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Résumé

L’amidon est un composé permettant le stockage d’énergie et du carbone par les
plantes, ce qui en fait un des polysaccharides les plus abondants sur Terre. Malgré nos
connaissances sur le métabolisme de 'amidon, le processus d'initiation de la synthese
des grains d’amidon n’est pas décrit. La découverte de 'amidon-synthase 4 (SS4) en tant
que protéine principalement impliquée dans le processus d’initiation de I'amidon, a
permis de faire de grands progres dans ce domaine. En effet, cette enzyme est impliquée
dans le controle du nombre, de la forme et de la taille des grains d’amidon synthétisés
dans les chloroplastes.

La recherche de facteurs protéiques interagissant avec SS4 a conduit a la
découverte d'un nouveau facteur protéique faisant l'objet principal de ce manuscrit.
Cette protéine nommée PII1 (protéine impliquée dans l'initiation de 'amidon ; 90KDa)
interagit avec SS4 dans le chloroplaste. L’analyse du phénotype amidon associé a son
inhibition révele l'implication de la protéine PII1 dans le mécanisme déterminant le
nombre de grains d'amidon dans les feuilles d'Arabidopsis thaliana.

Afin d’avoir un apergu plus global des connexions qui relient les différents
facteurs protéiques impliqués dans l'initiation de la synthése de 'amidon, des lignées
doubles mutantes ont été sélectionnées et caractérisées : ss3piil, ss4piil et ss4phsl. Les
résultats mettent en évidence le role spécifique de PII1 dans l'initiation de I'amidon par
rapport aux amidon-synthases. Ils ont également permis de mettre en avant
I'implication de la phosphorylase, dans l'initiation de 1'amidon dans les tissus non-
photosynthétiques.

Abstract

Most of photosynthetic organisms accumulate starch to store carbon and energy
produced during photosynthesis. It is thus one of the most abundant storage
polysaccharides on earth. Despite our knowledge of starch granule properties and
metabolism, its initiation process remains poorly understood. Great progress in this field
has been made through the discovery of the starch synthase 4 (SS4) as a major protein
involved in starch priming in Arabidopsis chloroplasts. Indeed, this enzyme controls the
number of the starch granules per chloroplast, but also their shape and their size.

During my PhD, I focused my research on the analysis of a protein called PII1
(protein involved in starch initiation 90KDa) that interact with SS4 within the
chloroplast. This study reveals the involvement of the PII1 protein in the machinery
determining starch granules number in Arabidopsis thaliana leaves.

Then, I tried to find new clues on the global comprehension of starch initiation.
This was achieved by reporting the phenotypic analysis of double mutations including
mutation of protein involved in starch initiation: ss3piil, ss4piil and ss4phsl. These
results highlight the specific role of PII1 in starch initiation compared to starch synthase.
We also found evidence of the implication of phosphorylase PHS1 in starch initiation
within non-photosynthetic organs.
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Pour la plupart des végétaux, I'amidon est I'unique polymere de glucose dédié au
stockage de l'énergie et de carbone, ce qui en fait un des polysaccharides les plus
abondants sur Terre. La synthése d’amidon est un engrenage essentiel du cycle du
carbone, se situant a la suite de la photosynthese et de l'assimilation de carbone
inorganique atmosphérique en carbone organique. Ce carbone organique est stocké sous
forme d’amidon et est utilisé comme source d’énergie pour les plantes elles-mémes,
mais également pour l'ensemble de la chaine alimentaire. Cette macromolécule se
présente sous la forme d'un grain semi-cristallin, insoluble dans I’eau. La forme et la
taille des grains d’amidon varient selon 'espece botanique et également en fonction des

différents organes d’'une méme plante.

Le lieu dédié a la synthese de 'amidon est un compartiment subcellulaire appelé
plaste. On parle de chloroplastes pour les plastes situés dans les tissus capables de
photosynthese, et d’amyloplaste dans les tissus non-photosynthétiques. Dans les
chloroplastes, I'amidon est dit « transitoire », car il est synthétisé durant la journée et
dégradé la nuit. Cet amidon sert de réserve énergétique a la plante en absence de
lumieére. Le carbone et I'énergie circulent dans la plante sous forme de saccharose et
peuvent également étre stockés dans les amyloplastes des tissus non photosynthétiques,
en des lieux stratégiques a la survie de la plante et a sa multiplication tels que les graines

ou les organes de réserve souterrains.

En outre, 'amidon représente la plus importante source calorique des régimes
alimentaires humain et animal. En France, les végétaux principalement cultivés pour
leur amidon sont le blé (44%), le mais (48%) pomme de terre (7%) et le pois (1%). En
2016, la France a produit 3,2 millions de tonnes d’amidon a partir de ces cultures,
générant un chiffre d’affaires de 3 milliards d’euros. La France se place ainsi au 1¢r rang
des producteurs d’amidon européens et au 4¢ rang mondial (usipa.fr). L’amidon se
cache au travers de nombreuses utilisations. Avec une répartition entre I'utilisation de
I'amidon pour lindustrie agroalimentaire (57%) et son utilisation dans d’autres

applications industrielles non alimentaires (figure 1).
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Figure 1: Marchés de I'amidon et des produits dérivés en France (2016). Représentation des
débouchés dans l'industrie agroalimentaire représentant 57 % des usages et utilisation dans l'industrie
non alimentaire (43%) (usipa.fr).

L’utilisation de I'amidon dans le secteur industriel couvre un large éventail. Sous
sa forme brute, a I'état de farine, il entre dans la confection de gateaux. Il peut également
servir de substrat enzymatique a la fermentation alcoolique dans de nombreux
domaines, notamment en brasserie. Il peut également étre modifié chimiquement et étre
ajouté comme additif en industrie agroalimentaire. Ce biopolymere est également utilisé

comme matériauy, a I'image de la confection de plastique biodégradable.

Des plantes d’intérét agronomique ont ainsi été sélectionnées dans le but
d’augmenter le rendement de production de I'amidon et répondre a la demande
croissante des consommateurs. De plus, des caractéristiques plus spécifiques sont

recherchées.

Ainsi, des modifications du métabolisme de I'amidon ont conduit a la sélection de
plantes d’intérét agronomique telles que le riz cireux et le mais doux. En effet, la farine
de riz cireux posseéde des propriétés de viscosité modifiées permettant la confection de
nombreux plats. Le mais doux, quant a lui, possede un goft plus sucré que les autres
lignées de mais. Du point de vue de la santé, certaines lignées végétales produisent des
amidons dont la digestion est plus difficile, diminuant la quantité de glucose assimilé par

I'organisme et ayant un réle semblable aux fibres alimentaires sur 'organisme. Ainsi, la

11
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taille et la composition des grains d’amidon modifieront leur capacité d’assimilation

comme I'amidon résistant qui aura un impact sur la nutrition similaire a celui des fibres.

Les études menées en recherche fondamentale sur le métabolisme de I'amidon
nous permettent de découvrir de nouveaux facteurs protéiques impliqués dans ces
processus. La caractérisation de 'amidon issu de ces lignées (rendement, taille et forme
des grains, composition chimique et propriété physicochimique) pourrait mettre en
avant de nouvelles pistes pour la sélection variétale. De nouvelles propriétés pourraient
également permettre la production de polymeéres végétaux servant de base pour la
chimie végétale et les matériaux biosourcés. Ces études fondamentales permettront aux
industriels d’augmenter leur rendement d’extraction et de développer des procédures

de transformation consommant moins d’énergie.

Ainsi, comprendre et maitriser le processus d’initiation des grains d’amidon et les
parametres déterminant leur taille et leur forme représentent non seulement des défis

scientifiques indéniables, mais également un enjeu économique important.
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[.  Structure du grain d’amidon

1. L’organisation tridimensionnelle de I'amidon

En fonction de l'organisme et du tissu végétal dans lequel le grain d’amidon est
synthétisé, il aura une taille ainsi qu'une morphologie variable (figure 2). Aussi, on
retrouve dans les chloroplastes d’Arabidopsis des grains d’amidon de 1,5um de
diametre en forme de faluche, alors que 'amidon synthétisé dans les amyloplastes des

tubercules de pomme de terre peut atteindre 100um de diametre et est de forme ovoide.

Figure 2: Photographies de grains d’amidon, d’origines botaniques variées, obtenues par
microscopie électronique a balayage. a) amidon extrait de graines d'amarante, forme polyédrique, b)
amidon extrait de feuilles d'Arabidopsis thaliana, forme, discoide et plate, c) amidon de grain de blé, forme
plate et ovoide, d) amidon extrait de tubercules de pomme de terre, forme ovoide
(amidotheque.cermav.cnrs.fr).

Bien que la forme des grains et leur lieu de synthése soient variés, les grains
d’amidon possédent une composition chimique conservée. Ainsi, deux macromolécules
forment principalement le grain d’amidon : 'amylose et I'amylopectine. Elles sont toutes
deux composées de résidus de glucose reliés par des liaisons O-glycosidiques de types
a(1-4) et a(1-6). Le grain d’amidon est également composé de protéines et de lipides,

piégés en tres faible quantité lors de sa croissance (Jobling, 2004).

13
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A I'image des cercles de croissance que I'on observe sur du bois, des anneaux de
croissance sont visibles sur des grains d’amidon, organisés de facon concentrique autour

d’un hile central (Figure 3).

Anneau de croissance cristallin
Anneau de croissance amorphe

Figure 3 : Amidon de pois digéré, observé par microscopie électronique a balayage (adapté de Cai
et al., 2014b). Les grains d’amidon sont digérés 2h par un cocktail d’amylases et d’amyloglucosidases.
Cette digestion permet de mettre en relief les anneaux de croissance cristallins moins sensibles a la
digestion enzymatique et de creuser les anneaux de croissance amorphes plus sombres. La région centrale
du grain d’amidon, appelé hile (*), apparait en noir, car completement digérée.

La digestion enzymatique de I'amidon nous permet de distinguer les anneaux de
croissances cristallins des anneaux de croissances amorphes, ainsi que le coeur du grain
d’amidon appelé hile. Le hile est le point de départ de la synthése du grain d’amidon.
Cette zone est généralement moins organisée que le reste du grain. Le plus souvent, il est
situé au centre du grain d’amidon. Il peut également avoir une position excentrique,

aussi appelée terminale (Cai and Wei, 2013).

Cette expérience permet également d’observer que la digestion enzymatique du
grain ne se fait pas de la surface du grain vers l'intérieur. De facon contre-intuitive, les
enzymes creusent le grain jusqu’au hile avant de digérer le grain de I'intérieur (Cai et al.,
2014b). De la méme fagon, les expériences de gélatinisation de 'amidon montrent que la
déstabilisation de la structure cristalline de 'amidon ayant un hile central se fait de
I'intérieur du grain vers la surface (Cai and Wei, 2013). Cette observation montre que
'organisation en une succession de couches rend la surface de 'amidon de réserve tres

résistante a la dégradation.
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2. L’amylopectine

L’amylopectine est non seulement le polysaccharide majoritaire du grain d’amidon,
mais il est également directement responsable de 'architecture du grain en raison de

son organisation tridimensionnelle semi-cristalline.

La molécule d’amylopectine possede un degré de polymérisation de 'ordre de 10> a
106 unités de glucose. Elle est composée de résidus de glucose liés en a(1—4). Ce
polymere possede 5 a 6% de liaisons O-glycosidiques de type a(1—6), aussi appelé point
de branchement. Ce sont des liaisons reliant deux chaines de glucose linéaires, disposées
sur la molécule de facon trés controlée. Les chaines linéaires les plus représentées de

I'amylopectine ont un degré de polymérisation de 10 a 12 résidus de glucose.

L’amylopectine possede une organisation en grappes. Au sein d'une grappe, les
points de branchement sont concentrés en une zone restreinte de 2-3 nm appelée
lamelle amorphe. Pour le reste de la grappe (6-7 nm), les glucanes s’organisent en
doubles hélices paralléles maintenues les unes aux autres par des liaisons hydrogene
(cluster), formant une lamelle cristalline. La succession d’'une lamelle amorphe et d’'une
lamelle cristalline mesure de facon constante 9-10 nm (Jenkins et al., 1993). Deux
modeéles sont envisagés pour expliquer l'organisation de I'amylopectine au sein des
lamelles amorphes et cristallines. Le premier propose que les clusters soient
interconnectés d’'une lamelle cristalline a une autre par une chaine plus longue
(Hizukuri, 1986). Le second modele propose que les longues chaines se localisent au
niveau des lamelles amorphes et portent les clusters orientés vers la lamelle cristalline

(Bertoft, 2004) (figure 4).
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(a) (b) Surface
9-10 nm
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\
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Figure 4: Représentation schématique de la molécule d’amylopectine dans les anneaux de
croissance semi-cristallins (d’aprés Bertoft, 2017). A) Schéma d’'une molécule d’amylopectine selon le
modele dit des « clusters » proposé par Hizukuri. B) modele de 'amylopectine “backbone” proposé par
Bertoft. Les cylindres symbolisent les doubles hélices formées par des chaines externes. Les lamelles
cristallines et amorphes sont indiquées par des lignes grises en pointillés. Les longues chaines B sont
représentées en rouge et les chalnes courtes en noire. Ainsi les ramifications des chaines courtes peuvent
se faire directement sur la chaine B (rond gris) ou de fagon indirecte (rond bleu). Les directions vers la
surface et le hile du grain d’amidon sont indiquées a droite.

L’organisation des molécules d’amylopectine dans le grain d’amidon n’est pas
encore entiérement comprise. Un premier niveau d’organisation permet de différencier
les trois types de cristallinité de I'amidon di a l'organisation des doubles hélices de
I'amylopectine dans les lamelles cristallines. Cette organisation varie en fonction de

'origine botanique de I'amidon.

On distingue ainsi le type A, formé par les doubles hélices d’amylopectine
organisées de facon tres serrée en quinconce. On retrouve ce type de cristallinité pour
I'amidon synthétisé dans les céréales et également dans la microalgue Chlamydomonas

reinhardetii.

Le type B, quant a lui, est dii a une organisation hexagonale des doubles hélices
d’amylopectine plus lache. Il s’agit du type cristallin retrouvé pour 'amidon transitoire

de la plante modele Arabidopsis thaliana et dans celui des tubercules de pomme de terre.
Le type C est un mélange des types A et B (Buléon et al., 1997, 1998).

Un second niveau d’organisation de la molécule d’amylopectine est étudié depuis
plusieurs dizaines d’années avec dans un premier temps la mise en évidence des blocs

presque sphériques par microscopie électronique a balayage de granules d’amidon
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partiellement digérés (Gallant et al., 1997). Cette sous-organisation sous forme de
“blocklet” a également été visualisée par microscopie électronique a transmission
(TEM) et microscopie a force atomique (AFM). L’amylopectine serait le squelette
permettant la formation de ces sous-unités. Les «blocklets » sont des sous-unités
sphériques de I'amidon et mesurent entre 20nm et 500nm en fonction de I'origine du

grain, mais aussi de sa localisation dans le grain d’amidon (figure 5).

AFM probe

-

Helical amylopectin
backbone

Blocklet

W Yy )
LY LY — — U
Wiwwl) W,

L4 L4

Figure 5: Représentation de I'analyse AFM de la surface des granules d'amidon (adaptée de Goren et
al., 2018; Parker et al.,, 2008). La microscopie a force atomique permet d’obtenir une imagerie de surface
grace a la pointe AFM représentée sur le schéma. La déviation de la pointe génére des signaux électriques qui
forment I'image topographique de la surface des granules. L’image a droite de la figure représente la surface
d’une coupe de grain d’amidon de pois obtenue par AFM haute résolution en contraste de phase (Goren et al.,
2018). La partie schématique de la figure montre une représentation de structures putatives, appelées
« blocklet », identifiées par AFM, qui fournissent un niveau intermédiaire d'organisation entre les lamelles et les
anneaux de croissance. L’organisation de I’amylopectine forme une structure hélicoidale d'aprés (Bertoft, 2013).

3. L’amylose

Fraction minoritaire de I'amidon, 'amylose constitue environ 20 a 30% du poids sec
du grain d’'un amidon de réserve. Cette macromolécule s’accumule sous la forme de
longues chaines linéaires et posséde un faible pourcentage de ramification (<1%)
(Takeda and Hizukuri, 1987). Son degré de polymérisation est compris entre 600 et
6000 résidus de glucose. La localisation précise de 1'amylose dans le grain d'amidon
reste a déterminer. De nombreuses études montrent que l'amylose se localise
principalement dans les zones amorphes du grain d’amidon (Blennow et al., 2003; Cai et

al., 2014a; Cai and Wei, 2013; Glaring et al., 2006).

L'étude de mutants waxy, dépourvus d’amylose, obtenus dans plusieurs espéeces
végétales a permis de montrer que l'absence de ce polymeére n'a pas d’effet remarquable

sur la structure d’'un grain (Buléon et al., 1998). Inversement, la suraccumulation
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d’amylose conduit a des grains de morphologie tres éloignée de la lignée sauvage de
référence. C'est le cas de 'amidon de mais dont la suraccumulation d’amylose conduit a

un mélange de grains d’amidon de morphologie variée (Cai et al., 20144, figure 6).

Figure 6 : Amidon de mais observé par microscopie électronique a balayage (Cai et al., 2014a). A)
mais (27% amylose) ; (B-E) Observation individuelle des différents types d’amidon présent dans la lignée
de mais a haute teneur en amylose (71% amylose). Barre d'échelle = 10 um.

Cette observation doit cependant étre nuancée, car certaines lignées sont
enrichies en amylose, du fait d'un défaut de synthese de I'amylopectine (Slade et al,
2012). Ces modifications de propriété peuvent étre intéressantes pour l'utilisation par
I'industrie agroalimentaire de l'amidon. Si le ratio amylose/amylopectine diminue,
I'amidon dit « waxy » aura une faible capacité de rétrogradation apres cuisson et il
apportera plus de viscosité qu'un amidon standard. A l'inverse, si ce ratio augmente,
I'amidon riche en amylose dit “résistant” sera digéré par notre organisme, de la méme
facon qu’une fibre. L’apport énergétique de cet amidon sera donc moindre (Brewer et al.,

2012; Buléon et al., 1998; Topping, 2018).

by

Le marquage de l'amidon a I'’APTS (molécule fluorescente qui se fixe sur
I'extrémité réductrice d’'un glucane) permet de distinguer I'amylose de I'amylopectine et
ainsi de visualiser par microscopie confocale la distribution de 1'amylose a I'échelle du
grain (Blennow et al.,, 2003). L’amylose s’accumule au niveau des zones amorphes de
I'amidon que ce soit au niveau des anneaux de croissance amorphes ou des lamelles
amorphes ou encore au niveau du hile central (figure 7). Il a également été montré que
I'amylose se localise au niveau de la zone comprenant les ramifications de
I'amylopectine (Jenkins and Donald, 1995). L’amylose aurait pour role d’augmenter la
capacité de stockage du glucose dans le grain d’amidon en augmentant sa densité dans

les zones amorphes du grain (Zeeman et al., 2010).

Figure 7 : grain d’amidon de blé marqué a 'APTS et observé en microscopie
confocale (Glaring et al., 2006). Le signal le plus intense de couleur jaune,
correspondant a 'amylose, et en orange celui de 'amylopectine. La zone centrale
du hile est indiquée avec un astérisque bleu (*).
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II.  Arabidopsis thaliana
1. Un modéle d’étude

Arabidopsis thaliana est une petite plante diploide appartenant a la famille des
Brassicacées qui comprend des espéces cultivées comme le chou et le radis ou encore le
colza. Elle offre des avantages importants pour la recherche fondamentale en génétique
et en biologie moléculaire. En 1943, Friedrich Laibach a démontré la pertinence de son
utilisation en tant que modele, définissant le nombre correct de chromosomes de la

plante en isolant les premiers mutants par rayons X.

Mais c'est dans les années 1980 que son étude a connu un grand essor grace au
développement de méthodes efficaces de transformation permettant ainsi d’obtenir des

mutants d’insertion (Koornneef et al., 2010).

Il en résulte qu’'Arabidopsis thaliana est I'organisme modele majoritairement utilisé
pour étudier le métabolisme de I'amidon (figure 8). Les écotypes ou « variétés » les plus
Landsberg erecta (Le).

couramment utilisés pour la recherche sont Columbia (Col), Wassilewskija (WS) et
30
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Figure 8: Contribution relative des différentes especes végétales a la compréhension du
métabolisme de 'amidon ou de son initiation (Scopus 2018).
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Arabidopsis thaliana (figure 9) présente de nombreuses caractéristiques qui font
de cette plante un modele d’étude particulierement intéressant: - C’'est une plante de
petite taille, environ 30 cm de hauteur apreés développement des hampes florales - Sa
culture ne nécessite pas de grosses infrastructures - Son temps de génération est
relativement court avec 2 mois entre le semis et la récolte des graines - Elle synthétise
de l'amidon dans ses tissus, principalement au niveau de ses feuilles - Les fleurs
s’autopollinisent et donnent naissance a des fruits (silique) portant de nombreuses
graines - On peut réaliser, a la main, des croisements entre deux plantes de génotypes

différents.

Figure 9 : Photographie d’Arabidopsis thaliana, écotype Wassilewskija (WS). Apres trois semaines de
croissance dans une cabine de culture (phytotron) avec 16h d’illumination a 23°C et 8h d’obscurité a 20°C.
Les hampes florales se développent a partir du centre de la rosette.

De plus, son petit génome de 125Mb reparti sur 5 paires de chromosomes
homologues a été compléetement séquencé et annoté depuis 2000 (Palm et al., 2000). Ces
caractéristiques ainsi que la création de banques de mutants d’insertion ont permis
I'essor d'une approche dite de « génétique inverse » permettant de comprendre |'effet de
I'inhibition d'un géne donné et d’en déterminer sa fonction par I'analyse phénotypique

des mutants correspondants.
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e Transformation d’A. thaliana par insertion d’ADN-T d’A. tumefaciens

Plus de 400 000 lignées mutantes ont été obtenues par insertion d'un fragment
d’ADN exogene, un ADN-T modifié (ADN de transfert) d’Agrobacterium tumefaciens. Ce
phytopathogene, mis en contact avec les organes reproducteurs d’A. thaliana, va insérer
aléatoirement une portion de son ADN-T modifié (Figure 10) dans le génome de la
plante. Les graines produites sont ensuite semées sur un milieu permettant la sélection
des plantes transformées ayant intégré une ou plusieurs copies d’ADN exogéne dans leur

génome conduisant ainsi a la création de banques de mutants.

pGKBS T-DNA

Kan® Basta®
B -—BE— ] =
Figure 10: Représentation schématique de I'ADN-T utilisé a I'INRA de Versailles pour la
construction d’une collection de mutants. Les bords droit (RB) et gauche (LB) délimitent la fraction du
plasmide pGKB5 T-DNA qui va s’insérer dans le génome de la plante. Les modifications telles que
I'introduction de génes permettant 'expression de la B-glucuronidase (GUS), ainsi que les genes de
résistance a la Kanamycine (KanR) et a I'herbicide Basta (BastaR) permettant de sélectionner les lignées

GUS

IRBI‘

RO A A4

mutantes.

Les régions d’ADN, bordant directement l'insertion (FSTs), sont systématiquement
séquencées puis mises a disposition dans une banque de données (arabidopsis.org). Il
est alors possible de commander les graines pour lesquelles une FST indique I'existence
d’'une insertion dans le géne d'intérét. Les banques de mutants d’insertion sollicitées
pour cette étude sont la banque américaine SALK, la banque allemande GABI et la
banque francaise de I'INRA de Versailles (FLAGdb). Suivant son origine, I'écotype
transformé ainsi que la séquence de I’ADN exogeéne peuvent différer. Les graines regues
au laboratoire correspondent généralement a un mélange d’hétérozygotes,
d’homozygotes sauvages et mutants. Une sélection du mutant homozygote est donc

nécessaire avant de pouvoir procéder au phénotypage de la lignée.

2. Del’amidon de la téte aux pieds

Les plantes sont des organismes vivants qui doivent s’adapter rapidement aux

changements de leur environnement. Dés la germination, les plantules doivent
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s'orienter vers le haut pour accéder a la lumiére avant que les réserves de graines ne
soient épuisées, tandis que les racines doivent descendre dans le sol pour accéder aux
nutriments et a l'eau. La plante va ensuite continuer sa croissance en adaptant ses
réserves d’énergie, son amidon, et en conservant la capacité de corriger son

métabolisme et sa croissance en réponse aux facteurs environnementausx.

L’amidon est synthétisé au niveau des feuilles d’Arabidopsis et est également recruté
au niveau de ses fleurs et de ses racines (figure 11) pour les raisons développées dans

les points suivants.

(b)

Figure 11 : Observation de I'amidon au niveau des fleurs, feuilles et racines d’Arabidopsis thaliana.
a) Coloration a l'iode des fleurs présentant une forte accumulation d'amidon au niveau des grains de
pollen des étamines (Hedhly et al., 2016). b) Observation de I'amidon au niveau des chloroplastes. L’auto
fluorescence de la chlorophylle est représentée en vert et bleu et I'amidon apparait en noir par contraste.
c) coloration a I'iode des racines. L’amidon est indiqué dans les trois bulles par un astérisque blanc ().

e L’implication de 'amidon dans le gravitropisme.

Le systéme racinaire permet de nourrir la plante en absorbant de I'eau et des
nutriments présents dans le sol et également a I'ancrer dans le sol. Chez Arabidopsis
thaliana on peut observer le développement racinaire en déposant les graines sur un
milieu gélosé. La racine principale résulte du développement de la racine embryonnaire

et les racines latérales se développent dans un second temps a partir de cette racine
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principale. Des différences métaboliques entre ces deux types racinaires existent, mais

sont encore peu décrites (Guyomarc’h et al.,, 2012).

Les racines jouent un role primordial pour la plante, ce qui leur demande d’étre
capables de s’adapter a leur environnement pour assurer la survie de la plante. La
perception de la gravité par les racines leur permet de s’enfoncer dans le sol de fagon
horizontale  (diagravitropisme), oblique (plagiogravitropisme) ou verticale
(orthogravitropisme) pour l'acces a l'eau et aux nutriments et également pour

contourner des obstacles (Su et al,, 2017).

La zone de la racine sensible a la gravité se situe sous le centre quiescent, dans les
cellules de la columelle de la coiffe racinaire. Les cellules qui composent la columelle
nommeées statocystes, sont organisées en ligne de 4 cellules superposées en trois lignes.

Elles possédent des amyloplastes, remplis d’amidon aussi appelés statolithes (figure 12).

Figure 12 : Coiffe racinaire d’Arabidopsis (Leitz et al., 2009). Micrographie DIC d'une coiffe racinaire
d’Arabidopsis (écotype Wassilewskija; Ws) montrant l'organisation de la région tissulaire de la columelle
en trois niveaux de cellules distincts, S1 a S3, avec quatre cellules dans chaque niveau. Barre d’échelle = 10
pm.

La perception du gravitropisme par les racines est rendue possible par la
sédimentation des statolites, dans le sens de la gravité, du fait de la structure tres dense
de 'amidon (figure 13). Cette force gravitationnelle fait pression sur les parois des
cellules de la coiffe racinaire induisant un signal biochimique influencant la croissance

de la racine.
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Figure 13 : Sédimentation des statolithes dans les cellules centrales de columelle S2 d'Arabidopsis
en quelques secondes apreés un changement d’orientation de la plante de 90° (Leitz et al., 2009).
(A) Position des statolithes (gris transparent) avant la réorientation. (B) Réorientation a 90°C. Temps de
réorientation de 9 sec. (C) Déplacement des statolithes 545 s aprés réorientation.

e Del’amidon transitoire dans la rosette

Arabidopsis synthétise de 'amidon, au niveau de ses feuilles, pendant la journée afin
de stocker le glucose issu de la photosynthese et ainsi pouvoir restituer a la plante
I'énergie stockée en absence de lumiere. On dénombre 5 a 7 grains d’'amidon d’environ

1,5 um de diameétre par chloroplaste, dans les feuilles d’A. thaliana (figure 2b et 11b).

Dans les feuilles d’Arabidopsis, un rythme quotidien est mis en place par I'alternance
jour/nuit. Il s’agit de I'horloge circadienne qui contrdle le taux de dégradation de

I'amidon pour assurer un approvisionnement optimal et continu en carbone.

Le lien entre le métabolisme de I'amidon et le rythme circadien a été décrit dans un
premier temps chez I'algue unicellulaire Chlamydomonas. En effet, une étude de 2006
montre que cette microalgue est capable, en présence d’acétate comme source de
carbone et aprés une adaptation a un cycle jour nuit, de synthétiser et dégrader de facon

constante son amidon en condition et jour ou de nuit continue (Ral et al., 2006).

Des études menées sur Arabidopsis ont mis en évidence le contrdle par le rythme
circadien de la régulation de la dégradation constante de lI'amidon, ainsi que de
'anticipation des transitions entre les différentes photopériodes (Graf et al., 2010; Graf
and Smith, 2011; Scialdone et al.,, 2013). Le rythme circadien de I'amidon est impacté par
I'inactivation de genes codants pour des facteurs de régulation de I'horloge circadienne
tels que les PRR et CCA (pseudo response regulator et les circadian clock associated)
(Fernandez et al.,, 2017; Seki et al,, 2017). Ce qui montre que le métabolisme de I'amidon
est impacté par des facteurs protéiques impliqués dans d’autres voies métaboliques, tels

que ceux du controle du rythme circadien.
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e Implication de I'amidon dans le développement de la fleur

La floraison demande beaucoup d’énergie a la plante. L’amidon va servir de
carburant pendant le développement de la hampe florale, la floraison, la maturation du
pollen, la pollinisation et durant la maturation de la graine ((Streb and Zeeman, 2012,

figure 11a).

Apres pollinisation, 'amidon est principalement présent au niveau du tégument de la
graine et sert a approvisionner '’embryon en saccharose pendant son développement.
Celui-ci est converti en acetyl CoA, précurseur de la synthése des acides gras (Andriotis
et al., 2010; O'Neill et al., 2003). Une fois mature, il ne reste dans la graine que trés peu
d’amidon remplacé par une grande quantité de lipides qui servira a la réserve

énergétique de 'embryon au moment de la germination.

