une température de 25 °C, et soumises a un
cycle jour/nuit (12 h/12 h).

Il. Identification du mutant bsg1 par crible a I'iode en deux étapes

Mon travail de thése repose sur I'identification d’'un mutant présentant un phénotype

particulier. Ce mutant est issu d’une campagne de mutagenése dont |’objectif était de générer
des mutants du catabolisme, dans le but de découvrir de nouvelles fonctions impliquées dans
la dégradation de I'amidon. Les mutants obtenus lors de cette campagne, sont issus de la
souche sauvage 137C et proviennent de la mutageneése par insertion d’une cassette conférant
la résistance a la paromomycine. (Aph VIlI). Les transformants obtenus ont donc pu étre
sélectionnés sur des boites de milieu HSA riche + paromomycine, avant d’étre soumis a un
crible a I'iode pour trouver parmi eux de potentiels mutants du catabolisme. Comme nous
I'avons vu, un tel crible nécessite un procédé en deux étapes que je vais détailler ici.
Les transformants ainsi que la souche sauvage 137C sont individuellement mis en suspension
dans du milieu TAP-N. Quinze ul de ces suspensions sont déposés sur deux boites de milieu
gélosé TAP-N, et les plages cellulaires sont identifiées. Elles sont ensuite maintenues dans la
chambre de culture, a la lumiére pendant cing jours pour permettre 'accumulation massive
d’amidon. Au terme des cing jours, la carence en azote est levée sur I'une des deux boites en
ajoutant sur les plages cellulaires 15 pl d’une solution de chlorure d’ammonium (NH4Cl) a
150 mM. Cette boite est alors recouverte d’aluminium et ainsi maintenue pendant 24 heures
supplémentaires a I’obscurité pour favoriser la dégradation du polysaccharide. Au sixieme jour
les boites sont alors soumises aux vapeurs de diiode. La coloration des plages cellulaires
permet alors de discriminer les souches sauvages, les mutants de synthése et les mutants de
dégradation de I'amidon comme décrit en figure 26.

lll. Caractérisations biochimiques

Une fois le mutant bsg1 identifié comme un mutant du catabolisme, son phénotype
amidon a été caractérisé. Pour cela, la premiére étape consiste a extraire le polysaccharide.
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1) Extraction et purification de ’lamidon

En fonction de I'amidon que I'on souhaite récupérer, les milieux et les conditions de
cultures peuvent varier. Pour de I'amidon pyrénoidal, on part de cultures d’un litre de TAP+N
ensemencées a 10° cellules par ml dans des erlenmeyers de deux litres contenant 1 litre de
milieu. Les cellules sont cultivées dans les conditions de la chambre de culture décrites plus
haut, et sous agitation constante de 120 rpm. Les cellules sont récoltées a la concentration de
2-3.10° cellules par ml, afin d’éviter que la densité cellulaire n’empéche la lumiére d’atteindre
les cellules les moins exposées. Pour I'amidon de réserve, les cellules sont cultivées de la
méme facon mais dans un litre de TAP-N ensemencé a 5.10° cellules par ml. Les cultures en
milieu carencé sont arrétées apreés cing jours alors que la densité cellulaire atteint 1 a 2.10°
cellules par ml.

A I’arrét des cultures, on mesure la densité cellulaire au compteur a particules, puis les
cellules sont récupérées par centrifugation a 4000 g pendant 10 min et a 4 °C. Le culot est
repris dans de I’eau ultrapure et maintenu dans la glace. La lyse cellulaire est effectuée soit
via une minute de sonication, soit par Presse de French notamment dans le cas des cultures
non-carencées (10000 PSI, deux passages a la presse). Aprés la lyse, une nouvelle
centrifugation de 15 min a 4000 g et a 4 °C permet de récolter I'amidon et les débris
cellulaires. Le culot est repris dans 1,5 ml d’'une solution de Percoll 90 % pour établir un
gradient de densité. Une centrifugation a 16000 g pendant 15 min a 4 °C permet alors de
purifier 'amidon. Le culot d’amidon purifié est ensuite rincé dans 1,5 ml d’eau ultrapure, puis
dilué en préparation de son dosage.

2) Dosage de I’'amidon

A partir de la suspension d’amidon obtenue, on réalise une série de trois dilutions
(1/5°%; 1/10¢%; et 1/20°) dans un volume final de 30 pl. L'amidon est solubilisé en le chauffant
a 99 °C pendant 5 min. Le dosage en lui-méme est opéré au moyen du kit enzymatique
« Enzytec Starch Assay » (R-Biopharm, Darmstadt, GER). Dans un premier temps,
I’amyloglucosidase permet de digérer I'amidon en glucose, lequel est converti successivement
par I'hexokinase et la G6P-déshydrogénase en G6P et en 6-phosphogluconate, dont la
synthése est couplée a la réduction du NADP en NADPH, H*. La production du NADPH, H* peut
étre suivie par spectrophotométrie a une longueur d’onde de 340 nm.

3) Chromatographie d’exclusion stérique

La chromatographie d’exclusion stérique (ou de tamisage moléculaire) est une
méthode permettant de séparer les macromolécules d’un mélange en fonction de leur taille.
Dans le cas de I'amidon, cette méthode est trés utile pour séparer I'amylose de I'amylopectine.
Pour y parvenir, 2 mg d’amidon sont solubilisés dans 200 pl de DMSO 100 % a 99 °C pendant
10 min. L'amidon est alors précipité en ajoutant 800 ul d’éthanol 100 %, et culoté par une
centrifugation de 10 min a 16000g. Le culot est ensuite resuspendu dans 300 ul de soude
10 mM, puis déposé sur une colonne de sépharose CL-2B de 70 cm de hauteur pour 5 mm de
diametre interne. L'étape d’élution est réalisée a un débit constant de soude 10 mM a
12 mi/heure. Une centaine de fraction de 300 pul sont récupérées. Pour chacune d’entre-elles,
80 pl sont utilisés pour tester la présence des glucanes par colorimétrie, en ajoutant 20 pl
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d’une solution d’iode (KI 1 % + 1, 0,1 %). Une lecture au spectrophotometre permet d’établir
la valeur de la Amax (la longueur d’onde au maximum d’absorption), et d’enregistrer la valeur
de I'absorbance a la Amax de chaque fraction. Les fractions contenant I'amylopectine ou
I'amylose sont rassemblées dans deux tubes distincts, et le dosage de leur contenu en glucose
permet d’établir le ratio amylose/amylopectine.

4) Chromatographie échangeuse d’anions et distribution en
longueur de chaines.

Apres avoir isolé 'amylopectine par CL-2B, celle-ci (environ 1 mg) est dialysée afin
d’éliminer la soude et lyophilisée. La poudre d’amylopectine est alors reprise dans 500 pl de
tampon d’acétate de sodium a 55 mM et a un pH de 3,5. Ce dernier permet I'activité a 42 °C
de l'isoamylase et de la pullulanase que l'on incorpore a raison de 6 et 3 unités
respectivement. La réaction de débranchement aura lieu toute une nuit, afin de permettre le
débranchement total de I'amylopectine.

Les échantillons sont ensuite chauffés a 99 °C pour dénaturer les enzymes, puis
dessalés sur une colonne de charbon graphité et lyophilisés. L'amylopectine débranchée est
alors reprise dans 300 ul d’eau ultrapure et analysée par chromatographie échangeuse
d’anion haute performance a détection ampérométrique pulsée (HPAEC-PAD). L’analyse est
effectuée sur une colonne Carbopac PA-200 250*3 mm avec un débit de 0,4 ml/min. L'élution
s'effectue par un gradient linéaire de 50 min d'acétate de sodium 0 a 400 mM apres un ringage
de 4 min avec 150 mM de soude.

IV. Caractérisations morphologiques

1) Distribution de la taille des grains

A partir de I'amidon purifié et nettoyé, il est possible d’évaluer la taille des grains de
I’échantillon en utilisant le compteur a particule (Beckman Coulter Counter) couplé au logiciel
Multisizer 4. Une petite quantité d’amidon (= 1 ug) est déposée dans 10 ml d’électrolyte
(IsoFlow Sheath (Beckman Coulter)) dans lequel plongent deux électrodes dont I'une est
cloisonnée dans un tube percé d’un pore de 20 um. Le logiciel est paramétré de tel sorte qu’il
aspire la suspension et qu’il enregistre les différences de potentiels générées par le passage
d’un grain a travers le pore. Nous avons choisi d’arréter la mesure aprés I'enregistrement de
30000 évenements. La différence de potentiel étant proportionnelle a la taille de la particule,
il est alors possible d’obtenir la distribution de |a taille des grains. Celle-ci est représentée sous
la forme d’un histogramme avec en abscisse un intervalle de 15 nm sur une échelle allant de
0,5 um a5 um de diametre. Chaque groupe est exprimé en ordonné, par le pourcentage relatif
gu’il représente sur la quantité de grains mesurée.

2) Microscopie électronique a balayage

L'amidon purifié a également pu étre observé en microscopie électronique a balayage
parle Dr Jean-Luc Putaux et son équipe du CERMAYV de Grenoble. Une goutte de I'amidon en
suspension est déposée sur une couche de mica (un minéral issu du granite) et laissée sécher.
Les grains sont ensuite rendus conducteurs en les enduisant d’or et de palladium (Au/Pd).
L'observation est réalisée au moyen d’un microscope FEI Quanta 250 équipé d’un pistolet a
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champ d’émission et fonctionnant a 2 kV ; permettant le balayage de la surface des grains par
un faisceau d’électron et la détection notamment, des électrons secondaires (donnant des
informations sur la topographie de I’échantillon) et rétrodiffusés (donnant des informations
sur le contraste de phase), produits au contact de la surface. Les détecteurs permettent ainsi
la reconstruction d’une image permettant de visualiser la morphologie des grains d’amidon.

3) Microscopie électronique a transmission

La microscopie électronique a transmission nous a été utile pour visualiser la formation
des grains d’amidon au sein de la cellule. Pour obtenir ces clichés, les suspensions cellulaires
ont d’abord été fixées dans des tampons de cacodylate (0,1 M, pH 7,2) et de glutaraldéhyde
(2,5 % glutaraldéhyde + 97,5 % tampon cacodylate (v/v)). Les cellules en cultures ont été
culottées par une centrifugation a 3000 g pendant 5 min. Le culot est délicatement repris dans
1 ml de tampon glutaraldéhyde, dans lequel les cellules vont incuber pendant 2 heures a
température ambiante. La suspension est centrifugée a 13000 g pendant 15 min pour
remplacer le tampon glutaraldéhyde par 1 ml de tampon cacodylate. Les cellules sont rincées
4 fois dans du tampon cacodylate via des centrifugations de 5min a 13000g puis
conditionnées a 4 °C.

Les étapes suivantes ont été réalisées au CERMAV de Grenoble. Les cellules subissent une
post-fixation au tétroxyde d’osmium (OsOa4), avant l'inclusion en résine (EPON). Les coupes
sont réalisées a I'aide d’un ultra-microtome (Leica UC6) avec un couteau diamant, permettant
d’obtenir des coupes ultrafines de 70 nm d’épaisseur. Ces coupes ont ensuite été colorées a
I'acétate d’uranyle et au citrate de plomb (un contrastant marquant principalement les
ribosomes, I'appareil de golgi, et les lipides), puis recueillies sur des grilles de cuivre revétues
de carbone. L'observation a été réalisée a I'aide d’un microscope électronique a transmission
(FEI Philips CM200) a 200 kV, et les clichés ont été pris par une caméra (TVIPS TemCam F216).

V. Analyse de coségrégation

Apreés l'identification par TAIL-PCR du géne interrompu au locus Cre02.g091750 par la
cassette d’insertion Aph VIl chez le mutant bsgl, notre objectif était de vérifier que le géne
muté était bien responsable des phénotypes « amidon » observés. Une premiére approche a
consisté a caractériser les phénotypes des ségrégeants méiotiques issus du croisement de la
souche mutante et d’'une souche sauvage de polarité sexuelle opposée : 37cl.

