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INTRODUCTION AU SUJET DE THESE

Un des thémes de recherche de I'équBpecatalyse et Approche Intégrée des Fonctions
du laboratoirgGénie Enzymatique et CellulaifERE CNRS 3580) dans lequel a été réalisé ce
travail de thése est I'étude du métabolisme lipidiges plantes oléagineuses dans une optique
finalisée de valorisation industrielle des huil&gétales. Les tentatives de la communauté
scientifique travaillant sur 'accumulation d’ac&dgras modifiés dans ces huiles ont jusqu’a
présent été infructueuses. Ceci a entrainé une gesconscience de la nécessité de mieux
comprendre le métabolisme des acides gras et $ipidlgétaux pour contourner les points de
blocages rencontrés. La complexité du métabolisnpedique notamment dans sa
compartimentation cellulaire nécessite de détermi@seemodalités de trafic intracellulaire des
acides gras.

La carnitine est un acide aminé non protéinogeparagnant a la famille des bétaines dont
la fonction biologique a fait I'objet de nombreusétudes chez les animaux et les
microorganismes. Son réle principal est de paricgu trafic intracellulaire des acides gras
entre différents organites intracellulaires lorslaeynthése ou de la dégradation des lipides
(Owenet al.1997; Fraser et Zammit, 1999). Elle est égalemmepligquée dans la tolérance aux
conditions environnementales défavorables (Becketahmes, 1998; Frankeet al, 2008).
Chez les végétaux, bien que des données mettantidence une implication de la carnitine
dans le métabolisme lipidiqgue des plantes et égalemians la tolérance au stress biotique
(Wood et al, 1992; Bourdiret al, 2007; Charrieet al, 2012) le rble de cet acide aminé est
encore mal défini.

La compréhension du réle biologique de la carnitoiez la plante passe par une
acquisition de connaissances sur les acteurs emizyras impliqués dans son métabolisme et
associés a son activité. Aussi ce travail a poursun double objectif: d’'une part
I'identification de protéines impliquées dans l@evide biosynthése de la carnitine et I'obtention
de mutants de ces protéines susceptibles de peéskstteneurs significativement réduites en
carnitine qui seront un outil d’'analyse primordoaur avancer dans la connaissance sur les
modalités d’implication de la carnitine dans la gibjogie des plantes.

La démarche scientifique suivie dans ce travaithdse sera présentée p 31 apres avoir
explicité I'ensemble des connaissances dispondedes fonctions de la carnitine et sur sa
voie de biosynthése essentiellement chez les axigiamicroorganismes mais aussi chez les
plantes.



CHAPITRE | - INTRODUCTION BIBLIOGRAPHIQUE
1. La carnitine et les fonctions biologiques de learnitine
1.1 Données générales sur la carnitine

La carnitine, de formule brute;B,:5sNO;3, a été isolée en 1905 par Kutscher, Gulewitsch et
Krimberg a partir d’extraits de muscle, d’ou sommaériveé du latircaro ou carnis (chair). Sa
structure, une triméthyl betaine de L-Threonirig(re 1), a été déterminée en 1927 (Tomita et
Sendju, 1927) mais son importance métabolique t&arése en évidence que 40 ans aprés sa
découverte. Elle a en effet été identifiée comméagteur de croissance essentiel pour le ver
de farineTenebrio molitornommé vitamine BT(Fraenkelet al, 1948) Lors de carence en
carnitine, les larves de ce ver accumulaient ezt afie quantité excessive de graisse dans leurs
cellules en mourant toutefois d’'un manque de n@nimCeci a suggéré un rble de la carnitine
dans le catabolisme des graisses, Vérifié en 186briiz, qui a montré que l'ajout de carnitine
a des extraits de muscle stimulait I'oxydation dmitate. Ces travaux ont conduit a la
découverte de la fonction de transporteur mitochahde la carnitine et son réle important
dans la combustion des acides gras libres (Bret@ég[1]). Ce réle majeur, ainsi que d’autres
fonctions biologiques découvertes depuis sont tédans ce chapitre.

La carnitine est un acide aminé non protéinogems lddforme biologiqguement active est
de configuration stérique L (Bremer, 1962[1]). Elentient une fonction ammonium
quaternaire ainsi qu’une fonction hydroxyle quiparmet de s’estérifier avec les acides gras
(AG) pour former des acyl-carnitines.

H.C

\N+ 0
ch/ \W

CH; oH o)

Figure 1. Formule chimique de la carnitine.

La carnitine est un composé ubiquitaire, présens daus les organes de mammiferes et de
nombreux animaux inférieurs, ainsi que chez de memdb micro-organismes et végétaux
(Rebouche, 1992; Rebouche et Seim, 1998; Pankduad, 1969).



1.2 Pathologies humaines associé€es a la carnitine

Chez les animaux, la teneur en carnitine varieedh2 et Gimol.g* dematiére fraiche, les
plus fortes concentrations se trouvant au niveacodur et des muscles squelettiques (Bremer,
1983) ce qui laisse supposer une importance de icetkecule dans ces organes.

Deux états distincts de carence en carnitine séariitd chez 'lhomme. Il s’agit des états
d’insuffisance primaire et secondaire avec parnfimis impossibilité de distinction nette selon
les symptomes (Flanagast al, 2010). Linsuffisance primaire est une maladiédoaamale
récessive rare associée a un trouble de I'oxydatenAG causée par un dysfonctionnement
d’un transporteur plasmique de la carnitine OGTOrganic Cation TransportgyWanget al.,
1999).Cette pathologie peu fréquente, de 1 a 5 cas pouWwOD personnes, se manifeste
généralement entre 1 et 7 ans. Les conséquencesnéndes cas d’encéphalopathie, de
myopathie et de cardiomyopathie. Le gene respoasaibiconnu et plusieurs mutations plus ou
moins graves sont décrites (Burwinkatl al, 1999; Wanget al, 2000). Pour ces patients, le
traitement requis est la supplémentation en camdivie.

Linsuffisance secondaire, beaucoup plus fréqueme moins sévére que l'insuffisance
primaire, est liée a une excrétion urinaire éleyéeyl-carnitines en réponse a I'accumulation
d’acides organiques (Rinalaa al, 1998; Rinaldeet al, 2002) en lien avec une alimentation
inadaptée, une thérapie pharmacologique, certairsadies métaboliques héréditaires, une
malabsorption de la carnitine, des troubles hépaticpu rénaux ou des épisodes de dialyses
(Scaglia et Longo, 1999; Winter, 2003). Une supgétation diététique en L-carnitine peut
conduire a des améliorations dans plusieurs coatits observées chez les patients
urémiques.

1.3 Fonctions de la carnitine chez les animaux etd micro-organismes
1.3.1 Rdles dans le métabolisme énergétique
1.3.1.1 Transport intracellulaire des asigeas

Chez les animaux, les AG sont une source d’énengispensable pour les tissus de
I'organisme. Cette énergie est convertie en ATRe(Rine Triphosphate) par le cycle de Krebs
(ou cycle TCA, cycle des acides tricarboxyligugsea production d’acétyl-CoA (Steibetral.,
2004) par lgB-oxydation des AG. L#-oxydation est la voie de dégradation des AG éta |
principalement dans la matrice mitochondriale, ntgédains AG sont préalablement pris en
charge par le péroxysome (Wandetsal, 2001). Le processus consiste en 'oxydation des
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LCFA (Long Chain Fatty Acid) et des MCFA (Moyen @in&atty Acid) dans la mitochondrie
afin de produire des acétyl-CoA qui alimententyele TCA. Lap-oxydation péroxysomale
permet quant a elle d’'oxyder les VLCFA (Very Longdh Fatty Acid) en MCFA qui sont
ensuite redirigés vers la mitochondrie.

Il a été démontré un réle prépondérant de la ¢aendtans ce trafic intracellulaire des AG.
Les AG sont préalablement activés par liaison gtereau Coenzyme A (CoA). Des carnitine
acyl-transférases estérifient ensuite ces AG ataitine par un échange réversible entre le
CoA et la carnitineKigure 2). Ces enzymes possedent une certaine spécifisiidvis de leur
substrat et sont localisées en fonction du devewtabolique des acyl-carnitines qu’elles
engendrent.

carnitine acyl-transférase
L-carnitine + acyl-CoA< > ydd-carnitine + CoA

Figure 2: Réaction d’estérification entre la carnitineext &cyl-CoA.

Trois groupes d’acyl-carnitine transférases onideétifiés et nommés selon leur substrat
préférentiel Figure 3): les carnitine acétyl-transférases (CAT) locassdans le péroxysome et
la mitochondrie, en charge des AG de 2 a 4 carhde®sarnitine octanoyl-transférases (COT)
dans le péroxysome en charge des MCFA et les merngalmitoyl-transférases (CPT)
présentes au niveau des membranes mitochondriadesabarge des LCFA. Une CAT et une
CPT ont également été mises en évidence dansdeluét endoplasmique (RE) (Ramsatal,
2001).

Péroxysome Mitochondrie

o &
(o

Figure 3: Localisation des carnitine acyl-transférases seeeévidence chez les animaux et
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les levures. CAT: carnitine acétyl-transférasesTCe€arnitine octanoyl-transférases, CPT1:
carnitine palmitoyl-transférase 1, CPT2: carnitpamitoyl transférase, RE : réticulum
endoplasmique.

La pénétration des LCFA et des produits dg-taxydation péroxisomale (acétyl-CoA et
MCFA-Co0A) a lieu depuis le cytoplasme au niveauaenembrane externe mitochondriale
(Steiberet al.,2004) Figure 4).

Les produits sont importés dans les mitochondr@sip systeme impliquant les enzymes
CPT1, CPT2 et une carnitine acyl-carnitine trarsdec (CACT) qui transporte les
acyl-carnitines dans la mitochondrie sans spéwfide substrat (Kerner et Hoppel, 2000). Les
acyl-CoA sont transformés en acyl-carnitines paCRiI'l (McGarry et Brown, 1997). Les
acyl-carnitines peuvent diffuser a travers la meanbrexterne mais ne peuvent pas traverser la
membrane interne. Ce transport est effectué pg2A@T en échange de carnitine libre. Les AG
ainsi incorporés dans la matrice mitochondrialet ®msuite transférés de la carnitine vers le
CoA par la CPT2 (Ramsast al.2001) Figure 4).

L’importation des AG du cytosol vers le péroxysopmair lap-oxydation se fait par des
transporteurs de type ABC (ATP-Binding Casgefféneodoulouet al., 2006; Kempet al,
2011). Dans ce contexte, la carnitine et les a@égvicarnitine-transférases péroxysomales
interviendraient uniqguement dans I'exportation plexiuits de |g-oxydation. L'acétyl- et les
acyl-carnitines sont alors transportées a trawersémbrane péroxisomale par une carnitine
acyl-carnitine translocase (CAC) (Fraser et Zamb#89). La présence d’une activité CPT au
niveau du RE suggere une intervention de la camiians le transport des AG au niveau du
réticulum endoplasmique lors de la synthese detelomembranaires ou des TAG (Ovetial.
1997; Washingtoet al, 2003; Goodingetal., 2004) Figure 4).
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VLCFA-CoA Mitochondrie

Péroxysome

acétyl -CoA
T CAT

VLCFA-CoA

§_>acétyl -CoA ﬂ) acétyl -carnitine

> COT

MCFA-CoA == MCFA-carnitine

acétyl -carnitine

uorjepAxo-¢

o

LCFA-carnitine
CoASH

LCFA-CoA

carnitine

acétyl -CoA

Figure 4. B-oxydation péoxysonale et mitochondriale chez les animaykCFA: Very Long
Chain Fatty Acid, LCFALong Chain Fatty Aci, MCFA: Moyen Chain Fatty Aci, ABC:
ATP-Binding Cassette, CA€t CACT: carnitine acykarnitine transloca, CAT: carnitine
aceétyltransférase, COT: carrne-octanoyl transférase, CPT1: carnitine palm-transférase
1, CPT2: carnitinggalmitoyl transférase, CoA: Coenzyme A, CoOASHCoenzyme A rédt,
TCA : acide tricarboxylique.

Chez les levures, la dégradation des AG a liewsk@ment dans les péroxysomes.
AG péneétrent dans le péroxysome par des transpsideutype ABC (Hettema et Tabak, 20(
L’existence de deux voigsour le transport ¢ I'acétyl-CoA a été mise en édence par des
travaux réalisés sur des mutants de levures (vamitodet al.,1999).Dans la premiere voi
I'acétyl-CoA produit est pris en charge par le cycle glymué pour étre transformé
succinate qui sera transporté vers la mitochormtaballement via le transporteur Acr (van
Roermuncet al.,1999). Cette voie est dépendante de la citratdhagatpéroxysomale (CIT
premiere enzyme du cycle glyoxylique. La seconde alternative implique la carnitin
L’acétyl-CoA est transformé en acl-carnitine par une carnitine acétyansférase (CAT2) ¢
est transporté vers les mitochondries par une taanacéty-carnitine translocase (CRC
Ces deux voies de transport se compensent danssiareno la mutation di geneCIT2 ou du
geneCAT2n’empéche pas la croissa de la levure sur de I'olégtandis que le double mute
ne peut pas se développer sur ce subdu fait de son incapacité axydel cet AG (van
Roermundet al, 1995. Une fois dans la mitochondrie, la CAT2 mitochoald réénere
I'acétyl-CoA qui peut étre pris en charge par le cycle debKr Che:Saccharomyces cerevis,

cette CAT2p ainsi que la carnitine ac-transférase présente dans la mitochondrie sones
12



par un méme géne app&AT2(Elgersmeet al.,1995) fFigure 5).

acyl-CoA

; Mitochondrie
Péroxysome

% — acétyl -COACA£ acétyl -carnitine acétyl -carnitine

<

Cycle .
\ glyoxylique succinate

uonepAxo-¢g

CAT2
W

acétyl -CoA

succinate

N

Figure 5: B-oxydation péoxysonale chez les levures. ABC: ATBinding Casset, CAT2:
carnitine acétytransférase, CRC1: carnitine ac-carnitine translocaseTCA: acide
tricarboxylique.

ChezCandida albicansqui ne possede pas la CIT péroxysomale, la déléti genCAT?2
entraine la perte de la capacité a croitre sur iieurcontenant uniguement des AG ou
molécules en C2 (éthanol ou acétate) comme soercartbone, ce qui montre que le trans
d’acétyl-CoA dépendant de la carnitine est essentiel poamliasance de cette levure sur |
source de carbone non fermentescible (Stet al, 2008).

1.3.1.2 Maintien du ratio acé-CoA/CoA

Chez les animaux, il a été démontré que la caenititervient dans le maintien d’'un ra
acétyl<CoA/CoA mitochondrial compatible avec le bon foontiement cellulaire (Stepheet
al., 2007). Lors d’'un effort physique, I'acé-CoA est généré plus ragichent par I'enzym
PDH (Pyruvate déshydrogénase) mitochondriale aueist pris en charge par le cycle TC
Pour éviter une accumulation de ce précurseur ldamstochondrie, le systeme carnitine
implique une CAT va permettre I'équilibration rapientre les couples acé-CoA/CoA et
acétylcarnitine/carnitine. L'acét-CoA en exces est transféré a la carnitine par [& GAqui
permet de maintenir le Coenzyme A réduit (CoASHypdnible pour un fonctionneme
optimal de la mitochondrie. Comme [I'acl-carnitine mitochondrial peut étre rapidem
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échangé avec la carnitine cytosolique par 'enz@@®T, ce systéme permet un maint
efficace du ratio (Steibeat al., 2004). L'acétylearnitine résultant de ce transfert est exp
vers le cytosol et repsente ainsi une réserve d’acétyl activé qui patreautilisée par le cyc
TCA apres réimportation dans la mitochondrie eibbaate la CAT(Figure 6).

Cytoplasme /

acétyl-carnitine <+—— acétyl-carnitine

CoASH

carnitine +

R acétyl-CoA

Figure 6: Maintien du ratio acét-CoA/CoA grace au systeme carnitine (Bourdin, 2(
1.3.2 Fonction de protection cellulaire
1.32.1 Action ani-oxydante

Différentes études décrivent que la carnitine atdty-carnitine ont des propriét
anti-oxydantes chez les animaux. Ainsi, la carnitineiegtliguée dans la régulation de
production d’oxyde nitrique et de la respiratiofidaire (Brown, 1999)Elle serait inhibitrice
de la péroxydation des lipides en participant@dianution du taux de radicaux libres issus
la respiration qui endommagent les lipides, lesgimes t ’ADN mitochondria (Beckman et
Ames, 1998; Kalaiselvi et Panneerselvam, ). De plus, des études décrivent égaleme
réle de la carnitine en tant qu’antioxydant padatién de métaux impliqués dans la format
de radicaux libresBinienda, 199¢ Rani et Panneerselvam, 2001) mais aussi a traw
capacité a délivrer des acéybA au cycle TCA, augmentant ainsi la productioéngérgie
nécessaire au fonctionnement optimal des ce (Gulcin, 2006).