Le métabolisme des carbohydrates et la reproduction d’Arabidopsis étant liés,
étudier des mutants dépourvus d’enzymes impliqués dans ce métabolisme peut avoir

des effets inattendus sur le développement de la plante. On peut ainsi observer :

i) Une diminution de la taille de leur silique associée a une diminution du
nombre de graines (Malinova et al., 2014a),

ii) Un impact sur la quantité et la qualité des graines de ces mutants (Andriotis et
al, 2012; Liu et al., 2016),

iif) De facon plus drastique, on peut étre confronté a des problemes de stérilité de
la plante empéchant d’étudier une mutation a I’'état homozygote (Egli et al,,

2010; Kunz et al., 2014).

Ce lien entre le métabolisme de 'amidon et celui des lipides peut étre détourné a des
fins industrielles. Ainsi, sélectionner des lignées de colza, plante cousine d’Arabidopsis,
avec une mutation du métabolisme de I'amidon peut conduire a augmenter son

rendement en huile (Liu et al., 2016).
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[II. Meétabolisme de 'amidon

1. Mécanisme de biosynthese de 'amidon : Une synthése en 5 étapes

1.1 La synthese du glycosyl nucléotide précurseur

Lors de la photosynthese, I'énergie solaire est convertie en énergie chimique (ATP,
NADPH,H*) permettant au cycle de Calvin de fonctionner. Ce cycle va permettre au
carbone atmosphérique (CO2) d’étre assimilé sous la forme de carbone organique via la
Rubisco. L'acide 3-phosphoglycérique (3-PGA) est le premier produit stable issu de la
photosynthese. Il servira a la synthese du triose-phosphate exporté du chloroplaste vers
le cytosol de la cellule végétale conduisant a la synthése de saccharose. Le triose-
phosphate restant dans le chloroplaste entre quant a lui dans la voie de synthese

principale de I'amidon.

L’isoforme plastidiale de la phosphoglucose isomérase (PGI) est impliquée dans
la biosynthese de I'amidon en générant du Glc-6-phosphate (GIc6P) a partir du produit
photosynthétique primaire Fru6P. Le Glc6P est ensuite converti en Glc-1-phosphate
(GIc1P) et en ADP-glucose via l'action respective de la phosphoglucomutase (PGM) et de
I’ADP-glucose pyrophosphorylase (figure 14, Stitt and Zeeman, 2012).

I'ADP-glucose pyrophosphorylase (AGPase) est l'enzyme clé permettant la
régulation de la synthése d’amidon. L’enzyme catalyse la réaction permettant de passer
du glucose-1-phospate et d’'une molécule d’ATP a de ’ADP-Glucose et une molécule de
pyrophosphate (ppi). L’ADP-glucose est le substrat donneur du glucose utilisé par les
amidon-synthases pour synthétiser l'amidon (figure 14). L’AGPase, est un
hétérotétramere, issu de I'expression de plusieurs genes, composé de deux sous unité S
et de deux sous unité L (L2S2). Cette enzyme est régulée de fagon allostérique. L’acide
3- phospoglycérique (3-PGA), issu de la photosynthese est un effecteur qui 'active,
tandis que l'orthophosphate (Pi), produit de la réaction de syntheése de I’ADP-Glc,
I'inactive. L’enzyme est également sujette a une régulation de type oxydation/réduction

et est active sous sa forme réduite (Geigenberger, 2011; Hendriks et al., 2003).
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Figure 14 : Représentation schématique de la voie de synthése de ’ADP-glucose dans les
chloroplastes (Zeeman et al., 2007). Le carbone est assimilé par le cycle de Calvin. Une partie est
exportée vers le cytosol pour la synthése de saccharose. L’autre partie est retenue dans le
chloroplaste pour la synthése amidon. La régulation de '’AGPase permet le contrdle de la synthese
d’amidon. Les fleches rouges indiquent les effecteurs qui activent I'enzyme, tandis que la fleche bleue
représente une inhibition de I'enzyme. Abréviation : Fru6P, fructose-6-phosphate ; Glc1P, glucose-1-
phosphate ; Glc6P, glucose 6-phosphate; TPT,triose-phosphate/phosphate translocateur.

1.2 L'initiation de la synthése du polysaccharide

Le mécanisme d’initiation de I'amidon n’est pas compris dans son entiéreté.
Cependant, ce processus est décrit pour une molécule de réserve similaire, le glycogene.
Le glycogene est synthétisé dans les cellules de micro-organismes tels que les bactéries
et les levures ainsi que chez les animaux. L’amidon et le glycogene possédent de
nombreux points communs. Ce sont tous deux des polymeres de glucose possédant les
mémes types de liaisons osidiques. IIs permettent de stocker I'énergie, de maniere inerte
pour la cellule du point de vue osmotique, et de restituer I’énergie et le carbone en cas
de carence. Seule I'organisation des chaines de glucose differe, conférant des propriétés
différentes aux deux polymeres. L’amidon est insoluble dans l'eau et de taille en théorie

illimitée, tandis que le glycogene est soluble dans I’eau et plus petit (figure 15)
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Figure 15 : Représentation schématique du glycogéne (A) et de I'amidon (B) (Ball et al,, 2011). Les
lignes représentent des chaines de glucoses liés en a(1—4) et les intersections de ces lignes symbolisent
les points de branchement en a(1—6). Sections agrandies des zones entourées pour le glycogene (C) et
I'amidon (D). La distribution des branches illustrée en (C), avec deux liaisons a(1—6) par glucane, conduit
a l'augmentation exponentielle de la densité des chaines lorsque 1'on s'éloigne du centre de la particule.
Cela conduit a une taille maximum prévisible de 42 nm pour le granule de glycogene affiché en (A). En
effet, I'encombrement stérique empéche les enzymes du métabolisme du glycogéne d’accéder a leur
substrat. (D) Organisation en grappe de la molécule d’amylopectine (amidon): avec la distribution
asymétrique des points de branchement regroupés dans la lamelle amorphe, et les chaines linéaires
regroupées en double hélice qui définissent la lamelle cristalline. La somme d’une lamelle amorphe et
d’une lamelle cristalline d’'une grappe d’amylopectine est de 9 nm quelle que soit l'origine botanique de
I'amidon. Cette organisation peut en théorie étre répétée indéfiniment, mais est cependant limitée par la
taille des plastes et le besoin de stockage de la plante.

Pour comprendre l'initiation de I'amidon, faire un parallele avec la syntheése du
glycogene peut se révéler intéressant. En effet, le mécanisme d’initiation du glycogene
est connu et fait intervenir un facteur protéique capable de s’auto-glycosyler: la
glycogénine (Smythe and Cohen, 1991). Cette auto-glycosylation permet la syntheése du

précurseur qui sera allongé par les différentes glycogene-synthases.

OH
UDP-Glc
Glc
OH

Figure 16 : Représentation schématique de l'initiation de la synthése du glycogéne. La glycogénine

N

s’autoglucosyle a partir de 'UDP-Glc sur la fonction alcool d'une tyrosine spécifique. La glycogéne-

UDP-Glc

Glycogéne synthase
Enzyme de branchement Glycogéne

synthase allonge l'amorce formée par la réaction d’autoglucosylation. L’action des enzymes de
branchement introduit les ramifications conduisant a la formation du glycogéne. Abréviation GN :
glycogénine ; UDP-GIc : Uridine DiPhosphate-Glucose
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Chez les animaug, levures et champignons la glycogénine utilise de 'UDP-glucose
(Lomako et al, 2004) - Les bactéries qui ne possedent pas de glycogénine ont une
glycogene-synthase capable de s’autoglucosyler et utilise de I’ADP-glucose ou de 'UDP-
glucose (Torija et al.,, 2005; Ugalde et al., 2003).

Une approche par homologie de séquences permet d’identifier, chez Arabidopsis
thaliana, plusieurs glycogénines potentielles. L’analyse de ces protéines a permis de
montrer qu’elles étaient impliquées dans la synthese de polysaccharide de la paroi
végétale (Rennie et al, 2012). La piste des amidon-synthases est actuellement
privilégiée afin d’expliquer le processus d’initiation de I'amidon. De grands progrés ont
été réalisés dans ce domaine grace a I'analyse d'une lignée d’Arabidopsis dépourvue de
I'amidon-synthase 4 (SS4). Les résultats obtenus ont permis d’identifier la SS4 comme
protéine majoritairement impliquée dans le mécanisme d'amorcage de la synthese de

nouveaux grains d'amidon dans les chloroplastes d'Arabidopsis (Roldan et al., 2007).

Les différentes pistes suivies actuellement pour permettre de comprendre le
processus d’initiation de 'amidon chez les végétaux seront développées dans la partie IV

de cette introduction.

1.3 Elongation du glucane

L’élongation des glucanes est réalisée par les amidon-synthases. Ces enzymes
utilisent comme substrat donneur ’ADP-glucose et le transferent sur I'extrémité non
réductrice du glucane en formation (figure 17). Ainsi, chaque molécule d’amylopectine

ou d’amylose ne possede qu'une unique extrémité réductrice.

OH

H 0
H’m/
0 OH

HO

OH
|
OH 3 -0
o o Amidon H:ﬁo”\/\“\ ié
0 Ho - OH HO o
~5 0 Ho synthase 0 OH
N HO 0 HO
A N o oH  =—p  ADP + o) % om
H H HO
Kol 0 HO 0
HO 0 OH
(o]
0
HO OH
HO

Figure 17 : Représentation schématique de la réaction catalysée par les amidon-synthases. Les
enzymes transférent le résidu de glucose de 'ADP-glucose (indiqué en orange) sur l'extrémité non
réductrice du glucane en élongation.
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Plusieurs amidon-synthases génétiquement indépendantes sont identifiées chez les
végétaux. Elles appartiennent a la famille GT5 de la classification CAZy (Carbohydrate
Active enZyme) et interviennent dans différentes étapes de la synthése de I'amidon
(figure 18). Les analyses phylogénétiques montrent que ces enzymes se répartissent en
deux groupes. Avec d’'un coté la SS1, SS2 et la GBSS, groupe A, probablement d’origine
cyanobactérienne, et d’'un autre c6té la SS4 et la SS3, groupe B, issues des Chlamydiales

(Ball et al., 2013).

T WO Acoss | GBSS
assi |ss1 | Groupe A
I ——— T Ass | $s2

o ASSII | SS3

¢ mEE]s ¢ sEE:

== ¢ = c5 = cri_ =WIEY | Ss4 Groupe B

Elm C |- GT5 — AtSSV |SSS

100 AA

Figure 18 : Représentation des domaines des différentes classes d'amidon-synthase (SS) (adapté
de Pfister and Zeeman, 2016). Les différents types d’amidon-synthases forment deux sous-groupes en
fonction de leurs origines évolutives (A et B). Les peptides d’adressage au chloroplaste sont surlignés en
bleu (en N-terminales). Les modules de liaison aux carbohydrates (CBM) en jaunes, les domaines coiled-
coil (C) en vert, les domaines glycosyltransférase-5 (GT5) en noires, domaines de la glycosyltransférase-1
(GT1) en rouge. Les synthases présentées sont des glycosyltransférases de la famille GT5 et utilisent ADP-
glucose comme substrat. La régions N-terminale de SS3 contient des motifs C et CBM hautement conservés
parmi divers orthologues. AtSSV semble posséder un peptide de transit chloroplastique, mais la confiance
de cette prédiction est faible (chloroP). Par ailleurs, AtSSV est dépourvue du domaine GT1 et la fonction de
cette protéine reste inconnue. Barre = 100 acides aminés (AA)

e L’amidon-synthase liée au grain (GBSS) :

Les lignées dépourvues de l'activité de la GBSS ne sont plus capables de synthétiser
de 'amylose. Ceci suggere que la GBSS est responsable de la synthese de 'amylose et
qu’'aucune autre synthase ne remplace sa fonction. Néanmoins, I'absence d’amylose
n'impacte pas la croissance de la plante ni la structure de 'amylopectine conduisant a
des grains d’amidon de morphologie conservée bien que moins dense. L’amidon

dépourvu d’amylose est appelé amidon waxy.
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La nature de l'initiation de I'amylose n’est pas encore résolue. Chez la microalgue
Chlamydomonas reinhardii, la GBSS se distingue des GBSS des plantes vasculaires
notamment par son extension C-terminale. Cette amidon-synthase est capable de se
fixer a 'amylopectine, qu’elle allonge. Cette nouvelle chaine glucanique est ensuite
clivée, avant d’étre utilisée comme substrat pour la synthese d’amylose (Ball et al., 1998;
Wattebled et al, 2002). Une telle activité n’est pas décrite chez A. thaliana. Une
possibilité d’initiation du polysaccharide serait l'utilisation de malto-oligosaccharides

qui, de plus, augmente l'activité de la GBSS (Zeeman et al., 2002).

La GBSS représente de 70% a 90% de la fraction protéique retrouvée piégée dans le
grain d’amidon (Helle et al., 2018). Elle est liée de facon non-covalente au grain. Une
étude récente montre que la GBSS est correctement adressée au grain d’amidon via son
interaction avec une protéine, PTST1 (protein targeting to starch 1), possédant un
domaine de fixation aux carbohydrates (CBM) dans la région N-terminale (Seung et al,,

2015). PTST1 est également retrouvé dans le grain d’amidon (Helle et al., 2018).

e L’amidon synthase soluble (SS) : synthése de I'amylopectine

La SS1 est impliquée dans la synthese des chaines courtes de 'amylopectine. L’étude
du mutant d’Arabidopsis dépourvu de cet amidon synthase montre que la distribution
en longueur de chaine de I'amylopectine diminue pour les DP 8-12. La mutation
n'entraine pas de modification de la taille de la plante, ni de la quantité d’amidon
accumulée en fin de jour. La morphologie des grains d’amidon est également normale
(Delvallé et al., 2005). La SS2, quant a elle, synthétise les chaines de taille intermédiaire
(DP 12-30). Son absence conduit a une augmentation de la quantité d’amylose dans le
grain, ainsi qu’a 'augmentation de la fraction de sucre soluble dans la feuille. Ces
modifications engendrent un changement de la morphologie des grains d'amidon
(Szydlowski et al., 2011; Zhang et al., 2008). SS3 permet la syntheése de chaines plus
longues impliquées dans la liaison inter-grappe (DP 10 a 40). L’absence de cette enzyme
modifie la distribution de la longueur des chaines de l'amylopectine et diminue la
proportion de ce polymere, augmentant ainsi le ratio amylose/amylopectine. Elle

conduit également a une diminution de la quantité d’amidon accumulée dans la feuille
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en fin de jour et a une diminution de la taille des grains d’amidon (Pfister et al., 2014;

Szydlowski et al., 2011).

Enfin, I'amidon-synthase de type 4 (SS4), trés conservée chez les espéces végétales
supérieures, se distingue des trois autres isoformes. Son absence conduit a la présence
d'un seul grain par chloroplaste contre 5 a 7 pour les plantes sauvages ; le grain est
également 2 a 3 fois plus gros que la normale. Cette mutation conduit également a un
phénotype nain de la plante. Cependant, il n'y a pas de modification marquée de la
structure de 'amidon, que ce soit concernant la distribution en longueur de chaines ou
le ratio amylose/amylopectine. On observe uniquement une légére réduction de la
cinétique de synthése et de dégradation de 'amidon dans les feuilles (Roldan et al.,
2007). L’analyse de lignées dépourvues d'une amidon-synthase a permis de déterminer
I'implication de chaque enzyme dans la synthese d’amylopectine. Néanmoins, une
certaine redondance fonctionnelle entre les différentes isoformes a pu étre mise en
évidence au travers de l'analyse de lignées d'Arabidopsis combinant plusieurs
mutations. Ainsi la SS3 présente une redondance fonctionnelle avec la SS2, le phénotype
du double mutant étant beaucoup plus marqué que la simple addition des phénotypes
des deux simples mutants (Zhang et al, 2008). De la méme maniére, une lignée
combinant les mutations pour les amidon-synthases 3 et 4 ne semble plus capable

d’initier la synthese d’amidon (voir chapitre IV ; Szydlowski et al., 2009).

1.4 L’introduction des points de branchement

Les enzymes de branchements appartiennent a la famille des a-amylases. Elles
permettent d’introduire des ramifications, aussi appelées points de branchement,
caractéristiques du polysaccharide. Les enzymes de branchements utilisent, comme
substrat, une chaine linéaire de glucose. Cette chaine linéaire, préalablement synthétisée
par les amidon-synthases, est clivée puis branchée sur la structure en générant une
liaison osidique en a(1—6) (figure 19). Cette étape de branchement peut étre intra ou

inter-moléculaire.
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Figure 19: Représentation schématique du mode d’action intramoléculaire des enzymes de
branchement. Les résidus de glucose transférés sont représentés en orange. La liaison osidique en
a(1-6) qui fait 1a jonction entre les deux chaines linéaires est bicolore orange et noir.

Chez Arabidopsis thaliana, deux isoformes génétiquement indépendantes
d’enzyme de branchement ont été identifiées, SBE2.2 et SBE2.1. L’étude de mutant
dépourvu de I'une ou I'autre de ces enzymes montre un phénotype semblable a la lignée
sauvage de référence. La structure de I'amidon n’est que tres légérement impactée par la
mutation. Cette légere modification se caractérise par une diminution des chaines de
glucose d'un degré de polymérisation (DP) compris entre 6-7 pour 'amylopectine du
mutant dépourvu de SBE2.2 comparée a celle du sauvage et une diminution des DP 5-9
pour le mutant SBE2.1 par rapport a I'amidon sauvage. Une lignée possédant la double
mutation conduisant a linactivation des deux enzymes de branchement a été
caractérisée. De facon trés intéressante, ce double mutant n’est plus capable de
synthétiser de I'amidon, mais accumule du maltose. Cette étude démontre dans un
premier temps la redondance fonctionnelle de ces deux enzymes de branchement, car
I'absence de 'une est compensée par la seconde. Et dans un second temps, montre le
caractere indispensable des enzymes de branchement a la synthese d’amidon (Dumez et

al., 2006).

La caractérisation enzymatique des enzymes de branchement d’Arabidopsis a
également permis de les différencier par leurs spécificités. Les conditions optimales
d’activité de ces enzymes ont ainsi été obtenues. Avec notamment une température et
un pH optimal de 25°C et pH7 ainsi qu'une taille minimum de substrat de DP 12
nécessaire a l'action de SBE2.2. Concernant SBE2.1, les conditions optimales sont de
20°C et un pH de 6.5. La taille minimale du substrat de cette enzyme est de DP 10
(Wychowski etal., 2017).
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1.5 Maturation de la structure.

Il existe deux classes d'enzymes de débranchement capables d'hydrolyser les
liaisons a(1—6) entre 2 résidus de glucose : les isoamylases et les pullulanases. Le
clivage de points de branchement est nécessaire lors de la synthese d’amidon,
permettant la formation de structures pouvant cristalliser (Figure 20), ainsi que lors de
la dégradation. Chez les plantes, il existe trois isoformes d'isoamylase (ISA1, ISA2 et
ISA3) et une isoforme de pullulanase (PU1). Chez Arabidopsis, ISA1 et ISA2 ne
fonctionnent que sous la forme d’'un hétérocomplexe. L'inactivation du complexe ISA1 et
ISA2 conduit a une diminution drastique du contenu en amidon et a l'apparition d'un
polysaccharide soluble, fortement branché, appelé phytoglycogene. L’amylopectine de
I'amidon résiduel présente une structure modifiée en comparaison a la souche sauvage
(Wattebled et al., 2005). Les enzymes ISA3 et PU1 n’ont quant a elles qu'un role
marginal lors de la synthése du polysaccharide. L’implication de ISA3 dans la
dégradation de 'amidon sera décrite dans la partie 2 de ce chapitre.

(o]

Région pouvant Région
cristalliser désordonnée

\l/>

v
—_—
\ Cristallisation
\ spontanée

Déficience I1SA1/ISA2 l

Région pouvant
cristalliser

Sauvage

—
ISA1/ISA2

Amylopectine
semi-cristalline

Phytoglycogéne

Figure 20: Modeéle de la maturation de 'amylopectine : Role d’ISA1/ISA2 (adapté de Hennen-
Bierwagen et al., 2012). Les traits pleins et en pointillés indiquent les chaines de glucose linéaires
(liaison a(1—4)). Les cercles représentent les points de branchement : A : Molécule d’amylopectine en
cour de synthése. Introduction de point de branchement et élongation des chaines de glucose le long du
polysaccharide. B : certaines régions de la molécule auront une répartition des points de branchement et
une longueur des chaines linéaires compatible avec une cristallisation (spontanée). C1 : l'activité du
complexe ISA1/ISA2 permet d’éliminer des points de branchements de régions désordonnées. Cz: en
absence des isoamylases (ISA1/ISA2), l'action continue des enzymes de branchement et amidon-
synthases sur les régions désordonnées aboutira a la production d’'une molécule non cristalline semblable
a du glycogene, nommé phytoglycogéne. D : les amidon-synthases et BE permettent la synthese de
nouvelles régions pouvant cristalliser. Les régions cristallines s’associent les unes aux autres, conduisant a
la synthése d’un grain d’amidon sauvage.
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1.6 Ouverture sur la biosynthese de I'amidon.

La synthese de I'amidon nécessite une action coordonnée des enzymes qui
batissent le grain d’amidon. L’existence de complexe protéique permettant aux
protéines d’agir simultanément a été démontrée chez plusieurs organismes
photosynthétiques. C’est le cas du complexe trimérique formé de l'enzyme de
branchement II (SBEII) et des amidon-synthases I et II (SSI et SSII). La formation de ce
complexe, identifié chez le blé et le mais, est dépendante de la phosphorylation de SBEII
(Hennen-bierwagen et al., 2008; Tetlow et al., 2008). L’existence de ces complexes est en

cours de caractérisation chez Arabidopsis thaliana.

La voie principale de la biosynthése de 1'amidon fait I'objet d’'une étude récente
permettant de conclure cette partie : synthese d’'amidon. Dans cette étude, une souche
de levure, Saccharomyces cerevisiae, dépourvue d’enzymes endogenes nécessaires a la
synthése du glycogene est utilisée comme modéle hétérologue a la synthese d’amidon.
Des polymeéres de glucoses denses, insolubles dans I'’eau, semi-cristallins de type amidon
ont été produits dans ce systéme non végétal. Ce résultat fournit une preuve directe que
les d’amidon-synthases SS4 ou SS3, les enzymes de branchements BE2.1 ou BE2.2, ainsi
que les enzymes de débranchement (ISA1/ISA2) sont les facteurs enzymatiques

nécessaires et suffisants a la synthese de 'amidon (Pfister et al., 2016).
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2. Dégradation de 'amidon dans les chloroplastes

L'amidon transitoire, présent dans les feuilles, est principalement dégradé en
maltose et en glucose, qui peuvent tous deux étre exportés du chloroplaste par
I'intermédiaire de transporteurs, puis métabolisés dans le cytosol (Weber et al., 2000;
Weise et al, 2004; figure 21). Ce processus de dégradation est finement régulé
permettant de dégrader de facon constante l'amidon synthétisé la journée. La
dégradation est accélérée en cas de nuit courte, et ralentie en cas de nuit longue (Sulpice
et al, 2014). Les mutations affectant les enzymes clés de dégradation réduisent la
capacité de la plante a consommer son amidon pendant la nuit. Un phénotype de
suraccumulation d’amidon est alors observé dans les feuilles jour apres jour (Streb and
Zeeman, 2012). Ces grains d’amidon synthétisés dans les lignées mutées possedent des
grains d’amidon de taille importante puisqu'’ils sont peu dégradés pendant la nuit. Cette
augmentation de taille et parfois associée a une diminution du nombre de grains
d’amidon observé par chloroplastes et/ou a un défaut de croissance des plantes sur-

accumulatrice d’'amidon (Mahlow et al., 2016; Malinova and Fettke, 2017).

Les principales enzymes intervenant dans la dégradation de l’'amidon, chez
Arabidopsis, sont présentées dans la figure 21. Leurs interventions dans le catabolisme

de 'amidon seront détaillées dans les deux points suivants.

2.1 La phosphorylation réversible de I'amidon

La premiere étape de la dégradation de l'amidon chez A. thaliana est la
phosphorylation de glucanes de l'amidon, catalysée par la Glucan Water Dikinase
(GWD). La dégradation de I'amidon est fortement réduite chez les plantes mutantes gwd
et présente un phénotype nommé starch excess (sex1). La GWD ajoute un groupement
phosphate en C6 d’un résidu de glucose de 'amylopectine. Puis la PWD (phosphoglucan
water dikinase) transfere un groupement phosphate en C3 d’un glucose présent sur un
glucane précédemment phosphorylé par GWD (Kotting et al., 2005). La liaison covalente
de ces fonctions phosphates déséquilibre la structure cristalline de I'amylopectine

(figure 21).
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Figure 21: Représentation schématique de la voie de la dégradation de l'amidon dans les
chloroplastes (Zeeman et al., 2010). Le maltose et les malto-oligosaccharides sont libérés a la surface du
granule d'amidon lors de la dégradation. Les malto-oligosaccharides sont métabolisés dans le stroma. Le
maltose et le glucose sont exportés vers le cytosol. Les flux estimés sont indiqués par la taille relative de la
fleche. L’encart représente un modele décrivant le role de la phosphorylation par GWD et PWD dans la
déstabilisation des doubles hélices d'amylopectine (rectangles gris-clairs). Cela permet la libération de
maltose et de malto-oligosaccharides (lignes noires) par les B-amylases (BAM) et enzymes de
débranchement : Isoamylase 3 et limite dextrinase (Pullulanase). Le phosphate (points rouges) est
simultanément libéré par SEX4 pour permettre une dégradation compléte.

Alors que la phosphorylation de I'amidon est nécessaire pour rendre la surface du
grain d’amidon accessible aux enzymes de la dégradation, la déphosphorylation de
I'amidon est également requise. En effet, les groupements phosphates liés a 1'amidon
empéchent I'action de la -amylase, la principale enzyme qui dégrade I'amidon (Kotting

et al., 2009).

La phosphatase principalement impliquée dans le clivage de groupements
phosphates liés en C6 et C3 de 'amylopectine est la protéine SEX4. LSF2 est également

impliqué dans la régulation de la dégradation de 'amidon par déphosphorylation avec
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une préférence d’activité sur I'amylose et clive uniquement les groupements phosphates

liés en C3 du glucose (Meekins et al., 2016).

2.2 Les enzymes de la dégradation

Une fois les groupements phosphates clivés, I'hydrolyse des chaines linéaires des
glucanes est principalement catalysée par les 3-amylases. Elles hydrolysent les glucanes
depuis leur extrémité non-réductrice et liberent du maltose (a-1,4-glucane
maltohydrolases). Chez Arabidopsis, il existe 4 isoforme de [3-amylases chloroplastiques
génétiquement indépendantes (BAM1-4). BAM1, BAM2 et BAM3 possédent une activité
catalytique. L’analyse de lignées mutantes indique que BAM1 et BAM3 sont les enzymes
majoritairement impliquées dans la dégradation de 'amidon. Les lignées mutées pour
ces deux enzymes présentent une suraccumulation d’amidon (Fulton et al.,, 2008). Le
phénotype du double mutant est encore plus marqué que celui des 2 simples mutants.
Par ailleurs, bien que BAM4 ne semble pas posséder d’activité catalytique, son absence
entraine une suraccumulation d’amidon (Fulton et al., 2008). Ce résultat indique que
cette protéine pourrait jouer un role dans la régulation du processus de dégradation. Les
-amylases ne peuvent pas hydrolyser les points de ramification a(l—6) ni agir
immédiatement a coté de ceux-ci. Ainsi, la dégradation complete de l'amylopectine
nécessite également l'hydrolyse de points de branchement par une activité de
débranchement. Ce role est assuré par l'isoamylase 3 et de maniere plus marginale par

la pullulanase.

En parallele de la voie principale de la dégradation, les a-amylases participent
également a la dégradation de l'amidon. Elles interviennent, en clivant les liaisons
internes de l'amylopectine, produisant ainsi un meélange de malto-oligosaccharides
linéaires et ramifiés (DP 8 a 30). Ceux-ci seront ensuite dégradés par les -amylases en
maltose. Chez A. thaliana, I'effet lié a I'inhibition de I'a-amylase plastidiale ne conduit pas
a un phénotype de suraccumulation d’amidon, ce qui suggere qu’elle n’est pas nécessaire
a la dégradation de 'amidon (Yu et al., 2005). Cependant, des études montrent que des
produits de la dégradation, témoin de l'activité de cette enzyme, sont accumulés dans la

lignée mutante dépourvue d’enzyme de débranchement (isa3pul). Ce qui atteste de
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'activité de dégradation de 'amidon par les a-amylases bien que leur action ne soit pas

indispensable (Delatte et al., 2006; Zeeman et al., 2010).

Deux activités enzymatiques supplémentaires interviennent également dans le
contrdle de la dégradation de 'amidon, il s’agit de la phosphorylase (PHS) et de 'enzyme
disproportionnante (DPE). Chez Arabidopsis, il existe 2 isoformes génétiquement
indépendantes pour chacune de ces 2 activités. Une isoforme chloroplastique (PHS1 et

DPE1) et une cytosolique (PHS2 et DPE2).

La phosphorylase plastidiale PHS1 catalyse la réaction réversible du clivage d’une
chaine glucanique en présence d’orthophosphate (Pi) en libérant du Glucose-1-
phosphate. Le rdle de cette enzyme est donc double, pouvant agir dans le sens de la
synthése ainsi que dans celui de la dégradation de 'amidon en fonction du ratio Pi/G1P.
Il a été monté que l'activité de PHS1 dans le chloroplaste est en faveur du catabolisme
(Rathore et al.,, 2009). Un lien direct de I'implication de PHS1 dans le relargage de G1P
est établi par 'observation d'une légere réduction de la capacité de dégradation générée
par la mutation phs1 (Malinova et al., 2014b). Les enzymes disproportionnantes (DPE)
sont, quant a elles, capables de libérer du glucose via leur activité o-4-
glucanotransférase permettant le remodelage des malto-oligosaccharide en faisant
varier leurs degrés de polymérisation. La DPE1 plastidiale intervient dans le
métabolisme des malto-oligosaccharides, issus de la dégradation de I'amidon (Critchley
et al., 2001). DPE2, enzyme cytosolique, est nécessaire au catabolisme du maltose
exporté du chloroplaste lors de la dégradation de I'amidon. C’est dans le cytosol que sera
produit le saccharose produit final de la dégradation de 'amidon, capable de circuler et

d’étre métabolisé dans I'ensemble de la plante (Chia et al., 2004).
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IV.  L’initiation de la synthese de 'amidon et le controle de sa formation

1. Lerodle primordial de 'amidon synthase soluble de type 4 (SS4)

e Description du phénotype associé a I'inhibition de SS4 chez A. thaliana.