1) Gamétogeneése

Aprés avoir amplifié les souches mutante (bsgl) et sauvage (37cl) sur des boites de
milieux HSA riche, les cellules sont mises en suspension dans des tubes distincts contenant
1 ml de TAP-N pendant une nuit et sous exposition a la lumiére, de facon a ce que le stress lié
a la carence induise la gamétogenése. Les deux souches sont ensuite rassemblées et incubées
deux a trois heures de plus de facon a laisser le temps aux partenaires de fusionner. Les
cellules sont ensuite déposées sous la forme de plages cellulaires de 200 ul sur des boites de
milieu HSA riche avec 4 % d’agarose, permettant aux zygotes de s’enkyster dans la gélose. Une
fois que les plages cellulaires ont suffisamment séchées, les boites sont emballées dans de
I"aluminium et incubées a I'obscurité pendant une dizaine de jours.
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2) Dissection des tétrades

Au terme de la période d’incubation, les cellules parentales a la surface de la gélose
sont éliminées a I'aide d’un scalpel, en conditions stériles. Cette étape permet de retirer la
majorité des cellules végétatives. Les boites sont ensuite exposées brievement (= 30 s) a des
vapeurs de chloroforme de fagon a éliminer les cellules végétatives restantes. Les zygotes
étant enkystés dans la gélose et protégés par une paroi particulierement résistante, survivent
aux traitements infligés. La région de la plage cellulaire ainsi éclaircie est découpée au scalpel
de facon a isoler les zygotes des cellules végétatives restantes. Ce morceau de gélose est
transféré dans une autre boite de milieu HSA riche standard, et trainé sur la gélose de fagon a
étaler les cellules enkystées sur un axe de la nouvelle boite. Cette derniere est ensuite laissée
en chambre de culture exposée a la lumiére pendant 24 a 48 heures, période permettant la
germination des zygotes. Les zygotes ayant germés, se sont divisés par méiose et forment des
tétrades pouvant étre repérés sous loupe binoculaire. Ils sont isolés des autres cellules suivant
un axe paralléle au premier. L'objectif étant de séparer les ségrégeants méiotiques, la paroi
de latétrade est disloquée a I'aide d’une pipette pasteur stérilisée et étirée. Les quatre cellules
peuvent ainsi étre séparées et isolées a leur tour, le long d’un axe perpendiculaire aux deux
autres (Fig. 27). Les boites sont incubées en chambre de culture le temps que les ségrégeants
méiotiques se divisent et forment des colonies qui pourront étre repiquées et amplifiées avant
les analyses.

.
A WON

v

Figure 27 : Dissection de tétrades. Apres avoir éliminé les cellules végétatives, le morceau de gélose
contenant les zygotes enkystés est trainé le long d’un axe sur une nouvelle boite de milieu riche comme
représenté par la fleche horizontale. Aprés une incubation en chambre de culture de 24 a 48 heures
permettant la méiose, les tétrades sont repérées sous loupe binoculaire et isolées le long d’un axe
paralléle au premier (axe gradué). La paroi des tétrades est brisée a I'aide d’une pipette pasteur effilée,
et les ségrégeants méiotiques sont séparés les uns des autres selon un axe perpendiculaire aux deux
premiers. Aprés une incubation dans les conditions standards de la chambre de culture, les
ségrégeants forment des colonies bien visibles (identifiés de 1 a 4).
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Une fois que les cellules ont été amplifiées, on procede a une vérification des tétrades
en analysant la distribution des caractéres parentaux. On teste ainsi les auxotrophies des
souches parentales en analysant la croissance des cellules sur les boites de milieux adaptés ;
ainsi que la polarité sexuelle par PCR en utilisant deux couples d’amorces spécifiques de
chaque polarité et I’ADNg des descendants. Les « tétrades » n’affichant pas une distribution
2 : 2 de ces caractéres sont écartées, tandis que les vraies tétrades sont mises en culture pour
caractériser leur phénotype amidon.

VI. Caractérisations enzymatiques

Les modifications de la quantité ou de la structure des amidons produits par les
différentes souches mutantes de C. reinhardtii sont souvent liés a des altérations d’activités
enzymatiques dont certaines peuvent étre visualisées sur des gels d’activité (ou
zymogrammes).

1) Préparation des extraits protéiques

Les extraits bruts proviennent de cultures de 50 ml de C. reinhardtii en TAP+N et en fin
de phase exponentielle de croissance. Les cellules sont concentrées par 5 min de
centrifugation a 3000g et a 4 °C, et le culot est repris dans 500 pl d’eau ultrapure. La lyse
cellulaire est réalisée par 30 secondes de sonication a 4 °C. Les lysats sont conservés sous
forme d’aliquots a -80 °C.

2) Dosage des protéines

Les lysats sont décongelés et centrifugés pendant 5 min a 16000 g et a 4 °C, de facon a
se débarrasser des débris cellulaires. Le surnageant est récupéré pour doser les protéines via
la méthode de Bradford (Biorad protein assay). La premiére étape est de réaliser trois dilutions
(1/500¢, 1/1000¢, 1/2000¢°) a partir de I'extrait brut dans un volume de 800 pl. 200 pl de réactif
Biorad sont ajoutés aux dilutions, permettant par mesure de I'absorbance a 595 nm d’établir
la concentration protéique de chaque dilution en se rapportant a une courbe étalon,
préalablement réalisée avec des concentrations de sérum albumine bovine (BSA) allant de 0
a 20 mg/ml.

3) Préparation des extraits de protéines

Avant de déposer les protéines sur les gels, I'échantillon protéique doit étre préparé
en fonction des conditions de I"électrophorése. En effet, la migration peut avoir lieu en
conditions natives ou en conditions dénaturantes. En conditions natives, le surnageant obtenu
apres centrifugation peut étre directement déposé aprés I'ajout d’un tampon de chargement
(LB 10x) contenant un mélange de glycérol (20 %), de bleu de bromophénol (0,001 %) et de
Tris-glycine (40 mM a pH 8,3). Pour les gels en conditions dénaturantes, les protéines doivent
au préalable étre dénaturées en les chauffant a 99 °C pendant 5 min en présence de 5 % de
B-mercaptoéthanol et 2 % de dodécylsulfate de sodium (SDS).

4) Préparation des gels

Le gel dans lequel les protéines sont séparées par électrophoreése est constitué de deux
parties, un gel de séparation surplombé d’un gel de concentration. Le gel de séparation est
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composé de polyacrylamide a 8 %, contre 4 % pour le gel de concentration (p/v), et sont
tamponnés respectivement par du Tris/HCI 375 mM a pH 8,8 et du Tris/HCl 125 mM a pH 6,8.
La migration s’effectue dans un tampon Tris/glycine (25 mM et 192 mM respectivement)
auquel on ajoute 1 mM de DTT, a 150 V jusqu’a ce que le front de migration arrive en bas du
gel (= 1h30). En conditions dénaturantes 0,1 % de SDS sont incorporés a la préparation des
gels et du tampon de migration. En conditions natives les gels sont maintenus a 4 °C pendant
toute la durée de I'électrophorese.

5) Zymogramme révélant les activités hydrolytiques

L’objectif de ces gels est de révéler 'activité des enzymes capables d’hydrolyser
I’amidon. Il faut donc lors de I’élaboration des gels, incorporer le substrat dans la préparation.
Au laboratoire nous utilisons de 'amidon de pomme de terre a une concentration finale de
0,3 %. La migration est effectuée en conditions dénaturantes, puisque les protéines de
C. reinhardtii peuvent retrouver leur activité en éliminant le SDS par une série de ringcages (4
rincages de 30 min) dans du Tris 40 mM a l'issu de la migration. Le gel est ensuite incubé une
nuit dans un tampon composé de Tris/Glycine (25 mM, pH 8,3) contenant 20 mM de DTT. Le
gel est ensuite rincé a I'eau ultrapure, et les activités sont révélées avec une solution d’iode
(KI' 1% +1,0,1%).

6) Zymogramme révélant les activités phosphorylases

Pour ce type de gel, le substrat incorporé est du glycogene de foie de lapin a une
concentration finale de 0,3 %. Comme précédemment la migration est effectuée en conditions
dénaturantes. Le gel est rincé 30 min dans une solution de Tris 40 mM contenant 20 mM de
pyridoxal phosphate, puis 3 fois 30 min dans du Tris 40 mM. Le tampon d’incubation
permettant I'activité des phosphorylases est un tampon citrate 100 mM a pH 7 contenant
20 mM de G1P, dans lequel le gel reste une nuit aprés un rincage de 10 min dans le tampon
citrate sans G1P. Le gel est rincé a I’eau ultrapure et les activités d’élongation de chaines sont
révélées avec une solution d’iode (KI 1 % + 12 0,1 %).

7) Zymogramme révélant les activités synthases

Ces gels contiennent également du glycogene de foie de lapin comme substrat (0,3 %).
Les différences avec le zymogramme des activités phosphorylases résident dans les tampons
utilisés aprés la migration. En effet, les gels sont d’abord rincés 4X30 min dans du tampon
Tris 40 mM, puis incubés une nuit dans un « mix synthase » composé de glycylglycine (50 mM
pH 9), de sulfate d’ammonium ((NH4)2504) 100 mM, de B-mercaptoéthanol 5 mM, de chlorure
de magnésium (MgClz) 5 mM, de BSA 0,5 mg/ml, et d’1 mM d’ADP-glucose. Le gel est ensuite
rincé a I'eau et coloré a l'iode (KI 1 % + 1, 0,1 %).

8) Gels SDS-PAGE

Il est également possible d’utiliser les gels sans substrat pour séparer les protéines d’un
échantillon en fonction de leur taille. Il s’agit de gels dénaturants que j’ai pu utiliser pour
visualiser les protéines associées aux grains d’amidon. Dans ce cas 500 pg d’amidon purifié est
repris dans 100 ul d’'une solution de SDS 2 % contenant 50 mM de B-mercaptoéthanol, et la
suspension est chauffée a 99 °C pendant 10 min. Le surnageant est récupéré aprés une
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centrifugation de 10 min a 10000 g, et déposé sur gel avec du tampon de charge LB 10x. La
migration est effectuée en conditions dénaturantes, puis le gel est rincé dans de I'eau
ultrapure avant d’étre coloré au bleu de Coomassie (InstantBlue Sigma-Aldrich, USA).

VIl. Caractérisations moléculaires

1) Extraction de 'ADN génomique

Les cellules d’'une préculture de C. reinhardtii en fin de phase exponentielle sont
culottées par 5 min de centrifugation a 3000 g et a 4 C, et concentrées en reprenant le culot
dans 250 ul d’eau ultrapure. Les cellules sont lysées par I'ajout d’'un volume équivalent de
tampon de lyse composé de Tris/HCI (200 mM, pH 8), d’EDTA (3,5 mM), et de SDS (6 % p/v)
auquel est ajouté 3 pl de protéinase K (20 mg/ml), pendant 15 min a température ambiante.
80 pl d’une solution NaCl 5 M sont ajoutés au lysat et le mélange est homogénéisé. 70 ul de
CTAB (10 %)/NaCl (0,7 M) sont également incorporés a la préparation. La mixture est
homogénéisée, et incubée 10 min a 65 °C. Au terme de cette incubation, un volume équivalent
(653 pl) d’une solution de chloroforme et d’alcool isoamylique (24 : 1) est ajouté. Aprés
homogénéisation et une centrifugation de 5 min a 16000 g, on obtient une séparation du
mélange en deux phases, séparées par une galette de protéines. La phase supérieure
(agueuse) est récupérée. L'étape de centrifugation aprés I'ajout de la solution
chloroforme/alcool isoamylique est répétée autant de fois que nécessaire jusqu’a I'obtention
d’une phase aqueuse limpide. L'ADN est précipité par I'ajout d’1 ml d’isopropanol et une
homogénéisation délicate. L'ADN peut alors étre culotté par une centrifugation de 10 min a
10000 g, puis rincé a I'éthanol 70 % avant d’étre repris dans 100 ul d’eau. La concentration et
la pureté de I’ADN peut enfin étre évaluée au moyen d’un Nanodrop (Labtech International
Ltd., East Sussex, UK).

2) Réaction de polymérisation en chaine

Deux principales enzymes ont été utilisées pour les réactions d’amplification par PCR.
La polymérase EXT (DyNAzyme EXT DNA Polymerase, Thermo Fisher Scientific, USA) utile pour
I'amplification des génes destinés a I'expression chez C. reinhardtii, puisque I'enzyme est
optimisée pour les séquences longues et riches en GC. D’ailleurs, les réactions sont réalisées
en présence de 5% de DMSO et en suivant les recommandations du fournisseur. L’autre
enzyme, davantage utilisée pour le génotypage est la Gotaq (GoTag DNA Polymerase,
Promega, USA). La encore, les réactions ont été réalisées en suivant les recommandations du
fournisseur et en présence de 5 % de DMSO. Les cycles d’amplification ont été réalisés a I'aide
d’un dispositif Mastercycler (Mastercycler Gradient, eppendorf, Allemagne). La liste des
amorces utilisées pour les amplifications PCR et de RT-PCR, figure dans le tableau 4.

3) Extraction des ARN

L’extraction des ARN a été effectuée a 'aide d’un réactif au trizol (TRIzol Reagent,
Thermo Fisher Scientific, USA), permettant la lyse cellulaire et I'extraction des ARN, couplée a
I'utilisation de tubes Phasemaker (/nvitrogen Phasemaker Tubes, Thermo Fisher Scientific,
USA), et en suivant les recommandations du fournisseur. Les cultures de C. reinhardtii sont
arrétées en phase exponentielle de croissance. A la fin de I’extraction les ARN sont repris dans
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de I'eau DEPC fraiche, et les ARN sont dosés au Nanodrop (Labtech International Ltd., East

Sussex, UK).

Nom de , Taille .