L'acétyl-carnitine pourrait permettre dprotéger l'activité de certaines enzyn
anti-oxydantes telles que la gluthatione déshydrogétemsatalase et la superoxyde dismu
lors du vieillissement (Kalaiselvi et Panneerselydf98; Rani et Panneerselvam, 2(C
Calabreseet al, 2006). La suplémentation en acétgiarnitine permettrait également
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restaurer la synthése de cardiolipines (phosplu@gproduits dans les mitochondries) atteintes
lors du vieillissement et dont la modification endee une fonction mitochondriale altérée
(Calabreseet al, 2006). Ce sont les propriétés antioxydantes 'deétlyl-carnitine qui
pourraient étre a l'origine de son effet bénéfigoer le traitement des désordres synaptiques
de la maladie d’Alzheimer et d’autres maladies dégdtives (Wangt al, 2013).

Chez la levure, la carnitine est connue pour ameflila tolérance au stress oxydatif. Des
travaux ont démontré que la carnitine augmentedsgance d&. cerevisiaen présence de
peroxyde d’hydrogene et qu’elle est impliquée dangvee de la toxicité de certains acides
organigues. Cependant ce rble est indépendantais&€hzymes carnitine acyl-transférases et
de la navette carnitine. Cet effet pourrait étneeshélant d’un activateur de transcription (Yapl1p)
régulant la protection contre les oxydants (Frargtead., 2008).

1.3.2.2 Détoxification

Chez les animaux, la présence d’acyl-carnitinepiqixes dans les urines témoigne de
I'implication de la carnitine dans I'excrétion dertains xénobiotiques (valproate ou pivalate)
potentiellement toxiques pour la cellule. Les AGnpiexes a usage thérapeutique, tels que le
valproate ou le pivalate sont convertis dans lachibndrie en leurs acyl-CoA respectifs et ne
sont pas pris en charge paptaxydation. C’est la formation d’acyl-carnitine qua permettre
leur excrétion de la mitochondrie puis de la cellé&Vitant ainsi une accumulation toxique de
ces composeés (Arrigoni-Martelli et Caso, 2001).

1.3.2.3 Recyclage lipidique

Il a été mis en évidence que la carnitine a unetfon dans le recyclage de certains lipides.
Ainsi certains types cellulaires sont capables delifier la composition en AG de leurs
phospholipides ou de leur TAG (triacylglycérol) phas cycles de déacylation/réacylation en
utilisant les acyl-carnitines comme réserve de gements acyls. La palmitoyl-carnitine, issue
de l'activité catalytique de la CPT1 est un suligh@ur lap-oxydation, mais elle constitue
également un donneur de groupement acyl. La palhlitonitine participerait au recyclage
des lipides membranaires des érythrocytes, aing de certains phospholipides, de
triglycérides dans les cellules neuronales (Ardeiral.,1992; Arduiniet al.,1994).
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1.3.2.4 Modulation de l'activité de protéines

La palmitoyl-carnitine serait également impliquéensl la signalisation cellulaire et la
modification post-traductionnelle de protéines ailnptoylation (Arduiniet al,1994). Il a été
aussi montré que la palmitoyl-carnitine peut inhiliactivation de la protéine kinase C
impliquée dans la prolifération ou la différencieticellulaire (Sobiesiak-Mirska et Nalecz,
2006). Ceci montre que les acyl-carnitines endaetdonneurs de groupement acyl pourraient
servir a la régulation de l'activité de certainestgines. De méme d’autres travaux ont montré
que la L-carnitine peut interagir avec des récaptptotéiques, impliqués notamment dans la
réponse aux glucocorticoides ou aux hormones tthigries (Manolét al, 2004; Benvenget
al., 2004).

1.3.3 Rdle d’osmolyte

Différentes études chez les bactéries ont montedajgarnitine est un soluté compatible
qui peut s'accumuler a des teneurs élevées darcellale sans altérer les fonctions
cytoplasmiques. La carnitine agit comme un osmaptaidant les cellules bactériennes a faire
face a un stress osmotique tel qu’'un stress s@lamg@vaset al, 2007) ou un stress froid
(Angelidis et Smith, 2003). La carnitine particiggerainsi aux controles des flux d’eau. Son
implication a aussi été démontrée dans la baratoter (Smiddet al, 2004).

La carnitine est également susceptible d'étre gnpk dans l'adaptation des cellules de
certains tissus animaux contre I'hypertonie deifennement (Peluset al.,2000; Cottoret al.,
2010). Elle est dailleurs actuellement envisagésnsd le traitement de problemes
d’hyperosmolarité du film lacrymal (Nebbiosbal, 2013).

1.4 Réle de la carnitine chez les plantes

1.4.1 Présence de carnitine et d’acyl-carnitines ela les plantes

La carnitine a été mise en évidence et quantifiges ddifférents tissus et organes de
céréales et autres veégeétaux a partir des anngesr T@éthode enzymatiquéapleau 1J).
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Tableau 1 Teneur en carnitine des plantes (a: Panter et ML@IB9; b: McNeil et Thomas,
1975; c: Rudmaset al, 1977) (MS: matiere séche).

Matériel végétal Teneur en carnitine
(ng.g* de MS)
Riz*¢ 71
Avoine (graine} 1
Avoine (plantule} 14
Blé (graine} 4
Blé (plantule} 4
Chou fleu? 14
Poid® 11
Avocaf 48

Récemment, l'utilisation de la Chromatographie lidguHaute Performance couplée a la
Spectrométrie de Masse (LC/ESI-MS/MS) a permis @¢tne en évidence et quantifier des
esters de carnitine au c6té de la carnitine ctexdgétaux (Bourdiet al, 2007). Ainsi ces
composés ont été quantifiés dans des tissus deeplaéagineuses et non oléagineuses
(Arabidopsis, tabac, colza et lin). La teneur mayern carnitine y est comprise entre 1 et 5
ng.mg' de matiére séch@4bleau 2.

Tableau 2 Teneur en carnitine chez les plantes (MS: matéohe) (Bourdiet al, 2007).

Arabidopsis Tabac Lin Colza

Carnitine 1,1+0,2 2,717 5,1+3,1 3,2+2,1
(ng.mg* MS)

La carnitine est associée a des acyls allant desesochaines carbonées (C2) aux longues
chaines carbonées (C20). Chez Arabidopsis, la tereacyl-carnitines représente 2 % du pool
de carnitine libre (0,021+0,0003 ng.thde matiére séche). Il faut noter également qtenleur
en carnitine et acyl-carnitines est respectivensent et mille fois moins importante chez les
plantes que chez les animaux (Bourgliral, 2007).

1.4. 2 Activités carnitine acyl-transférases chee$ végétaux

Des activités carnitine acyl-transférases ont éigéesnen évidence dans différents
compartiments cellulaires chez les végétaux. Er8,1Panter et Mudd ont mis en évidence
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I'oxydation de la palmitoyl-carnitine par des mitondries isolées du mésocarpe d’avocat. lIs
ont suggeéré la présence d’'une CPT et d’un syst@éntiadsport proche de I'animal, nécessaire
a la conversion de la palmitoyl-carnitine en pahyltCoA, substrat pour I§-oxydation.
Ensuite, d’autres équipes ont pu mesurer des 8=i@AT dans la matrice mitochondriale de
cotylédons de pois ainsi que des activités CPTasarembrane externe et interne (Burgess et
Thomas, 1986; Thomas et Wood, 1986). Des acti@#&ket CPT ont également été détectées
dans des mitochondries d’hypocotyles de haricotrlflidey et Gerhardt, 1988). En 1995,
Schwabedissen-Gerbling et Gerhardt ont purifiéaeaatérisé une carnitine acyl-transférase a
large spécificité de substrats dans des mitochesdsolées d’hypocotyles de haricot. Les
propriétés biochimiques (petite taille, structurenmmérique, insensibilité au malonyl-CoA)
de cette enzyme, laissaient penser a une CAT poywamdre en charge aussi bien les
acyl-CoA a courtes chaines (C2) que les acyl-Ct#hgues chaines (C16; C18; C18:1; C18:2;
C18:3). Des activitées CAT et CPT ont égalementdéiectées dans des étioplastes d’orge
(Thomaset al, 1983) et des chloroplastes de pois (McLakal, 1985; Masterson et Wood,
2000[1][2]). En revanche, aucune étude a ce joarpu montrer la présence de carnitine
acyl-transférase dans le péroxysome (Miernyk edl@se, 1981; Biebat al, 1981; Gerbling

et Gerhardt, 1988)lableau 3.

Tableau 3 Localisation cellulaire des différentes acyl-¢anes transférases mises en
évidence chez les plantes (a: Burgess et Thoma&§; b9 Thomas et Wood, 1986; c:
Masterson et Wood, 2000[1][2]).

Localisation cellulaire Activités acyl-carnitine transférases
Mitochondries CAT? CPT(e},CPT(if
Chloroplastes CAT CPT

1.4.3 Transport de la carnitine chez les plantes

Chez les animaux, les transporteurs de cationsimpges OCTN 1 a 3 sont impliqués dans
I’'homéostasie et la distribution de la carnitineslies différents tissus avec une affinité plus ou
moins grande (Tamait al, 1998 et 2000). Chez la levure c’est la protéu@P2 qui est en
charge du transport de la carnitine a travers lenlbmane plasmique (van Roermuetdal,
1999). En 2007, la protéine d'Arabidopsis AtOCTUi, martage la plupart des caractéristiques
structurales et biochimiques des OCTN animaless &tédiee (Lelandais-Briest al, 2007).

Sa capacité a complémenter le double mutant ded@wit2/agp2(van Roermunet al., 1999)
a permis de la proposer comme capable de transgartarnitine a travers la membrane
plasmique végétale.
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Il n'existe aucune donnée relative au transportemix| d’'acétyl-carnitine ou
d’acyl-carnitines a travers les membranes mitochalaou chloroplastique. Chez les plantes,
seule la protéine BOU (A BOUT DE SOUFFLE) d’Arabjis, qui présente une certaine
homologie avec les CACT animale et de levure, gp&tposée pour ce rble de translocase dans
les mitochondries (Lawaret al, 2002). Mais, I'analyse de la fonction de transge BOU par
complémentation d’un mutant de levure et par conttin dans des protéoliposomes n’a pas
permis de démontrer son implication dans le trangfgocarnitine et d’acyl-carnitines (Bourdin,
2007). En 2013, la protéine BOU a été proposée atnamsporteur mitochondrial impliqué
dans la photorespiratiqicisenhutet al,, 2013).

1.4.4 Role de la carnitine dans le métabolisme lgligue chez les plantes

Les données portant sur les activités carnitinestéaases mesurées dans différents tissus
végétaux et la quantification d’acyl-carnitines @té de la carnitine libre chez les plantes
indiquent que la carnitine y est associée au mésabe lipidique comme c’est le cas chez
I'animal et la levure.

1.4.4.1 Implication de la carnitine dans le catemoé des réserves lipidiques:

Chez les plantes oléagineuses, les lipides devesent rapidement convertis en hydrates
de carbone solubles, aprés le début de la germimadtes lipases hydrolysent les triglycérides
stockés dans les oléosomes. Les AG produits stméaen esters d'acyl-CoA et pénétrent dans
le péroxisome via un transporteur ABC ou ils soatamposés en acétyl-CoA par la
B-oxydation. Les acétyl-CoA formés vont alimentecyele glyoxylique ou ils sont convertis
en succinate. Ce dernier est transporté dans txhanhdrie pour alimenter le cycle de Krebs
(Li-Beissonet al.,, 2013) Figure 7).
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Figure 7: Mobilisation des réserves au cours de la germinatiArabidopsis thalian (TAG:
Triacylglycérol, AG: Acide Gras, TCA: Cycle des Acides Tricarboxyligy

Ainsi chez les plantes, le catabolisme des AG @stlisé dans le péroxisome com
chez les levures, mais des études relatent égalefieqstence d'une p-oxydation
mitochondriale (Dieuaidet al., 1993 dont certaines mettent en évidence une implio de
la carnitine (Masterson et Wood, 2000[3][4

Des études ont montré que I'oxydation du palmities les mitochondries de cotyléc
de pois n’est possible qu’en présence de CoASH", ATP, malate et de carnitine (Thonet
McNeil, 1976; Woodet al, 1984). De plus comme indiqué précédemment, désitas
carnitine acylransférases de type CAT et CPT ont été mises ederme dans de
mitochondries de différents tissus végétaux (Buet Thomas, 1986; Thomiet Wood, 1986;
Gerbling et Gerhardt1988). Ces données réunies plaident en faveur edgsténce d’ur
transport carnitine dépendant nécessaire ap-oxydation mitochondriale des AG et/ou
métabolisme mitochondrial. Récemment, il a été néogtie I'etomoxir, connu chez I'anim
pour étreun inhibiteur irréversible de la carnitine palmii-transférase de la membrane exte
des mitochondries, a un effet inhibiteur sup-oxydation mitochondriale dans les cotyléd
de plantules de pois, sans affectep-oxydation péroxysomale (Masterset Wood, 2009). ||
est possible que If-oxydation mitochondriale qui entraine la phosphaiigh oxydative
(Schulz, 1991) et les exportations d’ac-CoA via un systéme carnitine a-transférase
(Woodet al, 1992), fournisse I'ATP et/ou l'acé-CoAnécessaires a la biosynthese des lig
membranaires. Le rble de la CAT pourrait concelmenaintien du ratio acé-CoA/CoA de la
méme maniéere que dans les cellules anin
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1.4.4.2 Implication de la carnitine dans la syngh@ss lipides

Contrairement aux autres eucaryotes, le lieu déhége des AG chez les plantes est le
plaste et non le cytosol. Cette voie de synthesgmeprocaryotique n’est pas limitée a certains
organes ou tissus mais a lieu dans tous les tyhesgaires, qu’ils soient chlorophylliens ou non.
Le composée initial utilisé pour la synthése deses@l'acétyl-CoA. Certains AG restent dans le
plaste pour permettre la synthése de lipides ajnalifiés de procaryotiques, d’'autres sont
exportés vers le RE sous forme d’acyl-CoA pourerrdans la voie eucaryotique de synthese
lipidique (Li-Beissoret al, 2013). Le mécanisme d’export des AG des plasiesmieonnu.

Des activités CAT et CPT chloroplastiques (Mastersto/Nood, 2000[1][2]) suggérent que
I'acétyl-carnitine pourrait étre un substrat poar dynthese des AG. Certaines données
permettent d’envisager l'acétyl-carnitine commen reeulement la forme de transport de
I'acétyl-CoA dans les plastes, mais aussi commsubstrat préférentiel dans la synthése des
AG (Mastersoret al, 1990). La relation entre la carnitine et la spsth d'AG a aussi été
évoquée dans une étude sur des cultures de tieskalanchoe crenatanontrant que la
synthese des AG est stimulée par de la carnitimgéne (Woodet al, 1992). D’autres
recherches ne confirment pas ce lien entre la to@net la synthése d’AG, et réfutent
I'acétyl-carnitine comme un précurseur préférenpielir la synthése d’AG (Rougha al,
1993). Le rble de la CAT/CPT chloroplastique esiaencore sujet a controverse mais de par
son activité CPT elle pourrait &tre en charge ebeplortation des acyl-CoA vers le RE (Thomas
et al, 1983).