La mutation ss4, n’a pas d’influence majeure sur la structure, ni sur le ratio entre les
principaux polysaccharides constituant I'amidon : I'amylopectine et 'amylose (Roldan et
al., 2007; Szydlowski et al.,, 2009). Le role de cette enzyme, dans le métabolisme de
I'amidon, se distingue des autres amidon-synthases. Les différents phénotypes détaillés
ci-dessous, liés a la mutation, indiquent que I'amidon-synthase de type 4 joue un role

crucial dans l'initiation de la synthese de 'amidon :

- Le mutant ss4 d'A. thaliana présente généralement zéro ou un grain d’amidon par
chloroplaste (rarement plus) au lieu de cinq a sept grains retrouvés dans la
plupart des chloroplastes de type sauvage (Roldan et al., 2007). Le nombre de
chloroplastes dépourvus de grain d’amidon est augmenté dans certaines zones de
la feuille du mutant ss4. Il s’agit des zones de croissance de la feuille comprenant
les cellules végétales en division, situées le plus au centre de la rosette (figure

22).

Comparativement a ce qui est observé pour une lignée sauvage, les cinétiques de
synthese et de dégradation de I'amidon sont légerement ralenties par I'absence de SS4.
Une réduction du nombre de grains d’'amidon par chloroplaste, associée a une quantité
normale d’amidon synthétisé dans les feuilles, est rendue possible par une augmentation
du volume des grains d’amidon. La taille des grains d’amidon, synthétisés dans les
feuilles du mutant ss4, est jusqu’a trois fois supérieure a celle des grains d’amidon
sauvages. SS4 apparait comme ayant un role dans le contrdle la taille, mais également de
la forme des grains d’amidon : ceux du mutant ss4 sont plus gros et plus arrondis que les
grains d’amidon d’une lignée sauvage, habituellement de forme aplatie et discoide

(Roldan et al., 2007, figure 22).

Le nombre de grains d’amidon synthétisé par chloroplaste, dans le cas du mutant ss4,
peut étre augmenté artificiellement, et peu tripler en cas d’exposition continue des

plantes a la lumiere (Malinova et al., 2017). Cette augmentation du nombre de grains par
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chloroplaste peut également étre observée en augmentant de volume des chloroplastes.
Ainsi, des lignées combinant la mutation ss4 a la perte de facteurs protéiques impliqués
dans la division de chloroplaste, arc ou ftsz, possedent des chloroplastes beaucoup plus
volumineux laissant place a la synthése d’'un nombre de gains d’amidon plus important

(Crumpton-Taylor et al., 2013).

- La mutation ss4 entraine également un phénotype «nain» (figure 22) et
dépigmentation partielle des feuilles de la plante, qui prennent une coloration

vert pale. L’origine de ces phénotypes n’est pas clairement établie.

A colo | B \u‘?
4

7

SO it

C ss4¢ | D 1

ss4 1

Figure 22 : Caractérisation du phénotype amidon du mutant ss4 (adapté de Crumpton-Taylor et al.,
2013; Seung et al.,, 2017) : Observation de I'amidon de la lignée sauvage de référence Columbia (Col0) A-
B et de la lignée mutante ss4 C-D. Observation de la répartition de 'amidon dans I'’ensemble de la rosette
par coloration a I'iode de 'amidon A et C. Observation du nombre de grains d’amidon par chloroplaste sur
une coupe de feuille colorée au bleu de toluidine observé par microscopie optique B et D. Observations
réalisées aprés 3 semaines de croissance dans de condition de culture de 12h jour/12h nuit. Barre
d’échelle = 10 pm.

Le phénotype « nain » observé dans le mutant ss4 n’est pas unique parmi les
mutants du métabolisme de I'amidon d’A. thaliana. On observe, sans distinction, des
défauts de croissances séveres chez les mutants du catabolisme (sexI: Malinova and
Fettke, 2017), de méme que pour des mutants de I'anabolisme de 'amidon (be2.1be2.2 :

Dumez et al., 2006). Les causes de ce phénotype sont multiples.
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Dans le cas du mutant ss4, on peut émettre 'hypothese que 'augmentation du
volume du grain d’amidon, associé a la diminution du nombre de grains par
chloroplaste, perturbe l'efficacité de synthése et de dégradation par les enzymes du
métabolisme de I'amidon. En effet, le mutant ss4 ne dégrade pas la totalité de son
amidon pendant la nuit. Une mauvaise restitution de 'énergie, due a 'acces restreint des
enzymes a leur substrat, durant la nuit, peut conduire un défaut de croissance. Ainsi, en
condition d’exposition a un régime continu de lumiere le mutant ss4 retrouve une

croissance comparable a la lignée sauvage de référence (Roldan et al,, 2007).

Il est également intéressant de noter que l'ajout d’'une mutation, empéchant la
dégradation de I'amidon durant la nuit (gwd), ne permet pas au mutant ss4 d’initier la
synthése d’amidon dans les chloroplastes vides ni d’augmenter leur nombre. Ce qui
permet de s’assurer que la réduction du nombre de grains d’'amidon n’est pas due a une

dégradation accrue des grains synthétisés (Crumpton-Taylor et al., 2013).

Une seconde hypothese a été testée pour expliquer le phénotype nain du mutant ss4.
Il s’agit de la présence d'un cycle futile dans le métabolisme de 'amidon, généré par la
mutation, conduisant a une perte d’énergie et a un défaut de croissance de la plante
mutante. Un dosage des métabolites impliqués dans la voie principale du métabolisme
de 'amidon montre une suraccumulation de ’ADP-glucose ainsi qu'une augmentation de
la concentration en Glc1P et Glc6P (Crumpton-Taylor et al., 2013; Malinova et al., 2017).
La voie de synthése principale de I'amidon est fonctionnelle, mais 1’ADP-glucose

synthétisé, mais n’est pas métabolisé en amidon. Ce qui indique que :

i) La SS4 agit en amont des autres amidon-synthases, durant I'étape d’initiation
de la synthese d’amidon
ii) La synthese d’amidon, dans le mutant ss4, n’est pas limitée par la disponibilité

en ADP-glucose.

L’ajout d’'une mutation bloquant 'approvisionnement en ADP-glucose (pgm1, aps1),
précurseur de la synthése d’amidon, permet au mutant ss4 de retrouver une croissance

comparable a la lignée sauvage (Ragel et al., 2013).

Il est intéressant de noter que I’ADP-glucose, en forte concentration, n’a pas d’effet
toxique pour la plante puisque le mutant ss4, en condition de jour continu, pousse

comme la lignée sauvage et la quantité d’ADP-glucose accumulée est 200 fois supérieure
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a la quantité synthétisée par le témoin sauvage (Malinova et al., 2017; Roldan et al,,

2007).

- La mutation ss4 affecte également la synthese d’amidon dans les racines. La
majorité des racines du mutant ss4 ne possedent pas d’amidon visible apres
coloration a l'iode, ce qui conduit a une altération du gravitropisme (Crumpton-
Taylor et al., 2013). SS4 semble donc étre nécessaire a la synthése d’amidon au
niveau de la coiffe racinaire, ce qui suggere qu’elle est impliquée dans le
mécanisme d’initiation de la synthése d’amidon des organes photosynthétiques

et non-photosynthétiques.

Une étude fournit des indices supplémentaires allant dans ce sens. Ainsi, des lignées
mutantes d’A. thaliana et de pomme de terre surexprimant la SS4 ont été générées. Les
résultats montrent une augmentation de la taille des plantes transformées. Elle est
associée a une augmentation du rendement de production de I'amidon transitoire ainsi
que de I'amidon de réserve présent dans les tubercules de pomme de terre (Gamez-

Arjona et al., 2014).

Le role de SS4 dans l'initiation de 'amidon au niveau de I'albumen des céréales n'est
pas encore clair. Au niveau de 'endosperme des grains de riz, il existe deux isoformes de
SS4: SS4a et SS4b (Ohdan et al., 2005). Le mutant ss4b de riz présente un phénotype
amidon faiblement marqué. Cette observation peut étre en partie expliquée par la
présence de SS4a, suggérant une redondance fonctionnelle des deux isoformes
(Toyosawa et al., 2016). Contrairement au riz, le blé n'a qu'une isoforme SS4 (Leterrier
et al., 2008) et la perte de la copie du gene codant cette isoforme (génome D), entraine
une diminution du nombre de grain d’'amidon par chloroplaste au niveau de ses feuilles
(Guo et al., 2017). Ceci suggere que le role de I'enzyme dans l'initiation du granule dans

les feuilles est conservé entre Arabidopsis et le blé.

Ces résultats sont encourageants quant a la transposition des résultats obtenus sur

I'organisme modele A. thaliana vers des plantes d’intérét agronomique.

43

© 2019 Tous droits réservés. lilliad.univ-lille.fr



Theése de Camille Vandromme, Université de Lille, 2019

e Caractérisation enzymatique de SS4

SS4 est une protéine composée de deux parties distinctes. La partie C-terminale de la
protéine rassemble les domaines glycosyltransférases, tres conservés entre les
différentes isoforme d’amidon synthase et avec la glycogene-synthase (GS) bactérienne.
La seconde moitié de la protéine, comprenant 'extrémité N-terminale, spécifique a SS4,
est essentiellement composée de motifs en hélice (Gdmez-Arjona et al., 2014; Leterrier
et al., 2008). Ces deux domaines ont des fonctions spécifiques dans la formation du grain

d’amidon (Lu et al.,, 2018).

L'expression de la région N-terminale de SS4, au sein du mutant ss4, ne modifie pas
le phénotype du mutant. L'expression de la région C-ter de SS4, de méme que
I'expression de la GS d’A. tumefaciens, permettent de restaurer partiellement le
phénotype sauvage. En effet, bien que le nombre de grains d’'amidon par chloroplaste
augmente, les grains restent plus arrondis et volumineux que ceux d’une lignée sauvage

(Luetal, 2018).

De maniére remarquable, la fusion de la partie Nter de SS4 a la GS permet de
restaurer le développement de grains d’amidon lenticulaire de type sauvage. La
localisation de cette protéine de fusion est similaire a celle de la protéine SS4 complete
(Lu et al, 2018). En effet, SS4 n'est pas localisée de maniere homogene dans le
chloroplaste, mais sous-localisée sous forme de spot. Cette localisation particuliére a été
décrite comme étant due a I'association entre SS4 et les fibrillines 1 (Gamez-Arjona et al.,
2014; Raynaud et al,, 2016). Néanmoins, les lignées mutantes dépourvues de fibrillines 1
ne présentent pas d’altération de la localisation de SS4 ni du nombre ou de la forme des
grains d’'amidon accumulés dans les chloroplastes. Ainsi, la relation entre la localisation

de SS4 et les Fibrillines 1 reste a déterminer.

On peut conclure de ces observations, que la partie C-terminale de SS4 détermine le
nombre d'événements d'initiation, et que la partie N-terminale est impliquée dans la

localisation de la protéine et controle la forme des granules (Lu et al., 2018).

Les motifs en faisceau d’hélice, aussi appelés coiled-coil, sont également connus pour
intervenir dans les interactions protéine-protéine. Ainsi SS4 est capable de former un

dimere avec elle-méme (Raynaud et al., 2016). La recherche de partenaire protéique de
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SS4 ainsi que la caractérisation de leur implication dans le processus d’initiation et dans

le contréle de la forme des grains d’amidon, font I'objet de mon travail de these.

2. Différents facteurs protéiques impliqués dans I'étape d’initiation

Les différents facteurs protéiques impliqués, ou suspectés d’étre impliqués, dans le
mécanisme d’initiation de 'amidon, permettent de mettre I'accent sur le lien qui existe
entre l'initiation de la syntheése de 'amidon et le controle de sa forme. Les travaux, ayant

conduit a la découverte de ces protéines, sont décrit ci-dessous.

e L’amidon synthase soluble de type 3

SS3 semble étre responsable de la synthese de I'amidon résiduel observé dans les
chloroplastes des plantes mutantes ss4 (Szydlowski et al., 2009). Bien que la simple
mutation n’entraine pas de phénotype laissant penser a une implication de la SS3 dans le
processus d’initiation de 'amidon, la synthése d’amidon est considérablement réduite
chez le double mutant ss3ss4, par rapport a la simple mutation ss4. Les évenements
d’initiation, dans cette lignée double mutante, ont lieu de facon trés rare et aléatoire.
Cette observation indique une redondance des fonctions de SS4 et de SS3. En revanche,
aucune redondance fonctionnelle n’a pu étre mise en évidence entre SS4 et SS2 ou SS1

(Szydlowski et al., 2009).

Les amidon-synthases SS3 et SS4, suffisent a promouvoir la synthese de I'amidon
(Pfister et al., 2016; Szydlowski et al., 2009). SS3, dont le domaine glucosyltransférase
est le plus proche phylogénétiquement de SS4, posséde également une extension en N-
terminale qui lui est propre. Des motifs en faisceau d’hélices ainsi que des domaines de
liaisons aux carbohydrates (CBM) y sont retrouvés. SS3 est la seule amidon-synthase
possédant ces CBM (figure 18). De plus, elle est la seule enzyme du métabolisme de
I'amidon capable d’amorcer la synthése d'un polysaccharide a partir de '’ADP-glucose
(Szydlowski et al, 2009). Des travaux supplémentaires sont nécessaires pour

déterminer les roles précis de SS3 dans l'initiation de la synthése d’amidon.
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e Protéine d’adressage a I'amidon de type 2 et 3 (PTST2, PTST3).

Récemment, trois nouvelles protéines liées aux grains d’amidon ont été découvertes.
Elles appartiennent a la famille des Proteine Targeting to Starch (PTST). Il n'y a pas de
domaine catalytique chez ces protéines, elles contiennent néanmoins des domaines de
fixation au carbohydrate (CBM). Bien que PTST1 joue un role essentiel dans la synthese
de I'amylose, en adressant la GBSS au grain d'amidon (Seung et al., 2015), PTST2 et
PTST3 sont impliquées dans le contréle du nombre de grains d’amidon par chloroplaste
(Seung et al., 2017). Dans la lignée ptst2, le nombre de grains d’amidon par chloroplaste
est réduit. Un unique grain d’amidon, de grande taille, est principalement retrouvé par
chloroplaste, de la méme facon que ce qui est obtenu avec la mutation ss4. Cependant, la
forme du grain d’amidon est aplatie faisant davantage penser au grain d’amidon de type
sauvage. PTST3 a une fonction partiellement redondante par rapport a PTST2, mais la
réduction du nombre de grains d’amidon par chloroplaste est moins prononcée dans

ptst3 que pour le mutant ptst2.

Par ailleurs, la surexpression de PTST2 entraine une augmentation du nombre de
petits granules démontrant ainsi I'implication de cette protéine dans le contrdle du
nombre de grains d’amidon par chloroplaste. Un modeéle a été proposé par Seung et al.
faisant intervenir PTST2 comme intermédiaire entre un substrat de type malto-
oligosaccharide, dont I'origine reste a définir, et la protéine SS4, qui permettrait d'initier

la formation du grain d'amidon (Seung et al.,, 2017).

e Phsi

La phosphorylase plastidiale PHS1, a probablement une implication indirecte dans le
mécanisme d’initiation de l'amidon chez A. thaliana. Son activité enzymatique,
réversible, participe probablement a la synthése de polysaccharides courts, utilisés

comme substrat par les amidons synthases.

Le simple mutant phs1, d’A. thaliana, présente un phénotype similaire a celui de la
lignée sauvage de référence, la présence de PHS1 leur permettrait néanmoins de mieux

résister au stress abiotique (Zeeman et al.,, 2004).

La double mutation, avec une enzyme disproportionnante, dpeZphs1, conduit a une

réduction marquée de la quantité d’amidon, associé a la syntheése d’'un unique grain
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d’amidon par chloroplaste (Malinova and Fettke, 2017). Un complexe entre I'amidon-
phosphorylase et une enzyme disproportionnante est également retrouvé dans
I'albumen de céréale (riz). Ce complexe protéique augmente la syntheése de malto-
oligosaccharides (Hwang et al, 2016). Chez la pomme de terre, une réduction de
I'expression de la phosphorylase plastidiale conduit, a une modification de la quantité et
de la structure de I'amidon, a faible température (Orawetz et al, 2016). Malgré ces
résultats obtenus en combinant des mutations ou en cultivant les plantes en conditions
particulieres, un effet direct de la PHS1 sur l'initiation de I'amidon doit encore étre

démontré.

V.  Objectifs de la these

Bien que les principales étapes du métabolisme de 'amidon soient connues, une
étape cruciale de sa synthese échappe encore a notre compréhension : I'initiation. C’est
lors de ce processus que s’effectue le controle du nombre, de la forme et de la taille des
grains d’amidon. Comprendre et maitriser cette étape représente un enjeu scientifique
important, car cette étude permettra de mieux comprendre la facon dont les plantes
controlent le flux de carbone, régulent leur croissance et s’adaptent a leur
environnement. L'enjeu est également économique a travers l'utilisation industrielle
d’amidons de propriétés physico-chimiques modifiées. De nombreuses avancées dans ce
domaine ont été réalisées, apres la découverte de I'implication de 'amidon-synthase de
type 4 (SS4) dans le processus d’initiation de la synthese d’amidon. En effet, le mutant
ss4 synthétise un unique grain d’amidon par chloroplaste, contre 5 a 7 grains d’amidon
pour la lignée sauvage de référence et ce grain est 2 a 3 fois plus volumineux que les

grains d’amidon sauvage (partie IV : introduction).

Chez A. thaliana, le géne codant pour SS4 est situé sur le chromosome 4 au locus
At4g18240. Une analyse, in silico, de la séquence primaire de la protéine permet de
différencier deux régions de tailles équivalentes et aux fonctions distinctes. La partie
C- terminale de la protéine, contenant les sites catalytiques, est semblable aux autres

amidon-synthases, tandis que I'extension N-terminale, spécifique a SS4, contient des
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motifs en faisceau d'hélices connus pour étre impliqués dans les interactions

protéine/protéine.

Afin de mieux comprendre le processus permettant de réguler le nombre et la forme
des grains d’amidon produits dans les chloroplastes, une recherche des partenaires
protéiques de SS4 a été entreprise. Ainsi, un criblage double hybride mené chez la
levure, avec SS4 comme cible, a permis l'identification de plusieurs partenaires

potentiels de I'amidon-synthase 4 (Tableau 1).

At4g32190 Homologie avec la myosine Elevee

At5g23890 Protéine de la membrane des thylacoides Confiance modérée
At1g21060 Fonction inconnue Confiance modéree
At5g65620 Metalloendopeptidase putative Confiance modérée

Tableau 1 : Liste des protéines susceptibles d’interagir avec SS4 obtenue a la suite du criblage
double hybride (ULTImate Y2H™ Hybrigenics). Les indices de confiance sont répertoriés sur la colonne
de droite. Les locus des genes codant pour les protéines sont a gauche du tableau. Le facteur protéique
(encadré vert) inconnu, annoté comme ayant des homologies de séquence avec la myosine, est 'unique
protéine de la liste dont l'inhibition conduit a une lignée mutante présentant un phénotype amidon
marqué. Cette protéine sera nommeée PII1 (protéine impliquée dans I'initiation de 'amidon) par la suite.

Les différentes lignées disponibles ont été sélectionnées en amont de mon travail
de these et une caractérisation préliminaire du phénotype amidon des différentes
lignées a été entreprise lors de mon stage de master. Ces travaux ont permis de
supposer l'implication du produit du géne At4g32190 dans le controle de l'initiation de
la synthese d’amidon. Cette protéine a été nommée piil, pour protéine impliquée dans
I'initiation de 'amidon (Protein Involved in starch Initiation). Mon projet de these s’est

déroulé en deux temps :

Tout d’abord, démontrer I'implication de ce nouveau facteur protéique dans le
processus d’initiation de I'amidon. Pour ce faire, plusieurs points ont été abordés; i)
Confirmer la localisation de PII1 au niveau du chloroplaste ; ii) Confirmer l'interaction
entre SS4 et PII1 par une seconde approche (BiFC); iii) Décrire le phénotype amidon
d’A. thaliana, dépourvu de la protéine PII1; iv) Réaliser I'analyse biochimique de

I'amidon synthétisé dans le mutant piil.

48

© 2019 Tous droits réservés. lilliad.univ-lille.fr



Theése de Camille Vandromme, Université de Lille, 2019

Dans un second temps, des expériences complémentaires ont été réalisées afin
d’obtenir des indices supplémentaires sur les mécanismes mis en place lors de
I'initiation de la synthese des grains d’amidon : i) Des lignées doubles mutantes ont été
sélectionnées afin d’étudier I'impact de la mutation piil en absence des protéines SS3 ou
SS4. Ces combinaisons de mutation permettent d’appréhender I'implication de PII1 dans
le controle de l'initiation de 'amidon. ii) La phosphorylase chloroplastique, PHS1, est
également étudiée au laboratoire et mon projet a rejoint cette étude afin d’observer
Iimpact de la mutation phsl sur linitiation de l'amidon au niveau des tissus

photosynthétiques et non-photosynthétiques d’A. thaliana.
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Matériels et méthodes
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1) Matériel végétal

Les lignées d’Arabidopsis thaliana sont obtenues via la collection de mutants NASC
(Nottingham Arabidopsis ; http://Arabidopsis.info ; Alonso et al, 2003) ou via la
collection générée a I'INRA de Versailles: URGV: Samson et al, 2002). Les lignées

sauvages de références utilisées sont les lignées Wassilewskija (Ws) et Columbia (Col0).

N°du géne | Protéine | Référence de lalignée Ecotype | Bibliographie

At4g18240 SS4 GK-290D11 Col0 (Roldén et al., 2007)
559H08 Ws

At4g32190 PII1 N679037 Col0 (Vandromme et al., 2018)

Flag_137A02 Ws (Seung et al, 2018)

At1g11720 SS3 Salk_065732 Col0 (Szydlowski et al., 2009)
117H05 Ws (Zhang et al., 2005)

At3g29320 PHS1 N852684 ColO (Zeeman et al., 2004)
025G04 Ws (Malinova et al.,, 2017)

Tableau 2 : Lignées d’Arabidopsis utilisées : Dans ce tableau sont répertoriés de gauche a droite ; les
locus des génes étudiés ; les protéines associées a I'expression de ces genes avec : SS4 : amidon-synthase
soluble de type 4 ; PII1 : protéine impliquée dans I'initiation 1; SS3 : amidon-synthase soluble de type 3,
PHS1, phosphorylase plastidiale 1; Référence des lignées mutantes; écotype de chaque lignée et les
articles de référence.

Les croisements chez A. thaliana

Les fleurs d’A. thaliana ont la capacité de s’autopolliniser. Pour effectuer un
croisement entre deux lignées a- et b- (chacune homozygote pour une mutation), il faut
utiliser des plantes avec une hampe développée (4 semaines). Un bourgeon, immature,
de la plante a- est ouvert avec une pince a croisement sous loupe binoculaire. Les
sépales, pétales et étamines sont arrachés. Il ne reste que le pistil de la fleur, les autres
bourgeons et fleurs présents sur la hampe sont également retirés pour éviter les
contaminations. Une fleur mature de la plante b- est prélevée et son pollen est frotté
contre le pistil de la plante a-. Le pistil, ainsi fécondé, donnera une silique. Deux a trois
semaines apres pollinisation, une fois la silique seche, les graines peuvent étre récoltées
et semées. Les plantes issues de ce croisement seront 100% hétérozygotes pour les

genes A et B, aussi il faudra attendre la seconde génération, issue de I'autopollinisation
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des plantes hétérozygote, pour obtenir une lignée homozygote pour les deux mutations

avec une probabilité de 1/16&me,

Les croisements suivants ont été réalisés: ss3piil, ss4piil et ss4phsl. Toutes les
lignées simples ou doubles mutantes ont été sélectionnées via la méthode de double PCR

décrite ci-dessous.

2) Génotypage des plantes

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

Deux feuilles sont congelées dans l'azote liquide puis broyées en microtube
Eppendorf a 'aide d’un pilon. La poudre ainsi obtenue est remise en suspension dans
400 pl d’'un tampon d’extraction (Tris-HCI pH8 100 mM - EDTA 20 mM - NaCl 1,4 M -
CTAB 2% - -mercaptoéthanol 0,064%) et incubé a 60°C pendant 30 min. La phase
aqueuse est lavée par ajout de 400 pl d’'un mélange chloroforme/alcool isoamylique (24
:1 v/v). Apres agitation au vortex et centrifugation 15 min a 10000g et 4°C, 300 pl de la
phase aqueuse (supérieure) sont récupérés et les acides nucléiques sont précipités par
ajout de 230 pl d’isopropanol froid. Le culot, obtenu apres centrifugation de 30 minutes
a 10000g et 4°C, est rincé par une solution d’éthanol a 70% pour éliminer les sels. L’ADN

est repris dans 20 pl d’eau ultrapure, stérile, puis conservé a -20°C.

Sélection des lignées mutantes

Pour chaque gene a étudier, une PCR est réalisée avec des oligonucléotides
permettant 'amplification de l'allele sauvage et une seconde réaction est effectuée en
utilisant des oligonucléotides permettant I'amplification de 'allele mutant (Annexe 1 et

Figure 23).
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Alléle sauvage Alléle Mutant
For For
— —
Gene | Insert [
-
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Figure 23 : Schéma représentant le positionnement des amorces Forward (For) et Reverse (Rev)
lors des PCR de génotypage: Les couples d’amorces sont définis a 'aide du logiciel Primer3 pour
amplifier des fragments entre 700 et 1000 pb (http://primer3.ut.ee/).

Les amplifications de '’ADN génomique par PCR suivent une procédure standard
(Wattebled et al., 2008). 1 ul d’ADN est déposé dans chaque puits auquel on ajoute 24 pl
de mix composé de tampon Green GoTaq® 1X, de MgClI2 a 2,5 mM, 1 unité de GoTaq®
DNA Polymerase, de dNTPs a 0,2 mM et d'amorces sens et antisens a 0,4 pm définis
précédemment. Programme de la PCR : Dénaturation initiale a 94°C pendant 4 min. Un
cycle composé de trois étapes est ensuite répété sept fois : dénaturation des deux brins
d’ADN a 94°C pendant 45sec ; hybridation d’amorces oligonucléotidiques a 63°C
pendant 30 sec en baissant cette température de 1°C par cycle (touch down) ; élongation
par une ’ADN polymérase thermostable pendant 1min et 10s a 72°C. La réaction est
poursuivie par 34 nouveaux cycles, chaque cycle étant paramétré de la facon suivante :
dénaturation a 94°C pendant 45 sec, hybridation des amorces a 56°C pendant 30 sec et
élongation a 72°C pendant 1min et 10sec. Le programme se termine par 1’élongation
finale a 72°C pendant 2 min puis un maintien a 15°C. Les produits de PCR sont déposés
sur gel d’agarose 1% contenant du SYBR-Safe. Le tampon de migration utilisé est du TAE
UltraPure™ 1X. La position des amplicons est révélée sous lampe UV et leurs tailles
estimées par comparaison avec des standards commerciaux : « Smart Ladder »

(Eurogentec).

Des RT-PCR ont également été réalisées afin d’analyser |'expression des genes
ciblés par la mutation. Des feuilles, de la lignée homozygote sélectionnée, sont récoltées
au milieu de la phase lumineuse et 'ARN est extrait en suivant les recommandations du
Kit d’extraction d’ARN: Nucleospin RNA plus (Macherey-Nagel). 500 ng de I'ARN,
précédemment extrait, est utilisé I'amplification RT-PCR en utilisant le kit RT-PCR one-
step Qiagen. Un contrdle négatif est effectué, sans étape de rétro-transcription afin de
vérifier 'absence de contamination d’ADN. La séquence des d'amorces utilisées sont

répertoriées en annexe 1.
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Conditions de culture

Les plantes sont cultivées en serre de type «S2» ou dans des enceintes a
environnement controlé (phytotrons/Grobank). Les graines d’A. thaliana sont mises en
période de vernalisation a 4°C pour une durée minimum de 72h dans une solution de
Phytagel 0,1%. Le terreau « Florafleur» (TREFR) est préalablement traité par un
larvicide, le Trigard (SyngentaR), selon les recommandations du fabricant. Les
conditions standards de culture des plantes d’A. thaliana sont les suivantes : 16h de jour
a 23°C, l'intensité lumineuse est de 150 umol photon m=2 slen serre et de 120 umol
photon m2 s-1en phytotron/Grobank. La phase obscure dure 8h et la température est de

20°C.

Les cultures d’Arabidopsis thaliana peuvent également étre réalisées in vitro, de
facon stérile, ce qui permet de réaliser les extractions de protoplastes ou de suivre le
développement racinaire. Enfin, la culture en hydroponie permet d'observer I'amidon
synthétisé au niveau de la coiffe racinaire. Les graines sont mises a vernaliser et sont
semées en Grobank dans les conditions décrites précédemment. Avant le semi, les
graines sont stérilisées, 5min dans I'éthanol 75%. Elles sont déposées sur un milieu
gélosé, Murashige&Skoog contenant 0.8% de plant agar (Duchefa Biochemie, Haarlem,
the Netherlands). Pour la culture en hydroponie, les graines sont déposées sur le
systeme Seedholder (Araponics®). Les racines se développent dans une solution
d’hydroponie pH 5.8 (sulfate de magnésium 1.1mM, nitrate de potassium 2 mM, nitrate
de calcium 805 uM, KH2PO4 695 uM, K2HPO4 60 uM, FeSO4 20 uM, Na:EDTA 20 uM,
H3BO3 9.25 uM, MnS0O4 3.6 uM, heptamolybdate d'ammonium 74 nM, sulfate de zinc
3 uM, sulfate de cuivre 785 nM). Apres deux semaines de croissances, les racines sont
colorées a l'iode, et observées en lumiere blanche au microscope ou a la loupe

binoculaire.
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3) Extraction et dosage d’amidon

Extraction MOPS

Les feuilles sont prélevées en fin de jour et congelées rapidement dans l'azote
liquide avant d’étre stockées a -80°C. L’extraction d’amidon est réalisée sur 5g a 10g de
feuilles broyées dans du tampon d’extraction composé de MOPS 100 mM pH7.2, d'EDTA
5 mM et d’éthylene glycol 10%. Le broyat est filtré a travers deux couches de Miracloth
(Calbiochem®). L’échantillon filtré est centrifugé 15min a 4000g a 4°C. Le culot est
remis en suspension dans une solution de Percoll 90% et suivi d'une centrifugation a
10000g pendant 30 min (2x) puis trois lavages a I’eau sont effectués. L’amidon est alors

stocké a 4°C dans I’éthanol 20%.