Locus , Séquence T(°C) Exp
I'amorce (en pb)
091950F CCATTCCACTCTTCGCGTAGATC

Cre02.g091950 700 55 G
091950R CATGACGGCCTCCGGGTCAATGTCC
091900F GTCGCATTAGTCCGTCACGAC

Cre02.g091900 640 60 G
091900R CGCTCTCAGCCGCAAGGCCTC
091850F ACGGCGGTACCTGACATTAG

Cre02.g091850 922 58 G
091850R TGGGCAATCCAAACTGTGTA
091750F1 | CCAGGGCACAGCCTGAACATGC 995 53 .
091750R1 | CCACCTTCTTGTAGGAGTCATC
091750F2 | GATGACTCCTACAAGAAGGTGG o1 53 .
091750R2 | GATGTGAGCAACGCGCGCATG
091750F3 | AAAGACCAGCTGTCAGACATGC 1048 - .
091750R3 | GCATGAACTCTGTCGGCGTGAG
091750F4 | CTCACGCCGACAGAGTTCATGC %04 60 .
091750R4 | ACCTCCACAGCCGCAGGATCTG

Cre02.g091750
091750F5 | TATCACATTGAACAGATCCTGC 926 50 .
091750R5 | GCTTGACTAGTCTTACATAC
BSGF CCGGGCGATGTTGACTCGGACAGC 1078 6 .
BSGR ACAACTTCTGCCTGAGGCCTATCC
EcoRVFor | GATATCATGGGAGCCTGCCGGGTAGGTCG 3745 - c
EcoRVRev | GATATCTTATTGCGCCTTCTCCTGTGATGC
RTF GCAACTCTTCTGATGATGCTGGCGC 940 60 R
RTR TATGCCACCACGCGGTTG
PhoBF GCATGTTCCGCCAGACCA

PHOB 736 60 R
PhoBR TGCAGGAAGCGCCAGTTGA
091700F GGCACCACAAATGCTAACC

Cre02.g091700 849 55 G
091700R GCGGCTTGTAAATCTTCTGG

Tableau 4 : Liste des amorces utilisées pour les amplifications par PCR et RT-PCR. T = Température
d’hybridation. Exp = Type d’expériences (G pour le génotypage, R pour les RT-PCR, et C pour le clonage
en vecteur d’expression). Les séquences soulignées correspondent aux sites de restriction.

4) Reverse Transcription PCR

Les RT-PCR ont été réalisées a partir d'1 ug d’ARN fraichement extraits et a I'aide du
kit « One-step RT-PCR » de Qiagen (Allemagne), permettant la transcription inverse des ARN
cibles en ADNc, et leur amplification par PCR dans le méme tube. La préparation a été réalisée
selon les recommandations du fournisseur, et en présence de solution Q. La liste des amorces
utilisées pour les RT-PCR figure dans le tableau 4 et les cycles d’amplification ont été réalisés
avec le Mastercycler (Mastercycler Gradient, eppendorf, Allemagne).

VIIL.

Une étape indispensable a

Complémentation fonctionnelle

I'identification de la fonction d'un géne est la

complémentation fonctionnelle. Cette méthode consiste a réintroduire dans la souche

© 2018 Tous droits réservés.
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mutante dont le géne d’intérét est muté ou absent, une copie fonctionnelle de ce dernier.
L'expression de cette copie du gene permettra alors le retour de la souche mutante a un
phénotype proche de celui de la souche sauvage. Pour parvenir a ce résultat plusieurs étapes
sont nécessaires. La premiére repose sur la construction du vecteur qui permettra I’'expression
du gene.

1) Construction du vecteur de complémentation

Le vecteur utilisé pour mes travaux est le vecteur pSLhyg. Celui-ci est dérivé du vecteur
pSL18 qui porte une origine de réplication et un gene de résistance a I'ampicilline permettant
respectivement, son amplification dans la bactérie E. coli, et la sélection des transformants
bactériens. Le vecteur porte également de part et d’autre d’un site de clonage, le promoteur
et le terminateur du géne PSAD (une protéine chloroplastique abondante chez C. reinhardtii)
permettant la bonne expression du géne associé dans le noyau de I'algue (Fischer et Rochaix,
2001). Dans ce vecteur, la cassette de résistance a la paromomycine du vecteur pSL18 a été
remplacée par un gene de résistance a I’hygromycine (Fig. 28).

Figure 28 : Carte du vecteur pSLhyg. Le vecteur porte le promoteur et le terminateur du géne PSAD,
une origine de réplication (Ori), et deux génes de résistance a I'ampicilline (Bla) et a I’'hygromycine
(Hyg). Le site de restriction de I'enzyme EcoRV représenté en bleu indique le site de restriction qui a
été utilisé afin d’introduire le géne d’intérét.

Le géne interrompu du mutant bsgl, a été identifié par TAIL-PCR au locus
Cre02.g091750. En utilisant des amorces (EcoRVFor et EcoRVRev) capables de s’hybrider avec
les régions en amont et en aval du géne et portant le site de restriction de I’enzyme EcoRV, il
a été possible dans un premier temps d’amplifier le gene BSG1 a partir de ’ADNg de la souche
sauvage 137C. Apres vérification de la séquence de cet amplifiat, ce dernier a été introduit
dans le vecteur pSLHyg via l'utilisation du site EcoRV donnant naissance au vecteur de
complémentation.

2) Ligation

La ligation permettant I'insertion du géne BSG1 dans le vecteur d’expression pSLhyg,
est réalisée en rassemblant dans un volume final de 10 pl, le vecteur linéarisé, le gene amplifié
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par PCR, 40 unités de T4 DNA ligase (NEB, USA) et son tampon. Plusieurs conditions sont
testées en faisant varier le ratio ADN plasmidique/insert en fonction de leurs tailles. La
réaction de ligation a lieu a 4 °C pendant une nuit. L’'enzyme est ensuite inactivée a 70 °C
pendant 10 min.

3) Amplification et vérification du vecteur d’expression

Avant de pouvoir utiliser le vecteur pour transformer C. reinhardtii, celui-ci a été
amplifié et vérifié. Pour y parvenir le vecteur est introduit dans la bactérie E. coli de fagon a le
multiplier, en utilisant la faculté de la bactérie a répliquer les plasmides. Plusieurs méthodes
permettent d’introduire le vecteur dans la bactérie comme I’électroporation, ou le choc
thermique. Cette derniére est la méthode que nous utilisons en routine au laboratoire. Elle
nécessite cependant une préparation des bactéries pour les rendre compétentes.

a) Préparation des bactéries thermocompétentes.

Des bactéries TOP10 (One Shot TOP10 Chemically Competent E. coli, Thermo Fisher
Scientific, USA) sont utilisées pour ensemencer une préculture de 3 ml de LB standard une nuit
a 30 °C. Le lendemain, la préculture est utilisée pour inoculer 200 ml de Psi Broth (Tableau 5)
dans un erlen de 1 litre. Ce dernier est placé sous agitation a 30 °C pendant 2 a 3 heures, temps
nécessaire pour que les bactéries soient en phase exponentielle de croissance et que
I’'absorbance a 550 nm atteigne 0,5. Les cellules sont centrifugées 5 min a 4000 g et a 4 °C,
température a laquelle les cellules seront désormais maintenues. Le culot bactérien est rincé
dans 10 ml de tampon TFB1, puis le tampon est remplacé par une nouvelle centrifugation par
8 ml de tampon TFB2, puis dans 5 ml de TFB2. La suspension est alors séparée en aliquots de
50 ul qui sont immédiatement congelés dans |'azote liquide et conservés a -80°C.

Milieu Composition pour 1 litre pH

Extrait de levure5 g

PSI Broth Bactotryptone 20 g
Sulfate de magnésium 5 g

Acétate de potassium 30 mM

Chlorure de rubidium 100 mM

7,6 (Hydroxyde
de potassium)

TFB1 Chlorure de calcium 10 mM 2';?%‘1‘;
Chlorure de manganéese 50 mM g
Glycérol 15 % (v/v)
MOPS 10 mM
TER2 Chlorure de rubidium 10 mM 6.5 (Soude)

Chlorure de calcium 75 mM
Glycérol 15 % (v/v)
Tableau 5 : Composition des milieux utilisés pour la préparation des bactéries thermocompétentes.

Les milieux TFB1 et TFB2 sont stérilisés par filtration.

b) Transformation bactérienne

Deux pl du mélange de ligation sont déposés en conditions stériles dans 50 ul de TOP10
thermocompétentes, aprés leur décongélation sur la glace. Une période d’incubation de
15 min a 4 °C est respectée, avant de passer au choc thermique par une incubation rapide a
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42 °C pendant 40 secondes. Les cellules sont redéposées dans la glace immédiatement, et
900 pl de milieu LB sont ajoutés en conditions stériles. Le mélange est transféré dans des
falcons de 15 ml et mis sous agitation a 37 °C pendant 1 heure pour permettre aux cellules de
se régénérer. Elles sont ensuite étalées sur des boites de LB contenant l'antibiotique
permettant la sélection des transformants. Dans notre cas, il s’agit de I'ampicilline qui est
concentrée a 100 pg/ml sur les boites. Les boites sont enfin incubées une nuit a 37°C pour
permettre aux transformants résistants de former des colonies.

Les colonies obtenues sont mises en culture dans du milieu LB contenant I'antibiotique
(100 pg/ml) pour maintenir la pression de sélection, pendant une nuit supplémentaire. Ces
cultures nous permettrons d’en extraire les plasmides a I'aide du kit d’extraction « NucleoSpin
Plasmid EasyPure » (Macherey-Nagel, Allemagne) en suivant les recommandations du
fournisseur. Les plasmides purifiés pourront étre testés pour discriminer le plasmide souhaité
par digestion enzymatique avec les enzymes de restrictions choisies. Ils seront également
envoyés en séquencage pour valider I'intégrité de notre vecteur de complémentation.

4) Transformation de Chlamydomonas reinhardtii

Une fois que le vecteur est validé, la transformation de I'algue peut commencer.

a) Préparation de 'autolysine

Le premier obstacle a la transformation de C. reinhardtii est purement mécanique,
puisque la paroi cellulaire ne permet pas I'introduction du vecteur de complémentation dans
la cellule. Pour I'éliminer, il est possible d’utiliser I'autolysine produite par I'algue lors de
Iinitiation de la reproduction sexuée. En effet, la production d’autolysine peut étre induite en
mettant des cellules de polarités sexuelles opposées (137C et CC125) dans un milieu carencé
(20 ml de TAP-N). Dans ces conditions, 16 heures d’incubation permettent l'initiation de la
gamétogenese. Les cellules des deux polarités sont alors mises en contact, et incubée 2 heures
a I'obscurité pour empécher la fusion des gameétes et améliorer le rendement. L'autolysine
sécrétée est récupérée en éliminant les cellules par centrifugation (10 min a 4000 g et a 4 °C)
et stérilisée en filtrant le surnageant a travers un filtre de 0,22 um. L’autolysine peut étre
stockée a -80 °C pour une utilisation ultérieure.

b) Test de I'autolysine

Un controle de la qualité de l'autolysine récupérée peut étre effectué assez
simplement en ajoutant 250 ul d’autolysine a 250 ul d’une suspension d’une souche de
C. reinhardtii possédant une paroi telle que la référence sauvage 137C. Un témoin est réalisé
en paralléle en ajoutant 250 pl d’eau a 250 ul de la méme suspension. Aprés une heure
d’incubation a température ambiante et a la lumiére, on centrifuge les cellules 1 mina 13000 g
pour remplacer le surnageant par 200 ul de triton X100 a 0,5 %. Ce détergent n’est capable de
lyser les cellules que si leur paroi est dégradée. Une nouvelle centrifugation permet alors de
constater la lyse des cellules ayant été en contact avec I'autolysine.

¢) Transformation nucléaire de C. reinhardtii

Dans un premier temps les précultures des souches a transformer sont récupérées en
fin de phase exponentielle de croissance. Les cellules sont centrifugées 5 min a 3000 g, pour
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remplacer le milieu de culture par 25 ml d’autolysine en conditions stériles. Les cellules sont
remises en suspension et incubées 90 min en chambre de culture a la lumiere de fagon a
laisser le temps a I'autolysine de dégrader les parois cellulaires. Un test d’absence de paroi est
effectué en prélevant une fraction de la culture qui est mise en contact avec un volume
équivalent de Triton X100.