Par le mécanisme d’acyl-éditing, les AG insatufésnés sont échangés avec les
acyl-CoA cytosoliques, qui pourraient étre intradudans le chloroplaste via un systeme de
transport carnitine dépendant. Chez le pois, I€E i@éntifiées auraient une forte affinité pour
la palmitoyl-carnitine, les esters de carnitin@rglues chaines insaturées (C18:2; C18:3) et la
CPT serait sensible au malonyl-CoA, comme son hogua animal (Masterson et Wood,
2000[2]). Une des fonctions principales de ces €&tdit alors la réimportation d’AG insaturés
vers le chloroplaste. Il a également été montrémgi'supplémentation du milieu de culture en
carnitine, induirait une augmentation des teneurscldorophylles dans les tissus étudiés
(Thomaset al, 1981; Woockt al, 1992; Masterson et Wood, 2009). La carnitinearaispas
impliquée directement dans la voie de biosynthésectilorophylles, mais contribuerait plutot
a fournir les substrats nécessaires a la biog@esmembranes chloroplastiques.
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1.4.5 Role de la carnitine dans la tolérance au &iss abiotique chez les plantes

Des travaux réalisés récemment ont montré que raitioe confére aux plantes une
tolérance au stress abiotiqgue comme c’est le das lda autres regnes. Ainsi elle améliore le
développement et le rétablissement de jeunes pésndiArabidopsis dans des conditions de
stress salin (Charri@tal., 2012) L'effet osmoprotectant de la carnitine est complara celui
de la proline qui est un osmolyte avéré chez lastps (Verbruggen et Hermans, 2008; Ashraf
et Foolad, 2007). Les deux composés amélioreneégalt la survie des plantules lors d’'un
stress oxydatif (présence d¢®, dans le milieu de culture). La carnitine pourragmme la
proline, intervenir dans la résistance au strefia satravers ses propriétés antioxydantes
(Ashraf et Foolad, 2007; Ghaes al,2008; Charrieetal., 2012).

2. Biosynthese de la carnitine
2.1 Biosynthese de la carnitine chez I'animal
2.1.1 Voie de biosynthése de la carnitine

Chez ’homme, il est estimé que les trois quartidarnitine de I'organisme proviennent
de l'alimentation, pour une tres large partie dexipits carnés et dans une moindre mesure
des aliments d’origine végétale (Tahal, 1996). Chez les personnes qui suivent un régime
strictement végétarien, habitués a de faibles tsnen carnitine, la biodisponibilité de ce
composé est plus importante que chez les consomarmale viande (Rebouche et Chenard,
1991). Pour garantir une homéostasie de cettenegessentielle a I'organisme, il existe
également une biosynthése endogéne. Cette syrdhiéme principalement dans les reins, le
foie et le cerveau chez les mammiféres (TanphaiehiBroquist, 1974; Rebouche et Engel,
1980).

Le mode de synthése de la carnitine animale aégg@&tudié, notamment chez le rat, des les
années soixante (Bremer, 1962[2]). On sait désarouze le squelette carboné de la carnitine
provient de I'acide aminé lysine et les groupes-téthyls proviennent de la méthionine. C’est
une meéthyl-transférase qui est en charge de ldiséaggermettant la synthése du précurseur
initial qu’est la 6-N-triméthyllysine (TML). Chez$ mammiféres la TML peut également
provenir de la dégradation lysosomale ou protéakohes protéines contenant des lysines
N-méthylées (Paik et Kin, 1971Quatre réactions enzymatiques vont ensuite conduire
I'obtention de la carnitineHigure 8).

Dans un premier temps, la TML est hydroxylée entjpos3 par la TML dioxygénase
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(TMLD; EC 1.14.11.8) qui catalyse ainsi la formation «-hydroxy-6N-TML (HTML). Ce
composé est alors clivé er-trimethylaminobutyraldeyde (TMABA) et en glycinerpane
HTML aldolase (HTMLA; EC 4.1.2.X). Le TMABA est enge oxydé par une TMAB;
déshydrogénase (TMABADH; EC 1.2.1.47) et permet Ilformation du
4-N-trimethylaninobutyrate oty-butyrobetainey-BB). Enfin, lay-BB est transformée par
v-BB dioxygénase (BBD; EC 1.14.11.1) en carnitiVaz etWanders, 2002)

NH
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| l
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\ N 2+
N W\fo Fe l \»Succinate
! OH OH +CO,
3-hydroxy-6-N-trimethyllysine (HTML) HTML
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| OH OH + Co2
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Figure 8: Biosynthese de la carnitine chez les mammifédegp(es Vazet Wander, 2002).

Des travaux ont permis de caractériser les gengantgour les enzymes de la voie
biosynthese de la carnitine et certaines de ce®ipes ont été caractérisées au niv
moléculaire.

2.1.2 TMLD

La premiere enzyme de la voie biosynthése de la carnitine a d'al été étudiée par
Hulse et ses collaborateuksulseet al., 1978, qui ont montré que des mitochondries de de
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rat étaient capables de faire la réaction d’hydiation de la TML et de produire de 'HTML.
Cette enzyme est une dioxygénase a fer ferrewhé@omque, qui a besoin de 2-oxoglutarate et
d'oxygene moléculaire comme cofacteurs.

Chez 'lhomme et le rat, I'activité TMLD est présedans le foie, les muscles squelettiques,
le coeur, le cerveau et pour la part la plus impoetalans le rein (Stein et Englard, 1982;
Rebouche et Engel, 1980). Des expériences de datialn subcellulaire ont montré que la
TMLD était une enzyme mitochondriale (Hukteal, 1978; Sachan et Hoppel, 1980; \#éal.,
2001) a la difféerence des trois autres enzymesd®ie de biosynthese de la carnitine qui,
comme indiqué plus loin, sont cytosoliques.

La TMLD est un homodimére d'environ 87 kDa. La sfge codante pour la protéine de
rat a été déterminée. D’'une longueur de 1218 pd cetde pour un polypeptide de 405 acides
aminés et d’'une masse moléculaire de 47,5 kDa €Vat, 2001). Ceci a également permis
d’identifier les orthologues humains et murins aiue la localisation chromosomique du géne
humain.

2.1.3 HTMLA

La deuxiéme enzyme impliquée dans la biosynthéda darnitine est ’'HTML aldolase
(HTMLA). Lactivité enzymatique la plus importang été mise en évidence dans le foie
(Rebouche et Engel, 1980).

I est proposé chez lanimal que I'enzyme HTMLA tsoiune sérine
hydroxymeéthyltransférase (SHMT). En effet, une SHMIFifiée a partir de foie de lapin est
capable de convertir le substrat HTML en TMABA dycine (Hendersoret al, 1980;
Hendersonet al, 1982). Les SHMT forment une classe d'enzymes-ddgendantes (5’
phosphate de pyridoxal) qui effectuent notammariefconversion entre la sérine et la glycine
en présence de tétrahydrofolate. Le cofacteur BLBredérive de la pyridoxine (vitaming)B
L’hypothése d’'une implication d'une enzyme PLP-aélaamte dans la synthese de carnitine est
renforcée par le fait que la synthéseydautyrobétaine et de carnitine a partir de TML est
inhibée par I'acide 1-amino-D-proline, un antagtende la vitamine 8 Ce composé limite la
synthese de carnitine de 60-80% et conduit a lfaatation de HTML (Dunret al,, 1982). Par
ailleurs, des rats maintenus sous un régime défieie vitamine Bprésentent une diminution
significative des niveaux de carnitine dans lesugsextra-hépatiques (Cho et Leklem, 1990).
Deux isoformes de SHMT sont présentes dans lealeglhnimales: une localisée dans le
cytoplasme et une localisée dans les mitochondtiasSHMT cytosolique humaine est
présente principalement dans les muscles squelestides reins et le foie, alors que la SHMT
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mitochondriale est ubiquitaire (Girget al, 1998). Si 'HTMLA est identique a l'une des
SHMT, la forme cytosolique est le candidat le ptosbable. En effet 'THTMLA est localisée
dans le cytoplasme et I'activitée SHMT cytosoliqee @étectée de facon prédominante dans les
tissus connus comme ayant une activité HTMLA (Rebeuwet Engel, 1980). Le géne humain
codant pour I'enzyme cytosolique est connu ainsi spilocalisation chromosomique (Garrow
et al, 1993). Mais, a ce jour, le fait que 'HTMLA saihe SHMT reste a démontrer.

Une autre famille d’enzymes susceptibles de preadreharge la conversion de HTML en
TMABA est la famille des thréonine aldolases (TAypkement dépendantes du PLP et qui est
proposée chez les mammiféres sur la base de tragalisés chez la levuf@andida albicans
(Strijbis et al, 2009). Les deux enzymes réalisent un clivagelgidae de leur substrat en
glycine et acétaldéhydé&igure 9).

HTML L-threonine
g 3 3
Hy="N = CH,= CH,=CH,= CH =CH= CH,=CH=CH=C,
B O 2?‘Cl Cson b= =S =Coom
CH, OH *NH, OH *NH,
glycine 9 glycine
PLP = E PLP) " E
~— 1% “on ~— 1" on
‘ *NH, l *NH,
TMABA acetaldehyde
CH, o o

1 1
CH,-‘r: =CH=CH,= ::H,-c__H

i
CH=C,
CH, H

Figure 9: Comparaison entre réaction de I'enzyme HTMLA &t (@'aprés Strijbiset al,
2009).

L'expression des génes codant pour les enzyme3HALPchez 'homme eGLY1chez
la souris, a été étudiée (Edgar, 2005). Il sembke lg genélrHA1P soit un pseudogéne non
fonctionnel chez ’lhomme alors que le g&leY 1est exprimé dans les tissus adultes comme la
prostate, le coeur et le foie. La protéine GLY1 paitidonc étre 'HTMLA chez les rongeurs
(Strijbis et al.,2010).

2.1.4 TMABADH

La troisieme réaction de la voie de biosynthésla darnitine est la déshydrogénation de la
TMABA pour donner le 4-N-trimethylaminobutyrate oybutyrobétaine BB). La
TMABADH (TMABA déshydrogénase) a été isolée par $éuket Henderson a partir d’'une
fraction cytoplasmique de foie de bceuf et de ratlgel et Henderson, 1979; Hulse et
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Henderson, 1980). Cette enzyme est une enzyme ‘Nddpendante et son activité est
facilement mesurée par spectrophotométrie en suilapparition du NADH (Hulse et
Henderson, 1980). Dans les tissus humains, I'aétiziplus importante est détectée dans le foie
et les reins, mais elle est faible dans le cerviaageur et les muscles (Rebouche et Engel,
1980).

La séquence de I'ADN codant pour la TMABADH de fadie rat a été déterminée plus
récemment (Vaet al, 2000). Ceci a permis d’identifier les séquerizgnaines et de souris. La
TMABADH de rat est fortement homologue a une enzyrécédemment identifiee comme
l'aldéhyde déshydrogénase ALDH9 humaine (&aal, 2000; Abeet al, 1990, Kikonyogo et
Pietruszko, 1996; Liet al, 1996). Cette ALDH cytosolique prend en charge sléstrats qui
ressemblent au TMABA, comme le 4-aminobutyraldéhgdde 2-triméthylaminoéthanal
(bétaine aldéhyde). Les produits obtenus sonalmidhobutyrate et la bétaine et sont impliqués
dans diverses fonctions cellulaires. Le gah®H9 est principalement exprimé dans le foie, les
reins, le cceur et les muscles (etral, 1996; Izaguirret al, 1997), tissus contenant également
des niveaux élevés d'activit¢ TMABADH (RebouchEmgel, 1980). L'expression hétérologue
d’ALDH9 dansE. colia montré que la protéine recombinante a la plte factivité avec le
substrat TMABA. De méme une comparaison de la ¢gpagrendre en charge une variété de
substratsy-aminobutyraldéhydey-trimethylaminobutyraldehyde et la bétaine aldéhyidre
la TMABADH de rat et la protéine humaine ALDH9 mmgue les deux enzymes ont des
spécificités de substrat trés similaires (¥aal, 2000). La protéine ALDH9 est donc proposée
comme étant la TMABADH humaine.

2.1.5BBD

Au cours de la quatrieme étape de la voie de btbhege de la carnitine, laBB est
hydroxylée par la BBD pour donner la L-carnitinea BBD, comme la TMLD, est une
dioxygénase qui incorpore une molécule d'oxygéngs dan substrat. Les deux enzymes
nécessitent les mémes cofacteurs (Lindstedt etstedd, 1970). La séquence primaire de la
BBD a été obtenue a partir de la bact®seudomonasp. AK 1, capable de se développer sur
de la butyrobétaine en tant que seule source temaet d'azote (Lindsteet al, 1970).

La BBD est localisée dans le cytosol (Lindstedtiatistedt, 1970; Gallandt al.,, 1998,
Vazet al, 1999). En 1998, 'ADN humain codant pour la BBBté séquencé. D’'une séguence
de 1161 pb, il code pour une protéine de 44,7 KiZzz €t al, 1998). Une analyse de
I'expression du géne correspondant a montré urie éxpression dans le rein, une expression
modérée dans le foie et une expression faible #aosrveau (Vaet al, 1998). Des données
montrent également une activité BBD dans les tasticet I'épididyme de rat (Tanphaichitr et
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Broquist, 1974), mais les données obtenues depuislas séquence codante suggerent
I'intervention d’une isoforme protéique dans cegames (Gallandt al, 1999). Chez 'homme,
I'activité BBD dans le foie est faible a la naissaret augmente pendant la puberté pour
atteindre sa valeur maximale a I'age adulte. Néamsndans les reins cette activité est présente
des la naissance (Olson et Rebouche, 1987).

2.1.6 Homéostasie de la carnitine chez ’hnomme

La distribution tissulaire des enzymes permettasyhthese de la carnitine chez 'homme
est connue. L'activité la plus élevée pour la TM&S2 détectée dans les reins, mais elle est aussi
présente dans le foie, le cceur, les muscles eefeeau. L'activité HTMLA se trouve
principalement dans le foie, alors qu’elle est laidans les autres tissus étudiés. Le taux
d'oxydation du TMABA par la TMABADH est plus imparit dans le foie, existe également
dans les reins, mais est faible dans le cerveaoele et les muscles. Ces résultats montrent que
tous les tissus étudiés contiennent les enzymesssaices pour convertir la TML erBB.
Mais, seuls les reins, le foie et le cerveau sapables de la convertir en carnitine, avec une
activité BBD plus importante dans les reins (EnjlaB79; Rebouche et Engel, 1980). Un
schéma illustrant 'homéostasie de la carniting themme est représenté sufitare 10. Le
rein réabsorbe efficacement la carnitine gtlbautyrobétaine, minimisant ainsi la perte urinaire
de ces deux composeés (Vaz et Wanders, 2002).

Other tissues

‘ Protein degradation = TML—HTML—TMABA— BB

Dietary Carnitine
carnitine
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Figure 10 Homéostasie de la carnitine chez 'homme (Vad/anders, 2002).
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2.2 Biosynthese de la carnitine chez les levures

Comme indigué précédemment, la carnitine joue lm déns le transport d’'acétyl-CoA
du péroxysome vers la mitochondrie chez les leviNearospora crassat C. albicanssont
capables de synthétiser la carnitine par une wlaasynthése comparable a celle des animaux
(Kaufman et al, 1977; Strijbiset al, 2009). D’autres levures comn&& cerevisiaesont
incapables de synthétiser la carnitine mais I'sgifit pour leur métabolisme en le prélevant dans
leur environnement (Swiegeesal 2001). Des études génétiques chez la le@uebicansont
conduit a l'identification des enzymes impliqguéasgla synthése de la carnitine (Strigigl.,
2009).

2.2.1 TMLD et BBD

Les séquences humaines codant pour les enzymes Té&WIBBD ont permis d’identifier
des genes candidats orthologues cBiezalbicans Deux phases ouvertes de lecture non
caractériseesn(f19.4316et orf19.713 qui par prédiction de traduction ont une simitaie
séquence de 35% et 21% avec la TMLD et la BBD hoemarespectivement, ont ainsi éte
identifiées. L'obtention de mutants perte de famttde ces genes et la restauration de la
croissance des levures sur source de carbone nmerfeescible en ajoutant au milieu de
culture de la TMABA ou de la carnitine ont confirfagonction de ces enzymgStrijbiset al,
2009)

2.2.2 HTMLA

Le génome de&. albicansporte deux séquences codant pour des thréoninkasds. |l
s’agit deGLY1et de 10rf19.6305 Une étude génétique et biochimique détailléermizede
montrer récemment que la protéine codée pafll9.6305est majoritairement en charge de la
conversion de HTML en TMABA chez cette levure et m®posée comme étant 'THTMLA
(Strijbiset al, 2009). Cependant cette étape de la voie de Hiosy@a n’est pas aussi simple que
les autres étapes chez la levure. En effet desmsutgerte de fonction de la TMLD,
TMABADH ou BBD sont incapables de pousser sur unece de carbone non fermentescible
du fait de leur incapacité a transporter les urgigstyles. Au contraire, des mutants perte de
fonction de 'HTMLA ou des doubles mutani$mla/glyl sont encore capable de pousser
(Tableau 4). Une forme cytosoliqgue de SHMT est proposée controgsieme enzyme
impliquée a cette étape de la voie de biosynthéda darnitine (Strijbigt al, 2010).
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Tableau 4 Taux de croissance (eff)hde souches dé. albicanssauvage ou mutantes sur un
milieu minimal oléate et acétate (Strijlgisal, 2010).