Extraction a l'acide perchlorique

0,3 a 0.5 g de feuilles, dont on détermine la masse exacte, sont broyées dans 5 ml
d’acide perchlorique 1M. Le broyat est centrifugé 15min a 4000g a 4°C. Le culot,
composé de débris de feuilles et d’'amidon, est ainsi séparé des molécules solubles qui
restent en suspension dans le surnageant. Le surnageant récupéré est neutralisé par
ajout de 2,5 ml de tampon de neutralisation (KOH 2M, MES 0,4 M et KCl 0,4M). Une
centrifugation de 10 min a 4000g permet d’éliminer le précipité de perchlorate de
potassium. Le surnageant contenant les sucres solubles est mis a bouillir 10 min avant
d’étre congelé. Le culot contenant l'amidon est rincé trois fois par 5ml d’eau. Pour

chaque ringage I'échantillon est centrifugé 5min a 10000g a 4°C.

Dosage des polysaccharides

L’amidon peut alors étre dosé a I'aide du kit Enzytec™ Starch. 30 pl d’échantillon
sont solubilisés dans l'eau par chauffage a 100°C pendant 10 min. 60 pul

d’amyloglucosidase du kit (14U/mL) sont ensuite ajoutés puis le mélange est placé
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30 min a 58°C. Cette premiere digestion enzymatique permet d’hydrolyser les
polysaccharides et de libérer des molécules de glucose. L’échantillon est ensuite
centrifugé pendant 5 min a 10000g. 30 pl de chaque échantillon digéré sont déposés
dans une plaque 96 puits. On y ajoute 100 pl d’eau et 100ul de la solution I du kit
(tampon NADP/ATP). La DOinitiale est mesurée a 340 nm puis 2l de la solution II du kit
(hexokinase/glucose-6-phosphate déshydrogénase) sont ajoutés. L’hexokinase va
utiliser 'ATP et le glucose et produire du glucose-6-phosphate (G6P). La glucose-6-
phosphate déshydrogénase va utiliser comme substrat le G6P et le NADP pour produire
du gluconate-6-phosphate et du NADPH, H+. C’est I'absorbance du NADPH, H+ a 340 nm
qui permet de suivre la réaction enzymatique et de mesurer de la DOfinale. La
concentration en polysaccharide de I’échantillon est calculée a l'aide de la formule

suivante :
(ADO* volume final* MWglucose) / (€* trajet optique*volume initial)

ADO correspond a la différence entre la DOfinale et la DOinitiale

MW représente masse moléculaire du glucose moins une molécule d’eau (162 g/mol)

€ désigne le coefficient d’extinction molaire du NADPH a 340 nm (6220 ml.mmol-1.cm-1).

4) Caractérisation Amylose/Amylopectine

Chromatographie d’exclusion stérique (CL2B)

1,5mg d’amidon sont mis en suspension dans 200 pl de DMSO et placés a 100°C
pendant 15min. L’ajout de 800 pl d’éthanol permet de précipiter les glucanes
(I’échantillon est placé une nuit a -20°C). Le culot est repris dans 300 ul de soude 10mM.
L’échantillon est déposé sur une colonne de Sephasose CL-2B, la colonne utilisée a un
diametre interne de 0,5 cm et une hauteur de 70 cm. L’éluant utilisé est de la soude
10mM. Le débit de la colonne est réglé a 12 ml/h. Des fractions de 300pl sont récupérées
en sortie de colonne. 80 pl de chaque fraction sont mélangés a 20 pl d'une solution de
lugol (1g/1 de diiode, 10g/]1 d’iodure de potassium). Une lecture spectrophotométrique
des différentes fractions permet d’identifier celles contenant I'amylopectine (~550nm)

de et celles contenant de 'amylose (~620nm). Les fractions contenant le méme type de
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polysaccharide sont regroupées, puis dosées (voir ci-dessus) afin de déterminer le

rapport amylose/amylopectine des grains d’amidon.

Précipitation de 'amylopectine a la concanavaline A

La proportion d’amylose contenue dans un extrait purifié d’amidon peut
également étre déterminée a I'aide du kit Megazyme Amylose/Amylopectin Assay (K-
AMYL), adapté au petit volume de la fagon suivante: 1,5 mg d’amidon sont mis en
suspension dans 200ul de DMSO et placés a 100°C pendant 15min. L’ajout de 800 pl
d’éthanol 100% permettent de faire précipiter les glucanes, I’échantillon est placé une
nuit a -20°C. Apres centrifugation de 5min a 2000g, le culot est remis en suspension
dans 120 ul de DMSO et chauffé 15min a 100°C. I'échantillon d’amidon est ensuite
mélangé sur vortex doux avec 240 pl de solvant ConA (30%) puis les eppendorf sont
complétés jusque 1,5 ml avec le méme solvant (solution A). L’amylopectine contenue
dans 300 pl de cette solution A, sera précipitée par I'ajout de 150 pl de la solution de
concanavaline A (ConA), 1h a température ambiante. Apres centrifugation, 10min a
14000g, les fractions contenant 'amylopectine (culot) et 'amylose (surnageant) sont
séparées. Le ratio amylose/amylopectine des échantillons d’amidon est obtenu apres
dosage de la solution A et de la fraction d’amylose. 300 pl de la fraction contenant
I'amylose et 300 pl de tampon acétate de sodium 100 mM pH 4.5 et chauffé a 100°C
pendant 5 min pour dénaturer la concanavaline A. En parallele, 100 pl de la solution A
est dilué dans 800 pl du tampon acétate. 20 pul de ces échantillons sont digérés, 30min a
40°C, par 20 pl de solution 2 (amyloglucosidase/a-amylase). Les sucres contenus dans
les 40 pl d’échantillons digérés sont dosés en microplaque, par ajout de 160 pl du réactif
GODOP (glucose oxydase/péroxydase). Le mélange est incubé 20 min a 40°C.
I'absorbance est mesurée a 510 nm et le contenu en amylose de I'amidon (%) est calculé

al’aide de la formule suivante :

(Absorbance de la fraction d’amylose) / (absorbance de solution A) * 33,4

33.4 = facteur de dilution de la solution d’amylose/facteur de dilution de la solution A*100
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5) Analyse des distributions de longueurs des chaines polysaccharidiques par
chromatographie échangeuse d’anions a haute performance avec détection

ampérometrique pulsée (HPAEC-PAD)

1.5 mg d’amidon issus de l'extraction MOPS sont solubilisés dans 200ul d’eau a
100°C pendant 10 minutes. Un volume équivalent de tampon acétate de sodium pH 3,5
est ajouté puis I'échantillon est incubé 16 heures a 42 °C en présence d’isoamylase (4 U)
et de pullulanase (2 U) afin d’hydrolyser les liaisons a(1—6). Les échantillons d’amidon
débranchés sont ensuite dessalés par passage sur colonne carbographe (Extract Clean
Carbo, Grace®) et élués par 2ml d’acétonitrile 25 %. Les échantillons sont lyophilisés
puis repris dans 300 pl d’eau avant d’étre analysés par chromatographie échangeuse
d’anions a haute performance avec détection ampérométrique pulsée (HPAEC-PAD,
Dionex ICS-300, colonne CarboPac PA-200 : 250*3mm). L’éluant A contient 150 mM de
NaOH et I'éluant B contient 1 M d’acétate de sodium et 150 mM de NaOH. Les analyses
sont réalisées a 25 °C avec un débit de 0,4 ml.min-1. L’injection de I"échantillon est suivie
d’un ringage de 4 min avec du NaOH 150 mM puis I'échantillon est élué par un gradient
linéaire d'acétate de sodium (4-53 min, 0-400 mM) dans du NaOH 150 mM. La colonne
est régénérée par de l'acétate de sodium 800 mM (53-61 min) dans NaOH 150 mM puis
uniquement avec du NaOH 150 mM, (61-67 min) afin d’éliminer l'acétate de sodium et
de procéder a I'analyse d'un second échantillon. Le glucose, le maltose, le maltotriose et

le Glucidex 19® sont utilisés comme standards (Roussel et al.,, 2013).

6) Mesure de ’ADP-glucose.

La procédure du dosage d’ADP-glucose est adaptée de la méthode de dosage de
I'UDP-GIcNAc (Lefebvre et al., 2013). Des feuilles de 3 semaines sont récoltées a la fin de
la phase lumineuse et immédiatement congelées dans 1'azote liquide. Ces feuilles sont
broyées dans l'azote liquide et 60 a 100 mg de poudre ont été ajoutés a 1 ml de tampon
(Tris-HCI 10 mM, pH 7,2; NaCl 10 mM; B-mercaptoéthanol 15 mM, MgCl2 1 mM). 50 pl

d’HCl 1 M est alors ajouté a I'échantillon. Le lysat est chargé sur une colonne contenant
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1,5 mL de Dowex 50WX2- 400-activé H*. La fraction non liée est collectée dans un tube
Falcon15 dans lequel est préalablement ajouté 0,5 ml de tampon de neutralisation (Tris-
HCI 1 M, pH 8,0). Les échantillons sont collectés sur la glace. La colonne est lavée avec de
I'eau ultrapure jusqu'a obtention d'un volume final d’échantillon de 10 ml. La mesure de
I'ADP-glucose est réalisée a l'aide d'un systéme Aktapurifier. 1 mL d’extrait complet
purifié est injecté sur une colonne de ProPAC-PA1 (4 x 250 mm; Dionex, Jouy en Josas,
France) équilibrée avec 100% de tampon A (Tris / HCl 20 mM, pH 9,2). Le gradient
d’élution est le suivant : 0% de tampon B (NaCl a 2 M) pendant 1 minute; suivi d'un
gradient linéaire de 0-7% de tampon B pendant 39 minutes; 7-15% de tampon B
pendant 3 minutes; 15-100% de tampon B pendant 5 minutes; Tampon B a 100%
pendant 5 minutes a un débit de 0,8 ml/min. La colonne a ensuite été rééquilibrée dans
100% de tampon A. Le pic ADP-Glc a été détecté par UV. L’absorption a 256 nm est
identifiée par comparaison avec le temps de rétention de 1'étalon injecté avant I'analyse.
Le temps de rétention d’ADP-glc a également été confirmé par I'addition d’ADP-Glc a un
échantillon avant purification. Les niveaux d'ADP-Glc ont été quantifiés a partir des

zones de pics intégrées, par rapport aux séries standard de ’ADP-Glc.

7) Caractérisation de la taille des grains d’amidon, de leurs formes et de leur

nombre par chloroplaste.

Distribution de la taille des grains d’amidon : Compteur de particules

Les analyses des amidons purifiés sont réalisées avec un COULTER Counter
multisizer4. L’échantillon est remis en suspension dans une solution d’Isoton II (2%
NaCl refiltré a travers une membrane de 0.05pum). La sonde, utilisée pour I'analyse des
grains d’amidon d’A. thaliana, posséde un pore de 20um. Les particules traversent
individuellement cette ouverture, agissent comme des isolants et modulent ainsi
'intensité du champ électrique mesuré entre les deux électrodes immergées situées de
chaque coté de I'ouverture. Les variations de résistance électrique indiquent le nombre
de particules détectées, et I'amplitude de l'impulsion électrique produite dépend du

volume de la particule. Le programme créé pour I'analyse des grains d’'amidon compte
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30000 particules sur une échelle de 1 a 6 micrometres. L’appareil est calibré avec des
billes en latex de différents diametres (COULTER CC Size Standard L10, Beckman

Coulter).

Microscopie électronique a balayage (MEB)

La MEB permet également d’observer avec précision la taille des grains d’amidon
et d’obtenir des images de leur surface. Les analyses ont été réalisées au CERMAV de
Grenoble. Des gouttes de suspensions d'amidon purifié sont déposées sur un morceau
de ruban de cuivre déchargé par luminescence et laissées a sécher. Les échantillons sont
recouverts d'or-palladium et les images d'électrons secondaires sont enregistrées avec
un microscope électronique a balayage FEI Quanta 250 équipé d'un canon a émission de

champ et fonctionnant a 2 kV.

Coloration des feuilles au Lugol

On peut estimer la répartition de I'amidon dans la rosette des mutants
d’Arabidopsis grace a la coloration spécifique de 'amidon par I'iode. La rosette de feuille
est prélevée en fin de jour, puis décolorée dans un bain d’éthanol 80% a 70°C. Apres
décoloration, les feuilles sont rincées a I'’eau puis colorées dans une solution de lugol

(1g/1 de diiode, 10g/1 d’iodure de potassium).

Analyse du nombre de grains d’amidon par chloroplaste : NegFluo.

Au cours de ma these, j’ai participé au développement d’'une nouvelle méthode de
microscopie confocale nommée Negfluo. Elle nous permet d’obtenir des informations
sur la morphologie et le nombre de grains d’amidon par chloroplaste in situ. Cette
méthode permet de distinguer, par contraste de fluorescence, 'amidon (inerte) des
chloroplastes (auto-fluorescent). Les grains d’amidon apparaissent comme des objets

noirs dans un chloroplaste fluorescent. Negfluo permet également d’observer en un
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minimum de temps d’acquisition un maximum d’échantillon, ainsi que d’observer les
échantillons en 3D. L’échantillon ne subit qu'une étape de fixation décrite ci-dessous,
contrairement aux méthodes de microscopie classique nécessitant des étapes

supplémentaires d’inclusion et de découpe des échantillons.

Une feuille est prélevée, en fin de jour, sur une plante cultivée pendant 2 semaines en
phytotron (16 h: jour 8 h, nuit). Cette feuille est placée sous vide dans 1 ml de solution
de fixation (4% (p / v)) paraformaldéhyde, 4% (p / v) de saccharose, PBS 1X a pH 7,3.
Un morceau d’environ 2mm? de cette feuille est découpé. L’échantillon est ensuite
déposé entre lame et lamelle. Les échantillons ont été observés au microscope confocal
Nikon A1R (Nikon Instruments Europe BV, Amsterdam, Pays-Bas) avec un objectif Plan
Apo 60x (NA = 1,4). L'autofluorescence a été acquise avec Aex = 488 nm et Aem = 500-

550 nm (canal vert) et avec Aex = 561 nm et Aem = 570-620 nm (canal violet).

(NegFluo, a fast and efficient method to determine starch granule size and morphology

in situ in plant chloroplasts : submitted paper).

8) Expression des protéines de fusion

Transformation de protoplastes d’A. thaliana

e Souches d’Escherichia coli utilisées

L’amplification des vecteurs et les clonages sont réalisés dans les souches Top10 : F-
mrcA A(mrr-hsdRMS-mcrBC)@80 lacZAM5 AlacX74 recAl araD139 A(ara-leu) 7697
galU galK rpsL (StrR) endA1 nupG.

La propagation et la conservation des vecteurs de destination porteur d’'un gene
suicide ccdb, sont réalisées dans la souche DB3.1 (F- gyrA462 endA1 A(sr1l-recA) mcrB
mrr hsdS20(rB-, mB-) supE44 aral4 galK2 lacY1proA2 rpsL20(Smr) xyl5 Aleu mtl1).

e Construction des vecteurs d’expression

Les séquences d’ADNc de SS4 ou PII1 sont obtenues aupres de la banque RIKEN
(https://epd.brc.riken.jp/en/). Les séquences dépourvues de codon STOP sont
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amplifiées par PCR en utilisant une Taq polymérase “haute-fidélité”, kit KaPa HiFi
(Roche diagnostics). L’amorce forward est précédée d'une séquence CACC permettant
I'insertion dans le vecteur d’entrée pENTR-D-TOPO. Le produit de PCR est inséré dans le
vecteur pENTR-D-TOPO grace a la topoisomérase associée a ce vecteur (TOPO clonage® ;
invitrogen) en suivant les recommandations du fabricant. La souche d’E. coli : Top10 est
transformée par choc thermique. Pour ce faire 20 a 50 ng de plasmide sont mis en
contact 30 min sur glace avec un aliquot de bactéries compétentes. Le choc thermique,
45 sec a 42°C, est appliqué sur I'échantillon, suivi d'un retour sur glace de 2min et d'une
régénération d’environ 1h a 37°C dans 250 pl de milieu LB (Luria-Bertani). Les TOP10
transformées sont étalées sur boites gélosées 1.2% de LB-kan (LB + kanamycine
50 pg/ml). A ce stade le vecteur est vérifié par restriction enzymatique, la séquence
clonée codant pour la protéine d’'intérét est vérifiée par séquencage et les clones sont

stockés a -80°C (glycérol 25%).

En utilisant la clonase LR (mélange d'enzymes Gateway® LR clonaseTM II,
Invitrogen), des ADNc ont été transférés du vecteur d’entrée au vecteur de destination
pUBC-GFPDest, permettant ainsi l'expression de la protéine d’'intérét, fusionnée a la

protéine fluorescente verte (Annexe 2).
e Purification et transformation des protoplastes.

Les protoplastes d'Arabidopsis sont isolés a partir de plantes de 2 semaines cultivées
in vitro. Les feuilles ont été coupées finement dans 15 ml de mannitol a 500 mM. Apres
élimination du mannitol, I’échantillon de feuille est incubé avec des enzymes de la
dégradation de la paroi cellulaire (cellulase Onozuka R10 a 1%, Macerozyme R10 a
0,25%, mannitol 400 mM, MES 5 mM, chlorure de calcium 1 M a pH 5,6) sans agitation
pendant une nuit a température ambiante. Les protoplastes sont filtrés a travers deux
couches de Miracloth (Calbiochem, EMD Biosciences, La Jolla, CA), centrifugés pendant 5
min a 50 g dans un rotor oscillant a température ambiante. Les protoplastes sont remis
en suspension dans 5 ml de solution de W5 (chlorure de sodium 154 mM, chlorure de
calcium 125 mM, chlorure de potassium 5 mM, glucose 5 mM, MES 1,5 mM, pH 5,6). 2,5
ml d’échantillon sont déposés sur 6 ml d'une solution de saccharose a 21% et
centrifugés 10 min a 50 g. Les protoplastes intacts (figure 24) s’accumulent a la surface
du saccharose. IIs sont prélevés et remis en suspension dans 0,3 ml de solution de MaMg

(mannitol 0,4 M, MgCI2 15 mM, MES 5 mM, pH 5,6).
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e '“"/
.*i';.\ f 3
o
\“) Figure 24 : purification des protoplastes. Le filtrat de
P (‘\ |>_ protoplastes libérés par les enzymes de dégradation de la
8 \ é},'-' \ /g b © paroi est déposé sur un lit de sucrose 21%. Aprés
‘Q‘.? oo O § o;' centrifugation les protoplastes intacts se concentrent a la

transition entre les deux phases. Les débris cellulaires se
Protoplastes intacts déposent au fond du tube a fond rond ou reste en surface.

Q

La transformation a été réalisée en ajoutant 50 pg d'ADN plasmidique et 50 pg
d'ADN de sperme de saumon utilisé comme ADN "entraineur” au 300 ul de protoplastes.
On ajoute immédiatement 325ul de tampon de transfection (40% de polyéthylene
glycolso00, 0,4 M de mannitol, 0,1 M de nitrate de calcium, pH 7-8). L’échantillon est
incubé a 'obscurité 30 min, puis est lavé par dilution progressive dans du tampon W5
jusqu’a atteindre 10 ml, centrifugé pendant 5 min a 50 g a température ambiante et
remis en suspension dans 2 ml de solution de W5. Les protoplastes sont observés 48 a
72 h apres la transformation sous vidéo microscope (Leica AF6000LX) avec un objectif
Plan Apo 9100 (NA = 1,4). Nous avons observé l'expression des protéines avec Aex =
484-500 nm et Aem = 514-554 nm (canal vert), et 'autofluorescence de protoplastes

avec Aex = 564-586 nm et Aem = 602-662 nm (canal rouge).

Agroinfiltration de feuilles de tabac (BiFC)

Les séquences d’ADNc de SS4 ou PII1 (sans codon stop) ont été clonées dans un
vecteur d’entrée pENTRTM / D-TOPO® (Invitrogen). Les ADNc ont ensuite été transférés
dans le vecteur BifP1 ou BifP4, en utilisant la LR clonase II (Invitrogen) permettant
I'expression des protéines d'Arabidopsis fusionnées au fragment N ou C-terminal de
I'EYFP (Annexe 3). Ces constructions permettront, apres agroinfiltration, d’observer
I'interaction entre les deux protéines par complémentation bimoléculaire de

fluorescence (BiFC) dans les feuilles de tabac (N. benthamiana).

La souche d’Agrobacterium tumefaciens (GV310::pMP901) est préalablement

transformée de la facon suivante : 1 pug du vecteur d’expression est mis en contact avec
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un aliquot de 100 pl d’agrobactéries compétentes, 15 min sur glace. L’échantillon est
placé 30 sec dans 'azote liquide puis 5 min a 37°C. 1ml de milieu YEB sans antibiotique
est ajouté a I'échantillon qui est ensuite placé 2 h a 30°C pour la régénération. Une
centrifugation de 5 min a 4000g permet de retirer I'excédent de surnageant et environ
100 pl de culture d’agrobactéries sont étalés sur boite de pétri YEP 1.2% + antibiotiques
(rifampicine 50 pg / ml, gentamycine 50 pg / ml streptomycine 100 pg / ml) puis placé 2

jours a 30°C.

L’agroinfiltration se déroule de la fagon suivante: les souches d’agrobactéries
transformées sont mises en culture dans 5 ml de milieu YEP (5 gL! extrait de boeuf,
1 gLt extrait de levure, 5 gLl peptone, 5 gL-! saccharose, 2 mM de MgS04, pH 7.2)
contenant les antibiotiques de sélection pendant une nuit a 30°C. La culture est divisée
en aliquot de 1 ml et centrifugée 15 min a 3000g a température ambiante. Le surnageant
est éliminé et le culot est lavé trois fois en ajoutant 1 ml de milieu d'infiltration (tampon
MES / KOH 10 mM, pH 5,6, MgCI2 10 mM, acétosyringone 150 mg-1). Le culot est
resuspendu par pipetage et la DOcoo est ajustée a 0.8-1 avec le milieu d'infiltration. Les
différents clones sont mélangés en proportion 1: 1 (v / v) et incubés pendant 2h a la
température ambiante. Les plantes de N. Benthamiana sont cultivées a 23 ° C avec des
cycles de lumiére de 16h et de 8h de nuit. Des plantes agées de 6 semaines sont utilisées
pour l'infiltration. Le mélange d'agrobactéries est infiltré a 1'aide d'une seringue en

dessous de la feuille (JoVE : Tian et al., 2011 ; figure 25).

 Figure 25 : Agroinfiltration : photographie montrant l'injection
du mélange d’agrobactéries transformées, sous la feuille de
Nicotiana benthamiana.

Les zones infiltrées sont annotées. Les plantes sont placées dans des conditions
de croissance normales pendant 3 jours. Les observations microscopiques sont
effectuées sur un segment de tissu de la feuille dans la zone infiltrée par microscopie
confocale. Le fond de fluorescence a été déterminé a partir des feuilles soumises a

l'injection avec un milieu d'agro-infiltration uniquement (pas de bactéries).
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Résultats
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Partie 1 : Mise en évidence d'un nouveau facteur protéique impliqué dans

I'initiation de la synthése d’amidon : Caractérisation de la lignée mutante piil.

Les outils d’analyses in silico, m’ont permis d’obtenir des informations générales sur

la protéine impliquée dans l'initiation de la synthese de I'amidon (PII1).

La séquence protéique de PII1 est disponible en ligne sur le site « Tair»
(https://www.arabidopsis.org/; Annexe 4), au méme titre que la séquences du géne et

que les lignées mutantes disponibles pour le locus (PII1) At4g32190.

Tout d’abord, l'analyse phylogénétique, par la méthode du maximum de
vraisemblance, permet d’observer que PII1 est hautement conservée chez les plantes
supérieures (figure 26). La répartition de la protéine suit la distribution classique des
dicotylédones et monocotylédones. Cela suggeére que PII1 joue un role important dans

ces groupes.

Selaginella moellendorffii D8T4K8 SELML
Phoenix dactylifera ADAZH3YAS9 PHODC

- 68 Oryza glabernima ITNXZT7 ORYGL
100 | E Triticum aestivum W5GD64 WHEAT
w0 Hordeum vulgare subsp. vulgare F2E588 HORWVWV

1
— ——— Zea mays KTUBT9 MAIZE
88— Ananas comosus ADA199UDR2 ANACO

84 Coffea canephora ADADGBVOW1 COFCA
; Solanum tuberosum MOZYWS SOLTU
100 Nicotiana tabacum XP 0164383651
Glycine soja ADAOB2RQ01 GLYSO
E[ Arabidopsis thaliana Q8H1E50X
4L Arabidopsis lyrata subsp. lyrata D7TMAQE ARALL
100 Brassica rapa subsp. pekinensis M4D4C4 BRARP
Eucalyptus grandis ADA0S9CQAS EUCGR
Punica granatum ADA2IDIED1 PUNGR
Theobroma cacao ADADE1GJVE THECC

Prunus persica ADA251RF35 PRUPE
Citrus sinensis ADAOE7TF328 CITSI

a4

Figure 26 : Analyse phylogénétique par la méthode du maximum de vraisemblance. Les analyses
évolutives ont été menées a partir de la séquence protéique de PII1 dans MEGA X ; Arabidopsis est
encadré en vert, la barre rouge indique les dicotylédones, celle en orange indique les monocotylédones. La
séquence retrouvée chez S. moellendorffii sert d’ancrage a I'arbre phylogénétique.

Il est intéressant de noter que PII1 n’est pas retrouvée par homologie de séquence
chez les algues, ce qui n’exclut pas qu’une protéine de structure tertiaire semblable soit
impliquée dans le métabolisme de 'amidon chez ces organismes. En effet, la protéine

PII1 apparait comme étant uniquement constituée d’hélices-o de type coiled-coil
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(Jpred4, figure 27). Aucun site catalytique ni domaine, tel que les domaines de fixation
au carbohydrate particulierement conservé au cours de I'évolution, ne sont retrouvés a
partir de I'analyse de la séquence protéique. Un peptide d’adressage au chloroplaste de
27 acides aminés est également retrouvé sur la base de I'analyse in silico de la séquence

de la protéine PII1 (ChloroP).

S

M
j/
Ml“% gi Figure 27 : modélisation de PII1 proposée par SwissModel :

M 2 prédiction basée sur la séquence protéique de PII1 sans le
peptide d’adressage au chloroplaste. Le template choisi

conduisant au modeéle ci-contre, permet le plus grand
recouvrement de la séquence de PII1. Il s’agit du régulateur
négatif de la division bactérienne EZRA. Les 13 modeles proposés
3 par swissmodel sont formés d’une succession d’hélice alpha.

L’expression de PII1 dans les différents tissus d’A. thaliana est accessible via la
banque de données de génomique AtGenExpress eFP : http://bar.utoronto.ca/eplant.
Les résultats indiquent que PII1 est exprimée dans l'ensemble de la plante et
majoritairement au niveau des feuilles. Ce résultat est cohérent avec la distribution de

I'amidon au sein de la plante (figure 28).

AtGenExpress eFP: AT4G32190
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Figure 28 : Expression de PII1 dans les différents tissus d’A. thaliana. Cette image a été générée avec
AtGenExpress eFP : http://bar.utoronto.ca/eplant/ ; I'expression de PII1 est la plus élevée dans les tissus
représentés en rouge. Le code couleur décroit jusqu’au jaune.
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I) Analyse du transcrit du mutant piil.

Pour déterminer I'implication biologique de la protéine PII1, nous avons engagé une
analyse phénotypique des lignées altérées dans le géne codant pour la protéine. Deux
lignées mutantes d'Arabidopsis générées par insertion d'ADN-T dans le géne At4g32190

ont été sélectionnées.

Cette premiere étape de sélection consiste en la vérification de la présence de I'insert
d’ADN de transfert exogene (ADN-T) a I'état homozygote dans la lignée mutante
sélectionnée. Pour ce faire une stratégie de double PCR, est réalisée. Un couple
d’amorces amplifie un fragment d’ADN « sauvage » et un second couple amplifie un
fragment d’ADN « mutant ». La lignée mutante d’Arabidopsis sélectionnée ne posséde
pas de copie sauvage du géne codant pour la protéine PII1, mais posséde uniquement
deux copies du gene possédant I'insert d’ADN-T. Dans le cas du mutant piil-1 (écotype
Col0), lI'insertion est située dans le 5’-UTR (trois nucléotides avant le codon ATG), tandis
que pour le mutant piil-2 (écotype WS), I'ADN-T est inséré dans le second exon. Nous
avons évalué l'intégrité de 'ARNm At4g32190 par RT-PCR (figure 29). Dans les deux cas,

l'intégrité de 'ARN est compromise par l'insertion de I'ADN-T.

(a),
_)
A - ’
piil-1 b piil-2

(b)

<
00T =
I E

Figure 29 : Sélection du mutant piil : a) Représentation schématique du locus At4g32190 codant la
protéine PII1. L’UTR est indiqué en gris, les exons en noir et I'intron par un trait fin et noir. Le lieu
d’insertion de I'ADN-T correspondant aux alleles piil-1 et pii1-2 est indiqué par des triangles. La position
des amorces utilisées pour la sélection est indiquée par des fléches. b) le gel d’agarose de gauche contient
les produits d'amplification obtenus par RT-PCR en utilisant les amorces a et b (Annexe 1) sur I'ARN total
extrait de ColO (piste 1) et piil-1 (piste 2). Le gel de droite : produits d'amplification RT-PCR obtenus en
utilisant les amorces c et d sur I'ARN total extrait de Ws (piste 1), piil-2 (piste 2). Marqueur de poids
moléculaire (MW)
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L’allele pii1-1 (Col0), bien qu’impacté par la mutation, peut potentiellement conduire
a la synthése d’'une protéine fonctionnelle puisque I'ADN-T est situé dans le 5’-UTR.
Cependant, la séquence codante est séparée de son promoteur par la séquence de
I’ADN- T. Une autre équipe travaillant sur cet allele a pu montrer, a I'aide d’anticorps,
qu’une faible quantité de protéine PII1, estimée a moins de 10% de la quantité sauvage,
était effectivement produite dans le mutant piil-1 (Seung et al, 2018). Les légeres
différences phénotypiques observées entre les deux mutants et présentées dans la suite
de ce manuscrit peuvent s’expliquer par le fait que la mutation piil-1 ne soit pas nulle.
On peut donc observer l'effet « dose» de la protéine PII1 sur le métabolisme de

I’amidon.