Apres le traitement a l'autolysine cette derniére est éliminée par centrifugation a
3000 g pendant 5 min, le culot cellulaire est repris dans le milieu TAP+N. La transformation est
réalisée par la méthode des billes de verres décrite par Kindle (1990). 300 pl de la suspension
cellulaire sont déposés dans des tubes stériles contenant 250 mg de billes de verre (de 400 um
de diametre). Un microgramme de plasmide préalablement linéarisé, est ajouté aux cellules.
Le mélange est vortexé pendant 15 s, avant I'ajout de 600 pul de TAP+N. Le mélange est étalé
sur une boite de milieu HSA riche gélosé (1,2 %) contenant 20 pug/ml d’hygromycine. Cet
antibiotique étant sensible a la lumiére, les boites de Pétri sont placées en chambre de culture
sous lumiere atténuée. L'incubation se poursuit jusqu’a disparition des cellules non
transformées et la formation de colonies issues de transformants résistants. Une
transformation témoin est réalisée a I'aide du plasmide pSL-hyg seul afin d’obtenir des
transformants résistants mais non complémentants.
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RESULTATS

I. Caractérisation phénotypique du mutant bsg1

1) Identification du mutant par le crible a I'iode

Les travaux réalisés par I'équipe avant mon arrivée au laboratoire ont permis la
construction d’une banque de mutants d’insertion a partir de la souche sauvage 137C. Une
partie de ces mutants a été obtenue par linsertion d’'une cassette de résistance a la
paromomycine dans le génome de C. reinhardtii. L'objectif étant alors d’approfondir nos
connaissances de la voie catabolique de I'amidon, I'ensemble de ces mutants a été analysé a
travers un crible a I'iode en deux étapes. Parmi les 32000 transformants de la banque, 62 ont
ainsi pu étre identifiés comme étant des mutants déficients dans la dégradation de leur
amidon. Parmi eux, certains mutants étaient interrompus sur des génes déja connus et
identifiés comme étant impliqués dans le catabolisme de d’amidon, comme les mutants bam1
et dpe2, permettant ainsi de valider I'approche expérimentale.

Le mutant bsg1, sur lequel repose mon travail de thése, est 'un des mutants de cette
banque. Bien qu’aprés une période de 5 jours d’accumulation massive d’amidon, les vapeurs
d’iode colorent ce mutant avec une teinte plus claire que la souche sauvage, la coloration
affichée par ce mutant reste identique aprés une phase de dégradation de 24 heures. A
I'inverse la souche sauvage, qui apparait plus foncée apres les 5 jours de synthése d’amidon,
perd son interaction a I'iode au terme de la journée de dégradation (Fig. 29).

WT

bsg1

Synthése Dégradation

Figure 29 : Crible a I'iode en deux étapes du mutant bsg1. Les plages cellulaires ont été obtenues en
suivant les étapes décrites dans le « matériels et méthodes ». La partie gauche montre les plages
cellulaires apres 5 jours d’accumulation massive d’amidon et coloration aux vapeurs d’iode. La partie
de droite, montre la coloration des mémes souches apres 5 jours d’accumulation et 24 heures de
dégradation.

69

© 2018 Tous droits réservés. lilliad.univ-lille.fr



Thése de Sylvain Laurent, Université de Lille, 2018

2) Quantification de ’lamidon

Les phénotypes décrits par le crible a I'iode ont pu étre confirmés par des dosages
enzymatiques. Les dosages de I'amidon effectués a partir des cultures de 5 jours en milieu
carencé en azote, et rapportés au nombre de cellules indiquent effectivement, que le mutant
accumule nettement moins d’amidon que la souche sauvage, sur la méme échelle de temps.
D’ailleurs le méme résultat est obtenu a partir de cultures en conditions mixotrophiques
(c’est-a-dire en lumiére continue et en présence d’acétate). Dans les deux cas, la différence
est statistiguement significative (Tableau 6). De la méme facon, quand les cellules sont
synchronisées en milieu minimum (MM) et soumises a un cycle diurne (12 h-12 h), les cellules
mutantes accumulent moins d’amidon que la souche sauvage, peu importe le moment de la
cinétique (Tableau 6, Fig. 30). Ce résultat concorde avec la teinte plus claire arborée par les
plages cellulaires du mutant en comparaison a celles de la souche sauvage sur les boites de
criblage.

Conditions de croissance 137C bsg1
TAP+N 2,47 £ 0,27 1,72 +0,16™"
TAP-N 60,70 t 2,55 27,40 + 2,65
MM 6,27 £ 1,09 5,40+0,70

© 2018 Tous droits réservés.

Tableau 6 : Dosage de I’'amidon. La quantité d’amidon des souches sauvage (137C) et mutante (bsg1)
a été mesurée, soit en condition mixotrophique (TAP+N, en lumiére continue et en présence
d’acétate), soit aprés 5 jours en condition carencée en azote (TAP-N) et en lumiére continue, soit en
conditions photo-autotrophiques (MM, CO; (2 %), et en cycle jour/nuit (12 h/12 h)). Les résultats sont
donnés en pg d’amidon par million de cellules, sous la forme moyenne * écart-type de trois réplicats
biologiques (TAP+N et TAP-N) ou de trois réplicats techniques (MM). En conditions
photo-autotrophiques, les dosages ont été effectués en fin de jour. ™ P<0,0001 selon le test de
Student.

D’un autre c6té, le maintien de la coloration de la souche mutante méme apreés la phase de
dégradation de I'amidon, a pu étre corrélée par des cinétiques de dégradation montrant une
réduction du taux de dégradation de I'amidon chez le mutant bsg1. Le taux de dégradation du
mutant, exprimé en pg d’amidon dégradé par million de cellules et par heure, est de
0,29 + 0,14 contre 1,47 + 0,10 pour la souche sauvage. Soit un taux de dégradation cing fois
inférieur chez le mutant. Les cinétiques de dégradation ont été réalisées a partir de cellules
cultivées 5 jours en carence azotée (TAP-N et lumiére continue), et transférées a I'obscurité
dans un milieu TMP (sans acétate) permettant de lever la carence. De cette facon les cellules
sont contraintes d’utiliser les réserves de polysaccharide qu’elles ont accumulé. Les dosages
ont été effectués 4, 8 et 24 heures apres le transfert en milieu TMP. Aprés 24 heures de
cinétique, la différence des taux de dégradation entre les deux souches conduit a la
dégradation de 59+4 % de la quantité initiale d’amidon de la souche sauvage, contre
seulement 29 + 7 % pour le mutant (Fig. 31).
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Figure 30 : Evolution de la quantité d’amidon en cycle jour/nuit. Les cultures synchronisées des
souches sauvage (en noir) et bsgl (en rouge), sont soumises a un cycle jour/nuit (12 h/12 h) en
conditions photo-autotrophes (MM, CO; (2 %)) pendant 4 jours. Les cellules sont alors collectées et
I"amidon est dosé toutes les 3 heures. Trois réplicats techniques ont été réalisés, permettant de donner
des moyennes + écart-types exprimés en pug d’amidon par million de cellules. La barre horizontale
noire, indique la période d’obscurité.
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Figure 31 : Cinétique de dégradation de I'amidon. Aprés 5 jours de croissance en lumiére continue,
dans un milieu carencé en azote (TAP-N) la carence est levée et les cellules sont transférées a
I’'obscurité dans un milieu sans acétate (TMP). Les dosages sont effectués 4, 8 et 24 heures apres le
transfert. Les résultats sont exprimés en pourcentage d’amidon résiduel moyen * écart-type. Les
statistiques sont issues de trois séries de dosages indépendants. Les résultats obtenus avec la souche
sauvage (137C) sont représentés en noir, tandis qu’en gris figurent les résultats de la souche mutante
(bsg1). * P<0,05 selon le test de Student.
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3) Chromatographies d’exclusion stérique

Les amidons des souches sauvage (A et C) et mutante (B et D) ont été purifiés et
analysés par tamisage moléculaire a I'aide d’une colonne de sépharose CL-2B (Fig. 32). Les
amidons sont issus de cultures de 5 jours en milieu carencé (A et B), ou de cultures en milieu
non carencé (C et D). Les amidons de réserve des deux souches présentent un ratio
amylose/amylopectine comparable, ol I'amylose représente entre 20 et 25 % de I’'amidon.
Par contre I'absorbance mesurée au pic d’amylopectine issue de la souche mutante, est
supérieure de 10 nm a celle mesurée sur I'amylopectine de la souche sauvage. Ceci suggére
une différence structurale des amylopectines dépendante du fond génétique. Un résultat
similaire est obtenu en analysant I'amidon pyrénoidal (C et D). Notons qu’en revanche,
I’'amidon provenant des cultures non carencées ne contient que trés peu d’amylose.
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Figure 32 : Séparation de 'amylose et de 'amylopectine par gel filtration. Les amidons de la souche
sauvage (A et C) et du mutant bsg1 (B et D) purifiés a partir de cultures en conditions carencées (A et
B) ou en conditions non carencées (C et D), ont été déposés sur une colonne de sépharose CL-2B
comme décrit dans le « matériels et méthodes ». Les profils obtenus indiquent la densité optique
maximale (DO, cercles noirs) enregistrée pour chaque fraction a la longueur d’onde correspondante(en
rouge). La valeur de la longueur d’onde au maximum d’absorption correspondant au pic
d’amylopectine ainsi que le ratio amylose/amylopectine sont indiqués.

4) Distributions en longueur de chaine

La différence structurale de I'amylopectine suggérée par les profils de CL-2B a été
vérifiée en établissant les distributions en longueur de chaines des amylopectines des souches
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sauvage et mutante par HPAEC-PAD (Fig. 33). Malgré la différence de 10 nm de la valeur de
I'absorbance mesurée au pic d’amylopectine établie par CL-2B entre les souches sauvage et
mutante, seules de légeres modifications de la structure de I'amylopectine ont été détectées
en comparant les distributions en longueur de chaines correspondantes. En effet,
I’'amylopectine du mutant bsgl est composée de moins de chaines courtes (comprenant les
DP 4 a 9), et d’'un peu plus de chaines longues (entre les DP 10 a 20) en comparaison a
I’'amylopectine de la souche sauvage 137C. Cette différence est observée aussi bien a partir
de I'amylopectine issue des cellules cultivées en milieu carencé (A et B), qu’a partir des
cultures en présence d’azote (C et D).
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Figure 33 : Distributions en longueur de chaines (CLD). Les CLD ont été obtenues a partir d’amidon
purifiés des souches sauvage (137C, A et C) et mutante (bsg1, B et D), a partir de cultures en milieu
carencé (A et B) ou non-carencé (C et D). Les amidons ont été préparés comme décrit dans le
« matériels et méthodes ». Les chaines débranchées sont séparées en fonction de leur degré de
polymérisation (DP) allant de 4 a 54 résidus glucose. La quantité relative de chaque chaine est
représentée en ordonnée. La différence entre les profils (sauvage-mutant) est représentée en rouge.

5) Zymogrammes

Les résultats des dosages du polysaccharide, indiquent que le mutant bsg1 accumule
moins d’amidon que la souche sauvage isogénique 137C suggérant une altération de ses
activités de synthése (Tableau 6). De méme les résultats des cinétiques de dégradation de
I'amidon montrent que le mutant bsgl est déficient pour la dégradation de son amidon
(Fig. 31). Ces altérations du métabolisme de I'amidon pourraient affecter I'activité des
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enzymes du métabolisme, dont certaines sont visualisables sur des gels d’activité
(zymogrammes). Nous avons donc entrepris de vérifier I'activité de ces enzymes sur gel
(Fig. 34).

Des extraits protéiques provenant de cultures en fin de phase exponentielle de
croissance des souches sauvage et mutante, ont été préparés et dosés. Pour chaque gel, la
guantité de protéine déposée est identique entre les souches sauvage et mutante (100 pg de
protéine sur le gel A, et 300 pg sur les gels B et C). Les zymogrammes réalisés en conditions
dénaturantes permettent de mettre en évidence —aprés l'incubation des gels dans les
tampons adéquats et une coloration a I'iode — les activités hydrolytiques (A), synthases (B) et
phosphorylases (C).

A B C

137C bsgl 137C bsg1 137C  bsgl

Figure 34 : Profils enzymatiques des souches sauvage et mutante. (A) Zymogramme révélant les
activités hydrolytiques. Le gel contient de I'amidon de pomme de terre (0,3 %) comme substrat.
L’équivalent de 100 pg de protéines issues des extraits bruts des souches sauvage (137C) et mutante
(bsg1) a été déposé. Aprées coloration a l'iode les activités apparaissent sous la forme de bandes de
couleur. Les bandes bleues correspondent aux activités de débranchement de I'isoamylase (ISA1), les
bandes blanches celles des o- et B-amylases, et apparaissent en rose les activités de branchement
(BE1). (B) Zymogramme révélant les activités synthases solubles. Le gel contient 0,3 % de glycogéne de
foie de lapin comme substrat et 300 ug de protéines ont été déposés. L'activité d’élongation des
chaines de glycogéne par les amidon-synthases apparait sous la forme de bandes brunes. Le groupe
de bandes en haut du gel correspond a I'activité de la SS3, tandis que la bande au milieu du gel
correspond a l'activité de la SS1. Cette derniere apparait atténuée et dédoublée chez bsgl.
(C) Zymogramme révélant les activités d’élongation par les amidon-phosphorylases sous la forme de
bandes brunes. Le gel contient du glycogene de foie de lapin (0,3 %) comme substrat et 300 ug de
protéines de la souche sauvage ou mutante, ont été déposés. Seule la phosphorylase PhoA peut étre
visualisée sur ce type de gel. L'ensemble de ces gels ont été réalisés en conditions dénaturantes.