Souches Milieu oléate Milieu acétate
Sauvage 0,238 0,100

glyl 0,278 0,091

htmla 0,138 0,066
htmla/glyl 0,080 0,067

2.2.3 TMABADH

La protéine humaine TMABADH (ALDH9) a permis d’idérer le géne codant pour la
TMABADH chez C. albicans La protéine identifiee codée paof19.6306a une identité de
séquence de 35% avec la TMABADH humaine. La fomctle la protéine a été démontrée
apres obtention d’'un mutant perte de fonction dgésee et restauration de la croissance des
levures sur source de carbone non fermentescibégoaitant au milieu de culture dey8B
(Strijbis et al, 2009) Il a été remarqué que le gene codant pour la TMABAdDait proche
génétiquement de celui codant pour 'HTMLA. En efées génes sont transcrits dans des
directions opposées et partagent une région entateob000 pb, ce qui semble indiquer des
éléments de promoteur en commun et une coordindadiexpression (Strijbist al., 2010)

2.3 Etat des connaissances sur la biosynthése dedanitine chez les plantes

Comme les mammiferes et les micro-organismes Jdeggs sont certainement capables de
prélever la carnitine dans leur milieu de croissada fait d’'interactions rhizosphériques
(Warren, 2013). Cependant la mise en évidence ddtioe dans des cultures axéniques
d’Arabidopsis montre qu’elles sont également cagmble synthétiser ce composé. Récemment
des analyses d’extraits de jeunes plantules d’ Agdsispar spectrométrie de massd permis
de mettre en évidence la présence de TML ety-@B, pour lesquels des standards
commerciaux existent (Ripp al.,2012) Figure 11, A).

De plus, lorsque de la TML deutéré&H{]-TLM) est ajoutée dans le milieu de culture des
plantules, de lg-BB deutérée et de la carnitine deutérée sontueé® dans les extraits
végeétaux par spectrométrie de massgure 11, B) (Rippaet al.,2012). Ces travaux montrent
gu’il y a une similitude entre les voies de biosyrste de la carnitine chez Arabidopsis et les
autres eucaryotes chez lesquelles elle est casstér
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Figure 11 Chromatogrammes LC-ESI-MS/MS d’un extrait obténpartir de plantules A.
thalianade 7 jours cultivées sur du milieu MS (A) et 1 mBIPHg]-TLM (B) (d’aprés Rippaet
al., 2012).

Il est montré quérosophila melanogastest Caenorhabditis elegangortent également
dans leurs séquences des orthologues des geresgaie te biosynthese de la carnitine (Volek
et al, 2002). Ceci tend a indiquer, avec les donnéegssdes travaux sur les mammiferes et la
levure, une bonne conservation des genes implidags la synthése de la carnitine entre les

especes.

Une analyse bioinformatique réalisée chez Arabigopsntre qu’il existe des homologies
significatives entre certaines enzymes de plantesesenzymes de mammiferes et de levure
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pour les étapes 2 et 3 de la voie de biosyntHégere 8) (Rippaet al.,2012).

Au contraire, aucune homologie significative deusge n’est trouvée pour les enzymes
des étapes 1 et 4 de la synthese de carnitindalaase de données d’Arabidopsis. Ce résultat
suggere que les étapes d’hydroxylation pourraitnet ri@alisées par des enzymes différentes
chez les plantes. Cependant, la teneur en carniinglantules d’Arabidopsis peut étre
diminuée de 50 % lorsque du THP (3-(2,2,2-trimdtlgltazine) propionate), inhibiteur de la
BBD de mammifere (Spaniet al, 2001), est ajouté au milieu de culture (Rippal.,2012).

Ce résultat suggere que, malgré I'absence d’honeolig séquence entre les plantes et les
mammiféres, les sites actifs des enzymes impliq@éees étapes peuvent partager des
structures similaires.

Le génome dA. thalianacode pour sept SHMT et deux thréonines aldolasesatrtaines
peuvent étre envisagées comme candidates potemtait impliquées dans la voie de
biosynthese de la carnitine. De méme la superfandils ALDH, qui est composée de 14
protéines réparties en 9 familles peuvent contigsrmembres capables de prendre en charge la
conversion de TMABA en-BB (Rippaet al.,2012). Les données relatives aux homologies de
séquences entre les protéines d’Arabidopsis et imesmau de levure seront analysées et
détaillées dans le troisieme chapitre de ce maituscr

3. Démarche scientifique

La carnitine joue un role fondamental chez les anxnen permettant notamment le
transport des AG du cytosol vers les mitochondioes du catabolisme des lipides dans le
métabolisme énergétiqudien que sa présence et son implication dans |leaboksme
lipidique des végétaux soit connues depuis de neansieis années, son rble physiologique est
encore mal compris.

Dans ce travail de these, les connaissances déla@e biosynthése de la carnitine animale
et de certaines levures ont été utilisées danapm®che de biologie comparée avec les plantes.
En effet il a été montré récemment que la plantbilopsis utilise des précurseurs similaires
aux mammiféres et levures pour synthétiser la tiaenice qui peut laisser supposer une
implication d’enzymes comparables. Aussi des pnetid’Arabidopsis homologues aux
enzymes animales et de levure sont proposées carantidats potentiellement impliqués
dans la synthése végétale de la carnitine (Rébd, 2012). Des mutants de ces enzymes sont
ici recherchés, soit a partir des données bibllgpues, soit a partir de banques de mutants.
L'objectif principal de ce travail est donc la recthe de protéines impliquées dans la synthéese
végétale de carnitine et I'obtention de mutants@mént des teneurs nulles ou réduites en

carnitine afin de disposer d’'un nouvel outil d’é&udl r6le biologique de la carnitine végétale.
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En effet la mise en évidence de protéines impligudgns la synthese de carnitine pourra
permettre de déterminer les modalités de régulatdencette voie et son implication
métabolique et physiologique dans le développemenplantes.

L'organisme choisi pour réaliser cette eétudefgabidopsis thalianakn effet cette plante
est considérée comme un organisme végétal modéteifie entierement séquenceé) et est
pratique a utiliser en laboratoire. Ensuite, dasaux antérieurs sur le rdle physiologique de la
carnitine ont été menés sur cette plante (BourddQ7; Charrier, 2011). En outre, des
collections riches de mutants d’Arabidopsis obtepas mutagenése insertionnelle sont
disponibles. Enfin, Arabidopsis est une espécegoléase, apparentée au colza, dont le
développement précoce est basé sur le métabolisese réserves lipidigues avant
I'établissement complet de la photoautotrophie {{aad et Graham, 2001).

Dans un premier temps les protéines candidates syrithese de la carnitine chez
Arabidopsis seront recherchées et présentées aih, @si que la disponibilité de mutants
perte de fonction de ces protéines. Ensuite ungsmde mutants suivant les étapes de la voie
de biosynthése sera décrite avec quantificatiotedeurs en carnitine, de son précurseur la
v-BB et éventuellement d’esters de carnitine. Enfie étude détaillée des meilleurs candidats
sera menée (phénotype des mutants, analyse fonelieres protéines).
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CHAPITRE Il - MATERIEL ET METHODES
1. Matériel
1.1 Bactéries
1.1.1Escherichia coli

La souche commerciale (Promegastherichia coldM109 choc thermique compétente
[endAl recAl gyrA9§ thi, hsdR17(rk—, mk+), relAl, supE44-(lac-proAB, [F~ traD36,
proAB, laglgz-M15]] est utilisée comme bactérie héte pour le clonegéamplification de
plasmides d’une taille inférieure a 10 000 pairesbéses (pb). La souche commerciale
(Clontech) dE. coli HST08 choc thermique compétente-[ endAl, supE44, thi-1, recAl,
relAl, gyrA96, phoAg80d lacz1 M15,4 (lacZYA - argF) U1694 (mrr - hsdRMS - mcrBC),
4AmcrA, 2-] est utilisée comme bactérie héte pour le clonetggamplification de plasmides
d’une taille supérieure a 10 000 pb. La soucHe doli [FmcrA A(mrr-hscRMS-mciBC)
®80lacZAM15 AlacX74 recAl araA139 A(ara-leu)7697galU galk rpsL (St) endAl nupG
fhuA::1S7 du kit ‘One Shot ccdB Survival™ 2 TR Competent Cells’ (Invitrogen) est utilisée
pour amplifier le plasmide contenant le génec@B

1.1.2Agrobacterium tumefaciens
La souche dAgrobacterium tumefacier@g(contenant le plasmide pTiC58, Depickesl,
1980; Woodet al, 2001)est utilisée pour la transformation des plantele edsiste aux
antibiotiques rifampicine et gentamycine.
1.2 LevuresCandida albicans
Les différentes souches de levure utilisées saritdé dans léableau 5et proviennent du

laboratoire dirigé par le Dr Ben Distel (Universd&msterdam, Academic Medical Centre,
Department of Medical Biochemistry, Pays-Bas).
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Tableau 5 Génotypes des souch#sC. albicansutilisées (Strijbiset al, 2009)

Souche Description Génotype
SN76-P1 sauvage argM/ARG4 hisad/HIS1 urad::imm**Yura3::imm***:URA3
irolA::imm*%iro1A::imm*4:1RO1
CKS95 tmabadiA/A argdA/arg4A hisla/his1A ura3A::imm*Yura3a:imm**
URA irolA::imm*%iro1A::imm*** tmabadm ::CdARG4/tmabadh
A::CdHIS1
CKS96 tmabadi/A argdA/argdA hisla/hisIA ura3A:imm*YURA3
URA+ irolA::imm*¥IRO1 tmabadh::CdARG4/ tmabadh::CdHIS1
CKS97 tmabadiA/A argdA/arg4A hisla/his1A ura3A:imm*YURA3-TMABADH

+TMABADH iro1A::imm*¥IR0O1 tmabadh::CdARG4/tmabadh::CdHIS1

* tmabadh TMABA(4-trimethylaminobutyraldeyde) déshydrogéeddRA uracile
1.3 Matériel végetal

L'ensemble des études est réalisé avec I'écotypen@na d’Arabidopsis thaliandCol-0).
Les lignées mutantes utilisées au cours de ce ifravaviennent de la banque NASC
(Nottingham Arabidopsis Stock Centre) ou directetrsbautres equipes de recherche. Ces
lignées et leur provenance sont répertoriées destahleaux 18et 19 (chapitre Ill). Dans
toutes les expérimentations, les graines du témeauvage Col-0 utilisées, proviennent de
plantes cultivées en serre dans les mémes corgléiale maniere concomitante aux graines de
plantes mutantes auxquelles elles sont comparées.

1.4 Vecteurs de clonage d’ADN

1.4.1 Description des plasmides

- Le plasmide pGEI@-T Easy (Promega)F{gure 12) est utilisé pour le clonage de

produits d’amplification par PCR (Polymerase ChBReaction). Ce vecteur est fourni sous
forme ouverte, coupé par I'enzyme EcoRV au niveau ggne LacZ codant pour la
B-galactosidase ce qui permet une sélection pablast/bleu des clones ayant incorporé un
insert. Des résidus thymidine ajoutés aux extrén8tderminales permettent un appariement
avec les résidus adénosine débordants ajoutéspaad polymérase aux extrémités 3’ des
amplicons. Le vecteur pGEMT Easy contient un géne de résistance a I'amipieill
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Figure 12 Plasmide pGEM-T Easy

- Le plasmide pRS300G-(gure 13, Prof. D. Weigel, Addgene (http://www.addgene.prg/
contient le précurseur de microARN MIR319&dthaliana Ce plasmide contient un géne de
résistance a I'ampicilline.

A {forward)™

T? promoter +

R5300 (miR319a pBSK) AN
(3369 bp)

miR319a stemloop mif31%a '!

T3 promoter

B (reverse) “

98

Figure 13 Plasmide pRS300

- Le plasmide pENTR'1A (Invitrogen) Figure 14) est un vecteur de clonage contenant
plusieurs sites de restriction enzymatique permette construire un vecteur d’entrée
utilisable dans un systéme de clonage Gat&w@combinaison ultérieure au niveau des sites
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attL1 et attL2). Il contient un géne de résistaagechloramphénicol et a la kanamycine. Le
géneccdBsitué au niveau du site de clonage permet unets#ieositive des clones.

Xmn |
Sai |
BamH |
Kpn |
EcoR |
Mot |
Q)

E

o
o

2
Sal
EcoR |

PENTR™A

Dual Selection Vector

Figure 14: Plasmide pENTR' 1A

- Le plasmide binaire pB7WG2D.1 (Karimi al, 2002) Figure 15) provient de la société
Lifetechnology. Il est utilisé comme vecteur paaitdansformation des plantes d’Arabidopsis.
Il contient un géne de résistance a la spectinameyour la sélection des clones bactériens et le
géne de résistance a I’herbicide Basta et cella &P (Green Fluorescence Proteine) pour la
sélection des plantes. Les sites attR1 et attR2gteznt d’échanger des séquences avec celle
contenue entre les sites attL1 et attL2 d’un veatéentrée suivant la stratégie GateWay
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Figure 15: Plasmide binaire pPB7WG2D.1

- Le plasmide pLUBPKigure 16) est utilisé comme vecteur pour la transformatieria

levure C. albicans Il porte le marqueur de sélecti&iRA3 qui permet la synthése d’uracile
(Ramon et Fonzi, 2003).

pLUBP

(7716 bp)

URAZ
Figure 16: Plasmide pLUBP

- Le plasmide pJB148F{gure 17) contient une cassette d’expression constituée du

promoteur, de la séquence codaettdu terminateur du geidMABADHdeC. albicangdans le
plasmide pLUBP (Strijbigt al, 2009).
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1.4.2 Antibiotiques sélectifs

Les concentrations utilisées pour la sélectiondifésrents plasmides sont indiquées dans

le tableau 6

Tableau 6 Concentration des antibiotiques utilisés.

Antibiotiques Concentration finale dans
le milieu de culture
Ampicilline 100pug.mL*
Kanamycine 5@g.mL*
Streptomycine 50g.mL*
Spectinomycine 50 ug.mL*
Rifamycine 50 ug.mL*
Gentamycine 50 ug.mL*

2. Technique préparatives

2.1 Culture et transformation des organismes

2.1.1 Culture et transformation des bactérie&. coli

Les bactérie€. coli sont cultivées a 37°C dans du milieu LB liquide riatBertani,
contenantl0 g.L! de bactotryptone, 5 g. 'Ld’extrait de levure et 10 gliide NaC) avec une
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agitation 180-230 rpm (rotations par minute) pend#hh ou sur milieu LB solide dans des
boites de Petri dans les mémes conditions saraiagit

Les bactérie&. colicompétentes sont transformées par choc thermixpiex microlitres
de réaction de ligation contenant 5 ng de plasnaideulaire sont ajoutés aux bactéries
compétentes et le mélange est mis sur glace pe28a&t40 min. Ensuite les bactéries sont
transférées a 42°C pendant 45 & 50 s et placéesdiarament sur glace pendant 1 a 2 min. Les
bactéries sont reprises dans 1 mL de milieu SO&A (m/v) d’extrait de levure, 2% (m/v) de
tryptone , 10 mM NacCl, 2,5 mM KCI, 10 mM Mg€20 mM MgSQ, 20 mM glucose). Elles sont
alorsincubées 1 h a 37°C sous agitation a 180 rpm, gtaiées sur un milieu LB solide (LB
additionné de 10 g:t.d’agar) contenant I'antibiotique requis pour l&es#on. Les boites sont
placées & 37°C pendant 16 h. Pour une sélection/blau, 100 pl de X-gal 2 % (40 mg.fL
et 40 ul I'IPTG (0,1 M) sont étalées sur les sw$ade milieu LB solide, avant étalement des
bactéries puis les boites sont placées a 37°C petéah.

Le criblage des bactéries recombinantes est effgiuextraction des plasmides, digestion
par des enzymes appropriées et vérification depeafil de restriction. Pour le stockage les
bactéries sont cultivées dans du milieu LB séldicifide puis conservées a -80°C en présence
de glycérol 20 % (v/v).