1) Localisation subcellulaire de la protéine PII1

Les prédictions in silico indiquent que PII1 est adressée au chloroplaste. Cette
information a été vérifiée par transformation de protoplastes d’Arabidopsis thaliana
avec un plasmide permettant 'expression de la protéine de fusion PII1-GFP. Cette
expérience confirme 'adressage de PII1 au chloroplaste (figure 30). Cette étude nous a
également permis de découvrir que PII1 est localisée sous forme de « spot» dans les
chloroplastes. Ce résultat fait écho a la localisation de SS4 connue pour étre concentrée
en différents points associés a la membrane des thylakoides (Gamez-Arjona et al., 2014).
Nous avons donc exprimé PII1-GFP dans le mutant ss4 pour voir si I'absence de ss4
conduit a une localisation sous forme de signal diffus dans les chloroplastes. Et
inversement, SS4-GFP a été exprimé dans le mutant piil-2. Dans les deux cas, SS4 et PII1
demeurent localisées sous forme de spots. Nous pouvons affirmer que I'absence de PII1
ne conduit pas a rendre la protéine SS4 soluble dans le stroma des chloroplastes et vice

et versa.
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Figure 30 : localisation subcellulaire de PII1 par transformation de protoplaste d’Arabidopsis. Les
protoplastes extraits de plante sauvage (Col0) ont été transformés avec une construction permettant
I'expression de la protéine de fusion PII1-GFP. L'image de gauche correspond au signal de la GFP de la
protéine de fusion. Le signal de la chlorophylle est indiqué dans la seconde image. L'image de droite est la
fusion des deux premieres. L’acquisition des images est réalisée sur un vidéo microscope.

[II)  Confirmation de I'interaction entre PII1 et SS4 par BiFC

Nous avons voulu confirmer l'interaction entre SS4 et PII1 observée par le criblage
double hybride. Pour ce faire, des agrobactéries ont été transformées avec un plasmide
permettant 'expression de SS4 ou PII1 fusionnés avec la partie N- ou C-terminale de la
YFP. Des feuilles de tabac ont été infiltrées avec un mélange comprenant deux souches
d’agrobactéries permettant I'expression simultanée des protéines de fusion capables de
reconstituer la YFP si SS4 et PII1 se trouvent suffisamment proche pour reconstituer le
complexe. L'interaction de SS4 avec elle-méme est utilisée comme controle positif pour
cette étude puisque l'existence d’homodimeres de SS4 a déja été décrite dans la
littérature (Raynaud et al, 2016). Les résultats obtenus indiquent l'existence d’'une
interaction entre SS4 et PII1 puisqu’'un signal fluorescent jaune est observé en
coexprimant les deux protéines de fusion dans les mémes cellules végétales (Figure 31,

annexe 3).
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Figure 31 : Interaction entre SS4 et PII1 (BiFC). L’agroinfiltration a été effectuée sur des plants de tabac
(N. benthamiana) de 6 semaines. Agrobacterium: GV310 :: pMP901 est transformée avec les vecteurs
d’expression conduisant a la production de protéine de fusion SS4 ou PII1 avec la moitié de la YFP. (a):
SS4_N-EYFP exprimé avec SS4_C-EYFP. (b): SS4_N-EYFP exprimé avec PII1_C-EYFP. (c): PII1_N-EYFP et
SS4_C-EYFP. Le fond de fluorescence a été déterminé a partir des feuilles infiltrées uniquement avec un
milieu d'agro infiltration (pas de bactéries). Dans chaque rangée, de gauche a droite : lumiére blanche,
fluorescence YFP, image fusionnée. Toutes les images sont a la méme échelle. Barre blanche = 10 pm

IV)  Caractérisation de la taille des grains d’amidon et du nombre de grains

d’amidon par chloroplaste du mutant piil.

A T'échelle macroscopique, une décoloration des plantes suivie d’'une coloration a
I'iode permet d’observer la répartition de 'amidon au sein des feuilles de la rosette des

lignées étudiée (figure 32).

- On observe une répartition homogéne de 'amidon dans les feuilles du mutant
piil qui se comporte de la méme facon que la lignée sauvage de référence. Une
différence flagrante de coloration a I'iode des feuilles du mutant ss4-2 comparée a
celle de pii1-2 et Ws, est également observée. En effet, la répartition de 'amidon
au sein de ces feuilles est répartie de facon hétérogene et ne semble se trouver
que dans les cellules les plus anciennes. En outre, les cellules végétales les plus

jeunes ne semblent pas contenir d’amidon (figure 32).
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Ws ss4-2 piil-2

1 cm

Figure 32 : Coloration a l'iode des différentes lignées étudiées. Les rosettes ont été prélevées a la fin
de la période lumineuse (16h) trois semaines aprés germination. Les rosettes sont décolorées dans un
bain d’éthanol 80% chauffé a 70°C. Les rosettes sont ensuite rincées a 'eau puis colorées dans une
solution de Lugol. Une coloration foncée révele la présence d’amidon.

- Il est également intéressant de noter que les diametres des rosettes des lignées
pii1-2 et Ws sont semblables, tandis que ss4-2 présente un phénotype nain, déja
décrit. Un suivi de croissance des plantes réalisé pendant 3 semaines sur ces trois
lignées, dans les écotypes Ws et Col0, permet de confirmer cette observation

(figure 33).
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Figure 33 : phénotype de croissance piil par rapport aux plantes ss4 et sauvage. Les plantes ont été
cultivées dans une serre sous 16 h jour : 8 h nuit. Le poids moyen des parties aériennes des plantes est
représenté en fonction du nombre de jours apres la germination. Les barres noires représentent I'erreur
standard.

Une étude a I'échelle microscopique permet d’approfondir ces premieres
observations. Pour ce faire, des feuilles ont été prélevées pour chaque plante 16 jours
apres germination et fixées au paraformaldéhyde avant d’étre observées par
microscopie confocale. Les observations sont réalisées aux deux extrémités des feuilles
(figure 34). L’extrémité la plus proche du centre de la rosette ainsi que la zone la plus

éloignée du centre. Cette étude permet d’affirmer que la répartition de 'amidon est
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hétérogéne dans les feuilles du mutant ss4-2 avec un nombre de chloroplastes
dépourvus d’amidon beaucoup plus important a proximité de la tige (cellules jeunes) et
homogeéne pour les lignées piil-2 et Ws. On observe, a l'intérieur des chloroplastes,
plusieurs grains d’amidon plat et de petite taille (~1um) pour la lignée sauvage. Un
unique grain d’'amidon plus volumineux est synthétisé dans les chloroplastes de la lignée
ss4-2. 1l en est de méme pour le mutant piil-2. Cependant l'unique grain d’amidon
synthétisé par chloroplaste dans la lignée piil-2 semble plus aplati que dans la lignée

§s4-2.

Ws ss4-2 piil-2

Figure 34 : Images de feuilles d’Arabidopsis thaliana obtenues par microscopie confocale. Les
feuilles ont été prélevées a la fin de la période lumineuse (16h) deux semaines aprés germination et
immédiatement fixées. Ici on fait la différence entre 1'observation du nombre de grains d’amidon par
chloroplaste sur la partie de la feuille la plus au centre de la rosette (encadré en bleu) et un morceau
prélevé sur la méme feuille, mais a I'extrémité la plus éloignée du centre de la rosette (encadré violet). La
caractérisation spectrale des feuilles d’Arabidopsis thaliana nous permet d’obtenir des images par
contraste de fluorescence des grains d’'amidon. L’amidon apparait en noir a l'intérieur des chloroplastes
bleu-vert. Toutes les images présentées sont a la méme échelle.

Des analyses au compteur de particules suivies d’analyses par microscopie
électronique a balayage (MEB) des échantillons d’amidon purifiés permettent d’obtenir
plus d’informations sur la taille et la forme des grains d’amidon. Les valeurs de

distribution de la taille des grains d’amidon, obtenues au compteur de particules,
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révelent que les grains purifiés du mutant piil sont d’'une taille comparable a ceux
synthétisés par le mutant ss4, et 2 a 3 fois plus volumineux que les ceux d’une lignée
sauvage (figure 35). Les clichés de MEB permettent d’observer la surface des grains
d’amidon. Les grains d’amidon piil sont plus grands que les grains sauvages, mais
présentent le méme type de morphologie aplatie. Les grains ss4 sont quant a eux plus

grands et gonflés.

Nombre (%)

Nombre (%)

Figure 35 : Caractérisation de la taille et de la forme des grains d’amidon. De (a-d), résultats obtenus
pour I'écotype ColO et (e-h) pour I’écotype WS. Les graphiques en a) et e) montrent la distribution de la
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taille des grains d’amidon obtenue au compteur de particules (multiSizer4 ; Beckman). Le résultat obtenu
pour la lignée mutante piil (courbe ) est comparé au témoin sauvage (courbe bleue) et au mutant ss4
(courbe rouge). L’axe des abscisses représente le diamétre des particules détectées (en um), et I'axe des
ordonnées le pourcentage relatif de chaque taille de particule. En (b-d) et (f-h) sont représentés les clichés
obtenus par microscopie électronique a balayage de grains d’amidon extraits et purifiés issus des lignées
WT, ss4 et piil, barre d’échelle = 10um.

V) Dosage de I'amidon et de ’ADP-Glucose

La quantité de polysaccharides insolubles produite dans les différentes lignées
d’intérét a été quantifiée par dosage enzymatique. A la fin de la phase lumineuse, c’est-a-
dire au moment ou I'accumulation de 'amidon est maximale, les dosages indiquent que
la quantité d’amidon synthétisée dans les lignées dépourvues de la protéine PII1 est
comparable, voire supérieure, a la quantité d’amidon synthétisée dans la lignée sauvage
(figure 36. a). Cette expérience a également été réalisée a la fin des 8h de nuit et les
résultats montrent que les plantes dégradent pres de 80% de 'amidon accumulé durant

la journée indépendamment du génotype (figure 36.b).

Une cinétique de synthése et de dégradation de 'amidon sur 24h a été réalisée. La
légére suraccumulation d’amidon en fin de jour et en fin de nuit du mutant piil-2 est
confirmée par cette expérience. De plus, on observe que les cinétiques de synthese et de
dégradation du mutant piil-2 et Ws suivent la méme pente. Cela suggere que I'inhibition
de PII1, conduisant a la synthése de grains d’'amidon altérés en taille et en nombre, n'a
pas d’'impact, ou un impact modéré, sur les cinétiques de synthese et de dégradation de
I'amidon. La mutation ss4 conduit a un ralentissement global du métabolisme de

I'amidon sur 24h par comparaison a la référence sauvage (figure 36. c).
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Figure 36 : Dosage d’amidon par quantité de feuilles. Les plantes ont été cultivées dans une salle de
culture 16 h: 8 h, lumiere: obscurité. Trois semaines apres la germination, les feuilles ont été prélevées en
fin de jour (a), et en fin de nuit (b). Trois cultures indépendantes ont été réalisées et pour chaque culture,
trois extractions indépendantes ont été réalisées. Les barres verticales représentent I'erreur standard. Les
valeurs obtenues pour les lignées mutantes ont été comparées au sauvage par un t-test bilatéral
L'astérisque représente une différence statistiquement significative a p <0,05 (*) ou a p <0,001 (**). (c)
Teneur en amidon mesurée dans le type sauvage (écotype Ws, ligne noire) ; piil-2 (ligne rouge) et ss4-2
(ligne verte) sur un cycle diurne (16 h de lumiere, barre blanche; 8 h d’obscurité, barre noire). Les
rosettes ont été récoltées toutes les quatre heures et immédiatement congelées dans de 1'azote liquide.
Chaque point correspond a la moyenne * SE de 3 échantillons indépendants provenant de la méme

culture.

Afin de compléter cette étude, le niveau d’ADP-Glucose accumulé dans les feuilles
de la lignée piil, a été mesuré en fin de jour. La suraccumulation de ce nucléotide sucre,
précurseur de la synthése d’amidon, dans les feuilles du mutant ss4 est décrit comme
étant a 'origine du phénotype nain de cette lignée mutante. Les plantes mutantes piil
ayant un développement de type sauvage, on ne s’attend pas a trouver une
suraccumulation d’ADP-Glc ce que confirme notre expérience montrant des niveaux

d’ADP-Glc comparables entre la lignée sauvage et piil (figure 37).
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Figure 37 : Dosage de 'ADP-Glucose. Les feuilles de plantes agées de trois semaines ont été récoltées en
fin de jour et immédiatement congelées dans l'azote liquide. Elles sont ensuite broyées dans un tampon
Tris et 'extrait est passé a travers une colonne échangeuse de cations Dowex 50WX2-400. La mesure ADP-
glucose est effectuée en utilisant un systeme Aktapurifier équipé d'une colonne échangeuse d’anions
ProPAC-PA1. Le pic d’ADP-Glc est détecté par absorption a 256 nm et identifié par comparaison avec le
temps de rétention de l'injection standard avant l'analyse. Les niveaux d'ADP-Glc ont été quantifiés a
partir de zones de pics intégrés qui sont alors comparés a une série standard d'ADP-Glc. Les valeurs
représentées correspondent a la moyenne * écart-type de trois échantillons biologiques indépendants de
la méme culture.

VI)  Analyse de la structure du grain d’amidon du mutant pii1

Le fractionnement des polysaccharides insolubles par chromatographie d’exclusion
stérique (Sepharose CL-2B) permet de séparer les deux polysaccharides constitutifs du
grain d’amidon : I'amylose de I'amylopectine. Le ler pic correspond a 'amylopectine et
le pic élué dans un second temps, beaucoup plus large, correspond a 'amylose (Figure
38). La longueur d’'onde au maximum d’absorption du complexe formé entre les
molécules de diiode et le polysaccharide (Amax) est un indicateur de la structure des
polymeres de glucose. Plus les chaines de la molécule sont longues, plus cette valeur de

Amax est élevée. L’analyse de nos échantillons, sur trois cultures distinctes, montre que
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la longueur d’onde au maximum d’absorption du complexe iode amylopectine est
d’approximativement 555nm pour la lignée piil et la référence sauvage. Ces résultats

suggerent que la mutation piil ne modifie pas la structure de I'amylopectine.
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Figure 38: Profils obtenus aprés chromatographie d’exclusion stérique (CL-2B) des
polysaccharides insolubles purifiés du mutant pii1 et de la lignée sauvage. Pour chaque lignée, 1,5mg
d’amidon est resuspendu dans la soude et fractionné par chromatographie d’exclusion stérique sur une
matrice de sépharose (matrice CL-2B ; colonne de 70 cm de long et de 0,5 cm de diamétre). 80ul des
différentes fractions collectées sont mélangés a 20ul du Lugol et une mesure d’absorbance est réalisée.
Pour chaque échantillon, lI'axe de gauche représente le maximum d’absorbance du complexe
iode/polysaccharide mesuré pour chacune des fractions collectées (courbes noires). L’'axe de droite
représente la longueur d’onde au maximum d’absorbance du complexe iode/polysaccharide pour chacune
des fractions (courbes grises).

La distribution en longueur de chaine de I'amylopectine des différentes lignées
est également analysée par chromatographie échangeuse d’anions (Figure 39). Les
résultats montrent qu'il n'y a pas de variation significative entre les échantillons
d’amidon du mutant piil et du témoin sauvage. En effet, les différences entre le profil du
mutant et du sauvage ne dépassent pas 0,5 point, ce qui correspond aux limites de

détection de la machine (Figure 39 courbe rose).

Cette caractérisation a été réalisée sur les alleles disponibles dans les deux
écotypes et réalisée sur trois cultures indépendantes. Ainsi nous pouvons affirmer que
I'inhibition de la protéine PII1 n’a pas d’'impact sur la quantité en amylose/amylopectine

de I'amidon, ni sur la distribution en longueur de chaines de I'amylopectine.
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Figure 39 : Analyse de la distribution en longueur de chaines des polysaccharides purifiés. Les
polysaccharides insolubles extraits des différentes lignées (sauvages ou transformées) ont été débranchés
en présence de 4 unités d’isoamylase et de 2 unités de pullulanase (enzymes qui hydrolysent les liaisons
a(1-6) des polysaccharides). Les glucanes linéaires obtenus sont ensuite analysés par chromatographie
d’échange d’anions a haute performance avec détection ampérométrique pulsée (Dionex®). Cette
technique chromatographique permet de séparer les glucanes en fonction de leurs degrés de
polymérisation (DP). La proportion relative de chaque glucane est exprimée en pourcents du nombre total
de chaines. La courbe rose représente la différence entre la distribution de longueur de chalnes du mutant
piil et celle du sauvage.

Vi)  Analyse de I'amidon racinaire mutant piil

L’étude de I'amidon racinaire permet de faire le lien entre le métabolisme de
I'amidon transitoire, chloroplastique, et I'amidon de réserve des tissus non

photosynthétiques des différentes lignées étudiées dans ce travail.

A I'échelle macroscopique, le développement racinaire peut étre observé en culture
in vitro, apres avoir déposé les graines sur des boites de milieu gélosé, positionnées a la
verticale, apres germination des graines. Ainsi, on observe un développement classique
des racines de la plante sauvage. La racine principale, ainsi que les racines latérales
issues de cette derniére, se développant suivant la gravité. On observe une orientation
aléatoire des racines du mutant ss4 avec des exemples de racines se développant vers le
bas et d’autres s’orientant vers le haut de la boite. Le mutant piil présente une

architecture racinaire comparable a celle du sauvage (figure 40.a).

A 1'échelle microscopique, il est possible d’observer I'amidon racinaire apres
coloration a l'iode des racines issues de culture hydroponique. On observe ainsi la

présence d’amidon dans les deux types de racines, la principale et les latérales, au

79

© 2019 Tous droits réservés. lilliad.univ-lille.fr



Theése de Camille Vandromme, Université de Lille, 2019

niveau de la coiffe racinaire d’'une lignée sauvage. Le mutant ss4 ne synthétise pas
d’amidon dans ses racines latérales. Le mutant piil, quant a lui, est capable de

synthétiser de 'amidon dans les différents types racinaires (figure 40.b et c).

Le comportement aléatoire du développement racinaire du mutant ss4 s’explique par
I'absence d’amidon dans la quasi-totalité de ses racines, I'amidon permettant la
perception de la gravité au niveau des racines. Cette étude creuse l'écart entre le
phénotype résultant de I'inhibition de SS4 et celui résultant de I'inhibition de la protéine
PII1. En effet, SS4 semble étre nécessaire a l'initiation de la synthése de 'amidon dans

les amyloplastes contrairement au facteur protéique PII1.

Ws 5s4-2

Figure 40 : observation des racines des différentes lignées d’A. thaliana. Les plantes ont été cultivées
pendant 2 semaines avec un rythme 16 h, jour : 8 h, nuit. De gauche a droite sont représentés la lignée
sauvage Ws, le mutant ss4 et le mutant piil. a) Les graines ont été semées sur des boites de milieu MS
contenant de 'agar. Les boites sont maintenues verticalement apres la germination des graines. b) et c)
Les racines de plantes dgées de 2 semaines cultivées avec des systémes hydroponiques ont été trempées
dans du lugol, rincées a '’eau et observées sous microscope. b) racine primaire. c) racine latérale.
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VIII) Conclusion

Les travaux répertoriés dans cette premiere partie montrent que le facteur protéique
PII1, hautement conservé chez les végétaux supérieurs, interagit dans les chloroplastes

avec SS4. La lignée piil a été sélectionnée et son phénotype amidon caractérisé.

L’élément principal ayant permis la découverte de l'implication de PII1 dans le
processus d’initiation et du contrdle de la taille des grains d’amidon est I'observation
d’'un unique grain d’amidon synthétisé par chloroplaste dans la lignée piil, contre 5 a 7
pour la lignée sauvage de référence. Cette diminution du nombre de grains d’amidon par
chloroplaste est associée a une augmentation de leur surface qui est jusque 3 fois
supérieure a celle d'un grain d’amidon sauvage. Ces deux points sont également
observés pour le mutant ss4. Les différents résultats obtenus sont résumés dans le

tableau suivant :

Lignée Sauvage ss4 piil
Croissance de la plante Normale | Phénotype nain | Normale
Présence d’amidon dans l’ensemble Oui Non Oui
de la feuille
Nombre moyen de grains d’amidon| 5a7 <1 1

par chloroplaste

Diametre des grains d’amidon ~1,5um ~3,5um ~3,5um
Forme des grains d’amidon Plats Gonflés Plats
Cinétique de synthese/dégradation | Normale Légeérement Normale
d’amidon par feuille ralentie

Structure de 'amylopectine Normale Normale Normale
Ratio amylose/amylopectine Normal Normal Normal
Quantité d’ADP-Glucose par feuille Normale | Suraccumulation | Normale
Présence d’amidon dans toutes les Oui Non Oui
racines

Tableau 3 : Récapitulatif du phénotype caractérisé pour la lignée piil comparé a la lignée ss4 etala
lignée sauvage.
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La suraccumulation d’ADP-Glucose, le phénotype nain, I'absence d’amidon dans
les zones les plus jeunes des feuilles ainsi que dans la coiffe des racines latérales
caractérisant le mutant ss4 ne sont pas retrouvés dans la lignée mutante piil. Les liens
métaboliques entre ces différentes observations, cycle futile et/ou rupture en
approvisionnement du substrat permettant la synthése d’amidon, restent a étre

déterminés.

Une étude récente ayant mis en avant le role distinct des deux domaines
protéiques de SS4 (Lu et al., 2018), nous permet d’émettre I'hypothese que la protéine
PII1 soit nécessaire au bon fonctionnement de la partie catalytique (C-ter) de SS4,
responsable du contréle du nombre de grains dans les chloroplastes. La partie N-ter de
SS4, responsable du contréle de la forme des grains d’amidon, restant fonctionnelle en

absence de PII1.

Afin de mieux comprendre les liens qui existent entre la protéine PII1 et la SS4
des lignées doubles mutantes ss4piil et ss3piil ont été sélectionnées et caractérisées. Les

résultats obtenus sont détaillés dans la deuxieme partie de ce manuscrit.
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Partie 2 : Caractérisation des doubles mutants ss4piil et ss3piil.

Les connaissances sur l'implication de PII1 dans le processus d’initiation de la
synthese d’amidon peuvent étre améliorées par combinaison de mutations, inhibant
différentes protéines impliquées dans l'initiation de la synthese d’amidon. Ainsi la

caractérisation du phénotype amidon de ces lignées doubles mutantes permettra :

- D’observer par comparaison avec les lignées simples mutantes d’éventuelles
redondances fonctionnelles.
- D’observer l'action en amont dans le métabolisme de I'amidon d’un facteur

protéique sur l'autre.

Le choix des lignées doubles mutantes a analyser, ss4piil et ss3piil, repose sur

plusieurs critéres :

- Tout d’abord, on sait que PII1 interagit avec SS4. La double mutation pourra nous
donner des indications quant au lien métabolique qui existe entre ces deux
protéines.

- Ensuite, 'amidon synthase de type 3 a été caractérisée comme étant responsable
de la synthese d’amidon en absence de SS4. L’étude du mutant ss3piil
permettrait de vérifier si SS3 est également responsable de la synthése de

I'unique grain d’amidon synthétisé par chloroplaste dans la lignée mutante piil.

Les lignées doubles mutantes sélectionnées ainsi que les différentes références (la

lignée sauvage ou les simples mutants) sont représentées dans la figure 41.

Ws ss4-2 piil-2 $s3-2 ss4piil-2 ss3piil-2

Figure 41: Croissance des différentes lignées doubles mutantes sélectionnées et des témoins
correspondants. La photographie a été prise 3 semaines aprés semis. Les plantes ont été cultivées dans
une enceinte de culture 16 h: 8 h, lumiére: obscurité. Tous les mutants étudiés ont été obtenus dans le
fond génétique Ws.

83

© 2019 Tous droits réservés. lilliad.univ-lille.fr



Theése de Camille Vandromme, Université de Lille, 2019

Les lignées piil-2, ss3-2 ont des profils de croissance semblables a la lignée
sauvage de référence. ss3piil-2 présente une croissance légerement réduite, mais
également comparable au sauvage. Le double mutant ss4piil-2 présente un phénotype
nain légerement plus marqué que pour le mutant ss4-2. Des cinétiques de croissance

permettent de confirmer ces observations (figure 41-42).

Ws
553

ss4piil

d'une plante (g)

poids moyen de la partie aérienne

Temps (J)

Figure 42 : Cinétique de croissances des lignées double mutantes. Les plantes ont été cultivées dans
un phytotron sous 16 h lumiere : 8 h obscurité. Le poids moyen des parties aériennes des plantes est
représenté en fonction du nombre de jours apres la germination. Les barres noires représentent I'erreur
standard.

1) Caractérisation de la forme des grains d’amidon et de leur nombre par

chloroplaste.

A T'échelle macroscopique, la coloration a l'iode des rosettes permet d'observer la
répartition de I'amidon dans les feuilles des différentes lignées étudiées. Aussi, on
observe en figure 43, une répartition homogene de 'amidon dans I'’ensemble des feuilles
de la rosette des lignées piil-2, ss3-2 et ss3piil-2 de la méme fagon que pour la lignée
sauvage de référence. Comme précédemment décrit, la répartition de I'amidon est
hétérogene dans les feuilles du mutant ss4. La méme distribution, hétérogene, est
observée pour la lignée double mutante ss4piil-2. On observe que l'ajout de I'inhibition
de SS4 a la lignée piil, conduit a un phénotype nain encore plus marqué que pour le
simple mutant ss4 ainsi qu’a une répartition hétérogene de I'amidon dans la rosette

caractéristique de la lignée ss4.
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a) b) ss4.2

§53-2 ss4piil-2 ss3piil-2 ss4piil-2

A

Figure 43 : Coloration a l'iode des différentes lignées étudiées. Les rosettes ont été prélevées a la fin
de la période lumineuse (16h) trois semaines apres semis. Les rosettes sont décolorées dans un bain
d’éthanol 80% chauffé a 70°C. Les rosettes sont ensuite rincées a I’eau puis colorées dans une solution de
Lugol. a) Rosettes d’A. thaliana colorées a I'iode b) zoom sur ss4-2 et ss4piil-2. Barre d’échelle = 1cm

Le phénotype amidon des lignées simples mutantes ss4 et piil étant décrit en partie 1, seuls
les résultats obtenus sur la lignée ss3 seront ajoutés dans la suite de ce manuscrit afin de
faciliter l'interprétation des résultats obtenus sur les lignées doubles mutantes ss3piil et

ss4piil.

A T'échelle microscopique, la méthode d’analyse par microscopie confocale NegFluo
permet l'observation de I'amidon a l'intérieur des chloroplastes (figure 44). Plusieurs
grains d’amidon de petite taille sont observés dans les chloroplastes de la lignée ss3-2 et
Ws. Un unique grain d’amidon volumineux est accumulé dans la lignée ss4piil-2
comparable a ce qui est observé pour ss4-2. Ce résultat confirme les observations
précédentes, indiquant que la double mutation ss4piil conduit a un phénotype similaire

au mutant ss4.

La double mutation ss3piil-2 présente un phénotype amidon original, distinct de ce qui
est observé chez les lignées simples mutantes ss3 et piil. En effet, il est difficile de
décrire la forme des grains observés et également leur répartition dans les
chloroplastes. La méthode d’observation des échantillons permet de visualiser les grains
d’amidon dans le chloroplaste en trois dimensions (axe Z). Aussi la croix noire entre les
deux chloroplastes présentés en figure 44 correspond a un seul grain d’'amidon (figure

44). Suivant l'axe Z, on observe une orientation horizontale du grain suivi d’une
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orientation verticale. On pourrait décrire sa forme comme celle d'un grain d’amidon

type piil, dont les deux extrémités opposées sont repliées vers le centre du grain.

ss4piil-2 $s3piil-2 553-2

Figure 44 : Images de feuille d’Arabidopsis thaliana obtenues par microscopie confocale. Les feuilles
ont été prélevées a la fin de la période lumineuse (16h) deux semaines aprés germination et
immédiatement fixées. La caractérisation spectrale des feuilles d’Arabidopsis thaliana nous permet
d’obtenir des images par contraste de fluorescence des grains d’amidon. L’amidon apparait en noir a
I'intérieur des chloroplastes bleu-vert. Toutes les images sont a la méme échelle.

Les analyses en MEB indiquent que les grains d’amidon extraits des feuilles de la lignée
double mutante ss4piil sont de taille et de forme comparables aux grains extraits de la
lignée ss4 (~4um de diametre et grain ovoide). Cette observation est vérifiée avec les
deux alléles mutants disponibles, ss4piil-1 (fond génétique Col0) et ss4piil-2 (fond
génétique Ws). La forme caractéristique des grains d’amidon ss3piil précédemment

observée par Negfluo est confirmée par la MEB (figure 45).
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Figure 45: Caractérisation de la taille et de la forme des grains d’amidon. les clichés obtenus par
microscopie électronique a balayage de grains d’amidon extraits et purifiés issus des lignées Ws, ss3-2,
ss3piil-2 et ss4piil-2. barre d’échelle = 10um.

1) Détermination de la quantité d’amidon présent dans les feuilles

Les dosages d’amidon réalisés, en fin de jour et en fin de nuit, sur la lignée double
mutante ss4piil-2 indiquent qu’il y a moins d’amidon en fin de jour et qu’il en reste plus

en fin de nuit ce qui est également décrit pour la lignée ss4-2 (figure 46).

La méme expérience, réalisée sur la lignée double mutante ss3pii1-2, montre que la
lignée double mutante accumule moins d’amidon en fin de jour que la lignée sauvage de

référence. Cependant cet amidon est presque entierement dégradé la nuit ce qui indique
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que la lignée ss3piil n’a pas de défaut de dégradation. Ce résultat est comparable a ce qui

est décrit pour la lignée simple mutante ss3.

En conclusion, les cinétiques de synthese et de dégradation des lignées double mutante
ss4piil et ss3piil suivent celle des lignées simples mutantes dépourvues des amidon-

synthases correspondantes.

10

ss4piil-2 553piil-2 553-2

Amidon mg / g feuille
%} w -y w [=2}

[y

Figure 46 : Dosage d’amidon par quantité de feuilles. Les plantes ont été cultivées dans une enceinte
de culture (16 h, jour / 8 h, nuit). Trois semaines aprés la germination, les feuilles ont été prélevées et
I'amidon dosé, en fin de jour (barre bleue), et en fin de nuit (barre orange). Deux cultures indépendantes
ont été réalisées et pour chaque culture, trois extractions indépendantes ont été réalisées. Les barres
verticales représentent l'erreur standard.