Les gels réalisés ne permettent pas de mettre en évidence de différences du niveau
d’activité des enzymes révélées par les colorations a l'iode, sauf pour l'activité de
I'amidon-synthase 1 qui apparait moins intense mais dédoublée en plusieurs bandes
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d’activité. La SS1 étant décrite comme responsable de I'élongation des chaines courtes de
I’'amylopectine (DP 8 a 12), il est possible que cette différence soit a I'origine des modifications
structurales des chaines courtes observées sur les distributions en longueur de chaines.

6) Taille et morphologie des grains d’amidon du mutant bsg1

Finalement le phénotype le plus marquant, qui distingue le mutant bsg1 des 61 autres
mutants du catabolisme identifiés par le crible a I'iode, c’est I'accumulation chez ce mutant
de deux populations de grains d’amidon. En effet, a partir de cultures carencées en azote,
I’'analyse au compteur de particules indique que I'amidon de la souche sauvage accumule dans
son stroma de nombreux grains d’amidon dont le diameétre se distribue selon une loi quasi
normale, centrée sur 0,83 + 0,04 um (Fig. 35). De facon intéressante, et dans les mémes
conditions, la souche mutante accumule de son c6té deux populations de grains d’amidon de
tailles distinctes. La plus petite a une taille comparable a la population observée chez le
sauvage, avec un diamétre moyen de 0,78 £ 0,04 um. A l'inverse, la seconde population
apparait deux fois plus grande avec un diametre moyen de 1,84 + 0,04 um.

1.07

Nombre (%)

0.0 t —t—t 4 +
0.5 1 . 5
Diamétre (um)

Figure 35 : Détermination de la taille des grains d’amidon au compteur de particules. Les grains
d’amidon ont été extraits et purifiés a partir de cultures carencées en azote de 5 jours en lumiere
continue. La distribution de taille des grains est définie par I'analyse de 30000 particules, issues des
souches sauvage (en noir) et du mutant bsg1 (en rouge). Le résultat est exprimé en pourcentage relatif
de particules (en ordonnée) en fonction de leur diametre borné de 0,5 a 5 um (en abscisse).

C’est la distribution bimodale de ces grains d’amidon qui a donné son nom au mutant
bsg1 (bimodal starch granule). Ce phénotype original, ol 'amidon accumulé dans le stroma
de la microalgue mime I"'accumulation de I'amidon de réserve des poacées, est totalement
inédit chez Chlamydomonas reinhardtii. Ce phénotype a également pu étre confirmé par des
observations en microscopie électronique a balayage réalisées par le Dr Jean-Luc Putaux, sur
des purifications d’amidon issues de culture de 5 jours en milieu carencé en azote et sous
lumiere continue (Fig.36). En effet, sur ces micrographies on peut observer les deux
populations de grain d’amidon du mutant. Les grains d’amidon les plus grands semblent méme
parfois dépasser les 3 um de diameétre. Les morphologies affichées par les deux populations
de grains sont également tres différentes. Les petits grains apparaissent sous la forme de
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spheres aplaties et lisses, un peu comme des galets plats. Al'inverse les plus grands présentent
des formes plus irrégulieres. Notons que les amidons de la souche sauvage ont une
morphologie comparable a la petite population de grain du mutant.

Figure 36 : Observation par microscopie électronique a balayage. Les amidons sont purifiés a partir
de cultures carencées en azote. L'amidon issu de la souche sauvage 137C figure a gauche, celui issu du
mutant bsg1 a droite. Barres d’échelles = 4 um

L'amidon purifié provenant de cultures en conditions non-carencées (TAP+N) a
également fait I'objet d’analyses au compteur de particules, malheureusement la taille des
grains passe alors en dessous du seuil de détection de I'appareil.

Il. Identification de la mutation et analyses génétiques

1) Identification de la mutation sur le chromosome 2

C'est I'insertion d’une cassette de résistance a la paromomycine dans le génome de la
souche sauvage (137C) qui est a I'origine du mutant bsg1. Le lieu de I'insertion a été identifié
par TAIL-PCR (« Thermal Asymmetric InterLaced ») a partir de I’ADNg du mutant. La TAIL-PCR
a permis I"'amplification d’un fragment de 533 pb dont 87 correspondaient a la fin de la
cassette de résistance, et les 446 pb restantes a une partie du génome. Les alignhements de
cette séquence génomique avec la base de données Phytozome (https://
phytozome.jgi.doe.gov/), ont alors permis d’identifier le lieu d’insertion sur le chromosome 2 ;
et plus précisément dans I'extrémité 3’ du locus Cre02.g091750, interrompant le gene du
locus 11 nucléotides avant son codon stop.

Les mutations par insertion sont connues pour engendrer des réarrangements
chromosomiques comme des délétions plus ou moins importantes au voisinage du lieu
d’insertion. Nous avons donc vérifié I'intégrité des genes en amont et en aval du lieu
d’insertion par PCR, en utilisant des amorces spécifiques de ces génes (Fig. 37). Chaque PCR a
été réalisée a partir de 'ADNg de la souche sauvage (137C) et du mutant bsgl. Les amorces
utilisées ainsi que la taille attendue des amplifications, sont détaillées dans le « matériels et
méthodes » (Tableau 4). Les résultats montrent, que le mutant bsgl a perdu une région
d’environ 15 kpb en amont du site d’insertion, et affectant trois loci. En effet chez le mutant,
il n’est plus possible d’amplifier par PCR les régions ciblées des locus Cre02.9g091900 (codant
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une tropomyosine), Cre02.g091850 (codant une Méthylglutaconyl-CoA hydratase), et du locus
Cre02.g091750 codant une protéine décrite par Phytozome comme étant une PWD.

Protofilament ribbon

Adenvlate/quanylate cyclase Actin filament-coating Methylglutaconyl ~ CBM20 containing rotein of flagellar
Y guany 4 protein tropomyosin -CoA hydratase protein prote 9
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Figure 37 : Caractérisation de la délétion de la souche mutante bsg1. La région du chromosome 2 du
mutant bsgl au voisinage de 'insertion, est représentée schématiquement. L'insertion de la cassette
de résistance a la paromomycine (AphVIll) a la fin de la séquence codante du gene au locus
Cre02.g091750, est représentée par une pointe de fleche rouge. Le géne interrompu code une protéine
possédant un domaine de liaison a 'amidon (CBM20), et est constitué de 8 exons (rectangles noirs).
Des PCR ont été réalisées de facon réguliére pour couvrir les 4,5 kpb du gene, en utilisant 5 couples
d’amorces spécifiques (segments 1 a 5) a partir de I’ADNg de la souche sauvage 137C (+) et du mutant
bsgl (-). De méme des PCR ont été réalisées en utilisant des amorces spécifiques des loci voisins
(symbolisées par les segments noirs sous les loci correspondants) a partir de I’ADNg des deux souches.
La description de ces loci fournie par la base de données de Phytozome, est indiquée au-dessus de
chacun d’entre eux.

Comme nous l'avons vu, les dikinases (GWD et PWD) sont des enzymes essentielles a
I'initiation de la dégradation de I'amidon. Cependant leur fonction est dépendante de la
présence d’'un résidu histidine au sein d’'une séquence consensuelle, permettant le transfert
du B-phosphate de I’ATP sur les glucanes. Or la protéine codée par le locus Cre02.g091750 ne
contient pas cette séquence. Les seules homologies de séquence entre cette protéine et les
dikinases ne concernent qu’une petite région de la protéine, correspondant a un domaine de
liaison a 'amidon (CBM20) qu’elles ont en commun. Bien qu’annotée comme codant une
PWD, le locus Cre02.g091750 ne semble donc pas permettre ce type d’activité.

Ajoutons que les alignements de séquence ne permettent pas d’identifier d’homologues de
cette protéine chez les plantes supérieures. D’ailleurs, la protéine qui lui ressemble le plus
(Vocar.0001s1160.1) ne partage que 28 % de similarités et appartient a la microalgue
Volvox carteri, une espéce trés proche de de C. reinhardltii. La fonction de la protéine de 792
acides-aminés, codée par le locus Cre02.g091750, n’est donc pas connue. Toutefois, les outils
de prédiction comme ChloroP (Emanuelsson et al., 1999) présument I'existence d’un peptide
d’adressage au chloroplaste de 50 acides-aminés. Cette information, associée a I'existence
d’un domaine de liaison a I'amidon dans sa région N-terminale, font de cette protéine un bon
candidat pour expliquer les phénotypes observés chez le mutant bsg1. Notons également que
les trois outils de prédiction (Marcoil, PairCoil2 et PCOILS (Delorenzi et Speed, 2002; Gruber
et al., 2006; McDonnell et al., 2006; Zimmermann et al., 2018)) prédisent la présence d’une
structure en super-hélices, dans la région comprise entre les acides-aminés 300 et 380
(Tableau 7).
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Nom Marecoil PairCoil2 PCOILS

Localisation de la . .
structure en AA303a | AA331a AA 302 3 384 AA 342 3371

. 328 367
super hélice

Probabilité T=96,6% | T=99,9% P<0,01 P>0,906

Tableau 7 : Prédiction des structures en super-hélices. La séquence de la protéine codée par le locus
Cre02.g091750 a été soumise aux outils de prédiction Marcoil, PairCoil2 et PCOILS avec les parameétres
par défaut. La localisation (en acides aminés (AA)) des structures en super-hélices prédites ainsi que
leurs puissances sont indiquées. Pour I'outil Marcoil, la prédiction est considérée comme fortement
probable quand le seuil (T) est supérieur a 90 %. De méme, la prédiction de I'outil PairCoil est forte
quand la prévalence (P) est inférieure a 0,025. Avec PCOILS la prédiction est considérée comme fiable
quand P est supérieure a 0,90.

2) RT-PCR

L'absence de la protéine codée par le locus Cre02.g091750, apparait étre la meilleure
explication aux phénotypes observés chez le mutant bsgl. Nous avons donc entrepris de
vérifier 'absence de transcrits correspondant a ce locus dans la souche mutante par RT-PCR
(« Reverse transcriptase »). Ces dernieres ont été réalisées a partir des ARN extraits des
souches sauvage (137C) et mutante (bsg1), en phase exponentielle de croissance, mais aussi
apres 1 heure d’acclimatation dans un milieu carencé en azote (Fig.38). Les résultats
confirment I'absence d’expression du géne chez le mutant bsgl, a I'inverse de la souche
sauvage 137C. La qualité des ARN extraits a été vérifiée, et ils permettent I'amplification d’'une
séquence d’ADN complémentaire appartenant a la phosphorylase PhoB dans les deux fonds
génétiques.

137C bsgl
+N  -N MW 4N N
940 pb | W d‘ W=, Cre02.9g091750
k
736 pb | C— — e OB

Figure 38 : Analyse par RT-PCR de I’expression du gene au locus Cre02.g091750. Les ARN des souches
sauvage (137C) et mutante (bsgl) issus de cultures en phase exponentielles (+N) ou acclimatées
1 heure en carence azotée (-N) ont été extraits. Apres la réaction de transcription inverse permettant
de convertir les ARNm extraits en ADNc, les amorces RTF et RTR s’hybrident avec I’ADNc du gene au
locus Cre02.g091750 s'il existe. L'expression du gene est donc révélée par I'amplification d’un
fragment de 940 pb. La présence d’ARN de qualité dans la réaction est confirmée par I'amplification
d’un fragment de 736 pb correspondant a ’ADNc du gene PHOB a 'aide des amorces PhoBF et PhoBR.
Les amorces utilisées sont détaillées dans le tableau 4. L’astérisque rouge désigne le marqueur de taille
de 1 kpb.
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3) Analyses de coségrégation

L’objectif des analyses de coségrégation est de vérifier si tous les phénotypes observés
chez le mutant bsg1 sont liés a la délétion identifiée sur le chromosome 2. Pour y parvenir la
souche mutante a été croisée avec une souche sauvage de polarité sexuelle opposée (37cl).
A l'issu de ce croisement, 8 tétrades ont été obtenues et validées par I'analyse des
auxotrophies et la détermination de la polarité sexuelle des ségrégeants méiotiques (la
tétrade 3 a été perdue par la suite). De cette facon nous nous sommes assurés que la
ségrégation des caracteres ait eu lieu normalement. De la méme fagon nous avons testé la
résistance a la paromomycine de chaque ségrégeant méiotique. Pour chaque tétrade, deux
descendants sont résistants a I'antibiotique et les deux autres y sont sensibles. Ce résultat
suggere qu’une seule copie fonctionnelle de la cassette de résistance, utilisée pour la
mutagenese, s’est insérée dans le génome.

L’ADNg de chaque descendant a été extrait pour vérifier par PCR la présence de la mutation
au locus Cre02.g091750 dans leur génome. A cette fin nous avons utilisé des amorces (BSGF
et BSGR) s’hybridant spécifiguement sur la séquence codante du domaine CBM20, et
permettant I'amplification d’un fragment de 1078 pb si le géne est intégre. Encore une fois
pour chaque tétrade, deux descendants sont porteurs de la mutation et ne permettent pas
I’'amplification, a I'inverse des deux autres (Fig. 39). De plus, a chaque fois les descendants
porteurs de I'allele sauvage sont aussi les descendants sensibles a la paromomycine, tandis
gue les descendants porteurs de I'allele muté sont résistants a cet antibiotique.