2.1.2 Culture et transformation des bactérieg\. tumefaciens

Les cultures liquides de bactériéstumefacien€58 se font dans du milieu YEPOg.L*
de peptone, 10g-td’extrait de levure 5g.L de NaCl)sous agitation (230 rpm) pendant 24 h &
28°C avec les antibiotiques rifamycine et gentamg/@ux concentrations indiquées dans le
tableau 6 Les cultures solides se font dans le méme méliguel sont ajoutés 12 ¢ ld’agar.

Afin de préparer deA. tumefacienglectrocompétentes, une préculture est réalisée 2la
mL de milieu LB et placée a 28°C jusqu’a saturafswit environ 36 h). Ensuite deux cultures
sont réalisées dans 300 mL de LB en présence biatigues sélectifs jusqu’a obtenir une DO
de 0,5-0,6. Ensuite, les bactéries sont refroidiass la glace pendant 15 a 30 min, puis
centrifugées a 2 830 g pendant 15 min. Le culotdnn obtenu est ensuite repris dans 250 ml
d’une solution a 1ImM d’'HEPES froide (4-(2-Hydroxyg)-1-Pipérazineethane-
sulfonique) et centrifugé 10 min a 4 420 g. Il essuite resuspendu dans 25 mL de la méme
solution d’Hépeés froide puis centrifugé pendantriif a 8 670 g a 4°C. Cette étape est répétée
une deuxieme fois, puis les bactéries sont cegida dans les mémes conditions et reprises
dans une solution de glycérol 10 % (v/v). Enfincidot bactérien est repris dans 1mL de la
solution de glycérol a 10 % et aliquoté par fratsiale 40 ul congelées a -80°C pour un usage
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ultérieur.

Pour la transformation, 4QL de bactériesA. tumefaciensélectrocompétentes sont
mélangés avec (L de solution de plasmide & la concentration de@®@L™. Le mélange est
placé dans une cuvette d’électroporation (GeneePW@sivette, Bio Rad) (voltage: 2,5 kV,
capacité: 4QF, résistance: 192). Le temps de décharge est de 10 ms. Immédiateapess
I'induction électrique, 90QL de YEP sont ajoutés au mélange qui est cult®@&°& durant 1 h
avant étalement des agrobactéries sur des boitadide de culture sélectif.

2.1.3 Culture et transformation des levures

Le milieu de croissance non sélectif pour le mamtiles souches de levure est le YPD
(Yeast Peptone Dextrose, Sigma-Aldrich) compos&ddg.L* d’extrait de levure, 20 g:tde
peptone et 3 gt de glucose. La sélection pour les transformatidass le cadre des
expériences de complémentation est effectuée sumiligu minimal YNB sans acide aminé
(Yeast Nitrogen Base without amino acid, Sigma-ishly, composé de 6,7 g'ide milieu
azoté sans acide aminé, 0,72 hd’un mélange d’'acides aminés essentiels dépoumvadile
(amino acid supplement mixture CMS (MP biomédical®) milieu YNB + glucose contient 20
g.L* de glucose comme source de carbone. Le milieusoléantient un mélange d’acide
oléique et de Tween-80 (0,12 %/0,2 %, m/v) en rasghent du glucose. Les milieux solides
sont additionnés de 20 g'ld’agarose.

Pour préparer les levures compétentes, 15 ml deuriuide YPD sont inoculés avec 1
colonie de levure. Linoculum est ensuite cultiv8@&C sous agitation (200 rpm) jusqu’a la
phase stationnaire (16 h). La culture est dilugesdi milieu YPD afin d’obtenir une DO de
0,3 a 600 nm puis cultivée 4 h a 30°C sous agitd60 rpm). Les levures sont récoltées par
centrifugation (1000 g, 5 min, a température antkjarLe culot est lavé dans 50 mL d’eau
stérile puis centrifugé a nouveau (1000 g, 5 miterapérature ambiante). Le culot est enfin
repris dans 1,5 mL de tampon LiAc-sol (10 mM Tri€iH1 mM EDTA pH 7,5 et 100 mM
acétate de lithium, pH 7,5) préparé extemporanéni@ed fractions de 100L sont mises a
-20°C pendant 30 min puis conservées a -80°C jadigut utilisation.

Pour la transformation des levuregiglde plasmide est ajouté a 100 ng d’ADN de sperme
de saumon préalablement dénaturé 5 min a 95°C (Balmstes DNA, Sigma- Aldrich). Une
fraction de 10QuL de levures compétentes et Gd0de PEG/LiAc-sol (50 % PEG 4000 dans
LiAc-sol) sont additionnés au meélange et mis alecisous agitation (30°C, 16 h, 200 rpm).
Un choc thermique de 15 min a 44°C est appliquad@ange de transformation qui est ensuite
centrifugé (3 000 g, 5 min, a température ambiasue)ant la méthode décrite par Walther et
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Wendland en 2003. Le culot de levures est repns 880uL d’eau MilliQ stérile puis 10@L
sont étalés sur milieu de croissance sélectifbloites sont incubées a 30°C jusqu’a I'obtention
de colonies (environ 48 h).

2.1.4 Culture et transformation des plantes
2.1.4.1 Cultureles plantes vitro

La stérilisation des graines s’effectue sous hatftieix laminaire horizontal. Les graines
sont traitées pendant 3 min avec 1 mL d’éthanokagu/0 % contenant 0,05 % (m/v) de
sodium dodécyl sulfate (SDS). Elles sont ensuiteées avec 1 mL d’éthanol 95 % pendant 1
min, et mises a sécher sous hotte sur du papietridéna(3 MM) préalablement autoclaveé.

Les graines sont réparties en boites de pétresuilieu M&S (Murashige and Skoog basal
medium, Réf M5524, Sigma-Aldrich, Murashige et Siob962) en conditions stériles, puis
vernalisées a 4°C pendant 4 jours. Les boitesganées en armoires phytotroniques avec une
photopériode de 16 h, un éclairement de [i%0! de photons.ffis?, une température de 24°C
et une hygrométrie de 70 %.

2.1.4.2 Culture des plantes en serre

Des graines sont disposées sur du terreau (UnivbtsaLignum, TERRA BRILL
Profiline) dans des pots de 10 cm de c6té, puisalisées a 4°C pendant 4 jours. Les plantes
sont ensuite cultivées en serre avec une photajede 16 h, sous une lumiére de 46l de
photons.rif.s*, une température de 24°C et un taux d’hygroméi€0 %. Les graines sont
récoltées a maturité complete lorsque les siligoes déhiscentes.

2.1.4.3 Transformation des plantes

La transformation &. thalianas’effectue selon la méthode décrite par Clough eaitB
(1998), par immersion des inflorescences dans oltian dA. tumefaciensUne pré-culture
d'une nuit de bactérigs tumefaciengransformées avec le plasmide d’interét, ests@&alpar
inoculation d'une colonie dans 5 ml de milieu YERstif. Les bactéries sont ensuite remises
en culture dans 300 ml de milieu YEP sélectif. Agricubation sous agitation durant une nuit &
28°C (jusqu’a atteindre une DO de 0,8-1 a 600 targulture est centrifugée a 2 380 g pendant
10 min. Le culot bactérien est repris dans 300 rabelsolution contenant 1 % de saccharose
(p/v) et du Silwett L77 (OSi Crompton Europe) add% (v/v). Les inflorescences des plantes
agées de 3 a 4 semaines sont alors mises en camégctette solution pendant 2 minutes par
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immersion, placées ensuite sous cloche, une nog aserre, puis cultivées en conditions
normales jusqu’a obtention des graines.

2.2 Techniques d’extraction d’acides nucléiques

2.2.1 Extraction d’ADN plasmidique

Les extractions d’ADN plasmidique sont réaliségséir de 5 mL d’une culture liquide
d’E. colia l'aide du kit « QlAprep® Spin Miniprep » (QIAGEN#japrés les instructions du
fabricant. Cette extraction est basée sur unedlgsdine des bactéries puis une purification des
plasmides sur colonne.

2.2.2 Extraction rapide d’ADN génomique de plantes

Afin d’extraire 'ADN génomique en vue de la réalin de génotypage par PCR, une
jeune feuille de plante est broyée a I'aide d’'unec@e broyage dans un tube eppendorf. Quatre
cents (40QL) de tampon d’extration sont ajoutés (200 mM HGI pH 7,5, 250 mM NacCl, 25
mM EDTA, 0,5 % SDS). Le broyat est ensuite cenggfl min & 15 700 g. Un volume de 300
ul de surnageant est mélangé a go@’isopropanol. Apres 2 min a temperature ambialete
mélange est centrifugé 5 min a 15 700 g. Le cudbtors séché a I'étuve a 37°C puis repris
dans 10Qul de tampon TE (10 mM de Tris et 1 mM d’EDTA). L' ADest conserveé a -20°C.

2.2.3 Extraction d’ARN totaux de plantes

2.2.3.1 Extraction classique d’ARN totaux de plante

L'eau utilisée pour la préparation des ARN est 'dau préalablement traitée avec du
DEPC (Diéthyl Pyrocarbonate) a 0,1 % (v/v) pendhmtuit pour supprimer d’éventuelles
activités RNases. Elle est autoclavée pendant A@rhR20°C, a la pression de 1 bar avant d’étre
utilisée.

Le matériel végétal (maximum 1 g) préalablementepéeet conservé a -80°C est broyé
dans de l'azote liquide et le broyat est reprissd@2®0 pl de tampon d'extraction (25 mM
Tris-HCI pH8, 25 mM EDTA, 75 mM NacCl, 1 % SDS (n)vPuis sont ajoutés 900 ml de
phénol-chloroforme-isoamylalcool (50/24/1, vivivApres une centrifugation de 20 min a 15
700 g et a 4°C, la phase aqueuse est recueiliemétangee a 900 pl de
phénol-chloroforme-isoamylalcool (25/24/1, viviva phase aqueuse apres une centrifugation
dans les mémes conditions est mélangée avec 3ghloroforme-isoamyl alcool (24/1, viv)
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et centrifugée a 15 700 g a 4°C pendant 20 minqubrt de volume de LiCl (chlorure de
lithium) 10 M est ajouté a la phase aqueuse etrpi€cipiter pendant une nuit a 4°C.

L'échantillon est ensuite centrifugé a 15 700 gdpen 15 min a 4°C. Le culot d’ARN est
alors lavé avec 500 ul de LiCl 2 M puis centrifudgns les mémes conditions. Le culot est
dissout dans 200 ul de TE (250 mM Tris-HCI pH 8) 88V EDTA) avant d'étre précipité avec
400 pl d'éthanol & 100 % et 20 pl de NaoAc 3M He5;20°C pendant une nuit. L'échantillon
est a nouveau centrifugé a 15 700 g pendant 1a@ic. Le culot d'ARN est lavé a I'éthanol a
80 %, séché sous vide, repris dans 200 pl d'ealCDERIacé 1 min a 55°C puis conservé a
-80°C pour un usage ultérieur.

Les ARN ainsi extraits sont quantifiés au spedtatpmetre. Une unité de Dgd'une
solution d'ARN correspond & une concentration ded®nL’ de solution. Le rapport D
/IDOygopermet de mesurer le degré de pureté de I'éclmamtilldoit étre compris entre 1,8 et 2.

2.2.3.2 Extraction rapide d’ARN totaux de plantes
Les extractions rapides d’ARN totaux de plantest $éalisées a partir de 100 mg de
matériel végétad I'aide du kit « RNeasy® plant Mini Kit » (QIAGENjapres les instructions
du fabricant. Cette extraction permet d’extraieA&RN totaux d’Arabidopsis en 4 h.
2.3 Techniques d’amplification par PCR

2.3.1 Amorces utilisées pour les réactions PCR

Les amorces utilisées pour les réactions de P@Rrépertoriées dans tableau 7.
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Tableau 7: Liste des amorces PCR utilisées.

Nom Séquence 5’-3’

ZY003 ctcgtcgatcttagacccat

ZY004 actcaggagatgtcacgaac
ZY009 ggatccgtaaatcctatga

ZY010 agatcttgattttgttagtataa
ZY013 gagagatcttatggcgattacg
ZY014 tatcggtacctagtgtttgtct

ZY015 catggtggtacctgaagggg
ZY016 ctggaaccggtgaaatggaa
ZY023 ggtgcaccacgaatccacgat
ZY024 gcacaaagatttgaacagacagc
SR68 atgaagattaaggtcgtggcac
SR69 gtttitatccgagtttgaagaggc
SR116 ggaccaaagacttcctctctccag
SR119 gcaggtgctccactggcatc
SR124 agacagcctcgtataggatgtatata
SR125 cgtagttccgataacgatagattgaat
SR128 caggggacttgagaactacttgagt
SR129 tcaatcatcattcgtgtagagagcttca
SR132 gagacctgttgatcaccaagaa
SR133 ggagctttgacatctctgact

LBla tggttcacgtagtgggccatcg

LB2 gcttcctattatatcttcccaaattaccaataca
PSKTAIL-L3 atacgacggatcgtaatttgtcg

AY093071_RT_fwd
AY093071_RT rev
AF370333_RT_fwd
AF370333_RT_rev
amiRNA;
amiRNA,
amiRNAg
amiRNA,
amiRNAg
amiRNAg
amiRNA;
amiRNAg

gatcttgcatggtggttcccga
aagcacaaagatttgaacagacagc
tgttctttgtggaggagttcgte

gaagggtctcttgctttattg
gattagaggtttaccgcactcaatctctcttttgtattcc
gattgagtgcggtaaacctctaatcaaagagaatcaatga
gattaagtgcggtaatcctctattcacaggtcgtgatatg
gaatagaggattaccgcacttaatctacatatatattcct
gataatgatagggcttttagccctctctettttgtattce
gagggctaaaagccctatcattatcaaagagaatcaatga
gaggactaaaagcccaatcattttcacaggtcgtgatatg

gaaaatgattgggcttttagtcctctacatatatattcct
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Tableau 7: Liste des amorces PCR utilisées (suite).

Nom Séquence 5’-3'’
PriA ctgcaaggcgattaagttgggtaac
PriB gcggataacaatttcacacaggaaacag

2.3.2 PCR de génotypage

Le génotypage de plantes contenant des insertidi¥\dT se fait avec 3 amorces PCR :
deux situées de part et d’autre de l'insertion, specifique de la bordure gauche de 'ADN-T.
Le mélange pour la réaction de PCR est réaliséndetoinstructions du kit commercial Taq
polymérase (Sigma-Aldrich), soit pour un volumectié&mnel de 50 pL: 5uL de tampon 10X,
1pL de dNTP 10 mM, 0,5 pL de chaque amorce a 20@uMpL de Taq polymérase, 1ul de
matrice d’ADN (obtenu par extraction rapide d’ADNrgpmique) et de I'eau. Une premiere
phase de dénaturation de I'ADN est réalisée a pétdant 2 minutes suivie de trente cycles,
composés d'une phase de dénaturation a 94°C pehdaint, d'une phase d'hybridation de 2
min a une température dépendant de la nature desesrutilisées et d'une phase d'élongation
de 3 min a 72°C.

2.3.3 Amplification par PCR de génes en vue de cdnsctions plasmidiques

Les PCR effectuées dans le but de construire dgsws de clonage sont réalisées a I'aide
du kit commerciaPfx50™ DNA Polymerase (Invitrogéff) du fait des propriétés de fidélité de
I'enzyme utilisée. Le mélange réactionnel est séadielon les instructions du fabricant du Kkit.
Les amorces adéquates sont mises en présencengealOug de matrice d’ADN, 1,pL de
mélange équimolaire de dNTP (10 mM), 5 unités d’Apdlymérase et hL de tampon 10x
dans 5QuL de tampon réactionnel. Le programme de PCR dgiartane dénaturation pendant
2 min a 94°C, puis est suivi par 35 cycles d’'uneatiération de 15 s a 94°C, d’'une hybridation
de 10 a 30 s allant de 60 a 68°C suivant la nateseamorces et une élongation de 30 a 60 s a
68°C. La réaction se termine par 5 min d’élongatid@8°C.