[II)  Analyse de la composition des grains d’amidon

La séparation de I'amylose et de 'amylopectine par chromatographie d’exclusion
stérique, suivie de la coloration a l'iode des différentes fractions obtenues, permet
d’obtenir une vue d’ensemble sur le ratio entre ces deux polysaccharides et également
sur la structure de 'amylopectine. Ainsi les longueurs d’onde au maximum d’absorption

du complexe iode-amylopectine, indiqué en rouge figure 47, sont semblables (~556nm)
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pour I'amylopectine extraite des feuilles des mutants ss4piil, ss3piil ou de la lignée

sauvage.

03 556nm  Ws 05 559nm ssdpiil-2 06 556nm ss3piil-2

0,2

16 21 26 6 11 16 21 26
Volume (ml) Volume (ml)

16
Volume (ml)

Figure 47 : Profils obtenus aprés séparation de 'amylose et de 'amylopectine des échantillons
d’amidon. La chromatographie d’exclusion stérique est effectuée sur une matrice de sépharose (matrice
CL-2B ; colonne de 70 cm de long et de 0,5 cm de diametre). La courbe noire représente le maximum
d’absorbance du complexe iode/polysaccharide mesuré pour chacune des fractions collectées en fonction
du volume d’élution. Les fractions, contenant 'amylopectine, sont regroupées et la longueur d’'onde au
maximum d’absorbance du complexe iode/amylopectine est indiquée en rouge. Le pourcentage
d’amylose, représenté en vert, a été mesuré avec la méthode de précipitation de I'amylopectine a la
concanavaline A sur trois échantillons d’amidon purifié issus de cultures indépendantes.

Ainsi on ne s’attend pas a un changement important de la structure de
I'amylopectine. Cette hypothese est confirmée par l'analyse de la distribution en
longueur de chaine des différentes amylopectines réalisée par chromatographie
échangeuse d’anion haute performance (figure 48). Les différences observées entre les
profils obtenus a partir des amidons des doubles mutants et de la référence sauvage ne
sont pas significatives (courbes roses, figure 48). Il est intéressant de noter que les
légeres variations de profils (>1 point) décrites pour le simple mutant ss3 ne sont pas

observées sur cette analyse.
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Figure 48 : Analyse de la distribution en longueur de chaines des polysaccharides purifiés. Les
polysaccharides insolubles extraits des différentes lignées (sauvages ou transformées) ont été
débranchés. Les glucanes linéaires obtenus sont ensuite analysés par chromatographie d’échange d’anions
a haute performance avec détection ampérométrique pulsée (Dionex®). Cette technique
chromatographique permet de séparer les glucanes en fonction de leurs degrés de polymérisation (DP). La
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proportion relative de chaque glucane est exprimée en pourcents du nombre total de chaines. La courbe
rose représente la différence entre la distribution de longueur de chaines du mutant et celle du sauvage.

L’analyse par chromatographie d’exclusion stérique, indique également, un
enrichissement en amylose de 'amidon synthétisé par le double mutant ss3piil-2. Les
ratios amylose/amylopectine sont déterminés par la méthode de précipitation de
I'amylopectine a la concanavaline A (% vert, figure 47). Trois échantillons d’amidon
issus de trois cultures indépendantes ont été dosés par cette méthode. L’efficacité de
I'analyse a été vérifiée en utilisant de I'amidon waxy (sans amylose), de 'amidon riche en
amylose 60%, ainsi que de 'amidon extrait de la lignée sauvage de référence. Bien que,
dans les conditions de culture utilisées pour ces expériences, la production d’amylose
soit plus faible que ce qui est indiqué dans la littérature, on retrouve 'augmentation
d’amylose d’écrite pour la lignée simple mutante ss3 (% amylose = 11,5%).
L’augmentation est encore plus marquée dans le double mutant ss3piil. En effet, dans
cette lignée, la quantité d’amylose triple par comparaison a la référence sauvage, avec un
pourcentage d’amylose de 19,4% dans l'amidon ss3piil-2 contre 6.5% d’amylose
contenu dans I'amidon sauvage (figure 47). Les pourcentages d’amylose des amidons
produits dans la lignée double mutante ss4piil-2 et dans le sauvage Ws sont équivalents

(~7%).

IV) Etude de 'amidon racinaire

L’étude de 'amidon racinaire permet de faire le lien entre le métabolisme de I'amidon
transitoire synthétisé dans les chloroplastes, et 'amidon de réserve des tissus non-

photosynthétiques.

L’observation de I'amidon racinaire de la lignée double mutante ss4piil (figure 49), est
similaire aux observations faites sur le simple mutant ss4. En effet, le phénotype amidon
racinaire de ss4 est trés marqué puisque 'amidon n’est pas synthétisé dans les racines
latérales. Le mutant piil synthétise de 'amidon dans I'ensemble de ses racines, de la
méme facon que la lignée sauvage. Le double mutant ss4piil se comporte comme le

simple mutant ss4, on n’observe pas d’amidon au niveau de ses racines latérales.
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L’observation de l'amidon racinaire montre que le double mutant ss4piil a un
phénotype similaire au simple mutant ss4. Ce phénomeéne est également démontré
précédemment pour 'amidon transitoire synthétisé au niveau de la rosette de la plante.
Ce qui constitue un indice allant une faveur d’'un mécanisme commun entre l'initiation

de 'amidon transitoire et de réserve.

Le double mutant ss3piil, synthétise de 'amidon dans I’ensemble de ses racines ce qui

est également le cas des lignées simples mutantes correspondantes (figure 49).

Ws ss4piil-2 $83piil-2 $53-2
a) ' h y 4
b) ! l k

Figure 49 : Coloration a I'iode des racines de plantes cultivées en hydroponie. Les racines de plantes
agées de 2 semaines cultivées avec des systémes hydroponiques, colorées au lugol et observées sous loupe
binoculaire. a) racine primaire. b) racine latérale.

V) Etude complémentaire

Au cours de ma theése, j'ai également eu l'occasion d’étudier le role de PHS1 dans
I'initiation de la synthése d’amidon. Bien que I'analyse des simples mutants dépourvus
de PHS1 ne montre pas de phénotype amidon particulier (Zeeman et al, 2004), I'étude
de doubles mutants nous renseigne sur un réle potentiel de PHS1 dans ce processus. Les
études menées sur I'amidon transitoire du double mutant ss4phs1 (au laboratoire ;
Malinova et al., 2017), semblent indiquer que la synthese d’amidon n’est pas restaurée
dans I'ensemble des chloroplastes de la rosette bien que la plante ait un phénotype de

croissance plus proche du type sauvage que du phénotype nain de ss4.
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Le mutant phsl est capable de synthétiser de 'amidon dans l'ensemble de ses
racines. Le mutant ss4, de la méme facon que décrit précédemment, n’est pas capable de
synthétiser de l'amidon dans ses racines latérales. Cependant, la perte de Ia
phosphorylase permet au mutant ss4 de restaurer la synthése de son amidon racinaire
(figure 50). Ces analyses préliminaires nous permettent d’émettre plusieurs

hypotheses :

- PHS1 pourrait dégrader le substrat nécessaire a linitiation de la synthese
d’amidon dans les racines en absence de SS4.
- PHS1 ne joue peut-étre pas le méme role dans l'initiation de la synthese de

I'amidon au niveau des chloroplastes et des amyloplastes.

ss4phs1-2

A
’ .‘,\\\

b)

Figure 50 : Coloration a I'iode des racines de plantes cultivées en hydroponie. Les racines de plantes
agées de 2 semaines cultivées avec des systémes hydroponiques ont été trempées dans du lugol, rincées a
I'eau et observées au microscope optique. a) racine primaire. b) racine latérale.
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Le tableau suivant résume les phénotypes observés pour les lignées sauvages, ss3piil

et ss4piil :

Lignée Sauvage ss4piil ss3piil
Croissance de la plante Normale Phénotype Normale

nain

Présence d’amidon dans l’ensemble Oui Non Oui
de la feuille
Nombre moyen de grains d’amidon 5a7 <1 Variable
par chloroplaste
Diametre des grains d’amidon ~1,5um ~3,5um ~3,5um
Forme des grains d’amidon Plats Gonflés

y

Atypiques

Cinétique de syntheése/dégradation | Normale Type ss4 Type ss3

d’amidon par feuille

Structure de 'amylopectine Normale Normale Normale

Ratio amylose/amylopectine Normale Normal Suraccumulation
d’amylose

Présence d’amidon dans toutes les Oui Non Oui

racines

Tableau 4 : Récapitulatif des phénotypes caractérisés pour les lignées ss4piil, ss3piil comparés a

la lignée sauvage.

La lignée ss4piil a été sélectionnée et caractérisée. Les résultats montrent que la

double mutation conduit a un phénotype proche du simple mutant ss4.

Le phénotype du double mutant ss3piil, quant a lui, est étonnant. En effet, le

croisement a été réalisé afin de comparer ces résultats a ceux du mutant ss3ss4 déja

caractérisé. Le double mutant ss3ss4 conduit a I'abolition quasi totale de la synthese

d’amidon. SS3 est donc décrite pour étre responsable de la synthese des grains d’amidon
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restant, en absence de SS4. Comme dans la lignée ss4, le mutant piil n’accumule qu'un
grain par chloroplaste. On aurait donc pu s’attendre a ce que les grains résiduels
accumulés dans la lignée piil soient dépendants de la présence de SS3. Or le mutant
ss3piil se développe tres bien et synthétise de 'amidon de facon homogeéne dans ses
feuilles comme la lignée sauvage, bien que ces grains soient difformes et enrichis en
amylose. Cette étude permet d’affirmer que SS3 n’est pas responsable de la synthese de

I'unique grain d’amidon synthétisé par chloroplaste en absence de PII1.

L’étude complémentaire réalisée sur le double mutant ss4phsl permet de
montrer 'implication de la phosphorylase dans le processus d’initiation de I'amidon au
niveau des racines latérales. Il semble en effet, qu’en absence de SS4, la présence de la
phosphorylase inhibe la synthése d’amidon dans les racines latérales. Il est possible
qu'en absence de SS4 (ou de partenaire de SS4), PHS1 dégrade les précurseurs
nécessaires a la synthese d’amidon dans les racines. Combiner les mutations ss4 et phs1
permettrait d’empécher la dégradation de ces précurseurs et ainsi restaurer la synthese
d’amidon dans les racines. Cette hypothese est consolidée par la description récente de
PTST2, une protéine qui interagit avec SS4 et dont la fonction serait de protéger de la
dégradation les malto- oligosaccharides impliqués dans l'initiation de la synthése de
nouveaux grains d’amidon (Seung et al., 2017). PHS1 étant capable de dégrader les
malto-oligosaccharides pour libérer du Glc1P (Tickle et al., 2009), on peut formuler
I’hypothese qu’en absence de SS4, PTST2 ne protegerait plus le substrat nécessaire a
I'initiation. Ce substrat serait alors dégradé par la phosphorylase. Si dans ce mutant on
enleve également la phosphorylase, le substrat n’est plus dégradé et la synthese

d’amidon peut se faire via I'intervention des amidon-synthases.
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Discussion et perspectives
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1. Lerdle de PII1 dans l'initiation de la synthese d’amidon

La protéine PII1 est hautement conservée chez les végétaux supérieurs. Elle possede
un peptide d’adressage au chloroplaste de 27 acides aminés, prédit sur chloroP. Sa
localisation chloroplastique sous forme de « spots » est observée par transformation
transitoire de protoplaste avec une séquence permettant la synthese d’'une protéine de
fusion PII1-GFP. Cette localisation a également été observée apres transformation stable
de lignées d’Arabidopsis (Seung et al.,, 2018). L'interaction entre PII1 et SS4, I'amidon-
synthase principalement impliquée dans l'initiation, est mise en évidence par un test
d’interaction double hybride (hybrigenic) et par complémentation bimoléculaire de
fluorescence (BiFC) sur feuilles de tabac. L’'implication de PII1 dans le contréle du
nombre et de la taille des grains d’amidon a été clairement établie dans la premiere

partie des résultats de ce manuscrit.

PII1 a été trouvée par co-immunoprécipitation au coté de SS4 et d’autres protéines
impliquées dans l'initiation de la synthese d’amidon (Seung et al., 2018). Parmi celles-ci,
on peut citer les protéines d’adressage au grain d’amidon PTST2 et PTST3, possédant un
domaine de liaison aux carbohydrates. PII1 (également appelée MRC) et MFP1 y sont
également retrouvées. Ces deux protéines se distinguent des enzymes habituellement
retrouvées dans le métabolisme de lI'amidon. En effet, elles ne possédent ni site
catalytique ni CBM, et sont principalement formées de faisceau d’hélices qui suggerent
davantage un role structural/mécanique dans le processus d’initiation de la synthese
d’amidon. MFP1 controle la localisation de PTST2 mais un role semblable pour PII1 n’a
pas été montré. En effet elle n’est ni responsable de la localisation de SS4 ni de celle de
PTST2, cependant il est possible qu’elle serve a la sous-localisation d’un autre facteur
protéique. La recherche de partenaire protéique de SS4 a permis de mettre en évidence
un « complexe d’initiation » dont les différents membres déterminent la morphologie et

le nombre de grains d’amidon synthétisés dans les chloroplastes.

Une recherche de nouveaux facteurs protéiques impliqués dans ce processus
d’initiation de la synthese d’amidon, par criblage double hybride ou par co-
immunoprécipitation en utilisant la protéine PII1 comme cible, pourrait nous permettre
de comprendre plus spécifiquement le role de PII1. Elle pourrait également mettre en

évidence son implication dans une seconde voie métabolique comme la division
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chloroplastique. Cette possibilité permettrait de faire le lien entre le contréle du nombre

de grain d’amidon et la division des chloroplastes (Crumpton-Taylor et al., 2013).

La transcription des geénes codants pour les protéines PTST2 et 3 a été vérifiée dans
le mutant piil, du fait de la ressemblance phénotypique de ces lignées mutantes (Seung
et al,, 2017). Les résultats de RT-PCR montrent que I'absence de PII1 n’a pas d’'impact
sur la transcription de PTST2 et 3. LARNm de SS4 est également présent dans les
lignées piil-1 et piil-2. On peut conclure de ces résultats que la protéine PII1 n’est pas
un régulateur de I'expression de PTST2/3 ni de SS4. Bien qu’'une fonction de PII1 dans le
processus d’initiation ait été démontrée, la fonction précise de cette protéine n’est pour

I'instant pas clairement définie.

L’étude des lignées doubles mutantes ss3piil et ss4piil nous a permis d’obtenir des
indices supplémentaires quant au réle de PII1 dans le processus d’initiation de la

synthese d’amidon :
e Lien métabolique entre SS3 et PII1

L’amidon-synthase soluble de type 3 (SS3) est décrite comme étant principalement
responsable de la synthése de 'amidon en absence de SS4. Or l'analyse de mutant
ss3piil nous permet d’affirmer que SS3 n’est pas responsable de la synthése de I'unique

grain d’amidon par chloroplaste présent dans la lignée piil.

Par ailleurs, le mutant ss3piil présente une répartition homogéne de son amidon
dans '’ensemble de la plante. Une suraccumulation d’amylose davantage marquée que
celle décrite dans la lignée simple mutante ss3 est observée. Cette suraccumulation,
combinée a la taille des grains qui augmente due a la mutation piil, peut étre
responsable de la forme des grains d’amidon observée dans la lignée double mutant
ss3piil. Ces travaux peuvent étre approfondis notamment par la caractérisation de

I'activité de la GBSS en absence de SS3 et PII1.
e Lien métabolique entre SS4 et PII1

L’'implication de SS4 dans le processus d'initiation de la synthese des grains
d’amidon est double. De récentes études ont permis de montrer que I’expression de la
partie catalytique de SS4 (Cter) ou de son homologue GS d’agrobactéries, dans la lignée

mutante ss4, permet d’augmenter le nombre de grains synthétisé par chloroplaste mais
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ne restaure pas la forme aplatie du type sauvage (Crumpton-Taylor al., 2013 ; Lu et al,,
2018). Seul I'ajout de la partie Nter a la partie catalytique de SS4, permet la synthése de
grains de morphologie aplatis. Cependant, sans la fonction catalytique, I'expression dans
la lignée ss4 de la partie Nter de SS4 seule n’a pas d'impact sur le phénotype ss4. La
localisation de la partie Cter de SS4 est diffuse dans les chloroplastes tandis que la partie
Nter est sous localisée dans les chloroplastes sous forme de « spots » (Lu et al.,, 2018). Un
lien entre la localisation de SS4 et le controle de la forme des grains d’amidon est ainsi

proposé.

Dans la lignée mutante piil on sait que SS4 est toujours sous localisée dans les
chloroplastes sous forme de «spots» et que le grain d’amidon synthétisé par
chloroplaste est plat. On sait également que linitiation de l'amidon dans piil est
probablement due a SS4 puisque SS3 n’est pas responsable de la synthese du grain

restant chez piil.

Aussi SS4 semble étre fonctionnelle dans la lignée dépourvue de la protéine PII1. La
partie catalytique de SS4 est cependant capable d’amorcer la synthése d’'un unique grain

d’amidon dans I'’ensemble des plastes de la plante.

Le facteur protéique PII1 a un champ d’action plus spécifique que 'amidon-synthase
de type 4. En effet, il est impliqué dans le contréle du nombre de grain d’amidon par
chloroplastes et de leur taille. Cependant l'absence de PII1 ne compromet pas la
synthese d’amidon qui est réparti de facon homogene dans '’ensemble des feuilles et des
coiffes racinaires. Plusieurs caractéristiques dues a la mutation ss4 telles que le
phénotype nain, la suraccumulation d’ADP-Glc, la répartition hétérogene de I'amidon
dans l'ensemble de la plante, ne sont pas retrouvées dans le mutant piil qui en ces

points se comporte comme la lignée sauvage de référence.

Ainsi, PII1 semble agir spécifiquement sur la capacité de SS4 a controler le nombre
d’événement d’initiation de lI'amidon. On peut émettre I'hypothese que le facteur
protéique PII1 modifie la stabilité d’'un complexe protéique incluant PII1, SS4 et d’autre
facteurs protéiques impliqués dans ce processus ; ou qu’il modifie la conformation de
I'amidon-synthase. La production de PII1 recombinante a été entreprise pendant ma
theése. L’obtention d’information sur la structure de PII1 pourra peut-étre nous donner

une indication sur sa fonction.
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L’hypothése formulée quant au réle de PII1, ayant une action ciblée sur la partie
catalytique de SS4 sans pour autant la rendre inactive, est renforcée par la
caractérisation de la lignée double mutant ss4piil puisque le phénotype amidon de la

lignée double mutante est semblable au phénotype ss4.

2. Transposition a un nouveau modele végétal

Le mutant piil présente un intérét industriel. En effet, la plante possede un
rendement équivalent a une lignée sauvage et une taille de grain d’'amidon modifiée. Une
des thématiques de I'équipe est de créer des lignées mutantes de pomme de terre pour
transposer les différents résultats obtenus chez A. thaliana vers une plante d’intérét

agronomique. Etudier une lignée mutante piil de pomme de terre permettrait de :

- Savoir si le phénotype piil observé chez A. thaliana est transposable chez la
pomme de terre (feuille et tubercule).

- Définir le role de piil chez un second modeéle végétal.

- Evaluer le role de PII1 dans la synthese d’amidon de réserve

- Générer une nouvelle variété de pomme de terre avec des grains d’amidon de
taille modifié (méthode de Tilling), ouvrant la voie a de nouvelles applications

industrielles.
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Annexe 1: Liste les amorces utilisées pour sélectionner les lignées mutantes et

pour les RT-PCR : définies sur http://primer3.ut.ee/

Allele
Protéine Amorce a Amorce b
Amplifié
WT PII1-Forl: TCTTCCTTGGATTTGTTCTCGT PII1-Rev1 : CAAGCACGCCAAGGTTTGAA
piil-1 Lbal: TGGTTCACGTAGTGGGCCATCG PII1-Rev1: CAAGCACGCCAAGGTTTGAA
i WT PII1-For2: TCCAGGGAGCAAATGGAAGA PII1-Rev2: GGCCTCAATGCTCATGTCAG
piil-2 PII1-For2: TCCAGGGAGCAAATGGAAGA TAGS5: CTACAAATTGCCTTTTCTTATCGAC
WT SS4-Forl: GTTGTTCAATACCTTCAAATTCCC SS4-Rev1: CATTGTAACAACCGTGTCCCC
ss4-1 SS4-Forl: GTTGTTCAATACCTTCAAATTCCC GABI1: CCCATTTGGACGTGAATGTAGACAC
4 WT SS4-For2: TGTCGATTTCTGTGTTGGGGTTTG SS4-Rev2: AATCTGCTCGCCTTCACTTTTG
554-2 SS4-For2: TGTCGATTTCTGTGTTGGGGTTTG TAGS5: CTACAAATTGCCTTTTCTTATCGAC
WT SA 325 CATCACATCCTCTCCTTTCCTG SA 350 TCTTGCTCCATCACCGTCTT
ss3-1 SA 325 CATCACATCCTCTCCTTTCCTG Lbal: TGGTTCACGTAGTGGGCCATCG
3 WT SS3 FOR1 GTTCCTTTATTTGCTGTCGGTATT SS3 REV1 CTTGAGCTTGTGCCCTTTCTTTAT
553-2 TAG5: CTACAAATTGCCTTTTCTTATCGAC $S3 REV1 CTTGAGCTTGTGCCCTTTCTTTAT
wT Pho1-Forl-Wisc GGAGTAACACCAAGGCGATG Pho1 Rev2 TACTCTGAAACAATTGTGCGAACT
Phs1-1 Phol-Forl-Wisc GGAGTAACACCAAGGCGATG Wisc-LB2 CCAGTACTAAAATCCAGATCCCC
et wT Pho1 Forl TTAGATTTGCTTCGTGCTTTACCC Pho1 Rev2 TACTCTGAAACAATTGTGCGAACT
Phs1-2 Pho1 Forl TTAGATTTGCTTCGTGCTTTACCC TAG5: CTACAAATTGCCTTTTCTTATCGAC
PTST2 WT PTST2-for: GCAGTAGAGGCTCAGGTGAA PTST2-rev: CAACCGTCAAATGAACCCGT
PTST3 WT PTST3-for: GGAGACAGTCTTGGAGGTCC PTST3-rev: GTTATCCATTGCCCGTCCAC
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Annexe 2 : Carte du vecteur utilisé pour I'’expression de PII1-GFP et SS4-GFP

RB pUBQ10
. attR1
L

\ CmR

‘ ccdB
attR2

A
A UBC-GFP-DEST
P b GFP
5350P / T358
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pBR322 -— LB
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Annexe 3 : Vecteurs utilisé pour la BiFC

pBIFP-4
m =

ATG

pBIFP-1 _
2358 2 Gateway

(Azimzadeh et al., 2008).
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Annexe 4 : Séquence de PII1 avec les 27 acides aminés de peptide d’adressage au
chloroplaste prédit par ChloroP (en vert).

MGFSQAIRLNLASFSSPSPCDYCLTRVVNHKQKSLVAFPSITRRKRHLLLSVQSVLHNTRPNIND
NGSAESANVLFDKLFARTHRLERQTNQHSVYPDDDDLPYSNLGVLESDLEAALVALLKREEDL
HDAERKLLSDKNKLNRAKEELEKREKTISEASLKHESLQEELKRANVELASQAREIEELKHKLR
ERDEERAALQSSLTLKEEELEKMRQEIANRSKEVSMAISEFESKSQLLSKANEVVKRQEGEIYAL
QRALEEKEEELEISKATKKLEQEKLRETEANLKKQTEEWLIAQDEVNKLKEETVKRLGEANET
MEDFMKVKKLLTDVRFELISSREALVFSREQMEEKELLLEKQLEELEEQRKSVLSYMQSLRDA
HTEVESERVKLRVVEAKNFALEREISVQKELLEDLREELQKEKPLLELAMHDISVIQDELYKKA
NAFQVSQNLLQEKESSLVEAKLEIQHLKSEQASLELLLQEKDEELAEARNKLGEVNQEVTELKA
LMISREDQLMEATEMLKEKDVHLHRIEGELGSSKLKVTEAEMVVERIAELTNRLLMSTTNGQN
QNAMRINNEISIDSMQQPLEKPHDDYGMENKRLVMELSFTRENLRMKEMEVLAVQRALTFK
DEEINVVMGRLEAKEQELKKLKEETINDSEDLKVLYALAQERVGEKTMGDLAIEMLQLEAANL
EVEAATSALQKLAKMSTELLTQADMSIEADTTHTVMPERGYSEGSNECLGEVKTEVVRLWSLT
EKLLENAGIVAGTSTCMEGVIL
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e The initiation of starch granule formation is still poorly understood. However, the soluble
starch synthase 4 (SS4) appears to be a major component of this process since it is required to
synthesize the correct number of starch granules in the chloroplasts of Arabidopsis thaliana
plants.

e A yeast two-hybrid screen allowed the identification of several putative SS4 interacting
partners. We identified the product of At4g32790 locus as a chloroplast-targeted PROTEIN
INVOLVED IN STARCH INITIATION (named PII1).

¢ Arabidopsis mutants devoid of PIl1 display an alteration of the starch initiation process and
accumulate, on average, one starch granule per plastid instead of the five to seven granules
found in plastids of wild-type plants. These granules are larger than in wild-type, and they
remain flat and lenticular. pii7 mutants display wild-type growth rates and accumulate stan-
dard starch amounts. Moreover, starch characteristics, such as amylopectin chain length distri-
bution, remain unchanged.

e Our results reveal the involvement of PII1 in the starch priming process in Arabidopsis

New Phytologist (2018)
doi: 10.1111/nph.15356

Key words: Arabidopsis, PIl1, SS4, starch,
starch granule size, starch initiation, starch
priming.

leaves through interaction with SS4.

Introduction

Starch is the main storage polysaccharide produced by plants. It
accumulates as water-insoluble semi-crystalline granules in the
chloroplast of photosynthetic organ cells or in the amyloplasts of
storage organ cells (potato tubers, endosperm of cereal seeds).
Starch is a mix of two structurally distinct o-glucan polymers,
amylose and amylopectin, in which glucose residues are linked in
0(1—4) and branched in a(1 —»6). Amylopectin, the major frac-
tion of starch, is moderately branched, containing up to 6% of o
(1-6) linkages, whereas the frequency of branching of amylose
is much below 1% (Hizukuri ezal, 1981; Manners, 1989;
Buléon et al., 1998).

Starch synthesis is a complex process that implies tens of pro-
teins, enzymatically active or not, and each step is catalyzed by
several genetically independent isoforms (D’Hulst ez al, 2015).
For instance, up to five starch-synthases catalyze the elongation
of the a-glucan polymers by transferring the glucose residue from
adenosine diphosphate (ADP)-glucose to the nonreducing end of
the molecules (Abel eral, 1996; Edwards ezal, 1999; Delvallé
etal., 2005; Zhang ez al., 2005, 2008; Crofts et al., 2017). The
formation of the branch points and the control of their distribu-
tion in amylopectin is monitored by up to three branching
enzymes that create o(1—6) bonds (Schwall ez al, 2000; Blauth
etal., 2001; Tanaka eral., 2004; Yao etal., 2004; Dumez ez al.,
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2006; Nakamura ez al., 2010; Regina ez al., 2010; Tetlow, 2012)
and by debranching enzymes (isoamylases and pullulanase) that
hydrolyze some of them (Mouille ez al., 1996; Myers et al., 2000;
Delatte ezal., 2005; Wattebled ezal, 2005, 2008; Streb ezal.,
2008; Ferreira eral., 2017). This process induces the formation
of a cluster-like structure of amylopectin responsible for its speci-
fic physicochemical properties (Pfister & Zeeman, 2016).

A major current challenge is to understand how the activity of
these enzymes is controlled to generate new starch granules. It is
now well established that enzymes such as branching enzymes
and starch synthases are engaged in hetero-multimeric complexes
(Tedow eral, 2004, 2008; Hennen-Bierwagen eral, 2008,
2009; Ahmed et al., 2015; Crofts et al., 2015). However, the reg-
ulation of the formation of these complexes remains to be eluci-
dated, even if it is strongly suspected that the protein
phosphorylation state is a key factor controlling protein—protein
interaction (Liu et al, 2009, 2012; Makhmoudova etal, 2014;
Subasinghe ezal, 2014). Moreover, an increasing number of
noncatalytic proteins have been described as being involved in
starch metabolism, with functions that are essential for correct
starch synthesis or degradation (Seung eral., 2015, 2017; Feike
etal.,2016).

One step of starch synthesis that remains poorly understood is
the initiation of granule formation. This process is of prime
importance, since it defines, 77 fine, the number, the size, and the
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morphology of the starch granules. Arabidopsis accumulates on
average five to seven starch granules per plastid in mature leaves.
This number is rather constant, implying a finely tuned regula-
tion in planta, and depends on the chloroplast volume (Crump-
ton-Taylor eral., 2012, 2013). It has been shown that starch
synthase 4 (SS4) is a major factor affecting the priming of starch
synthesis. Arabidopsis ss4 mutants accumulate one (sometimes
none, rarely two) starch granule(s) per chloroplast (Rolddn ezal.,
2007). Interestingly, this reduction in the number of starch gran-
ules per plastid is accompanied by a modification of their shape.
Wild-type (WT) granules are generally flat and lenticular, with a
diameter of 1-2 pm. Starch granules in the ss4 mutant are larger
(3—5 pum) and spheroidal (Rolddn ez al., 2007). The synthesis of
the unique granule in the ss4 mutant depends on the presence of
another starch synthase: SS§3. Indeed, starch synthesis collapses in
the 53 ss4 double mutant (Szydlowski ez /., 2009) and the syn-
thesis of one starch granule observed in a few chloroplasts is prob-
ably due to stochastic initiation events (Crumpton-Taylor ezal.,
2013).

S84 is a protein composed of two distinct domains. The
C-terminal moiety of the protein corresponds to the glycosyl-
tranferase 5 (GT5) domain of the CAZy classification that is
shared by all starch synthases (Coutinho eral, 2003). The
N-terminal half of the protein is specific to S§4 and is essentially
composed of coiled-coil motifs (Leterrier etal, 2008; Gamez-
Arjona et al., 2014). These two domains have specific functions
in granule formation. While the C-terminal part of the protein
determines the number of initiation events, the N-terminal moi-
ety is involved in protein localization and controls granule shape
(Lu eral., 2018). Indeed, SS4 is not evenly distributed within the
chloroplast but is associated with plastoglobules, where it has
been described as interacting with fibrillins I (Gdmez-Arjona
etal., 2014; Raynaud eral., 2016). It was also reported that SS4
interacts with itself and with PTST2, a noncatalytic protein that,
together with PTST3, was proposed to deliver a substrate allow-
ing S84 to initiate starch granule formation (Seung ez al., 2017).