é\h‘;a& T1 T2 T3 T4 T5 T6 T7 T8

G W PP P W TO.O O . . © e

Figure 39 : Génotypage des tétrades obtenues par le croisement des souches bsg1 et 37cl. La souche
parentale 37c1 est dérivée de la souche sauvage de référence 137C et est de polarité sexuelle opposée.
Les PCR ont été réalisées a partir de ’ADNg extrait de chaque descendant, et des amorces BSGF et
BSGR permettant I'amplification d’un fragment de 1078 pb. Les descendants porteurs de la mutation
ne permettent pas I'amplification. Les PCR ont également été réalisées a partir des ADNg des souches
de référence 137C et bsg1. La tétrade 3 a été perdue par la suite.

L’amidon extrait des cultures en milieu carencé de tous ces descendants, a également
été analysé pour déterminer leurs « phénotypes amidon ». Les résultats montrent qu’au
moins une partie des phénotypes observés chez le mutant coségrégent avec la délétion au
chromosome 2.

Les amidons des descendants ont été analysés par CL-2B pour séparer I'amylose et
I’'amylopectine. Pour rappel, la valeur de la longueur d’onde au maximum d’absorption (Amax)
correspondant au pic d’amylopectine du mutant bsgl était 10 nm au-dela de la valeur
obtenue a partir de I'amylopectine de la souche sauvage 137C (Fig. 32). Les ségrégeants
méiotiques porteurs de I'alléle mutant, présentent eux aussi ce caractéere avec une valeur de
Amax moyenne de I'amylopectine de 563 £ 7 nm contre 554 + 3 nm chez les descendants
porteurs de l'alléle sauvage. Cette différence a été validée par un test de Student et est
significative (p<0,001).
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De méme la distribution en longueur de chaines aprés le débranchement des
amylopectines de chaque descendant a été réalisée. Le profil obtenu pour I'ensemble des
descendants mutants est similaire a celui obtenu a partir de I'amylopectine du mutant bsg1.
A linverse, le profil obtenu pour I'ensemble des descendants sauvages est proche du profil
gue I'on avait obtenu a partir de I'amylopectine de la souche sauvage 137C. La différence des
distributions en longueur de chaines des descendants mutants a laquelle on retranche celle
des descendants sauvages, correspond donc a la diminution de la quantité des chaines courtes
(DP 5 a 9) de I'amylopectine, et la Iégére augmentation des chaines longues (DP 10 a 24)
observées chez le mutant bsg1 (Fig. 40).
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Figure 40: Distributions en longueur de chaines moyennes des ségrégeants méiotiques. (A)
Distribution en longueur de chaines représentative de I'ensemble des amylopectines des descendants
sauvages. (B) Distribution en longueur de chaines représentative de I'ensemble des amylopectines des
descendants mutants. En rouge figure la différence des deux profils (sauvage-mutant). Les amidons
ont été préparés comme décrit dans le « matériels et méthodes ». Les chaines débranchées sont
séparées en fonction de leur degré de polymérisation (DP) allant de 4 a 54 résidus glucose. La quantité
relative de chaque chaine est représentée en ordonnée.

Nous avons également vérifiés dans la descendance la ségrégation du défaut de
dégradation de I'amidon. La encore, nous avons pu observer la ségrégation mendélienne de
ce caractere dans la descendance. En effet, dans chaque tétrade deux descendants sont
défectueux pour dégrader leur amidon, tandis que les deux autres descendants le dégrade
normalement (Fig. 41 A). De plus, ce caractere coségrége avec la délétion au chromosome 2.
En effet, malgré 24 heures de culture dans des conditions (milieu TMP a I'obscurité) obligeant
la dégradation des réserves, on peut observer que les descendants mutants, pris dans leur
ensemble, dégradent seulement 29 £ 15 % de la quantité initiale d’amidon. A l'inverse, les
descendants sauvages placés dans les mémes conditions sont capables de dégrader 66 + 9 %
de leurs réserves initiales dans le méme laps de temps (Fig. 41 B).

Bien s(ir nous avons également regardés si le phénotype majeur du mutant bsgl, a
savoir la distribution bimodale de ses grains d’amidon, coségrégeait avec la délétion du
chromosome 2. Les amidons purifiés issus des cultures de 5 jours en carence azotée, ont été
analysés au compteur de particules.

Ces analyses révelent que tous les descendants mutants possedent les deux populations de
grains d’amidon, comme le mutant d’origine bsgl. A I'inverse, tous les descendants porteurs
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de I'alléle sauvage, ne possedent qu’une seule population de grains comparable a celle de la
souche sauvage 137C. Ce résultat est illustré par la tétrade 5 dans la figure 42.
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Figure 41 : Coségrégation du défaut de dégradation de I’amidon. (A) Les descendants des 7 tétrades
issues du croisement de la souche sauvage 37c1 et du mutant bsg1, ont été cultivées 5 jours dans un
milieu carencé en azote et a la lumiére avant d’étre transférées a I'obscurité dans un milieu non
carencé mais sans acétate, obligeant les cellules a dégrader leur réserve d’amidon. Les dosages ont été
réalisés au moment du transfert et aprés 24 heures, permettant ainsi de déterminer la quantité
d’amidon résiduel exprimée en pourcentage. Les descendants porteurs de l'alléle sauvage sont
représentés en noir, et les descendants mutants sont représentés en rouge. (B) Moyenne de la
guantité d’amidon résiduel de I'ensemble des descendants sauvages (en noir) et mutants (en rouge)
aprés 24 heures de dégradation. Le résultat ne prend pas en compte les valeurs de la tétrade 3 qui a
été perdue. Les moyennes sont données avec I'écart-type. ™" P<0,001 selon le test de Student.
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Figure 42 : Analyse de la taille des grains d’amidon des quatre souches d’une tétrade. Les grains
d’amidon ont été extraits et purifiés a partir de cultures carencées en azote de 5 jours en lumiere
continue. La distribution de taille des grains est définie par I'analyse de 30000 particules, issues des
quatre ségrégeants méiotiques composant la tétrade 5. Les deux descendants sauvages figurent en
noir et gris, tandis que les deux descendants mutants apparaissent en rouge et orange. Le résultat est
exprimé en pourcentage relatif de particules (en ordonnée) en fonction de leur diamétre borné de 0,5
a5 um (en abscisse).

D’autres phénotypes, en revanche, ne coségrégent pas avec la délétion observée sur
le chromosome 2. En effet, la caractérisation phénotypique du mutant bsgl indique que
celui-ci est sous-producteur, accumulant pres de deux fois moins d’amidon que la souche de
référence 137C (Tableau 6). Cependant les dosages effectués a partir des cultures de 5 jours
en milieu carencé en azote et a la lumiére des ségrégeants méiotiques, ne nous ont pas permis
de conclure a une coségrégation de ce caractere avec la mutation sur le chromosome 2. En
effet, 'amidon accumulé en moyenne par les descendants porteurs de I'alléle sauvage est de
I'ordre de 41 £ 19 pug d’amidon par million de cellules contre 50 + 19 ug d’amidon par million
de cellules pour les descendants mutants.

De méme les zymogrammes révélant les activités synthases montraient une
modification de l'activité de I'amidon synthase 1 (SS1) chez le mutant bsgl (Fig. 34).
Cependant les gels d’activités réalisés dans les mémes conditions, mais avec les extraits
protéiques des ségrégeants méiotiques issus des tétrades 4 et 5, ne montrent pas cette
altération de I'activité (Fig. 43).
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Tétrade 4 Tétrade 5

137C  bsgl

Figure 43 : Zymogramme révélant les activités amidon-synthases. Les extraits protéiques proviennent
de cultures en fin de phase exponentielle de croissance, des souches sauvage (137C) et mutante (bsg1)
a gauche ainsi que des ségrégeants méiotiques des tétrades 4 et 5. Les gels contiennent 0,3 % de
glycogéne de foie de lapin. 300 pug de protéine ont été déposés dans chaque puits. L’élongation des
chaines de glycogéne sont révélées apres coloration a I'iode sous la forme de bandes brunes. Les
bandes brunes en haut du gel correspondent a I’activité de I'amidon-synthase 3, tandis que les bandes
brunes en bas du gel correspondent a I'activité de I'amidon-synthase 1.

lll. Complémentation fonctionnelle

Les analyses de coségrégation permettent d’établir un lien génétique entre une
mutation et un ou plusieurs phénotypes. Cependant, I'existence d’un tel lien ne suffit pas a
prouver que la mutation soit responsable des phénotypes observés. Cette relation de cause a
effet peut en revanche, étre établie par complémentation fonctionnelle. Dans notre cas trois
génes ont été affectés par la mutation (Fig. 37), cependant seule la protéine codée par le locus
Cre02.g091750 semble posséder a la fois un peptide de transit permettant I'adressage au
chloroplaste, et un domaine d’interaction avec I'amidon. Cette protéine est donc la meilleure
candidate pour expliquer les phénotypes coségrégeants avec la mutation, c’est-a-dire le
défaut de dégradation de I'amidon, la modification structurale de I'amylopectine (associée a
la modification de la valeur de sa Amax), et la distribution bimodale des grains.

Par conséquent, nous avons réintroduit dans la souche mutante une copie fonctionnelle du
géne Cre02.g091750, dans le but de vérifier si I'expression de ce géne était capable de
ramener les phénotypes du mutant a la normale. Pour y parvenir, nous avons d’abord
construit le vecteur de complémentation en amplifiant par PCR les 3,7 kpb entre le codon start
et le codon stop du gene. Cet amplifiat a ensuite été cloné sous le contréle du promoteur fort
PSAD (une sous-unité du photosysteme 1), dans le vecteur pSLhyg qui contient un gene de
résistance a I’hygromycine B (Aph7”’) (Berthold et al., 2002). La transformation a été réalisée
selon la méthode décrite dans le « matériels et méthodes », et les transformants ont été
sélectionnés sur milieu gélosé avec 10 pg/ml de paromomycine et 20 pug/ml d’hygromycine B.
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Vingt des transformants obtenus, ont été cultivés en condition de carence azotée pendant
5 jours avant d’en extraire I'amidon pour analyses.

Ces dernieres ont permis de montrer que les amidons de 18 transformants sur les 20 testés
au compteur de particules, passaient d’une distribution bimodale des grains a une distribution
unimodale avec un diametre moyen de 0,75 + 0,03 um, soit un diametre similaire a celui des
grains d’amidon de la souche sauvage (137C) (Fig. 44). A l'inverse, I'amidon issu de 13 souches
transformées avec le vecteur pSLhyg vide, résistantes a I’hygromycine et a la paromomycine,
présente toujours la distribution bimodale caractéristique du mutant bsg1.

1.07

Nombre (%)

0.0 4 —t— 4 4
0.5 1 L 5
Diametre (um)

Figure 44 : Détermination de la taille des grains d’amidon au compteur de particules. Les grains
d’amidon ont été extraits et purifiés a partir de cultures de 5 jours sans azote et en lumiére continue.
La distribution de taille des grains est définie par I'analyse de 30000 particules, issues des souches
sauvage (en noir) et du mutant bsg1 (en rouge), d’une souche complémentante C1 (en gris) et d'une
souche transformée avec le vecteur pSLhyg vide (en vert). Le résultat est exprimé en pourcentage
relatif de particules (en ordonnée) en fonction de leur diameétre borné de 0,5 a 5 um (en abscisse).

Les amidons purifiés des cultures en milieu carencé des souches sauvage, mutante et
complémentante ont également pu étre observés en microscopie électronique a balayage,
permettant de confirmer ce résultat, et de montrer le retour a une morphologie normale des
grains (Fig. 45).

Le retour de I'expression chez les souches complémentantes du géne au locus
Cre02.g091750 (rebaptisé gene BSG1) a également été vérifiée par RT-PCR (Fig. 46), et permet
de corréler le retour au phénotype sauvage avec |’expression du gene.
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a ! A A
Figure 45 : Observation par microscopie électronique a balayage. Les amidons sont purifiés a partir
de cultures de 5 jours en milieu carencé en azote. (A) Amidon issu de la souche sauvage 137C. (B)
Amidon issu de la souche mutante bsgl. (C) Amidon issu de la souche complémentante C1. Barres
d’échelles =4 um
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Figure 46 : Analyse par RT-PCR de I'expression du géne BSG1. Les ARN des souches sauvage (137C),
mutante (bsg1) et complémentante (C1) issus de cultures en phase exponentielles (+N) ou acclimatées
1 heure en carence azotée (-N) ont été extraits. Apres la réaction de transcription inverse permettant
de convertir les ARNm en ADNc, les amorces RTF et RTR s’hybrident avec ’ADNc du géne BSG1 s'il
existe. L'expression du gene BSG1 est donc révélée par I'amplification d’un fragment de 940 pb. La
présence d’ARN de qualité dans la réaction est confirmée par I'amplification d’un fragment de 736 pb
correspondant a I’ADNc du gene PHOB a I'aide des amorces PhoBF et PhoBR. Les amorces utilisées
sont détaillées dans le tableau 4. L’astérisque rouge désigne le marqueur de taille de 1 kpb.