2.3.4 Amplification par PCR de genes en vue de lg&alisation de sondes pour les
Northern Blots

Les sondes sont amplifiées par PCR a l'aide duckinmercial Tag polymérase,
(Sigma-Aldrich) selon les recommandations du fageur. Les conditions réactionnelles sont
les mémes que celles décrites au paragraphe 2.3.2.
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2.3.5 RT-PCR

Les réactions de RT-PCR sont réalisées a 'aidetdutan One Tube RT-PCR Kit (Roche)
en suivant les instructions du fabriquant. Les am@®préparé a la concentration de 400 nM,
sont mises en présence diy d’ARN (Dnase Treated), 0,8 mM de dNTP, 5 mM de
dithiothréitol (DTT), 5 unités d’inhibiteur de RNast 1uL du mélange de rétro-transcriptase et
ADN polymérase (AMV et Expand High Fidelity) dan@ oL de tampon réactionnel. Apres
une incubation a 50°C pendant 30 min, le progrardm@&@CR débute par une dénaturation
pendant 2 min a 94°C, puis pendant 10 cycles, anatdration de 30 s a 94°C, une hybridation
de 30 s & 57°C, une élongation de 45 s a 72°C. €#csuivi de 30 cycles identiques aux
précédents mais comportant un incrément de 5 sghaague cycle d’élongation. La réaction se
termine par 7 min de temps d’élongation a 72°C.rPane RT-PCR quantitative, des
prélevements de 5 uL sont effectués tous les Sesyali cours de la réaction aprés les 15
premiére cycles d’amplification PCR.

2.3.6 Amplification des précurseurs dcdmiRNA par PCR
Les séquences damiRNAciblant le gené&LDH10A9sont indiquées dans fableau 8et

ont été choisies a l'aide du site http://wmd3.whigeld.org/cgi-bin/webapp.cgsuivant la
technique mise au point par I'équipe du Prof. Dig&k(Ossowsket al, 2008).

Tableau 8 Séquence demmiRNAletamiRNA2

Nom Séquence (5’-3)
amiRNA1 TAATGATAGGGCTTTTAGCCC
amiRNA2 TTAGAGGTTTACCGCACTCAA

Les précurseurs dmiRNAsont amplifiés a partir du précurseur MIR319a enatdans le
plasmide pRS300Hgure 13) par une technique de PCR chevauchaeten le schéma décrit
sur lafigure 18 (Schwaket al, 2010).

Une premiere étape de trois PCR indépendantessautili des amorces inverses
complémentaires permet une amplification des fragsna (amorces PriA et amiRNYA b
(amorces amiRNAet amiRNA) et ¢ (amorces amiRN£et PriB). Une seconde étape utilisant
les amorces PriA et PriB sur un mélange des mategé et c permet d’amplifier le précurseur
complet d. De la méme maniére le précurseamiRNA2est obtenu par une premiére étape de
PCR amplifiant les fragments a (amorces PriA eRi¥ifig), b (amorces amiRN£Let amiRNA,)
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et c (amorces amiRN#et PriB) et une seconde amplification utilisaistdenorces PriA et PriB
(Figure 18).

PriA amiRNA amiRNA
— > e
S ——

a am‘RNA b amlF?Né\ c Prig
PriA
—’

— —
— ol ) |
a [ PriB
e e e S —
d

Figure 18 réactions PCR permettant d’amplifier le précursidei 'amiRNAL Les zones de
complémentarités des amorces sont indiquées egt.viol

Les conditions de réactions PCR sont celles décaiteparagraphe 2.3.3.
2 .4 Reéactions de ligation

Les réactions de ligation pour la construction desmides réalisées a I'aide de la T4 DNA
ligase (Roche) se font dans un volume final réacibde 2QuL en suivant les instructions du
fournisseur. Les ADN (ratio molaire vecteur:insget 1:1 ou 1:3) sont mis en présence de la
ligase (1U pamug de plasmide) et du tampon de ligation (10x). L&lamge réactionnel est
ensuite incubé au moins 16 h & 4°C. Les clonagksant la technologie Gatewyse font &
l'aide du kit Gatewa§ LR Clonasé Il Enzymes Mix (Invitrogen) selon les recommandasi
du fournisseur pendant 1 h a 25°C en utilisant 3@ ng de vecteur d’entrée et 150 ng de
vecteur de destination dans un volume réactionedpl. La réaction est ensuite arrétée en
ajoutant 1 pl de protéinase K.

2.5 Réactions de digestion enzymatique
Dans un volume réactionnel de 2D, les plasmides (environ &) sont mis en présence

des enzymes de restriction choisies (2 Uygade plasmide) dans le tampon approprié (New
England Biolabs) et incubés entre 2 h et 4 h arlgp€rature adéquate selon I'enzyme.



2.6 Extraction des carnitines et de lg-BB
2.6.1 Extraction de la carnitine libre, des acyl-canitines et de lay-BB

La carnitine libre, les acyl-carnitines etylutyrobétaine contenues dans les plantas d’
thalianasont extraites a partir du méme échantillon d’apgéséthode mise au point dans le
laboratoire et optimisée par rapport a Boumtiml, 2007. Les échantillons végétaux (environ
100 mg), préalablement conservés a -80°C, sonebrdgns I'azote liquide et repris dans 800
puL d’'un mélange méthanol/eau (8/2; v/v). Au momamt’extraction, des standards internes
sont ajoutés a raison de 5 ng:mdS de carnitine deuterée (L-Carnitine-methyl-d
hydrochloride, Sigma-Aldrich) et 5 pg.mhgde MS de ¥C]palmitoyl-carnitine
(Palmitoyl-1,2,3,4C4-L-carnitine hydrochloride Sigma-Aldrich). Ces slands servent de
références pour le calcul des teneurs en carndtirecyl-carnitines endogenes. Lextrait est
ensuite traité aux ultrasons a 90 Watts pendase20ndes puis centrifugé a 15 700 g pendant
10 min a 4°C. Le surnageant est prélevé et ceg@&ifunouveau dans les mémes conditions. Le
surnageant récolté est séché sous flux d’azoté@ &0conservé a -20°C.

Au moment de I'analyse, I'échantillon est reprisslan mélange méthanol/eau (8/2, viv),
le volume de reprise étant calculé en fonctionadmasse de I'échantillon de départ avec un
ratio de 1/1 (m/v). Une homogénéisation au vortesret de reprendre toute la matiére. Une
centrifugation (15 700 g, 10 min a 4°C) est efféetafin de d’éliminer toute particule solide.
L'échantillon est ensuite conservé sur la glacattente de I'analyse. La glycine bétaine est
dosée par LC-ESI-MS/MS sur ce type d’extrait eralpele des carnitines.

2.6.2 Extraction de la carnitine estérifiée

Pour chaque matériel végétal analysé, une extraetsb réalisée sur un second lot du
méme échantillon, incluant une étape de saponiicafin de libérer et quantifier la fraction
de carnitine estérifiée qui n’est pas prise en derdpns le dosage des acyl-carnitines. En effet,
nos analyses en spectrométrie de masse ne conceguasntoutes les acyl-carnitines
correspondant a I'ensemble des AG et la carniteg-ptre liée & d’autres acides organiques.
Pour cela, la procédure d’extraction mise en pésteomparable a celle décrite au paragraphe
2.6.1 mais (1) le mélange méthanol/eau est remplacen mélange aqueux de méthanol/KOH
(8/2, viv) dont la concentration finale en KOH dst0,1 M, (2) I'’échantillon est chauffé a 65°C
pendant 30 min avant la premiére centrifugatiqi3edu moment de I'analyse, I'échantillon est
repris dans un mélange méthanol/eau (8/2, v/v) @luspnt ajoutés auL d’HCI 12 M pour
neutraliser le KOH.
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Plusieurs expérimentations, incluant un troisiemet |soumis aussi a
I'extraction/saponification, mais auquel a été &ade I'acétyl-carnitine en quantité connue, a
permis d’estimer le rendement d’hydrolyse de noxlitmns de saponification a 95-100 %.

3. Techniques analytiques

3.1 Analyse par PCR guantitative en temps réel (Rétime gPCR)

Les taux de transcrits sont évalués par PCR gatuaéten temps réel, comme décrit par
Gutierrezet al, (2012), avec un LightCycler 480 (Roche) sur desjyes de 384 puits. Le
milieu réactionnel nécessaire a la quantificaties transcrits contient 5 pL de master-mix
LightCycler 480 SYBR Green | (Roche), 2 uL d’ADNes amorces sens et antisens a 0,5 mM
chacune, dans un volume final de 10 pL. Les am@ostschoisies en utilisant le logiciel en
ligne PRIMER3 (http://bioinfo.ut.ee/primer3-0.4).G#t leur courbe de fusion est déterminée
comme décrit par Louvet al. (2006) Tableau 9.

Tableau 9 Liste des amorces utilisées en gPCR

Nom Séquence 5'-3’

10A8-Fwd AGGACGAGGCAATTGAGCTA
10A8-Rev TCCAAGTTCTCGTCCAAACC
10A9-Fwd AGGCAATTCAGCTTGCAAAT
10A9-Rev CTGAGAGCAGTTGACCCACA
AT4926410-Fwd TTTCCAATTGAATCGCAGTG
AT4g26410-Rev AGGAAGCAGGCAAAAACACA
PEX4-Fwd CTTGGACGCTTCAGTCTGTG
PEX4-Rev TGAACCCTCTCACATCACCA

Les valeurs de cycle thresholds (CT) ou cycle spollir chaque échantillon sont acquises
avec le logiciel LightCycler 480 (Roche). Le CT éstnombre de cycles a partir duquel le
produit PCR est détectable par fluorescence. Le enbri’apparition de ce signal seuil de
fluorescence est dépendant de la quantité de matritalement présente dans I'échantillon
amplifié. Cette valeur est a la base des calculs goantifier 'ADN de facon absolue ou
relative. Les données de PCR quantitative en tendgdssont normalisées a l'aide des genes
de référencé\T4g26410et PEX4 pour réaliser une quantification relative. Cemidgs sont
préalablement validés par le logiciel GeNorm espnéent des niveaux d’expression les plus
stables dans nos conditions expérimentales quelsqitele génotype. Enfin, le calcul de
I'expression relative des génes cibles est effectaion la formule suivante:
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T: gene cible

R: gene de référence

E : efficacité du couple d’amorces (T ou R)
CT: crossing thresholds

3.2 Techniques d’analyse d’acides nucléiques
3.2.1 Electrophorése sur gel d’'agarose

Les produits d’amplification par PCR, les plasmidas les produits de digestion
enzymatique sont verifiés sur gel d’agarose d’umecentration allant de 0,8 a 2 % (m/v) en
fonction de la taille des fragments. Le gel esppré dans du tampon TAE 0,5X (20 mM
Tris-Acétate, 1 mM EDTA pH 8) auquel est ajouté lmomure d’éthidium (BET) a la
concentration finale de 0,1%.mL". Avant d’étre chargés, les échantillons sont auftfiés de
tampon de charge « Gel Loading Dye blue 6x » (Bisl)al’'ensemble est mis a migrer sous
une tension de 100 V, dans la solution de tampanidgeation TAE 0,5X. La taille et la quantité
d’ADN peuvent étre estimés par comparaison aveenanqueur de taille (Smart Ladder,
Eurogentec). Dans le cadre d'un clonage ou dediutimin d’'une sonde pour les Northern Blots,
les fragments d’ADN sont purifiés a partir du gedge au kit commercial « Montage Gel
extraction kit » (Millipore). Dans ce cas le gel peeparé a partir du tampon TAE 1X modifié
suivant les recommandations du fabricant.

3.2.2 Analyse de I'expression des genes par NortimeBlot
3.2.2.1 Séparation des ARN par électrophorésauesfert sur membrane

Quinzeug d’ARN sont séchés sous vide et repris dang 1de tampon dénaturant (20 mM
MOPS (acide 3Nl-morpholino] propanesulfonique), 50 mM d’acétatesddium (NaAc), 10
mM EDTA ajusté a pH 7), 5 % (v/v) formaldéhyde, @0(v/v) formamide). Les ARN et le
marqueur de taille (RNA Marker, Sigma-Aldrich) saiénaturés respectivement 10 et 5 min a
65°C. Au terme de la dénaturation, le mélangelasgmans la glace puis additionné de tampon
de charge (RNA sample loading buffer (Sigma-Aldyjches échantillons sont déposés sur gel
d’agarose a 1,5 % (m/v) dans du tampon MOPS contén% (v/v) de formaldéhyde aqueux a
37 % (v/v). Les ARN migrent sous une tension d&/&ans le tampon de migration MOPS et
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sont visualisés sous UV.

Le transfert des ARN se fait par capillarité sueunembrane de nylon (Hybond N+,
Amersham) a l'aide d’'un tampon phosphate de sodNaPQ, 25 mM, pH 6,5) pendant une
nuit. La membrane est ensuite séchée a 80°C peBBaninutes pour fixer les ARN.

3.2.2.2 Préparation de la sonde radioactive, hghdd et lavages de la membrane

Les sondes utilisées pour détecter les ARNm dessgeinDH10A8et ALDH10A9sont
amplifiées par PCR a I'aide des amorces AY093071 fRd / ZY024 et AF370333_RT_fwd /
ZY014 respectivement, sur des plasmides conterargdquences correspondant aux ADNCc.

La préhybridation de la membrane est effectuée’@ @ans une solution d’hybridation (1
M Na;HPQO,, 0,5 M EDTA, 20 % (m/v) SDS, 1 % (m/v) de sérurbuahine bovine) sous
agitation pendant 2 heures. Les sondes obtenués gprification sur gel d’agarose sont
directement utilisées pour le marquage radioacéfmarquage des sondes au d&PR10
mCi.mL™) est réalisé au moyen du «Random Primed DNA LagelKit»> en suivant le
protocole décrit par le fabricant (Roche). La rieacest catalysée par 'ADN polymérase [Ed’
coli (Klenow) a partir d'amorces aléatoires de 6 pb @mexcléotides). Pour cela la sonde (50 a
100 ng d’ADNCc) est dénaturée 10 min a 100°C avé&ttalincubée 30 min a 37°C dans un
mélange d’hexanucléotides, de dNTPs, de Klenode &.Ci de dCF°P. La sonde radioactive
est ensuite purifiée sur colonne (G-50 micro colsymhmersham) par 2 rincages avec du
tampon NTE (150 mM NaCl, 10 mM Tris-HCI pH 8,5, WwEDTA), dénaturée 10 min a
100°C puis refroidie dans la glace avant d’étrei@e au tampon d’hybridation.

Les membranes préhybridées sont placées dans gonaifthybridation additionné de la
sonde radioactive. Aprés une nuit d’hybridationr5a@ les membranes sont rincées dans des
conditions de stringences de plus en plus élevgesx rincages de 10 min a température
ambiante dans 40 mM NdPO,, 1 mM EDTA et 1 % (m/v) SDS sont suivis de dewncages
de 10 min a 55°C dans 20 mM &0, 1 mM EDTA et 1 % (m/v) SDS. Les membranes
peuvent étre déshybridées 20 min a 70°C dans dpdtame déshybridation (2 mM Tris-HCI
pH 8,2 mM EDTA et 0,1 % (m/v) SDS) pour étre retiges avec une sonde différente.

3.2.2.3 Détection du signal

Le signal est révélé par exposition des membramesrs écran au phosphore (Phosphor
Screen, Packard) pendant le temps adéquat. Ladadtu’écran est effectuée par un analyseur
d'image Packard CycloA¥ Storage Phosphor System (Phosphorimager, Paaksirdihent
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Company).

3.2.2.4 Quantification de I'expression des génes

La quantification de I'expression des génes eie fa I'aide du logiciel OptiQudht
Limage du gel dénaturant avant transfert est égaie traitée avec ce logiciel afin
d’appliquer si nécessaire un facteur correctifedéiné par l'intensité de la bande
correspondant a ’ARNr18sS.

3.3 Analyse et quantification des carnitines ety-butyrobétaine -BB) par
LC-ESI-MS/MS

Les analyses de carnitines etydBB sont réalisées par un systeme analytique dplage
issu de la société Agilent Technologie (Modéle Agil 6460 Triple Quadrupole LC/MS
Systems) et dont la méthode analytique a été migmiat au sein du laboratoire.

La séparation chromatographique est effectuéddel@une chaine HPLC Agilent 1290,
munie d’'une pompe binaire, d’un injecteur automaicefroidi par effet Peltier. Une colonne a
interactions hydrophiles de type Hilic (Kinetex 2r6 Hilic 100A, 150 mm x 3,0 mm, réf.
5568-159, Phenomenex) est utilisée pour la séparate molécules polaires. Vingt uL de
I’échantillon a analyser sont injectés vers la no(maintenue a 30°C) avec un débit constant
de 0,7 ml/min et une pression maximale de 1 008. thém gradient d'élution avec deux phases
mobiles est utilisé: le solvant A est de I'eau #iddnée d’acétate d'ammonium a 10 mM, et le
solvant B se compose de 100 % d’acétonitrile. Ladignt démarre a 98 % de solvant B
pendant 1,67 min, suivi d’'une diminution progressiv40 % en 23,33 min. Le solvant B est
maintenu a 40 % pendant 12 min pour laver la caoBnfin, un post-time de 15 min a 98 % de
solvant B est intégré a la méthode pour reéquililareolonne.