In this article, we report on the identification of a new protein
that physically interacts with SS4 and is involved in starch prim-
ing. This protein was named PII1 for ‘Protein Involved in starch
Initiation’ (Ar4¢g32190). Mutants lacking PII1 have a smaller
number, however larger, starch granules compared with the WT.
The observed phenotype is not a strict phenocopy of that of the
ss4 mutant, because plant growth and starch granule morphology
are unaltered in the p7#7] mutant compared with the WT. Our
results indicate that PII1 interacts with SS4 and is required for
proper starch priming. The significance of the interaction
between PII1 and SS4 in the regulation of the initiation event is
discussed.

Materials and Methods

Plant material and growth conditions

The ULTImate Y2H™ was carried out by Hybrigenics-services
(Paris, France) using SS4 as bait (amino acids 43—1040) against a
library prepared from 1-wk-old seedlings. Among 125 million
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interactions tested, 369, corresponding to 80 different proteins,
were positive. Using the CHLOROP algorithm prediction
(Emanuelsson ez al., 1999), we were able to select proteins with
predicted chloroplast-targeting peptides. We ended-up with six
candidates, among which PII1 (A424¢32190) was selected (Sup-
porting Information Table S1). Hybrigenics-services provides
interaction results associated with a predicted biological score
(PBS). This score indicates the interaction reliability and is
divided into six different classes (A—F): A, very high confidence
in the interaction; B, high confidence in the interaction; C, good
confidence of interaction; D, moderate confidence of interaction;
E, interaction involving highly connected prey domains (this class
is subjected to nonspecific interactions); and F, experimentally
proven artifacts.

Arabidopsis thaliana lines were obtained from NASC (Not-
tingham Arabidopsis Stock Centre; http://Arabidopsis.info;
Alonso etal., 2003) or from the collection generated at URGV
(INRA of Versailles; Samson ez al., 2002). Wassilewskija (Ws)
and Columbia (Col-0) lines were used as WT references. The
transfer DNA (T-DNA) insertion lines used are piil-1
(SALK_122445), piil-2 (FLAG_137A02), ss4-1
(GABI_290D11), and ss4-2 (FLAG_559H08). Both piil-1 and
ss4-1 are in Columbia genetic background, whereas p77/-2 and
ss4-2 were generated in Ws genetic background. The 554 alleles
were already described in Rolddn eral (2007). The oligonu-
cleotides used for selection and reverse transcription (RT)-PCR
experiments are described in Table S2. Following homozygous
plant selection, self-pollination was applied to obtain sufficient
seeds for experimentation.

Depending on experiments, plants were grown either in a
glasshouse (16 h:8h, light: dark photoperiod at 23°C during
the day and 20°C during the night, 150 pmol photon m™*s™")
or in a growth chamber (16h:8h, light: dark photoperiod at
23°C during the day and 20°C during the night, 120 pmol pho-
tonm *s~'). Seeds were incubated at 4°C in 0.1% Phytagel™
solution (w/v) for 3 d before being sown on peat-based compost.

The selection of homozygous mutant lines was performed by
PCR amplification on genomic DNA according to standard pro-
cedures described in Wattebled ez 4/ (2008). RNA was extracted
from leaves harvested at the middle of the light phase using a
Nucleospin RNA plant kit from Macherey—Nagel following the
manufacturer’s instructions. A 500 ng sample of RNA was used
to complete RT-PCR amplification using the One-Step RT-PCR
kit from Qiagen. To ensure that RNA extraction was correctly
performed and devoid of DNA, we amplified, as a negative con-
trol, template without the step of retro transcription. Detailed
primer sequences are listed in Table S2.

The analysis of starch accumulation in roots was performed on
plants grown under hydroponic conditions. The seeds were steril-
ized in 75% ethanol and stratified at 4°C for 3 d. Seeds were then
deposited on the Seedholder (Araponics®) completed with
Murashige and Skoog medium and 0.8% plant agar (Duchefa
Biochemie, Haarlem, the Netherlands). Roots develop in a cul-
ture solution (1.1 mM magnesium sulfate, 2mM potassium
nitrate, 805 UM calcium nitrate, 695 UM monopotassium phos-
phate, 60 uM dipotassium phosphate, 20 uM iron(II) sulfate,
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20 uM disodium EDTA, 9.25 um boric acid, 3.6 pM manganese
chloride, 74 nM ammonium heptamolybdate, 3 UM zinc sulfate,
785 nM copper sulfate), and pH is adjusted to 5.8. After 2 wk of
growth, plant roots were collected and stained with iodine. Roots
were observed under a phase-contrast microscope (x20 Plan
fluor, NA = 0.45, objective) and subsequently photographed.

Protoplasts preparation and transformation

SS4 and PII1 complementary DNAs (cDNAs) were cloned in a
Gateway entry vector following the manufacturer’s instructions
(pENTR™ directional TOPO® cloning kit, Invitrogen). Using
LR clonase (Gateway”™ LR clonase™ II enzyme mix, Invitrogen),
cDNAs were transferred in the destination vector pUBC-GFP-
Dest allowing expression of the protein fused to green fluorescent
protein (GFP; Grefen ez al., 2010).

Arabidopsis protoplasts were isolated from 2-wk-old plants
grown on Murashige and Skoog agar (1.2%) medium. Leaves
were cut in 15 ml of 500 mM mannitol. After mannitol removal,
preparations were incubated without shaking overnight in dark-
ness at room temperature in enzyme solution (400 mM manni-
tol, 5mM MES, 1M calcium chloride, 1% (w/v) cellulase
Onozuka R10, 0.25% (w/v) Macerozyme R10 at pH 5.6). Proto-
plasts were filtered through two layers of Miracloth (Calbiochem,
EMD Biosciences, La Jolla, CA), centrifuged during 5 min at
50 g in a swing-out rotor at room temperature. Protoplasts were
resuspended in 5 ml of W5 solution (154 mM sodium chloride,
125 mM calcium chloride, 5 mM potassium chloride, 5 mM glu-
cose, 1.5 mM MES, pH 5.6). A 2.5 ml sample of protoplasts was
deposited on 6 ml 21% sucrose solution and centrifuged 10 min
at 50 g The intact protoplasts that accumulated on the sucrose
surface were resuspended in 0.3 ml of MaMg solution (0.4 M
mannitol, 15 mM MgCl,, 5 mM MES, pH 5.6). Transformation
was performed using 50 pig of plasmid DNA and 50 pg salmon
sperm DNA used as sheared carrier DNA. Transfection buffer,
325 pl, was immediately added (40% (w/v) polyethylene glycol
4000, 0.4 M mannitol, 0.1 M calcium nitrate, pH 7-8). Proto-
plasts were incubated for 30 min in darkness, washed in 10 ml of
W5 solution, centrifuged 5 min at 50 gat room temperature, and
resuspended in 2 ml of W5 solution. Protoplasts were observed,
48-72 h after transformation, under a video microscope (Leica
AF6000LX) with a Plan Apo x 100 oil (NA = 1.4) objective. We
have observed protein expression with A, =484-500 nm and
Aem = 514554 nm (green channel), and protoplasts autofluores-
cence with A, =564-586nm and A.,=602-662nm (red

channel).

Determination of starch granule number per chloroplast

One leaf of 2-wk-old plants grown under 16 h: 8 h, light: dark
photoperiod in a growth chamber was harvested at the end of the
light phase and placed under vacuum in 1 ml fixating solution
(4% (wlv) paraformaldehyde, 4% (w/v) sucrose, 1x phosphate-
buffered saline at pH 7.3). The leaf was then deposited between a
microscope slide and coverslip. Samples were observed under an
Al Nikon confocal microscope (Nikon Instruments Europe BV,
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Amsterdam, Netherlands) with a Plan Apo x60 oil (NA=1.4)
objective. Autofluorescence was acquired with A., =488 nm and
Jem=500-550 nm (green channel), and with A, =561 nm and
Aem =570-620 nm (purple channel).

Polysaccharide extraction and purification

After 3wk of culture in a growth chamber, Arabidopsis leaves
were harvested at the end of the day or at the end of the night.
Samples were immediately frozen in liquid nitrogen and stored at
—80°C until use. Depending on the subsequent analysis, two
different extraction methods were performed.

For polysaccharide quantification we used a perchloric acid
method (adapted from Delatte ez al., 2005): ¢. 0.3 g of leaves was
homogenized with a Polytron blender in 5 ml of 1 M perchloric
acid. The crude lysate was centrifuged at 4500 g for 10 min at
4°C to separate the pellet, which contains starch, and the super-
natant containing the glucose and water-soluble polysaccharides.
The pellet was rinsed three times with sterile deionized water and
resuspended in 1 ml water before quantification.

To determine starch granule size, polysaccharides chain length
distribution (CLD) profile, and to perform scanning electron
microscopy, starch was extracted as follows. Approximately 5 g of
fresh material was homogenized using a Polytron blender in
30ml of the following buffer: 100 mM 3-(N-morpholino)
propanesulfonic acid, pH 7.2; 5mM EDTA; 10% (v/v) ethylene
glycol. The homogenate was filtered through two layers of Mira-
cloth (Calbiochem, EMD Biosciences, La Jolla, CA) and cen-
trifuged for 15min at 4°C and 4000g The pellet was
resuspended in 2 ml Percoll 90% (v/v) and centrifuged for 40 min
at 4°C and 10 000 g. The starch pellet was washed with sterile dis-
tilled water (10 min at 4°C and 10 000 g) and one time with 80%
ethanol. Starch was finally stored at 4°C in 20% ethanol.

Granule size distribution and scanning electron microscopy

Purified starch granules were dispersed in 20 ml of IsoFlow
Sheath (Beckman Coulter) and analyzed in a Multisizer 4 Coulter
counter (Beckman Coulter Life Science, Indianapolis, IN, USA)
with a 20 pm aperture tube. The MULTISIZER software was set to
determine the size of 30 000 particles ranging from 1 to 6 pm.
Three hundred bins are logarithmically spaced between 1 and
6 pm (x-axis) and the size frequency distribution was expressed as
a relative percentage of total amount (y-axis).

For scanning electron microscopy observation, drops of dilute
aqueous suspensions of purified starch granules were deposited
on a piece of glow-discharged copper tape and allowed to dry.
The specimens were coated with gold—palladium, and secondary
electron images were recorded with an FEI Quanta 250 scanning
electron microscope equipped with a field emission gun and
operating at 2 kV.

Starch content and ultrastructure
Leaves of 3-wk-old plants were collected at the end of the day or

at the end of the night and immediately frozen. Starch was
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extracted from 0.3 to 0.5g of leaves by the perchloric acid
method described earlier. Starch content was determined by a
spectrophotometric method following the manufacturer’s
instructions (Enzytec™; R-Biopharm AG, Darmstadt, Germany).
For each genotype, three independent cultures were performed.
For each culture, three different samples were collected (each
sample contains leaves from three plants).

Therefore, for each genotype, a mean and a standard error
were calculated from nine different values (eight values for Col-
0). A two-tailed #test was applied to compare mutant lines with
their respective WT.

The polysaccharide CLD profile was determined on purified
starch granules as described in Boyer ez al. (2016). A 1 mg sample
of purified starch was debranched with a mix of 4 U isoamylase
(Pseudomonas sp., megazyme) and 2 U pullulanase (Klebsiella
planticora, megazyme) in sodium acetate buffer (55 mM, pH 3.5)
for 12h at 42°C. After desalting (Grace™ Alltech™ Extract-
Clean™ Carbograph columns) and lyophilization, samples were
suspended in 300 pl of deionized water. CLD was determined by
high-performance anion-exchange chromatography with pulsed
amperometric detection analysis (Dionex™ ICS-300 — PA200
CarboPac column 250 mm x 3 mm, Thermo Fisher, Sunnyvale,

CA, USA) as fully described in Roussel ez a/. (2013).

Additional material and methods

Methods S1 describes the methods used for bimolecular fluores-
cence complementation (BiFC) and ADP-glucose measurement.

Results

Selection of pii7 lines

SS4 is a major protein involved in starch inidation. To identify
other members of the starch-priming complex, proteins that
potentially interact with SS4 were identified by a yeast two-hybrid
screen. An ULTImate Y2H™ was carried out by Hybrigenics-
services (Paris, France) using SS4 as bait (amino acids 43—1040)
against a library prepared from 1-wk-old seedlings. Among 125
million interactions tested, 369, corresponding to 80 different
proteins, were positive. During this screen, SS4 was identified in
the prey proteins, confirming that it is able to interact with itself
and validating the approach. Using CHLOROP algorithm predic-
tion (Emanuelsson ezal., 1999) on SS4-interacting candidates, we
have selected proteins with predicted chloroplast-targeting pep-
tides. Among six SS4-interacting selected candidates having a pre-
dicted chloroplast-targeting peptide (Table S1), we have identified
the PII1 protein (A#4¢32190). For each interaction identified dur-
ing the screen a PBS was given. This score indicates the reliability
of the identified interaction and ranges from A (very high confi-
dence of the interaction) to F (experimentally proven artifacts).
The protein encoded by the gene Ar4g32190 displayed a PBS of
‘C corresponding to a ‘good confidence of interaction’. Indeed,
SS4 used as bait was found to interact with five yeast clones
expressing different fragments of the prey protein. An in vivo
interaction between SS4 and PII1 was also observed by BiFC
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experiments. Tobacco plants were transformed to allow the tran-
sient coexpression of SS4 and PII1. Each protein was fused to a
moiety of yellow fluorescent protein. The fluorescence corre-
sponding to yellow fluorescent protein reconstitution reveals the
proximity of S84 and PII1 in tobacco chloroplasts (Fig. S1).

To determine the biological significance of the potential inter-
action between this protein and SS4, we have engaged a pheno-
typic analysis of lines impaired in the corresponding gene. Two
Arabidopsis lines with T-DNA insertion within Ar4¢g32190 gene
were obtained from the NASC resource center. Lines N679037
and 137A02 were in Col-0 and Ws genetic backgrounds respec-
tively. After selection of homozygous lines, we have evaluated
Ar4g32190 messenger RNA integrity by RT-PCR (Fig. 1). In
both cases the RNA integrity is compromised by the T-DNA
insertion. In line N679037, the insertion is located within the 5’
untranslated region (three nucleotides before the ATG codon),
whereas in line 137A02 the T-DNA is inserted in the second
exon. The two mutant alleles were named pii/-1 (Col-0 back-
ground) and piil-2 (Ws background) respectively.

Even if PII1 is annotated as a ‘myosin heavy chain-related pro-
tein’ in databases, no function has been reported for this protein.
Analysis performed using the MARCOIL server (Delorenzi &
Speed, 2002; Zimmermann ezal., 2017) indicates that PII1 is
composed of several coiled-coil domains. Considering only the
amino acids that have a probability above 50% to be involved in
a coiled-coil motif, four distinct domains are identified (regions
106-331, 340426, 448-529 and 629-723). Altogether, these
motifs represent >60% of the protein sequence. The coiled-coil
motifs are known to favor protein—protein interaction (Adamson
etal., 1993), and interestingly, it has already been reported that
S84 also contains such motifs (Leterrier ez al., 2008). The expres-
sion of PII1 in the different plant tissues was followed using the
Arabidopsis eFP browser (http://bar.utoronto.ca/efp_arabidop
sis/cgi-bin/efpWeb.cgi; Winter etal, 2007). The gene is
expressed at high level in all photosynthetic tissues (Schmid ez al.,
2005), and preferentially at the transition between dark to light,
when starch synthesis is initiated (Smith ezal, 2004; Blasing
etal., 2005). The expression of PII1 in roots is very low whatever
the cell type, the highest value being recorded for columella cells
(Brady et al., 2007).

The Phytozome server allowed the identification of Arabidop-
sis PII1 homologs in other dicots, such as Solanum tuberosum
(XP_006344374), and in monocots (e.g. Brachypodium
distachyon XP_010233922; Oryza sativa: XP_015627751; Zea
mays: XP_008679905). Homologs can also be found in lycopodi-
ophytes (Selaginella moellendorflii: XP_002983651), but no pro-
tein similar to PII1 was identified in bryophytes (Physcomitrella
patens) or green algae, such as Chlamydomonas reinbardtii or
Ostreococcus lucimarinus. Interestingly, no clear homologs of SS4
can be found in these green algae, indicating that a coevolution
of PII1 and SS4 may have occurred.

Intracellular localization of the PII1 protein

At4g32190 encodes a protein of 783 amino acids. Use of

CHLOROP  software (Emanuelsson eral, 1999) predicts a
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Fig. 1 Selection of Arabidopsis pii7 mutants. (a) Structure of the At4g32790 locus encoding PROTEIN INVOLVED IN STARCH INITIATION (P111).
Untranslated regions are indicated by gray boxes, whereas introns and exons are depicted as black lines and black boxes respectively. Transfer DNA
(T-DNA) insertions corresponding to pii1-1 and pii1-2 alleles are indicated by triangles. Primer positions used for selection is indicated by arrows (not in
scale). (b) Left panel: the selection of the pii7-7 homozygote mutant. Genomic DNA (gDNA) from one mutant plant (lanes 1 and 3) and one wild-type
control (lanes 2 and 4) was used. Amplification products of wild-type allele (using primers ‘a’ and ‘'b’) are in lanes 1 and 2. Amplification products of mutant
allele (using T-DNA primer and primer ‘b’) are in lanes 3 and 4. Right panel: the selection of the pii7-2 homozygote mutant. gDNA from one mutant plant
(lanes 1 and 3) and one wild-type control (lanes 2 and 4) was used. Amplification products of wild-type allele (using primers ‘c’ and 'd") are in lanes 1 and
2. Amplification products of mutant allele (using T-DNA primer and primer ‘c’) are in lanes 3 and 4. (c) Left panel: reverse transcription (RT)-PCR
amplification products obtained using primers a and b on total RNA extracted from Col-0 (lane 1) and pii7-7 (lane 2). Right panel: RT-PCR amplification
products obtained using primers ¢ and d on total RNA extracted from Ws (lane 1) and pii7-2 (lane 2). Molecular weight (MW): SmartLadder, Eurogentec.

chloroplast-targeting peptide of 27 amino acids in length.
Even if the size of this predicted targeting peptide is relatively
small, it is not incompatible with the predicted subcellular
localization (Bionda ez al., 2010). Nevertheless, PII1 localiza-
tion was experimentally determined by protoplast transient
transformation. Protoplasts were prepared from Arabidopsis
WT or piil plants and transformed with a construct allowing
the transient expression of PII1 fused in its C-terminus to the
GFP. Images obtained using a fluorescence microscope con-
firm the chloroplastic localization of the protein. Moreover,
fluorescence appears as dots (Fig. 2), a pattern that is similar to
that already reported for SS4 (Raynaud ezal., 2016). Proto-
plasts of the ss4 mutant were also transformed with the PII1-
GFP fused chimeric construct. Again, the PIII-GFP protein
was located within chloroplasts and the same dot-like distribu-
tion pattern of the protein was maintained, indicating that S§4
is not required for proper PII1 localization inside the chloro-
plast.

Moreover, S§4 was reported to be located in specific regions of
the chloroplast. S§4 is preferentially distributed near the thylakoid
membranes (Gdmez-Arjona ezal., 2014). The N-terminal moiety
of S84, containing several coiled-coil domains known to be
involved in protein—protein interactions, is responsible for the
proper location of SS4 (Lu etal, 2018). To determine whether
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PII1 has an impact on S84 subchloroplastic location, we expressed
the SS4-GFP fused protein in the piil mutant. The SS4 distribu-
tion was not modified in the presence or absence of PII1 (Fig. 2).

Starch granule number and morphology are altered in pii1
lines

The starch granule number per chloroplast was determined from
light microscopy observations of Arabidopsis leaf cells. This tech-
nique allows the visualization of starch granules without the need
to produce sections of the leaf tissue. While several granules were
observed in the chloroplasts of WT cells (typically five to seven
granules per chloroplast), most plastids of p7i/ leaf cells contained
only one large starch granule (Fig. S2). This observation was
made whatever the genetic background of pzi/ lines (i.e. Ws or
Col-0) indicating a reduction of starch-granule priming efficiency
in these mutants. The reduction of starch granule number per
chloroplast can be associated with the alteration of starch distri-
bution within leaves, as already reported in ss4 and pzsz2 (Crump-
ton-Taylor etal., 2013; Seung etal., 2017). Rosettes from Ws,
ss4-2, and piil-2 were collected at the end of the day and stained
with iodine solution. Although the alteration of starch distribu-
tion in 554 is clear, the phenotype obtained in piil is very similar
to the WT and the starch distribution seems homogeneous
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throughout rosette leaves. In ss4, young leaves remain unstained
upon iodine staining except at their extremity, where a darker
coloration indicates starch accumulation. To determine whether
the number of starch granules per chloroplast remains homoge-
neous within piil leaves, we observed proximal or distal parts of
young leaves from a different genotype by confocal microscopy.
All chloroplasts from WT lines contain several starch granules
whatever the position of the cell in the leaf. In ss4-2, most chloro-
plasts from the proximal region are devoid of starch, whereas
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Fig. 2 Subcellular localization of PROTEIN
INVOLVED IN STARCH INITIATION (PII1)
and starch synthase 4 (SS4) in Arabidopsis
protoplasts. Protoplasts were prepared from
(a) Col-0, (b) pii1-1, (c) ss4-1 pii1-1, (d) ss4-
2, and (e) ss4-2 pii1-2. In (a—c), protoplasts
were transformed with a construct allowing
the expression of the Pll1—green fluorescent
protein (GFP) fusion protein. In (d, e),
protoplasts were transformed with a
construct allowing the expression of the SS4—
GFP fusion protein. In each row, the first
image corresponds to the GFP signal of the
fusion protein. Chl fluorescence is displayed
in the central panels. The merged images are
displayed on the right. Image acquisition was
performed using a video microscope. Bars,
10 pm.

numerous chloroplasts accumulate one granule in the distal sec-
tion of the leaf. In piil-2, all chloroplasts contain at least one
granule, explaining the homogeneous staining of the leaves when
the iodine solution is applied (Fig. 3). Moreover, the presence of
starch-free chloroplasts in ss4 is associated with a massive accu-
mulation of unused ADP-glucose. The ADP-glucose content was
also estimated in pzil, and no massive accumulation was recorded
in correlation with the absence of starch-free chloroplasts

(Fig. S3).
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The granule size was determined from starch extracted at the
end of the day from the rosette leaves of 3-wk-old plants. The
use of a Coulter counter allows the determination of 30 000
particle size within a few seconds. In our growth conditions
(16 h: 8 h, light: dark photoperiod), WT starch displays a uni-
modal distribution of granule size with a maximum at 1.5 um
and 1.6 pm for Col-0 and Ws ecotypes respectively. As already
reported, starch granules of 554 lines are larger, with a maximum

(a) (b)
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of the Gaussian distribution between 3.4 and 3.5 pm (Fig. 4).
Starch granules extracted from piil lines are also larger than the
WT counterpart. Distributions of granule size remain unimodal
in both mutant lines, with a peak of the Gaussian distribution
at 2.5 pum and 3.3 um in Col-0 and Ws backgrounds respec-
tively (Fig. 4).

The morphology of purified starch granules was also examined
using scanning electron microscopy. The granules extracted from

(c)

Fig. 3 Starch distribution in Arabidopsis leaf and granule number per chloroplast. At 18 d old, plants were collected at the end of the day. Pigments were
removed by hot ethanol, and leaves were stained with iodine solution. Leaves coloration in (a) wild-type (Ws ecotype) and (c) pii1-2 is homogeneous,
whereas it is heterogeneous in (b) ss4-2. One leaf of each genotype (17-d-old plants) was collected at the end of the day, and (d—f) the proximal or (g—i)
the distal part of the leaf was analyzed by confocal microscopy. Isolated leaf cells were prepared from (d, g) Ws, (e, h) ss4-2, and (f, i) pii1-2. Tissues were
fixed in paraformaldehyde before disruption. Pictures were collected using a confocal microscope. Chl fluorescence in purple delimits the chloroplast
volume; starch granules are black. All images are at the same scale. Bars: (a) 1 cm; (g) 10 um.
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WT Arabidopsis leaves were lenticular in shape with a smooth
surface. Several mutations affecting Arabidopsis starch-
metabolizing enzymes were reported to affect starch granule mor-
phology (Szydlowski etal., 2011; Malinova & Fettke, 2017).
This is also the case of the ss4 mutants that accumulate large and
spherical granules with a smooth surface. While similar in size to
granules extracted from ss4 mutants, those purified from piil
remain lenticular but display an indented surface (Fig. 4).

Impact of PIl1 deficiency on plant growth and root
development

ss4 mutants display a growth retardation and a pale green leaf
phenotype. These characteristics were proposed to be caused by
the reduction of initiation events leading to accumulation of
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Fig. 4 Starch granule size and morphology.
Starch granules were extracted and purified
from leaves of 3-wk-old plants harvested at
the end of the day. The plants were grown in
a16h:8h, light: dark photoperiod. (a—d)
Plants of the Col-0 genetic background. (e—
h) Plants of the Ws genetic background. The
starch granule size distribution was
determined by analyzing 30 000 particles
extracted for each genotype. The results are
expressed in relative percentage (y-axis) of
particles of a diameter ranging from 1 to

6 um (x-axis, logarithmic scale). In (a, e),
starch from wild-type, ss4, and pii7 lines are
in blue, red, and green respectively. The
value at the peak of the Gaussian distribution
is indicated in micrometers. (b—d, f-h) Starch
granules were observed using scanning
electron microscopy. (b, f) Wild-type (Col-0
and Ws respectively); (c, g) ss4-7 and ss4-2;
(d, h) pii1-1 and pii1-2. Bar, 10 pm; all
images are at the same scale.

unused ADP-glucose, especially in starch-free chloroplasts (Ragel
eral., 2013). Since piil mutant lines also display a reduction of
initiation events, the growth kinetics of these lines were analyzed
and compared with WT and ss4 lines. Plants were grown in a
glasshouse under 16 h light and 8 h dark cycling conditions for
3 wk. Even if piil plants can appear lighter than their respective
WTs, there is no statistical difference recorded at the end-points
(Fig. 5). Moreover, plant morphologies can be evaluated after 2
or 3 wk of growth in a glasshouse or in a growth chamber (Figs 3,
5) and no obvious differences between piil and WT lines were
observed. A pale green leaf phenotype was noticed only in SS4
deficient lines. All these data indicate that the development of
piil lines is similar to that of the WT plants, whereas the growth
retardation of ss4 lines was confirmed whatever the genetic back-
ground.
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The starch accumulation in roots and root development were
also evaluated in p7i] mutants (Fig. 6). Plants were cultivated
in a growth chamber using a hydroponic systems and the starch
accumulation in the columella of primary and lateral roots was
visualized under a microscope after iodine staining. The alter-
ation of starch synthesis at the apex of ss4 roots was previously
described, and this alteration was associated with a modifica-
tion of root architecture and response to gravity (Crumpton-
Taylor eral, 2013). After iodine staining of 2-wk-old piil
seedlings, the apexes of both primary and lateral roots appear
dark blue, indicating that p77/ mutants accumulate starch gran-
ules in the columella. The intensity of the coloration and num-
ber of stained cells in pii appear to be similar to that observed
in WT roots (Figs 6, S4). Moreover, the architecture of root
development was visualized on agar plates that were placed ver-
tically after seed germination. Again, the piil line behaves like
WT plants and the roots of 2-wk-old seedlings respond cor-
rectly to gravity and no aberrant development was observed

(Fig. 6).

Impact of Pll1 deficiency on starch amount and
ultrastructure

The mutation at the PI7I locus led to the increase of starch
granule size associated with a reduction of granule number. To
determine whether these phenotypes are associated with a modi-
fication of total starch amount, we also assayed the starch con-
tent in these lines and compared data with WT and ss4 lines.
Leaves of 3-wk-old plants, grown in a growth chamber under
16 h: 8 h, light : dark photoperiod, were harvested at the end of
the illuminated or dark periods and the starch content was enzy-
matically assayed. It was similar to the amount already reported
for WT and SS4-deficient lines (Roldan ez al., 2007). The loss
of S§4 led to a slight reduction of starch content at the end of
the day but a higher amount at the end of the night (Fig. 7).
This effect is exacerbated in a Ws background. In p77/ mutants,
no reduction of the starch content was recorded at the end of
the day. Moreover, in a Ws genetic background, the residual
starch accumulated at the end of the night was significantly
higher in p77] or ss4 mutants than in the corresponding WT line
(Fig. 7). To determine whether the higher content of residual
starch at the end of the night in p7i/ lines may result from a
modification of starch turnover, the starch accumulation was
monitored over 24 h in W, ss4-2, and p#71-2. The alteration of
ss4 starch turnover pattern was confirmed with a reduction of
both starch synthesis and degradation rates. However, this is
not the case for the piil line, for which starch synthesis and
degradation rates appear similar to the WT line with a higher
content at the end of the day and at the end of the night. The
increase in starch accumulation at the end of the day was also
detected in the end-point experiment, although the difference
between the WT line and pi77-2 did not appear statistically sig-
nificant (Fig. 7a). No significant accumulation of water-soluble
glucans could be detected at the end of the day or at the end of
the night in p7i! lines compared with their corresponding WTs
(Fig. S5).
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Starch fractionation was carried out by size exclusion chro-
matography on a Sepharose CL-2b matrix. No modification of
the amylose : amylopectin ratio was recorded in piil-1 or piil-2
lines when compared with their respective WTs (Fig. S6). The
starch ultrastructure was also analyzed by determining the CLD
profile of the glucans. The purified starch was enzymatically
debranched and linear glucans were then separated using high-
performance anion-exchange chromatography and detected by
pulsed amperometric detection. The CLD profile determined for
starch extracted from PII1-deficient lines was identical to that of

the corresponding WTs (Fig. 8).

P11 deficiency does not alter other starch-metabolizing
enzymes

The activity levels of several enzymes were estimated by zymo-
gram analysis. All activities tested (starch synthases SS1 and SS3,
branching enzymes, debranching enzymes, phosphorylases)
remained unaffected in the pii] mutant (Fig. S7).