En revanche, les analyses par chromatographie d’exclusion stérique de I'amidon issu
des souches complémentantes cultivées en milieu carencé, nous montrent que la valeur de la
longueur d’onde au maximum d’absorption de 'amylopectine (Amax), qui était chez le mutant
bsg1 supérieure de 10 nm a la valeur de la Amax de la souche sauvage de référence, n’est pas
corrigée pour les souches complémentantes. En effet, la valeur moyenne obtenue pour quatre
souches complémentantes indépendantes reste a 561 + 1 nm, soit une valeur similaire a celle
enregistrée a partir de I'amylopectine du mutant bsg1 (563 + 2 nm, Fig. 47).
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Figure 47 : Séparation de I'amylose et de I'amylopectine par gel filtration. Les amidons des souches
sauvage, et bsgl ont été purifiés a partir de quatre cultures indépendantes en conditions carencées et
ont été déposés sur une colonne de sépharose CL-2B comme décrit dans le « matériels et méthodes ».
De méme I'amidon purifié de quatre souches complémentantes, cultivées dans les mémes conditions,
ont été analysés. Les profils obtenus indiquent la densité optique maximale (DO, cercles noirs)
enregistrée pour chaque fraction a la longueur d’onde correspondante (en rouge). La valeur de la
longueur d’onde au maximum d’absorption correspondant au pic d’amylopectine est indiquée en

nanometre.
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De méme, les cinétiques de dégradation réalisées avec les souches complémentantes
indiquent que le défaut de dégradation de I'amidon du mutant bsgl, n’est pas corrigé non
plus par I'expression du géne BSG1 (Fig. 47). En effet, le taux de dégradation des souches
complémentantes représentées par C1, n'est que trés légérement supérieur a celui de la
souche mutante bsgl (avec respectivement 0,52 +0,22 contre 0,29 +0,14 ug d’amidon
dégradé par heure et par million de cellules). Cette différence n’est pas significative
statistiquement, et reste bien en dessous du taux de dégradation observé pour la souche de
référence (137C) (1,47 + 0,10 pg.10%cellules.heure™).

Un dernier phénotype observé chez le mutant bsgl1 n’est pas corrigé par la complémentation.
En effet, le mutant bsgl présentait également un défaut d’accumulation d’amidon
(Tableau 6). Aprés 5 jours de culture en milieu carencé (TAP-N) la quantité d’amidon mesurée
chez les souches complémentantes reste atténuée en comparaison a la souche sauvage. En
effet, la quantité moyenne d’amidon mesurée pour 4 souches complémentantes
indépendantes est de 22 + 8 pg.10°cellules.
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Figure 48 : Cinétique de dégradation de I’amidon. Aprés 5 jours de croissance en lumiere continue,
dans un milieu carencé en azote (TAP-N) la carence est levée et les cellules sont transférées a
I"obscurité dans un milieu sans acétate (TMP). Les dosages sont effectués 4, 8 et 24 heures apreés le
transfert. Les résultats sont exprimés en pourcentage d’amidon résiduel moyen # écart-type. Les
statistiques sont issues de trois séries de dosages indépendants. Les résultats obtenus avec la souche
sauvage (137C) sont représentés en noir, tandis qu’en gris et blanc figurent respectivement les
résultats des souches mutante (bsg1) et complémentante (C1). * P<0,05 selon le test de Student.

Finalement, la complémentation fonctionnelle nous permet d’écarter le gene BSG1
comme responsable du défaut de dégradation de 'amidon observé chez le mutant. De méme,
ce géne ne semble pas étre impliqué dans les modifications structurales de 'amylopectine. En
revanche, il joue incontestablement un role dans le controle de la distribution et de la taille
des grains d’amidon ainsi que de leurs morphologies.
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IV. Caractérisation des deux populations de grains d’amidon du
mutant bsg1

La principale caractéristique de la souche bsg1, est la coexistence chez ce mutant de

deux populations de grains d’amidon. Il est également possible d’observer un tel phénotype
chez les poacées. Pour ces especes, I'amidon de réserve s’accumule selon une distribution
bimodale. On distingue alors deux types de grains d’amidon, les grains de type A dont le
diametre est compris entre 12 et 20 um et des grains plus petits de type B, d’une taille allant
de 2 a 8 um. Mais la taille n’est pas la seule différence entre ces deux populations, qui arborent
une composition, une structure et une cristallinité différente (Bechtel et al., 1990; Bertolini et
al., 2003; Geera et al., 2006; Salman et al., 2009; Soulaka et Morrison, 1985).
Nous nous sommes donc attachés a caractériser les deux populations de grains d’amidon du
mutant bsgl, dans le but de mieux comprendre les mécanismes permettant au géne BSG1
d’exercer sa fonction. Cependant cette démarche nécessite de pouvoir séparer les grains en
fonction de leur taille.

1) Semi-purification des deux populations de grains

La séparation des deux types de grains du mutant bsg1 a été réalisée a partir d’amidon
extrait de cultures de 5 jours en milieu carencé en azote. L'amidon maintenu en suspension
dans I'eau, a ensuite été tamisé a travers un filtre avec des pores de 0,8 um. Cette méthode
permet alors de récupérer a travers le filtre la petite population de grain du mutant bsgl
purifiée. L'opération a été répétée jusqu’a obtenir, dans la partie retenue par le filtre, un
enrichissement en gros grains suffisant pour considérer la petite population comme
négligeable (Fig. 49).

Nombre (%)

Diameétre (um)

Figure 49 : Semi-purification des deux populations de grains d’amidon du mutant bsg1. Apres 5 jours
de culture en condition de carence en azote, I'amidon du mutant bsg1 a été extrait et purifié. L'analyse
au compteur de particules permet de révéler les deux populations de grains qu’il contient (en rouge).
En faisant passer la suspension d’amidon a travers un filtre de 0,8 um, il est alors possible de récupérer
la petite population de grains (en gris). En répétant I'opération il est possible d’éliminer la majorité des
petits grains d’amidon dans la partie retenue par le filtre, jusqu’a obtenir un enrichissement en gros
grains (en noir). Le résultat est exprimé en pourcentage relatif de particules (en ordonnée) en fonction
de leur diamétre borné de 0,5 a 5 um (en abscisse).
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2) Analyses des deux populations par chromatographies
d’exclusion stérique

Une fois la séparation effectuée, les deux populations de grains ont été analysées par
gel filtration sur une colonne de sépharose CL-2B (Fig. 50). Les résultats indiquent que la petite
population de grains a un profil similaire a celui observé pour 'amidon de réserve natif avant
la séparation des grains (Fig. 32 B et 50 A), avec une valeur de Amax au pic d’amylopectine de
558 nm. En revanche pour la grande population de grains cette valeur est bien supérieure avec
578 nm, I'approchant d’avantage des profils obtenus a partir d’amidon pyrénoidal. Il faut
noter qu’il existe néanmoins une différence majeure avec I'amidon pyrénoidal qui ne contient
que trés peu d’amylose alors que la grande population de grains en contient 17 £+ 1 % (selon 3
dosages indépendants) (Fig. 32 D et 50 B).
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Figure 50 : Séparation de I'amylose et de 'amylopectine par gel filtration. La petite population de
grains du mutant bsgl (A) et la grande (B) ont été purifiées a partir de cultures en carence azotée,
séparées par filtration, puis déposés sur une colonne de sépharose CL-2B. Les profils obtenus indiquent
la densité optique maximale (DO, cercles noirs) enregistrée pour chaque fraction a la longueur d’onde
correspondante(en rouge). La valeur de la longueur d’onde au maximum d’absorption correspondant
au pic d’amylopectine ainsi que le ratio amylose/amylopectine sont indiqués.

3) Observations par microscopie électronique a transmission

Etant donné que d’une part, la grande population de grain d’amidon du mutant bsg1
n’est détectée qu’a partir d’amidon issu de culture en milieu carencé, et d’autre part que nos
observations sur les profils de chromatographie semblent associer la grande population a de
I’'amidon pyrénoidal, et la petite a de 'amidon de réserve stromal ; nous avons entrepris de
réaliser des coupes de C. reinhardtii au moment de la transition d’un milieu non carencé
(TAP+N) vers un milieu carencé en azote (TAP-N). Ces coupes ont pu étre observées en
microscopie électronique a transmission (Fig. 51). Apres 3 jours de culture en milieu TAP+N et
sous lumiére continue, les cellules ont été transférées en milieu TAP-N et prélevées apres 8,
24 et 120 heures de culture dans ces conditions. Au moment ou la carence azotée survient,
les cellules commencent a établir des réserves énergétiques et arrétent leurs activités dont
I'activité photosynthétique. En effet, dans ces conditions les thylakoides qui portent les
photosystémes sont désagrégés. De méme on observe dans ces cellules la disparition
progressive de I'amidon pyrénoidal au profit d’'un amidon de réserve dans le stroma. Ainsi on
peut observer chez la souche sauvage, des grains d’amidon entourant le pyrénoide quand les
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cellules sont cultivées en condition standard (Fig. 51 A). Aprés 8 heures de culture en milieu
carencé, 'amidon pyrénoidal persiste, mais on voit également apparaitre des grains d’amidon
dans le stroma du chloroplaste (Fig.51 B). L'amidon pyrénoidal devient plus difficile a
observer apres 24 heures de carence, et n’est plus du tout visible aprés 5 jours (Fig. 51 C et D).
En revanche, les observations faites sur le mutant bsgl montrent un autre destin de son
amidon pyrénoidal. En effet, les grains d’amidon entourant le pyrénoide semblent grossir au
fil du temps. Déja aprés 8 heures de carence les grains d’amidon autour du pyrénoide
semblent plus gros (Fig. 51 E et F). Notons également que I'on voit moins de grains d’amidon
apparaitre dans le stroma que dans le cas de la souche sauvage (Fig. 51 B et F). Apres
24 heures de carence, les deux populations de grains du mutant bsgl sont déja visibles.
L'amidon pyrénoidal semble représenter a lui seul la grande population de grain, et 'amidon
stromal la plus petite (Fig. 51 G). Apres 5 jours de carence, la différence entre les grains
d’amidon des souches sauvage et mutante apparait évidente. On distingue trés clairement
chez le mutant les deux populations de grains, et la distribution unimodale chez le sauvage
(Fig. 51 D et H).

Grace aux images de microscopie fournies par le CERMAV, nous avons pu compter
pour les deux souches le nombre de grains moyen par cellule en s’appuyant sur 20 images de
cellules indépendantes apres 5 jours de carence. Il en résulte que le nombre moyen de grain
d’amidon dans la souche mutante est inférieur a celui de la souche sauvage avec
respectivement 11 + 4 contre 30 * 8 grains d’amidon par cellule.
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Figure 51 : Observations de coupes de C. reinhardtii lors de la carence azotée. Les souches sauvage
(137C A-D) et mutante (bsg1 E-H) ont été cultivées en milieu non-carencé (A et E) pendant 3 jours, puis
transférées dans un milieu carencé en azote (TAP-N). Les cellules ont été prélevées aprés 8 heures (B
et F), 24 heures (C et G), et 5 jours (D et H) de culture en milieu carencé. Barre d’échelle = 1 um.
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DISCUSSION

A. Le mutant bsgl accumule des grains d’amidon de taille anormale

Le travail effectué nous a permis de caractériser le mutant bsg1, lequel est issu d’'une
campagne de mutageneése a partir de la souche sauvage 137C. En comparaison avec cette
souche de référence nous avons pu montrer que le mutant bsgl présentait plusieurs
phénotypes. Dans un premier temps ce mutant a été identifié comme déficient pour la
dégradation de I'amidon, comme le montre le crible a I'iode en deux étapes (Fig. 29) et les
cinétiques de dégradation de ce polysaccharide (Fig. 31). Ces derniéres nous ont d’ailleurs
permis de chiffrer cette défectuosité en comparant les taux de dégradation qui s’élévent a
1,47 £0,10 yg d’amidon dégradé.10® cellules.heure® pour la souche sauvage contre
seulement 0,29 + 0,14 pg d’amidon dégradé.107° cellules.heure™ pour le mutant.

Une autre caractéristique de ce mutant était également visible sur le crible a l'iode,
puisque les colorations des plages cellulaires semblaient indiquer que le mutant accumulait
moins de polysaccharide que la souche sauvage (Fig. 29). Ce phénotype, plutét inattendu de
la part d’'un mutant dont la voie de dégradation de I'amidon est défectueuse, a pourtant pu
étre confirmé par plusieurs séries de dosages. Ces derniers montrent effectivement, que le
mutant bsg1 est sous-producteur, quelles que soient les conditions de cultures (Tableau 6).