La sortie de colonne est couplée a un détecteuypmke spectrometre de masse triple
quadripolaire (Agilent 6460), équipé d’'une sourterdsation electrospray associée au module
complémentaire Jetstream. Les paramétres de laesont été optimisés et définis comme suit
(Tableau 10:
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Tableau 10:Parameétres de la source d’ionisation électrospray.

Parametre de la source Condition
Sheath Gaz Temp (°C) 400
Sheath Gaz Flow 12
(L/min)
Nebulizer Pressure
. 55
(psi)
Nozzle Voltage (V) 250
Capillary Voltage (V) 2500
Drying Gaz Temp (°C) 300
Drying Gaz Flow 12
(L/min)

L'analyse est effectuée par détection de transtiomltiples (MRM: Multiple Reaction
Monitoring), en mode positif et permet d’analysduspeurs transitions simultanément (ion
parent > ion fragment). Les ions parents et iotss dont indiqués en masse/charge (m/z)
(Tableau 11J).

Les composés analysés ont un temps de rétentible sareproductibleTableau 12,
autour de 10 min pour les acyl-carnitines et ebdrd 7,5 min pour les molécules polaires telles
que l'acétyl-carnitine, la carnitine ou jabutyrobétaine. Ainsi, des segments de temps sont
ajoutés a I'analyse pour cibler la recherche desposés d'intérét, améliorer la sensibilité de
détection et limiter une pollution inutile du spechétre de masse.
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Tableau 11:lons parents et ions fils des différentes molécatedysées.

| Tension de¢ Dwell | Energie de
5 Masse | Precursqg lon fils : -
Composé Formule Fragmentq time | Collision
(g/mol) | r (m/z) (m/z)
ur (V) (ms) (eV)
87,1 90 100 12
v-butyrobétaine| C/HisNO; 146,1 147,1
60,2 90 100 12
; 5 59.1 115 200 16
Glycine bétaine CsH11NO, 117.1 118.1
58.1 115 200 28
N 60,1 120 100 16
Carnitine GH1sNOs 161,1 162,1
103,1 120 100 12
. 63,2 120 100 16
D3-Carnitine D3C4H15NO3 164,1 165,1
103,1 120 100 12
Acétyl- 85,0 95 100 16
N CoH1/NO, 203,1 204,1
carnitine 60,1 95 100 12
Lauroyl- 85,0 160 80 24
N C1oH37NO4 343,3 344,3
carnitine 60,1 160 80 20
Myristoyl- 85,0 160 80 24
N C,1H4INO, 371,3 372,3
carnitine 60,1 160 80 20
[13C]palmitoyl- 85,0 170 80 28
N Cx3H4sNO,4D> 403,4 404,4
carnitine 60,1 170 80 24
Palmitoyl- 85,0 165 80 28
N Co3H4sNO, 399,3 400,3
carnitine 60,1 165 80 24
Stéaroyl- 85,0 165 80 24
N CosHaNO, 427,4 428,4
carnitine 60,1 165 80 24
N 85,0 185 80 28
Oléoyl-carnitine GsH47/NO4 4254 426,4
60,1 185 80 24
Linoléoyl- 85,0 155 80 28
N CosH4sNO, 423,3 424,3
carnitine 60,1 155 80 24
Arachidoyl- 85,0 190 80 28
N C,HssNO, 4554 456,4
carnitine 60,1 190 80 24
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Tableau 12: Temps de rétention des composés analysés.

Segment de : Position de la
Temps (min)
temps valve
1 0 Waste
2 9 MS
3 12 MS
4 20 Waste

Les chromatogrammes sont traités avec le logicigrftative Analysis (Agilent). La
guantification des composés recherchés est régaeéétalonnage interne, selon la formule
suivante:

Qa=Aa/Agix Qg

Qa: teneur du composé a déterminer

Aa-aire de pic du composé

Ag, . aire de pic de I'étalon interne

Qg - quantitéconnue d’étalon interne ajouté lors de I'extracti®mg.mg" MS pour la carnitine
deuterée et 5 pg.ritgVIS pour le $3C]palmitoyl-carnitine

La carnitine libre est quantifiée par rapport aclnitine deutérée et les différentes
acyl-carnitines par rapport at*¢]palmitoyl-carnitine. Par contre, en I'absencestendard
marqué pour lg-butyrobétaine et la glycine bétaine, celles-ct sprantifiées par la méthode
des ajouts dosés (Bourdat al, 2007) ou I'échantillon est tout d’abord dosé sajmut de
standard (aire de pic A) puis avec ajout, au mordertanalyse, d’'un standard commercial de
concentration connue (aire de pic As, concentrafign Le calcul de concentration de I'analyte
dans I'extrait est effectué selon la formule :

C=AxCs/(As-A)

Les teneurs sont toutes exprimées par rapportrata&re seche (MS) de I'échantillon
végétal mesurée a 11% dans nos plantules d’Arabislop
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Chapitre 1l — RECHERCHE D’ENZYMES CANDIDATES POTEN TIELLEMENT
IMPLIQUEES DANS LA SYNTHESE DE LA CARNITINE CHEZ A. THALIANA

La voie de biosynthése de la carnitine chez Algisis présente des similitudes avec les
voies de synthese bien caractérisées des mamméedesla levure€. albicans En effet, les
précurseurs trimethyllysine (TML) et-butyrobétaine BB) sont présents au c6té de la
carnitine dans des extraits de plantules d’Arabsitypet une supplémentation du milieu de
culture avec de la TML deutérée montre la relatioftabolique qui existe entre ces trois
molécules (Rippat al, 2012). Des activités enzymatiques similairesrizoent donc étre
impliquées dans la synthése de la carnitine cleegléantes, les mammiferes et les levures. Ceci
nous a amené a rechercher, dans les banques densésud’Arabidopsis, des enzymes
candidates homologues aux enzymes en charge dgnthése de la carnitine chez ces
organismes.

L'étude de mutants perte de fonction de ces enzygaestres informative pour avancer
dans la connaissance de la voie de biosynthése dmrhitine et déterminer son mode
d’'implication dans la physiologie de la plante pae approche de génétique inverse. C’est
pourquoi une recherche de mutants perte de fondésrenzymes candidates, déja caractérisés
ou non, a également été initiée.

1. Recherche bioinformatique

Les séquences peptididigues des enzymes impliglsies la voie de biosynthese de la
carnitine animale ou de levure ont été utiliséesirpone recherche d’homologie afin
d’identifier des protéines candidates dans la banqle données d'Arabidopsis
(http://www.arabidopsis.org/BLASTP). Seuls les résultats obtenus pour la wene et
troisieme étape de la synthese de carnitifgufe 8) sont ici décrits puisqu’aucune
homologie significative n’est trouvée chez Arabigisppour les étapes 1 et 4 (Cf paragraphe
2.1, chapitre 1).

1.1 Recherche de candidats HTMLA (3-hydroxy-@N-triméthyllysine aldolase) chez
Arabidopsis

L'enzyme HTMLA chez les animaux et la leviealbicangprend en charge la conversion
de 'HTML en TMABA dans la voie de biosynthése dechrnitine. La séquence de la protéine
cytosoliqgue humaine SHMT (AAH38598.1), probable HOM (Vaz et al, 2010), de
'HTMLA (EAK91851.1) et de la protéine GLY1 (AAB64198.1)@ealbicans(Strijbiset al.,
2009) ont été utilisées pour chercher des homokghezA. thaliana.Les résultats obtenus
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sont présentés dans kebleaux 13a15.

Tableau 13 Protéines d’Arabidopsis homologues a la protéiS&eIMT humaine
(AAH38598.1).

Locus N.A Protéine Identité  Similarité
AT4G37930 AEES86855.1 SHMT1 58% 74%
AT5G26780 AED93602.1 SHMT2 57% 73%
AT4G32520 AEE86071.1 SHMT3 59% 74%
AT4G13930 AEES83344.1 SHMT4 58% 70%
AT4G13890 AEES83342.1 SHMT5 55% 69%
AT1G22020 AEE30186.1 SHMT6 49% 65%
AT1G36370 AEE31862.1 SHMT7 48% 64%

* N.A : Numéro d’accession

Tableau 14 Protéines d’Arabidopsis homologues a la protétieMLA de C. albicans
(EAK91851.1).

Locus N.A Protéine Identité Similarité
AT1G08630 AEE28323.1 THA1 35% 55%
AT3G04520 AEE74092.1 THAZ2 37% 56%

* N.A : Numéro d’accession

Tableau 15 Protéines d’Arabidopsis homologues a la proté@ieYl de C. albicans
(AAB64198.1).

Locus N.A Protéine Identité  Similarité
AT1G08630 AEE28323.1 THA1 34% 50%
AT3G04520 AEE74092.1 THAZ2 34% 52%

* N.A : Numéro d’accession

Sept protéines SHMT (sérine hydroxyméthyl transfésq homologues a la SHMT
humaine sont codées par le génome d’ArabidopsisniPeelles-ci, SHMT1, SHMT2 et
SHMTS3 sont les plus proches en terme de séqueheede 57 % d’'identité et plus de 73 % de
similarité). Deux protéines THA (thréonine aldolsis@entiques a plus de 34 % avec les
protéines HTMLA ou GLY1 d€. Albicanssont identifiees chez Arabidopsis
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1.2 Recherche de

candidats TMABADH

déshydrogénase) chez Arabidopsis

(N-trimethylaminobutyraldeyde

De la méme maniere, la séquence de la TMABADH homaqui correspond a la
protéine ALDH9 (AAB18827.1), et celle de la TMABAD#E C. albicans(EAK91852.1)
ont été utilisées pour rechercher des candidatologues chez Arabidopsis. Les résultats
obtenus sont présentés dansdddeaux 16et17.

Tableau 16 Protéines d’Arabidopsis homologues a la protéiAeDH9 humaine
(AAB18827.1).

Famille Locus N.A Nom Identité  Similarité
2 AT3G48000 AEE78355.1 ALDH2B4 39% 57%

2 AT1G23800 AEE30433.1 ALDH2B7 38% 56%

2 AT3G24503 AEE76907.1 ALDH2C4 36% 57%
3 AT4G36250 AEEB86639.1 ALDH3F1 27% 46%
3 AT1G44170 AEE32026.1 ALDH3H1 31% 50%
3 AT4G34240 AEE86347.1 ALDH3I1 30% 48%
5 AT1G79440 AEE36243.1 ALDH5F1 38% 53%
6 AT2G14170 AEC06287.1 ALDH6B2 29% 48%
7 AT1G54100 AEE33049.1 ALDH7B4 26% 45%
10 AT1G74920 AEE35649.1 ALDH10A8 38% 57%
10 AT3G48170 AEE78376.1 ALDH10A9 39% 56%
11 AT2G24270 AEC07554.1 ALDH11A3 28% 45%
12 AT5G62530 AED97619.1 ALDH12A1 20% 35%
22 AT3G66658 AEE74433.1 ALDH22A1 30% 45%

* N.A : Numéro d’accession
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Tableau 17 Protéines d'Arabidopsis homologues a la protdiMABADH de C. albicans
(EAK91852.1).

Famille Locus N.A Nom Identité  Similarité
2 AT3G48000 AEE78355.1 ALDH2B4 47% 63%

2 AT1G23800 AEE30433.1 ALDH2B7 48% 62%

2 AT3G24503 AEE76907.1 ALDH2C4 46% 62%
3 AT4G36250 AEE86639.1 ALDH3F1 30% 47%
3 AT1G44170 AEE32026.1 ALDH3H1 29% 46%
3 AT4G34240 AEE86347.1 ALDH3I1 28% 42%
5 AT1G79440 AEE36243.1 ALDH5F1 36% 54%
6 AT2G14170 AEC06287.1 ALDH6B2 32% 48%
7 AT1G54100 AEE33049.1 ALDH7B4 28% 48%
10 AT1G74920 AEE35649.1 ALDH10A8 42% 60%
10 AT3G48170 AEE78376.1 ALDH10A9 42% 58%
11 AT2G24270 AEC07554.1 ALDH11A3 31% 49%
12 AT5G62530 AED97619.1 ALDH12A1 21% 41%
22 AT3G66658 AEE74433.1 ALDH22A1 30% 48%

* N.A : Numéro d’accession

Le génome d’Arabidopsis code pour 14 enzymes ALDRMHIGhyde déshydrogénases)
appartenant a 9 familles différentes. Parmi calletes protéines des familles 2 et 10 sont les
plus proches des protéines humaine et de levurtereme de séquence. L’homologie des
protéines de la famille 2 et 10 est équivalentedoe I'on compare les protéines d’Arabidopsis
et la protéine humaine (36 a 39 % d’identité ed 5F % de similarité) alors que les protéines de
la famille 2 sont plus proches de la protéine dere que celles de la famille 10 (46 a 48 %
d’identité contre 42 %). D’aprés ces valeurs, paait également que I'homologie entre les
meilleurs candidats de plantes est plus importlorsgiue I'on compare leur séquence avec
celle de la protéine de levure.

2. Données bibliographiques sur les protéines d’Atadopsis homologues aux protéines
humaines et de levure impliquées dans la voie dedsiynthése de la carnitine

Sur la base de leurs séquences peptidiques, plsis@otéines candidates seraient
susceptibles de participer a la synthése de laticerichez Arabidopsis. Avant d’envisager leur
implication, nous avons étudié les données bibdipgiques disponibles sur ces enzymes afin
de déterminer si leur fonction est déja caractérise
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2.1 Protéines homologues aux HTMLA chez Arabidopsis

Les protéines candidates pour prendre en chargenizersion de 'lHTML en TMABA
chez Arabidopsis sont des enzymes SHMT et THA.

2.1.1 Protéines SHMT

Les enzymes SHMT (parfois nommées SHM par certauteurs) sont des enzymes
importantes du métabolisme cellulaire a 1 carbam@iguées dans une multitude de voies de
biosynthése et dans la conversion de glycine emesgrar la photorespiration dans les
mitochondries du mésophylle foliaire (Vadt al, 2006). La localisation subcellulaire des
protéines SHMT d’Arabidopsis est déemontrée comrastéhitochondriale (protéines SHMT1
et 2), chloroplastique (SHMT3), et proposée comnamtécytosolique (SHMT4 et 5) ou
nucléaire (SHMT6 et 7) (Engetal., 2011; Zhangtal., 2010; Jamagtal., 2009 ). L’enzyme
mitochondriale SHMT1 est impliquée dans la photoirasion. Le mutantshml-1n’est pas
viable lorsqu’il est cultivé a concentration amli&an CQ, mais ne présente pas ce phénotype
a forte concentration en GQ/oll et al, 2006). L'étude d’un mutant faible nomrsiémt1-1a
montré que SHMTL1 jouerait un rdéle essentiel dansdetrble des dommages cellulaires
provoques par les stress abiotiques et biotiquesa@ant a un retard de développement et une
taille plus petite que les plantes sauvages (Moetral., 2005). Il a également été renommeé
shm1-3(Voll et al, 2006). La séquence de I'enzyme SHMT?2 est ideat&85 % et similaire
a 92 % a celle de la protéine SHMT1, mais les geatéines ne sont pas redondantes. En effet
une surexpression de SHMT2 ne complémente pasfildetée en SHMT1 chez le mutant
shml-let I'expression du gen8HMT2est faible dans les tissus photosynthétiquesust pl
importante dans les racines alors que I'expresse®HMT1est retrouvée dans tous les tissus
végétatifs (Vollet al, 2006). D’autre part, des mutants perte de fonatie SHMT2 existent
(shm2-1let shm2-2 et sont viables a teneur ambiante ern, Q@I et al, 2006; Engekt al,
2011).

2.1.2 Protéines THA

Les thréonine aldolases (THA) d’Arabidopsis, sanpliqguées dans le métabolisme des
acides aminés. En effet, le mutant faithal-1 et le mutant perte de fonctidhal-2, ont
notamment une concentration augmentée en thréenidieninuée en glycine par rapport aux
plantes sauvages (Jan@eral, 2004; Joshet al, 2006). A la différence de THAL, la protéine
THAZ2 est essentielle pour la plante. En effet, omgation perte de fonction de cette protéine
abolit la viabilité a I'’état homozygote, les granprésentant un phénotype albinos et les
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plantules ne se développant pas au-dela du stadgylédonaire (Jostet al, 2006). Le gene
THAL est exprimé principalement dans les graines etplastules, alors qudHA2 est
exprimé dans le tissu vasculaire de toute la plddtshiet al, 2006). Ces protéines
pourraient intervenir dans le maintien de I'homeést de la glycine.