Since the reduction of granules number without alteration of
starch structure observed in the piil line was similar to that
observed in ss4, prst2, or pist3 lines, we verified that these genes
were still correctly expressed in the absence of PII1. Total RNAs
of piil lines were extracted and purified from leaves harvested in
the middle of the day. RT-PCR performed to amplify RNA sig-
nal of S§4, PTST2 and PTST3 gave signals in pii! lines indicat-
ing that these genes are expressed (Supporting information
Fig. §8). In the same manner, the RNAs were extracted and puri-
fied from s54 lines, and RT-PCR revealed that PII1 is expressed
in this mutant (Supporting information Fig. S8).

Discussion

PII1 and SS4 interact in planta

In this study, we describe a new protein involved in starch priming.
PII1 was identified by yeast two-hybrid screen as physically inter-
acting with SS4. The number of positive clones with different PII1
fragments gave a good confidence of the interaction between the
two proteins. This result was reinforced by other observations,
such as subcellular protein localization or BiFC experiments.

The in silico analysis of the PII1 coding sequence predicts the
presence of a small transit peptide allowing the targeting of the
protein to the chloroplast (Table S1). The chloroplastic localiza-
tion of PII1 was confirmed by the expression of the recombinant
PII1-GFP fluorescent chimeric protein. Moreover, this approach
also revealed a dotted distribution of the protein in the plastid
(Fig. 2) similar to what was previously described for SS4 (Ray-
naud ezal., 2016). Although the formation of aggregates of PII1
could not be totally excluded, it is unlikely that such a dotted dis-
tribution of PII1 arises from the overexpression of the protein,
since we have made use of the moderate expression ‘ubiquitin
promoter-10’ for the expression of the transgene (Grefen eral.,
2010). In addition, the transformations were carried out with
protoplasts prepared from cells of the pii] mutant lacking the
endogenous protein, limiting the overaccumulation of the
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Fig.5 The pii1 growth phenotype compared with the ss4 and wild-type Arabidopsis plants. Plants were grown in a glasshouse undera 16 h: 8 h,

light : dark photoperiod. (a, b) The fresh weight (FW) of aboveground organs (grams per plant) is plotted against the number of days after germination.
Black lines, wild-type plants (a, Col-0; b, Ws); red lines, (a) pii1-1, (b) pii1-2; green lines, (a) ss4-17, (b) ss4-2. Each value corresponds to the mean of three
samplings (each sample being composed of several plants). Thin vertical bars represent the plus/minus SE. (c, d) Pictures of 3-wk-old plants grown in the
same conditions as noted earlier. (c) From left to right: Col-0, pii7-1, ss4-1. (d) From left to right: Ws, pii1-2, ss4-2.

Fig. 6 Starch accumulation in Arabidopsis root and root development. Plants were grown for 2 wk under a 16 h: 8 h, light : dark photoperiod. (a—c) Ws.
(d-f) pii1-2. (a, b, d, e) Roots of 2-wk-old plants cultured with hydroponic systems were soaked in lugol, rinsed with water, and observed under
microscope. (a, d) Primary root. (b, e) Lateral root. (c, f) Seeds were sown on agar plates that were maintained vertically after seed germination. Pictures
were taken after 2 wk of growth. Bars: (a, b, d, €) 50 um; (c, f) 1 cm.
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Fig. 7 Starch content in Arabidopsis leaves.
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protein. Finally, the spatial proximity of PII1 and SS4 has also
been confirmed 77 planta by a BiFC approach (Fig. S1).

As a whole, these results (yeast two-hybrid, distribution within
the chloroplast and BiFC) provide good evidence for the direct
physical interaction between SS4 and PII1 in the chloroplast.

Pl11 is required in the determination of starch granule
number in Arabidopsis chloroplast

In this study, we have phenotypically characterized two indepen-
dent mutant alleles of the PII1 gene: the piiZ-1 in the Col-0 back-
ground and piil-2 in the Ws background. T-DNA insertion lies
in the 5" untranslated region, only four nucleotides upstream of
the START codon in piil-1, whereas it is localized in exon 2 in
pii1-2. Although these two lines were confirmed mutant by RT-
PCR (Fig. 1), we cannot exclude that a small amount of active
PII1 is still produced at a low level in the pi7/-1 mutant, whereas
it is completely abolished in piil-2.

Nevertheless, the phenotypes of the two mutants are very simi-
lar. Both lines have less (typically one) but bigger starch granules
per chloroplast. Although the effect is more pronounced in piil-2
(piil-1 is probably not a null allele), starch granules of PII1-
deficient lines are two to three -times larger than WT granules,
and of a size similar to those of the ss4 mutant. However, while 554
starch is spherical in shape, the starch extracted from p#7/ mutants
remains lenticular, a form comparable to that of WT starch.

Another difference observed between the piil and the ss4
mutants is related to plant growth. Indeed, while the ss4 mutants
show significant growth retardation, the piil behave like their
corresponding WTs. The stunting growth of ss4 seems related, at
least partly, to the accumulation of higher ADP-glucose content
in the leaves (Ragel eral., 2013), probably because a significant
fraction of chloroplasts are starch free in these mutants (Rolddn
eral., 2007; Lu eral., 2018). Although the absence of PII1 leads
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to a reduction in the number of starch granules per chloroplast,
none or very few organelles are completely free of starch (a much
smaller fraction than s4). Moreover, contrary to what was
recorded for ss4, the starch turnover is not impacted by the
absence of PII1. These observations are correlated with the low
amount of ADP-glucose recorded in piil. In addition, the ss4
mutants exhibit a root growth defect related to the perturbation
of starch accumulation in the columella (Crumpton-Taylor ez al.,
2013). Starch accumulation in roots and root development of
piil lines are similar to WT plants. The combination of these fac-
tors, absence of starch-free chloroplast, no massive accumulation
of ADP-glucose, and normal root development, may explain the
correct growth of plants lacking PII1.

Significance of S54 and PII1 interaction

SS4 is a major component involved in starch priming. This pro-
tein is composed of two distinct parts. The C-terminal part of
the protein corresponds to the catalytic domain that is shared
by all starch-synthases of the GT5 family. The N-terminal part
of S84, essentially composed of coiled-coil domains, is unique
(Raynaud ezal, 2016). Both parts have specific function in
determination of starch granule size and morphology. Expres-
sion in ss4 mutants of a truncated protein lacking the N-
terminal part or a chimeric protein composed of N-terminal
part of SS4 fused to the glycogen-synthase demonstrates that
the catalytic domain (C-terminal) of SS4 determines the num-
ber of starch granules, whereas the N-terminal moiety controls
the shape of the granule (Lu ¢4/, 2018). In the present work,
PII1 was identified as an SS4-interacting partner. When PII1
was knocked down, the major phenotype was the reduction of
starch granule number per chloroplast without alteration of
granule shape. This phenotype can be interpreted as the inacti-
vation of the SS4 catalytic part (C-terminal) without alteration

New Phytologist (2018)
www.newphytologist.com

lilliad.univ-lille.fr



12 Research

7@

Relative peak area (%)

3 8 13 18 23 28 33 38 43 48 53 58 63 68 73

7 4 (©

Relative peak area (%)

0 A
3 8 13 18 23 28 33 38 43 48 53 58 63 68

Chain length

Thése de Camille Vandromme, Univerbitésde Lille, 2019

Phytologist

7 4 (b)

0 TRLLDPTT
3 8 13 18 23 28 33 38 43 48 53 58 63 68 73

7 5@

3 8 13 18 23 28 33 38 43 48 53 58 63 68

=1 = Chain length

Fig. 8 Chain length distribution of purified starches. Purified starches were enzymatically debranched. Linear glucans were then separated and detected
using high-performance anion-exchange chromatography with pulsed amperometric detection. Gray bars represent the proportion of each degree of
polymerization expressed as a percentage of the total amount presented in the figure. The black line (b, d) corresponds to the differential plot between the
mutant and wild-type profiles. (a) Col-0; (b) pii1-1; (c) Ws; (d) pii1-2. Each profile is the mean of two analyses carried out with starch extracted from two

independent cultures.

of the function of the S§4 N-terminal moiety. PII1 could be
needed to provide an adequate substrate to SS4 and/or to pre-
vent the degradation of the substrate presented to S§4 to prime
granule formation. A similar function was already proposed for
PTST2, another SS4-interacting protein (Seung eral., 2017).
However, unlike PTST2, PII1 is devoid of carbohydrate bind-
ing module and is probably not directly interacting with glu-
cans. Alternatively, PII1 could be required for the correct
folding of S84 or its association with any other factor requested
in the starch-priming machinery. The phenotype resulting from
the absence of PII1 is not, however, as severe as that described
for the ss4 mutant. All chloroplasts appear to contain at least
one starch granule and the plants grow properly.

Leaves are submitted to diurnal fluctuations of the starch
content. The precise control of the starch content is crucial in
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leaves to prevent starvation at night (Scialdone eral, 2013).
Such a precise control could only be achieved if the priming of
starch synthesis (number, size, and morphology of the granules)
is itself highly controlled. Consequently, the starch granule initi-
ation is a complex mechanism involving enzymes and noncat-
alytic proteins. To date, several components of this machinery
have been identified; these include SS4, SS3, PTST2, PTST3,
and the new PII1 protein described in this work. Furthermore,
PII1 (also called MRC1 for Myosin-Resembling Chloroplast
protein) was recently identified, through immunoprecipitation
experiments, as interacting with PTST2 (Seung etal, 2018).
Further investigations are needed to determine the precise func-
tion of each protein within the starch-priming complex and
understand how plants control the number and the size of the
starch granules.
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Abstract

Starch granules that accumulate in the plastids of plants vary in size, shape, phosphate
or protein content according to their botanical origin. Depending on their size, the
applications in food and non-food industries differ. Being able to master starch granule
size for a specific plant, without alteration of other characteristics (phosphate content,
protein content, etc.) is challenging. The development of a simple and effective screening
method to determine the size and shape of starch granules in a plant population is
therefore of prime interest. In this study, we propose a new method, NegFluo, that
combines negative confocal autofluorescence imaging in leaf and machine learning-
based image analysis. It provides a fast, automated and easy-to-use pipeline for both in
situ starch granule imaging and its morphological analysis. NegFluo was applied to
Arabidopsis leaves of wild-type and ss4 mutant plants. We validated its accuracy by
comparing morphological quantifications using NegFluo and state-of-the-art methods
relying either on starch granule purification or on preparation-intensive electron
microscopy combined with manual image analysis. NegFluo thus opens the way to high-

throughput in situ analysis of starch granules.
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Introduction

Starch is a polysaccharide that accumulates in plants and is synthesized either in
photosynthetic or storage organs. In leaves, starch accumulates during the day and is
degraded at night to provide carbon and energy for the plant in the absence of
photosynthetic activity (Pfister & Zeeman, 2016).

This polysaccharide represents the main source of caloric intake of human nutrition.
Millions tons of starch are extracted each year in the world from three main species:
maize, wheat and potato (Burrell, 2003). Depending on the plant source, the shape, size
and composition of the starch granule (amylose/amylopectin ratio, but also lipid,
protein or phosphate content) vary greatly (Jane et al.,, 1994). This is why the biological
origin of starch strongly influences the properties and use of the polymer (Singh et al,
2003; Singh et al., 2007; Alcazar-Alay & Meireles, 2015). A large part of the starch
extracted is enzymatically digested to produce sweeteners. It is also often chemically or
physically modified to impart new properties. The starch granule size is one of the
parameters that influence its digestibility (Dhital et al., 2010; Abebe et al., 2015) and the
effectiveness of chemical and physical transformations (Zhao et al., 2015; Wang et al,,
2016; Farooq et al,, 2018). In this context, controlling the factors conditioning starch
granule size in planta without impairing neither the ultrastructure nor the composition
of the granules would represent a decisive advantage. Understanding the initial steps of
starch synthesis would open the route to control the number of starch granules
produced in each plastid and consequently their size for a given carbon flux: the fewer
initiation events, the larger the granules.

In recent years, various factors involved in new starch granule initiation and influencing
the size and / or shape of these granules have been identified in Arabidopsis thaliana
(Malinova et al,, 2018). These proteins include specific isoforms of starch synthases, SS4
and SS3 (Roldan et al., 2007; Szydlowski et al., 2009) as well as non-catalytic proteins
such as PTST2, and PTST3 (Seung et al., 2017), PII1/MRC and MFP1 (Seung et al., 2018;
Vandromme et al.,, 2018).

Starch synthesis in the photosynthetic organs is very similar to that in the storage
organs and requires the same set of proteins (Pfister and Zeeman, 2016). Moreover,
genes coding proteins involved in the starch initiation process in Arabidopsis are also

conserved in crops. Therefore, increasing our knowledge of the factors influencing the
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size and / or shape of starch granules on a model species will provide new possibilities
for varietal improvement.

Nevertheless, the acquisition of this knowledge requires the establishment of a simple
and rapid screening procedure. Current tools for the detection of change in size and
shape of starch granules require the extraction and purification of the granules, followed
by a particle counter analysis (Vandromme et al, 2018), or by sample observations
under a light or electron microscope (Roldan et al., 2007; Lappe et al,, 2017). In addition,
variations in the number of starch granules per plastid are generally evaluated from leaf
sections observed under a light or electron microscope. This technique, however,
depends on the section plane and a large number of analyzes must be carried out to
obtain statistically reliable data (Seung et al., 2017). While these different techniques are
suitable to characterize a specific mutant line, they are cumbersome, expensive and
ultimately incompatible for screening large collection of individuals.

In this paper, we describe an image acquisition and analysis method that requires only a
minimum of preparation and yet sufficiently resolutive to identify a variation in the size
and shape of starch granules in plant tissues. We focused our study on starch
accumulated in the chloroplasts of leaf cells of the model species Arabidopsis thaliana. In
a wild-type line, chloroplasts contain on average 5 to 7 starch granules having a size
between 0.8 and 1 um (Malinova et al.,, 2018; Vandromme et al., 2019). Our technique
was also applied to a mutant line impaired for the soluble starch synthase 4 (SS4). This
line exhibits a reduced number of starch granules per chloroplast. Moreover the
remaining granules are modified in size and shape compared to the wild type, conferring

a good validation of the new screening method (Roldan et al., 2007).

Materials and methods

Plant material and growth conditions
Arabidopsis thaliana lines were obtained from NASC (Nottingham Arabidopsis Stock
Centre; http://arabidopsis.info (Alonso et al., 2003)). Columbia (Col-0) line was used as

wild-type reference and SS4 deficient line corresponds to ss4-1 (GABI_290D11) already
described in (Roldan et al., 2007). In all cases, plants were grown in a growth chamber
(GroBank, BB-XXL.3+). Conditions used were 16 h : 8 h, light : dark photoperiod at 23 °C
during the day and 20 °C during the night, 120 pmol photon m-2 s1. Seeds were
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incubated at 4 °C in 0.1 % Phytagel solution (w/v) during 3 days before being sown on

peat-based compost.

Sample preparation

Sample preparation was adapted from the protocol described in Vandromme et al
(2019). For each genotype, one leaf of 2-week-old plants was harvested at the end of the
light phase and placed under vacuum in 1 mL fixating solution (4% (w/v)
paraformaldehyde, 4% (w/v) sucrose, phosphate buffered saline (PBS 1X) at pH 7.3).
Fixed leaves were washed in water. A section of 2x2 mm was then placed between a
slide and a coverslip. To ensure optimal acquisition, the leaves midrib was excluded
from the selected samples from which the lower epidermis is placed in front of the

objective.

Confocal acquisition

The prepared samples were observed under A1l Nikon confocal microscope (Nikon
1.4) objective. The
autofluorescence was acquired with Aex = 488 nm and Aem = 500-550 nm (green

channel), and with Aex = 561 nm and Aem = 570-620 nm (red channel). To further

Instruments Europe B.V.) with a Plan Apo 60x Oil (NA

increase the contrast between leaf autofluorescence and starch darkness, median
filtering and contrast-limited adaptative histogram equalization (blocksize 20,
histogram bins, 50, maximum slope 2.5) was applied using an Image] macro before the

machine learning step (Majunder and Kumar, 2014).

Machine learning

The machine learning approach is based on the “Waikato Environment for Knowledge
Analysis“ (WEKA), implementation in Image] (Witten et al,, 2016). We first defined a
classification between four categories: starch granule, plastid, membranes and
background. These training features thus provided more than 300 parameters for each
pixel and allowed unambiguous discrimination between the four classes after
appropriate training. Manual labeling was performed in a pixel-by-pixel basis between
the four classes. To avoid overlearning, training was performed on confocal images of
leaves from the wild type and a mutant line affected for the starch metabolism. Once an

accuracy of 80% was reached, a classifier was applied to new sets of imaging to validate
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the training step. Then, for each initial image, a probability map was obtained for each

category and was used for segmentation.

Segmentation

Automated analysis allows screening through a high number of images. Thus, we chose
to analyze starch granules with the highest confidence level possible. Probability maps
were first thresholded to an 80% confidence interval for both starch granules and
plastids. To reinforce the accuracy, we developed an Image] macro combining i) various
binary operations to ensure that detected starch granules were completely embedded
into plastids, ii) watershed operations to separate adjacent granules (Beucher, 1992), iii)
automated particle detection. This additional pipeline ensures that starch granules that
are out of focus or at the edge of the image are excluded from statistical analysis.
Extracted parameters were then plotted and statistical analysis was performed using

Excel (Microsoft).

Granule size distribution
The starch purification and granule size determination using a Multisizer 4 Coulter
counter (Beckman Coulter Life Science, Indianapolis, IN, USA) equipped with a 20 pum

aperture tube are fully described in Vandromme et al. (2019).

Scanning electron microscopy

Leaf fragments were fixed with glutaraldehyde, post-fixed with osmium tetroxide (0s04)
and embedded in Epon resin. The blocks were cut with a diamond knife in a Leica UC6
ultramicrotome. Backscattered electron images of the non-conductive surface were
recorded under a low pressure of air (100 Pa) in a FEI Quanta 250 FEG environmental
scanning electron microscope (ESEM) operating at 7 kV. SEM images are used in

Figure 2.

Transmission electron microscopy

Samples were prepared as described in Boyer et al (2016). Leaves from 3-week-old
plants were harvested at the end of the day and fixed with glutaraldehyde. Samples were
post-fixed with OsO4 and embedded in Epon resin. About 70 nm-thin sections were cut

with a diamond knife in a Leica UC6 ultramicrotome and post-stained with periodic acid
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thiosemicarbazide silver proteinate (PATAg) (Gallant and Guilbot 1969). Samples were
observed with a Philips CM200 transmission electron microscope (TEM) operating at 80
kV. Images were recorded on Kodak SO163 films. TEM images are used to determine the

starch granule areas presented in Figure 4.

Results

1. In situ confocal starch imaging

In situ starch granule imaging performed on fresh leaves is quite challenging. Indeed,
most plastid components generate a high autofluorescence with a global broad
excitation and emission spectrum. Thus, traditional strategies involving tagging, like
iodine staining (Ovecka et al., 2012), are not enough contrasted and thus not efficient. In
this study, we decided to invert the problem. Indeed, starch granules, contrary to all the
other leaf cell components present a low autofluorescence. Thus, we decided to develop
an approach based on inverse fluorescence imaging of starch granule (NegFluo). The
first step was to perform the spectral characterization of the leaves.

Our spectral observations of A. thaliana leaves allowed us, according to the literature
(Roshchina, 2012), to determine three main spectral emission bands of autofluorescence
i) in blue for a maximum emission at 450 nm (azulenes and phenols), ii) in green, for a
maximum at 550 nm (carotenoids), and in red, for a maximum at 680 nm (chlorophyll).
A more precise analysis of the differential between the "non-signal" of the starch
granules and the surrounding signals allowed us to limit the procedure to a two-channel
focusing on carotenoids and chlorophyll.

Two color images were then processed using a homemade Image] macro in order to
reduce the noise and to increase local contrast. This macro further improves contrast
between starch granules and the surrounding plastids. In order to validate this new
visualization method, we first chose two well-described and contrasted samples: a wild-
type reference (Col-0) and the ss4 mutant. A. thaliana leaves were collected at the end of
the illuminated period (when the starch amount is maximum) and for practical reasons,
fixed with paraformaldehyde (Figure 1).

These samples were then observed through NegFluo and compared to traditional

electron microscopy imaging. As shown in Figure 2, both methods provide equivalent
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visual estimate of starch granule phenotype. We have recently applied NegFluo to

decipher phenotypes of piil mutant as described by Vandromme et al. (2019).

2. Machine learning for automated starch granule segmentation

To characterize the starch granules in more details, one needs to measure their size and
shape. However, manual segmentation is time-consuming and not adapted to analyze a
large number of starch granules. While NegFluo provides ease to visually analyze
images, extracting robust parameters to automatically discriminate between the
different structures of the leaf is not trivial using parametric approaches. We thus
developed a machine learning (ML) based pipeline to circumvent this technical
limitation.

We developed the procedure based on Trainable Weka Segmentation module, since it
combines the benefits of i) FiJi (Schindelin et al., 2015) for image processing, and
simplicity of the manipulation of microscopy files by biologists, and ii) WEKA for ML
(Hall et al., 2008).

Moreover, its implementation is modular and transparent, which allowed us to control
the different steps as well as the possibility of customizing the algorithms and their
evaluation (Arganda-Carreras et al., 2017). The NegFluo-ML algorithm follows two main
steps: the extraction of images characteristics and the semantic segmentation by
classification of pixels.

i) The initial image (Figure 3a) was first modified to highlight different
characteristics of the objects. At first glance, we could classify them into four broad
categories (Arganda-Carreras et al, 2017): edge detection, texture filters, noise
reduction, and cytosol detection (Figure 3b). The set of these filters, and the different
parameters that we could adjust, make it possible to obtain more than 300 images
(Figure 3c) starting from the initial image. To achieve the best compromise between
accuracy and training speed, we selected training features based on Gaussian blur, Sobel
filter, hessian, difference of Gaussians, membrane projections, variance, mean,
anisotropic diffusion, bilateral, Lipschitz, Kuwahara, Gabor, entropy and neighbors. The
algorithm could then analyze each original pixel through 300 parameters that will be

used to determine its belonging to the appropriate class (Figure 3d). The converted
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image was then generated based on attribution of each pixel to one of the different
classes (Figure 3e).

ii) Dozens of Arabidopsis leaf images were manually labelled in several classes.
We tested configuration ranging from two classes (starch granules/non-starch granules)
to five classes (starch granules, plastids, membranes, background, and vacuole). The
optimal configuration consisted of defining four classes: the starch granule, the plastid,
the cytosol delimited by cell membrane and the background. Below four classes, the
algorithm could not properly discriminate between starch granules and background
while five classes increased the number of pixels inaccurately attributed between these
two dark-pixel structures. Different classifiers were also available. We selected the fast
random forest (200 initial trees). It required a relatively low number of images for
training (20 labelled images), was polyvalent, avoided overfitting and its computational
cost for training was low. Part of the image pixels were then used for training, while the
remaining pixels were subject to the algorithm to validate its accuracy (Figure 3b).

iii) Once the classifier was trained, it was applied to new images and provided
four probability maps. Thus, each pixel was assigned with a probability to be part of
each category. Pixel color corresponds to the higher probability between the starch
granule (red), the plastid (green), the membranes (blue) and the background (white)
(Figure 3d and e).

iv) From the probability maps, one could apply a traditional segmentation
algorithm. To ensure optimal quality of starch detection, we developed an Image] macro
i) segmenting pixels with a probability higher than 80%, ii) segmenting starch granule
with starch pixels embedded in plastids pixels, iii) separating adjacent starch granules
based on the watershed algorithm. Morphological properties of starch granules were

then extracted from the segmented images (Figure 3e).

3. Automated morphological characterization of starch granules

While visual inspection of segmented images was perfectly consistent, NegFluo-ML
allowed morphological characterization of starch granules and various parameters such
as area, perimeter or diameter could be extracted (Figure 4a). In all cases, extracted
parameters are significantly higher for ss4 starch granules compared to wild type, which

is in complete agreement with already published data (Roldan et al, 2007; Crumpton-
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Taylor et al., 2013). Furthermore, since the method was automated, a large number of
granules could be measured, giving access to the global size distribution such as
illustrated on the granules area in Figure 4b. In both Col-0 and ss4 lines, starch granule
size distribution behave like a Gaussian curve. The curve is shifted toward higher size in
the ss4 line.

To ensure the relevance of these measurements, it was required to compare
morphological parameters extracted from NegFluo-ML to state-of-the-art starch analysis
methods. We thus analyzed images from Col-0 and ss4 and compared them to both
manual analysis of electron microscopy images (area, Figure 4c) and to extracted starch
granules analyzed with a Coulter counter (diameter, Figure 4d). For electron microscopy
analyses, we used images previously acquired from transmission electron microscopy
(TEM) and manually determined starch granule size using Image] software. Several tens
of starch granule areas were determined for Col-0 and ss4 (61 and 70 respectively).
While the average starch granule areas are significantly different between Col-0 and ss4
using both methods (p < 0.001 with both technics). Starch granules size was also
determined using a Coulter counter and the results were compared to those obtained by
NegFluo-ML. Again, the results are consistent between the two methods and the
differences between the diameters of the Col-0 and ss4 starch granules can be
highlighted by both technics.

Measurements performed using NegFluo-ML were in perfect agreement with those
obtained with previously used methods without the need to embedded the samples in a

resin for electron microscopy or to extract starch granules for coulter analysis.

Discussion

With this work, we propose a complete new pipeline for in situ starch granule
morphological characterization. Previous works using confocal imaging for in situ starch
granule observation (Ovecka et al., 2012) required several steps of sample preparation
and iodine staining. In this example, starch granule is anti-correlated to chlorophyll
autofluorescence signal. However, because of leaf autofluorescence heterogeneity,
taking into account of chlorophyll autofluorescence alone does not allow precise
discrimination of starch granule size and shape. The new proposed approach, combining

imaging of several leaf autofluorescence signals, allows performing a negative
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fluorescence image providing the same morphological information without the need of
starch granule staining or extensive sample preparation. It can be applied to both fresh
and fixed leaf slices.

Although NegFluo provides an instant overview of starch granule phenotype,
quantification of starch granule shape and size in situ remains challenging whatever the
acquisition technique. We thus developed NegFluo-ML, a procedure combining state of
the art machine learning methods with segmentation methods from the traditional
signal-processing field. While both methods are highly complementary, it overcomes
their individual limitation with a faster training, requiring only dozens of images and
maintaining a high detection accuracy.

We validated these methods compared to either high throughput purified granule
methods or to manual analysis of SEM images. While the results are highly comparable,
NegFluo-ML presents several advantages. Compared to the first, morphological
information can be associated to local information such as the number of granule per
plastid and granule morphology, which are lost in a particle counter. Compared to
manual analysis of leaf images, it provides two main advantages. The most obvious is the
time gained through the process. Indeed, manual segmentation of images showing
hundreds of starch granules is time consuming and reduces therefore the overall
number of analyzed structures. Furthermore, human segmentation is often highly
impacted by user-biased analysis. Indeed, humans have their individual ways to select
objects boundaries or to discard objects that seems non-representative. Thus, different
experimenters cannot perform such studies with a good reproducibility and NegFluo-ML
overcomes this limitation.

This manuscript focuses on the complete NegFluo/NegFluo-ML package applied to
starch granule study in Arabidopsis leaf, but it can easily be extended. While both
modules provides a complete acquisition and analysis pipeline, they are independent
and thus NegFluo-ML can easily be transferred to other imaging methods such as SEM
by adapting training features. Transposition to other plants can also be easily done by
autofluorescence characterization adaptation. It thus opens the way to in situ, reliable,
fast and easy to implement high-throughput morphological characterization of starch

granules.
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NegFluo

Figure 1:

NegFluo starch analysis pipeline.

Leaves of 2-week-old Arabidopsis thaliana were collected at the end of the illuminated
period and fixed. A 2 mm x 2 mm fragment was placed between slide and coverslip
before autofluorescence confocal imaging. In-focus cells, plastids and starch granules
can easily be observed as respectively highlighted in violet, green and red through
NegFluo. A local enhancement step is then applied to ease the machine-learning based
segmentation step, NegFluo-ML. Starch granules size and morphology can then be

measured.
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Figure 2:

NegFluo applied to reference samples.

To validate the procedure, we acquired NegFluo of Col-0 (A and D) and ss4 (C and F) and
ESEM images of Col-0 (B and E). Both techniques provide the same morphological
information. Representative leaf components are highlighted with colored stars (red,

starch; green, plastid stroma; violet, cell membranes and cytosol; yellow, background).
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Figure 3:

NegFluo-ML machine learning based segmentation step.

A set of NegFluo images (A), was manually and partially labeled in four classes (B) that
were used for training (red, starch; green, plastid stroma; violet, membranes; yellow,
background). The algorithm then created from each image a stack of hundreds of its
transformed versions (12 examples of the transformed image from (A) is presented in
(C), see text for parameters details). Thus, each pixel can now be described by hundreds
of parameters than are used to discriminate between the four classes. In (D), upper
graph, four pixels from different regions were compared (red, starch; green, plastid
stroma; violet, cell membranes and cytosol; yellow, background) while the bottom graph
compares four pixels from starch region. The machine-learning algorithm is then
trained, using several images taken from different samples, to find the best sets of
parameters allowing pixels classification between the four classes. Once the training
reaches the desired accuracy level, it provides for each pixel a probability to be part of
each class. It thus convert the original image in four probability maps (E) (red, starch;

green, plastid stroma; blue, cell membranes and cytosol; white, background). Finally, the
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trained algorithm is applied to a new set of images to validate its accuracy and ensure its
applicability to any samples. Traditional segmentation algorithms can then be used for

morphometric analysis.
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Figure 4:

NegFluo-ML morphological analysis of Col-0 and ss4 starch granules. Several
parameters can be measured from segmented starch granules. In (A), four parameters
are represented: area (um?), perimeter (Perim, pm), major and minor axis (Major,
Minor, pm). Beyond this traditional representation of means and standard error, this
automated procedure ensures the analysis of hundreds of granules allowing distribution
analysis as depicted for granules area in (B). NegFluo-ML thus allows unambiguous
discrimination between Col-0 and ss4 phenotypes. Furthermore, NegFluo-ML provides
equivalent estimates for both area and diameters quantification compared to two state
of the art methods: manual quantification determined from transmission electron
microscopy images (C) and Coulter counter (D). For Coulter-counter measurement, the
values correspond to the average size of 30,000 particles determined from purified
starch. The manual analysis of TEM images corresponds to a total of 61 and 70 granules,
while NegFluo-ML automatically analyzed 153 and 74 granules for Col-0 and ss4
respectively. Vertical error bars represent a standard error. This value doesn’t represent
a measurement error but reflect the diversity of the starch granules sizes as illustrated

in panel B.
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