De leur coté, les caractérisations biochimiques nous ont appris que la structure de
I’'amylopectine, le constituant majoritaire de 'amidon, était modifiée chez ce mutant. En effet,
les analyses par chromatographies d’exclusion stérique révelent une modification de 10 nm
de la valeur de la Amax au pic d’amylopectine en faveur du mutant. Or cette valeur refléte I’état
structural du polysaccharide. Ce phénotype a d’ailleurs été confirmé en comparant les
distributions en longueur de chaines, obtenues par HPAEC-PAD sur les amylopectines purifiées
et débranchées des deux souches (Fig. 33). Ces derniéres nous apprennent que I'amylopectine
du mutant posseéde moins de chaines courtes (DP 4 a 9) et un peu plus de chaines moyennes
(DP 10 a 20) que celle de la souche sauvage. Ce résultat semblait d’ailleurs étre en corrélation
avec les observations faites sur les gels d’activités. En effet, les zymogrammes permettant de
révéler les activités synthases des souches sauvage et mutante, indiquaient une altération de
I'activité de I'amidon synthase 1 (SS1) chez le mutant bsgl (Fig. 34). Or cette enzyme est
décrite comme étant impliquée dans I'élongation des chaines courtes de I'amylopectine
(Delvallé et al., 2005; Fujita et al., 2006; McMaugh et al., 2014).

Le dernier phénotype caractérisant le mutant bsgl, est la coexistence de deux
populations de grains d’amidon de tailles distinctes, 'une de 0,78 + 0,04 um et l'autre de
1,84 + 0,04 um de diametre. Ce phénotype n’est pas sans rappeler les deux types de grains
gu'’il est possible d’observer dans les organes de réserve des poacées comme le blé, I'orge, le
seigle et le sorgho (Burton et al., 2002; Chia et al., 2017; Soulaka et Morrison, 1985). Ce
phénotype est totalement inédit chez I'organisme Chlamydomonas reinhardtii, et pourrait
nous permettre d’appréhender des mécanismes encore inconnus intervenant dans la
détermination de la taille des grains d’amidon.
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1) Plusieurs phénotypes du mutant sont associés a la délétion
d’une région du chromosome 2

L'ensemble de ces phénotypes semble étre lié a la mutation par insertion d’une
cassette de résistance a la paromomycine. Les analyses de biologie moléculaire nous ont
apporté plus de détails sur cette mutation. Pour commencer, le lieu de I'insertion a pu étre
identifié par TAIL-PCR et des alignements de séquences. Ces derniers révelent que la cassette
de résistance interrompt le géne au locus Cre02.g091750, 11 nucléotides avant son codon
stop. Cependant le génotypage effectué par PCR, dont le but initial était de tester I'intégrité
du gene, nous a permis de découvrir la délétion de deux autres génes en amont du locus
Cre02.g091750 (Fig. 37).

Les analyses de coségrégation effectuées sur les descendants méiotiques de 7
tétrades, issues du croisement entre le mutant bsgl et une souche sauvage de polarité
sexuelle opposée (37cl), ont permis d’observer dans la descendance la répartition des
phénotypes parentaux. Dans un premier temps, la coségrégation systématique de la
résistance a la paromomycine avec la mutation localisée sur le chromosome 2, nous a permis
de conclure qu’une seule copie fonctionnelle de la cassette de résistance s’était insérée dans
le génome de la souche mutante. Ensuite, nous avons également pu observer que tous les
descendants porteurs de la mutation dégradaient difficilement leur amidon par rapport a leurs
homologues sauvages (Fig. 41). Tous les descendants mutants présentaient également une
modification structurale de I'amylopectine similaire a celle de la souche mutante d’origine
(bsg1) révélée par les distributions en longueur de chaines, (Fig. 40). Enfin la distribution
bimodale des grains d’amidon est également retrouvée chez tous les descendants mutants
(Fig. 42). Ces résultats confirment donc un lien génétique entre la délétion de la région du
chromosome 2 et ces trois phénotypes.

A l'inverse, aucun lien n’a pu étre démontré entre la délétion des trois génes et le défaut
d’accumulation du polysaccharide apres 5 jours de culture en milieu carencé ou avec le défaut
d’activité de I'amidon synthase 1 (Fig. 43).

2) Le géne BSG1 est responsable de la distribution anormale des
grains d’amidon

A ce stade, nous avons donc trois phénotypes liés a I'amidon qui semblent étre
dépendants de I'expression des geénes affectés par la mutation du chromosome 2. Sur les trois
loci affectés par la délétion, seul le géne au locus Cre02.g091750 est présumé capable d’avoir
une fonction associée a I'amidon. En effet, ce géne code une protéine prédite de 792 acides
aminés et les outils de prédiction comme ChloroP détectent, sur la base de cette séquence
protéique, un peptide d’adressage de la protéine au chloroplaste de 50 acides aminés. La base
de données Phytozome décrit cette protéine comme étant une PWD, une enzyme impliquée
dans l'initiation de la dégradation de I'amidon. Cependant, la protéine ne possede pas la
séquence consensuelle codant un résidu histidine indispensable a I'activité des dikinases.
Toutefois I'annotation de la protéine comme étant une dikinase par Phytozome provient des
similitudes du domaine CBM20 de liaison a I'amidon porté par la région N-terminale de la
protéine et retrouvé sur les PWD. Enfin, trois outils de prédiction (Marcoil, PairCoil2 et PCOILS
(Delorenzi et Speed, 2002; Gruber et al., 2006; McDonnell et al., 2006; Zimmermann et al.,
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2018) indiquent I'existence chez cette protéine d’un domaine en super-hélices entre les
résidus 300 et 380 (Tableau 7). Cette structure est également retrouvée chez les protéines de
la famille des PTST (« Protein targeting to starch ») permettant les interactions protéine-
protéine avec la GBSS (Seung et al., 2015) ou avec SS4 (Seung et al., 2017, 2018).

L'ensemble de ces éléments fait du géne au locus Cre02.g091750, un bon candidat pour
expliquer les phénotypes observés chez le mutant bsgl et les descendants porteurs de la
mutation. De fagon attendue la complémentation fonctionnelle permet de rétablir
I’expression de ce géne (Fig. 46), et autorise également la souche mutante a revenir a une
distribution unimodale de ses grains d’amidon (Fig. 44 et 45). Ce résultat permet d’entériner
définitivement la responsabilité du gene au locus Cre02.g091750 sur ce phénotype et ce géne
a été renommé BSG1. Par contre, I'expression du gene BSG1 dans la souche mutante ne
permet pas de corriger les deux autres phénotypes qui coségrégaient avec la mutation dans
la descendance (Fig. 47 et 48).

A ce stade, nous ne pouvons pas exclure que le défaut de dégradation de I'amidon et la
modification structurale de I'amylopectine, observés chez le mutant bsg1 et les descendants
méiotiques porteurs de la mutation, puissent étre liés a I'absence des deux autres loci en
amont du gene BSG1. Par exemple, le locus Cre02.g091850 décrit comme une
méthylglutaconyl-CoA hydratase semble étre impliqué dans la voie métabolique conduisant a
la dégradation des leucines. Il est donc possible que son absence ait des conséquences sur
I’ensemble du métabolisme cellulaire, et donc sur le métabolisme de I'amidon.

Une autre explication pourrait également étre liée aux conditions de la complémentation. En
effet, la construction du vecteur de complémentation utilisé, place I'expression du gene BSG1
sous le contréle d’'un promoteur fort (pPSAD). Une hypothése concevable serait que
I’expression non-physiologique du gene BSG1 ne permette pas de corriger ces phénotypes.

B. Le géne BSG1 est impliqué dans la transition du métabolisme d’un
amidon pyrénoidal vers celui d’'un amidon de réserve quand les
conditions de culture deviennent défavorables

Bien que la protéine BSG1 soit désormais connue pour étre impliquée dans le
déterminisme de la taille des grains d’amidon lors des cultures en conditions carencées, nous
ne connaissons toujours pas les mécanismes lui permettant d’assurer ce réle. De plus, aucun
orthologue du gene BSG1 n’a été identifié chez les espéces végétales supérieures, et les
protéines qui partagent quelques homologies de séquences sont des protéines appartenant a
d’autres algues proches de C. reinhardtii comme Volvox carteri. Ces informations suggerent
gue la protéine est spécifique aux microalgues, mais nous privent de points de comparaison
qui auraient pu étre utiles pour déterminer la fonction de la protéine.

Toutefois, nous savons que la distribution bimodale des grains d’amidon du mutant,
n’apparait que dans les cultures en milieu carencé. D’ailleurs le niveau de transcription du
géne BSG1, semble étre plus important dans les cultures carencées que dans les conditions
standard selon Algaepath (http://algaepath.itps.ncku.edu.tw/index.html) (Zheng et al., 2014).
De plus, les analyses comparatives entre les deux populations de grains du mutant bsgl,
associent la grande population de grain a de I'amidon pyrénoidal, et la petite population a de
I'amidon de réserve. En effet, 'amylopectine issue des gros grains d’amidon affiche une valeur
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de Amax typique de I'amidon pyrénoidal, et inversement I'amylopectine issue de la petite
population de grain affiche une valeur de Amax correspondant a la valeur observée a partir
d’amidon de réserve (Fig. 32 et 50). Ces éléments semblent donc indiquer un réle de la
protéine BSG1 dans la transition, permettant de passer d’un amidon pyrénoidal a un amidon
de réserve, quand les conditions de cultures passent d’un milieu standard a un milieu carencé
en azote. Ce sont finalement, les apports de la microscopie électronique sur des coupes de
C. reinhardtii, qui nous ont permis de le démontrer. En effet, aprés le transfert des cellules
dans un milieu carencé, on voit rapidement apparaitre des grains d’'amidon dans le stroma de
la souche sauvage, tandis que I'amidon pyrénoidal disparait progressivement (Fig. 51 A-D). A
I'inverse, 'amidon pyrénoidal de la souche mutante est maintenu et continue sa croissance,
donnant naissance a la grande population de grain, tandis que I'amidon stromal forme des
grains de taille normale (Fig. 51 E-H).

Les différents domaines détectés ou prédits sur la protéine BSG1 peuvent nous aider a

comprendre son mode d’action. Nous avons vu qu’une structure en super-hélices est prédite,
avec de bons indices de confiance, dans la région bornée par les acides-aminés 300 et 380
(Tableau 7). Il est intéressant de noter que cette structure est caractéristigue des domaines
d’interaction protéine-protéine dans la famille des PTST. Or, un orthologue de PTST2 que l'on
trouve dans le riz, nommé FLO6, semble pouvoir interagir avec I'enzyme de débranchement
ISA1, et influencer la quantité d’amidon produit mais aussi la morphologie du grain d’amidon
(Peng et al., 2014). Ajoutons a cela que le module de liaison aux carbohydrates (CBM48) des
protéines de la famille PTST, est un domaine considéré comme trés proche du domaine
CBM20 de la protéine BSG1. En effet, ces deux domaines partagent des similitudes dans leur
séquence, leur structure et leur mode d’interaction avec les glucides, et pourraient avoir un
ancétre commun (Janecek et al.,, 2011). Il est donc possible que la protéine BSG1 ait un
fonctionnement similaire aux protéines PTST, et qu’elle permette de mobiliser des enzymes
du métabolisme et de les conduire jusqu’a leur substrat. On pourrait alors imaginer que la
protéine BSG1 délocalise les enzymes clés de la synthése de I'amidon du pyrénoide vers le
stroma quand la cellule est confrontée a une carence, ce qui pourrait expliquer le nombre
restreint de grains d’amidon observés en I'absence de la protéine chez le mutant.
Récemment il a été montré que la protéine BSG1 figure parmiles 190 protéines composant le
protéome du pyrénoide chez C. reinhardtii (Zhan et al., 2018). Cette observation confirme sa
localisation dans le chloroplaste et suggére qu’elle puisse avoir un réle dans le métabolisme
de I'amidon pyrénoidal. Dans ce cas, il est possible que la protéine BSG1 intervienne dans la
mobilisation des enzymes de la voie catabolique, et qu’elle soit responsable de la disparition
progressive de I'amidon pyrénoidal lors de la carence, comme on peut I'observer chez la
souche sauvage. Son absence dans la souche mutante expliquerait alors le maintien de
I'amidon pyrénoidal et la poursuite de sa synthése donnant naissance a la grande population
de grain.
Remarguons enfin, que ces deux théories ne sont pas mutuellement exclusives. Bien que ce
soit peu probable BSG1 pourrait intervenir a la fois, dans la dégradation de I'amidon
pyrénoidal en s’associant avec des enzymes du catabolisme, et dans la synthése de I'amidon
stromal en s’associant avec des enzymes intervenant a priori dans les étapes précoces de la
synthése du grain.
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Pour pouvoir établir le fonctionnement de la protéine BSG1 dans ce contexte
d’adaptation de la microalgue a son environnement des caractérisations supplémentaires
sont nécessaires. Il serait notamment intéressant de connaitre la liste des interactants
protéiques de BSG1, pour pouvoir départager les hypothéses formulées.
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