2.2 Protéines homologues aux TMABADH chez Arabidops

Les aldéhyde déshydrogénases (ALDH) sont des ersgiépendantes du cofacteur NAD
(nicotinamide adénine dinucléotid®u NADP (NAD phosphate) et impliquées dans la
conversion d’aldéhydes variés en I'acide carboxyigorrespondant. Elles interviennent chez
les plantes dans de nombreuses voies métabolijazme I'élimination d’aldéhydes réactifs
potentiellement toxiques générés par la peroxydaties lipides. CheA. thaliana elles
constituent une superfamille d’enzymes impliquéesamment dans les mécanismes de
défense aux stress abiotiques dont certains dépede&ABA (acide abscissique) (Kirat al,
2004; Kirchet al, 2005; Stitiet al, 2011). Ces enzymes ont une gamme de substrat®plu
moins étendue et sont trouvés dans différents cdimpmats subcellulaires (cytosol,
mitochondrie, plaste, microsome).

2.2.1 Protéines ALDH2

Chez Arabidopsis, la famille des protéines ALDHZtoent 3 membres. La protéine
ALDH2C4, localisée dans le cytosol, est impliquémslla production d’acide férulique et
sinapique pour la biosynthése de lignine (Naial.,2004). Les autres protéines, ALDH2B7 et
ALDH2B4 sont mitochondriales. Elles interviendraiedans le « PDH bypass » ou
contournement de la pyruvate déshydrogénase déoer la levure et qui consiste en
I'oxydation d’acétaldéhyde produit par fermentaté&hanolique fournissant de I'acétate pour
la biosynthese d'acétyl-CoA (Weet al, 2009). En effet, des plantes d'Arabidopsis
homozygotes pour des mutations perte de fonctiosh gknesALDH2B4 et ALDH2B7
présentent un taux d'incorporation §tC-éthanol dans les AG plus faible que des plantes
sauvages lorsque ce substrat est ajouté au midiezullure. La protéine ALDH2B4 semble
étre la plus impliquée dans ce processus. Ces dsroté permis de confirmer I'existence de
cette voie métabolique alternative dans les tisposophytiques des plantes.
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2.2.2 Protéines ALDH10

La famille des protéines ALDH10 de plantes regrodps protéines également appelées
AMADH (amino aldéhyde déshydrogenases) qui oxydisd w-aminoaldéhydes en leurs
acides correspondants (Kopecey al, 2013). Ces enzymes sont notamment liées au
catabolisme des polyamines et a 'osmoprotectiandBeret al, 2013). Elles ont fait I'objet
de plusieurs études pour leur intérét économiqueefet, certaines mutations de protéines
ALDH10 ont conduit a la production de moléculesradides par certaines plantes comme le riz
ou de soja (Bradburet al, 2008; Arikit et al, 2011). La plupart des especes vegeétales
comptent deux membres dans cette famille (Broeket, 2013). Ainsi chez Arabidopsis elle
est constituée des protéines ALDH10A8 et ALDH10A48lément nommées BADH (bétaine
aldéhyde déshydrogénases), initialement propos#ame responsables de la derniere étape
de catalyse dans la synthese de 'osmoprotectaestda glycine bétaine chez les plantes. Les
protéines ALDH10A8 et ALDH10A9 sont localisées resfivement dans le leucoplaste et le
péroxysome (Missihouet al, 2011). Les genes correspondants sont faiblemdattibles par
les stress abiotiques et un mutant perte de fanctieo ALDH10A8 nommé&O8-2 est plus
sensible au stress salin et a la déshydratati@bidopsis n’étant pas une plante accumulant la
glycine bétaine en conditions de stress salinptetgines ALDH10 sont proposées comme
étant impliquées dans le contrdle du niveau d’aaloEhydes produits par le métabolisme
cellulaire en conditions de stress (Missihetal, 2011).

Les ALDH10 de plantes sont capables de prendre learge une large gamme
d’aminoaldéhydes avec des spécificités de suldiffatentes (Kopecnet al, 2013) Figure
19). En effet chez Arabidopsis, la protéine ALDH10p8ut oxyder la betaine aldéhyde, la
4-aminobutyraldéhyde (ABAL) et la 3-aminopropiorétigde (APAL)in vitro (Missihounet
al., 2011). De méme, ch@&isum sativuniPsAMADH1 et PSAMADH2 sont capables d’oxyder
ces mémes substrats ainsi que le 4-guanidinobdgmgatie (GBAL) et le TMABAL (TMABA)
in vitro (Tylichovaet al, 2010).
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Figure 19 Substrats naturels potentiellement oxydés parmesnbres de la famille des
ALDH10 de plantes (ou AMADH) (Kopecmst al, 2013). APAL: 3-aminopropionalaldéhyde,
ABAL:  4-aminobutyraldéhyde, @ ACAPAL: 3-acétamidopropaldéhyde, GBAL:
4-guanidinobutyraldéhyde, TMALBL: N,N,Ntriméthyl-4-aminobutyraldéhyde, BAL:
bétaine aldehyde, DMSPAL: diméthylsulfoniopropia#lyde GABA: y-aminobutyric acide,
DMSP: 3-diméthylsulfoniopropionate.

3. Mutants avérés ou probables des protéines d’Aratbopsis homologues aux protéines
humaines et de levure impliquées dans la voie dedsiynthése de la carnitine

D’aprés les données de la littérature, certaines mletéines présentant de bonnes
homologies avec les enzymes impliquées dans ldésatde carnitine chez I'animal ou la
levure ont fait 'objet d’études approfondies, motaent pas le biais de I'étude de mutants
(Tableau 18. Ces génotypes peuvent étre étudiés d’'un poiatidale leur teneur en carnitine,
afin d’envisager une éventuelle implication desyemzs correspondantes dans la voie de
biosynthese de cet acide aminé.
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Tableau 18 Mutants de protéines d’Arabidopsis homologues@protéine impliqguée dans la
synthese de carnitine animale ou de levure.

Enzyme Protéine Mutant ID NASC Publications
homologue  d’Arabidopsis associées
HTMLA SHMT1 shm1-1 _ \Voll et al, 2006
shm1-2 SALK 083735 \Voll et al, 2006
shmtl-1 ou shm1-3 Morenoet al, 2005
shmtl-2 SALK 083735 Morenoet al, 2005
SHMT?2 shm2-1 SALK 095881 \Voll et al, 2006
shm2-2 SALK 096265 Engelet al, 2011
THAL thal-1 _ Joshiet al.,, 2006
thal-2 GK-767E02 Joshiet al, 2006
thal-3 SALK 134724c  Ajjawi et al, 2010
THA2 THA2/tha2-1 SAIL_ 5 CO01 Joshiet al, 2006
THA2/tha2-2 SALK _129163 Joshiet al, 2006
TMABADH  ALDH2B4 aldh2B4-1 CSJ2971 Wei et al, 2009
aldh2B4-2 SALK _078568 Wei et al, 2009
ALDH2B7 aldh2B7-1 CSJ989 Wei et al, 2009
ALDH2C4 aldh2C4-1 SALK_027911 Wei et al, 2009
aldh2C4-2 SALK_024974 Wei et al, 2009
ALDH10AS8 KO8-2 SK24056 Missihounet al, 2011

Lorsque pour certaines protéines candidates desnsune sont pas décrits dans la
littérature une recherche de lignée présentaninsetion d’ADN-T dans le gene d’intérét a
été réalisée dans les collections disponibles augueNottingham Arabidopsis Stock Center
(NASC) (Tableau 19. Cette recherche s’est limitée a la protéine SBNdOur les candidats
homologues SHMT sur le critere de sa plus grandeohagie avec les HTMLA que les autres
protéines SHMT d’Arabidopsis.
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Tableau 19 Lignées d’Arabidopsis portant une insertion d’AO0Nlans un gene homologue a
un géne impliqué dans la synthese de carnitineaaiou de levure (les noms de lignées font
référence a la position de l'insertion dans la sége du gene et seront explicités dans les
chapitres IV et V).

Enzyme Protéine Lignée ID NASC

homologue  d’Arabidopsis

HTMLA SHMT3 shmt3e; SALK _113687
shmt3p SALK _022634

TMABADH ALDH10A9 10A%9¢ SAIL 543 HO1
10A% SALK 148085

4. Conclusion

Une recherche bioinformatique chez Arabidopsis amgede mettre en évidence des
protéines présentant une homologie significativecades protéines connues pour étre
impliquées dans la synthese de la carnitine clerime ou la levur€. albicangRippaet al,
2012). Des enzymes des familles SHMT, THA et ALDeluyent étre envisagées comme
participant au métabolisme de la carnitine chgaddate, bien que d’autres fonctions aient été
proposees pour certaines d’entre-elles. Des ligmégantes étant disponibles, un dosage de la
carnitine et de ses précurseurs renseignera suréueetuelle implication des enzymes
correspondantes dans la voie de biosynthése @erldine. Pour d’autres protéines, la fonction
n'a pas été caractérisée et une recherche de npetdatde fonction permettra d’étudier un lien
eventuel entre I'enzyme et la carnitine.
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Chapitre IV — ETUDE DE LIMPLICATION DES ENZYMES D’ ARABIDOPSIS
HOMOLOGUES AUX HTMLA DANS LA SYNTHESE DE CARNITINE

Des enzymes de la famille des SHMT (sérine hydrethyltransférases) et THA
(thréonine aldolases) chégz thalianaprésentent des homologies de séquence signitsativ
avec I'enzyme HTMLA humaine (identité de plus de?byet de la levur€. albicangidentité
de plus de 34 %) impliquées dans la synthése deatdaitine chez ces organismes. La
participation éventuelle des ces protéines a la dei biosynthese de I'acide aminé carnitine
chez Arabidopsis a donc été étudiée en analysantreicherchant des mutants de ces enzymes.

Des lignées mutantes avérées ou portant une ios@tADN-T dans les génes codant
pour ces protéines sont disponibl&alfleaux 18et19, chapitre Ill). Les lignées d’insertion,
lorsqu’elles sont fournies par la banque NASC, sotiétat hétérozygote. Afin de pouvoir
étudier I'impact d’'une insertion d’ADN-T dans unnged'intérét il est donc indispensable au
préalable de rechercher des plantes homozygotesetia insertion puis d’étudier I'effet de la
mutation sur la transcription du géne. Les lignéaadidates (mutants avérés et lignées
d’insertion aprés obtention d’homozygotes) ont déte étudiées d’'un point de vue de leur
teneur en carnitine et de son précurseur cheaanét la levure, lga-butyrobétaine. Le stade
de développement choisi pour ces analyses a ététade 72 h de développement
post-imbibition. En effet, au cours du développenuss plantules d’Arabidopsis, la teneur en
carnitine augmente jusqu’a atteindre une valeuit ael8-72 h pour diminuer ensuite (Charrier
et al, 2012).

1. Protéines SHMT

Des mutants pertes de fonction ou mutants faibks mtotéines SMH1 et 2 ont été
caractérisés (Morenet al, 2005; Vollet al, 2006; Engeét al, 2011). Concernant la protéine
SHMT1 le choix de la lignée mutante étudiée a psutde mutanshmtl-1car c’est un mutant
faible et viable a teneur ambiante en GRorenoet al, 2005). Concernant la protéine SHMT2,
une étude du mutant perte de foncbm2-lest possible (Vokt al, 2006). Au contraire, pour
la protéine SHMT3, il a été nécessaire d’'étudiempeatalable les lignées SALK 113687 et
SALK 022634 afin de deéterminer si I'expression danscrit SHMT3 est affectée par
I'insertion d’ADN-T qu’elles contiennent avant dechercher un lien éventuel entre la protéine
et la synthése de carnitine.
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1.1 Etude du mutantshmtl-1

Le mutansshmt1-1porte une mutation ponctuelle dans I'exon 13 de&ttpuence codante du
gene ce qui occasionne un changement d’'un acideégmmoline en sérine (Morermd al, 2005)
(Figure 20).

ATG shmtl-1

L—I—“—“—i—'—-—H—ré—H

Figure 20 Structure du gen8HMT1et position de la mutation chebhmtl-1(les rectangles
symbolisent les exons, les lignes symbolisentrigrems).Taille du gene : 3197 pb.

Afin d’étudier le lien éventuel entre 'enzyme SHW&t la synthése de la carnitine cliez
thalianaune analyse par LC-ESI-MS/MS de la teneuy-batyrobétainey-BB) et en carnitine
libre a été initiée sur des extraits de plantslesitl-let Col-0 cultivédan vitro sur du milieu
M&S.

1.1.1 Analyse de la teneur ep-BB

La teneur moyenne enBB dans des extraits de plantukksntl-1de 72 hest de 2,187 *
0,378 ng.mg MS contre 3,117 + 0,589 ng.mM@1S dans des extraits de plantules Col-0, soit
une réduction de 29,8 % de la teneuy-@B chez le mutantHigure 21). Il faut souligner que
d’'une maniére générale une variabilité non néghgeast observée pour les dosages de
précurseurs entre les expérimentations pourtateésfan conditions controlées et avec les
mémes génotypes.

v-BB (ng.mg* MS)

2 .
1 4
0 T

Col-0 shmtl-1

Figure 21 Teneur eny-BB dans des extraits de plantuled dhalianaCol-0 etshmtl1-1de 72 h
cultivées sur milieu M&S (MS: matiere séche). Lésultats représentent la moyenne de trois
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répétitions biologiques indépendantes (+ I'écapedy
1.1.2 Analyse de la teneur en carnitine

Ces mémes extraits végétaux ont été analysés dinh gie vue de la teneur en carnitine
libre. Celle de plantuleshmtl-lest réduite d’environ 29,3 % par rapport a ceflegpthntules
sauvagesHigure 22). En effet les plantules du mutant contiennentnelyenne 0,281 + 0,097
ng.mg* MS de carnitine libre contre 0,398 + 0,086 ng:mS pour les plantules Col-O0.

Dans la mesure ou une fraction de la carnitine &rabidopsis est présente sous forme
d’acyl-carnitines (Bourdirt al, 2007), une saponification a été faite sur désagg végétaux
afin de libérer cette fraction de carnitine liéaipquantifier la carnitine totale. Des extraits de
plantulesshmtl-Icultivéesin vitro pendant 72 h sur du milieu M&S contiennent 1,4 fobins
de carnitine totale en moyenne que les extraitsmlst & partir de plantes sauvages (0,393 +
0,034 ng.mg MS contre 0,547 + 0,107 ng.MdVS), soit une diminution de 28,1 %. De la
méme maniére la carnitine estérifiée est diminug4i3 % chez le mutant (0,112 + 0,093
ng.mg' MS contre 0,148 + 0,048 ng.mMd1S) (Figure 22).

carnitine totale (ng.mg! MS)

0,7 -

0,5 -

H carnitine estérifiée

0,3 A E carnitine libre

0,1 -

Col-0 shmtl1-1

Figure 22 Teneur en carnitine libre et estérifiée dansaldmits de plantules A’ thaliana
Col-0 et shmtl-1de 72 h cultivées sur milieu M&S (MS: matiere sg§cHees résultats
représentent la moyenne de trois répétitions biqlars indépendantes (x I'écart-type
concernant les valeurs de carnitine totale).
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1.1.3 Analyse de la teneur en acyl-carnitines
Une quantification de la teneur en différentes -@eyhitines de longueur de chaine

carbonée variable a également été réalisée suextesits végétaux obtenus a partir de
plantules de 72 h Col-0 shmt1-1

acyl-carnitines (pg.mg* MS)

4 7 B Col-0

3 4 B shmtl-1
2 .

1 -

0 -

C20 Ci18 Ci18:1 Cle Ci4 cC12 C2

Figure 23 Teneurs en acyl-carnitines des plantules. dhalianaCol-0 etshmtl-1de 72 h
cultivéees sur milieu M&S (MS: Matiere Séche) (C2@rachidoyl-canitine, C18:
stéaroyl-carnitine, C18:1: oléoyl-carnitine, C1&lmitoyl-carnitine, C14: myristoyl-carnitine,
C12: lauroyl-carnitine, C2: acétyl-carnitine).

Les teneurs en différentes acyl-carnitines d’etdraie plantuleshmtl-let Col-0ne
semblent pas présenter de difféerendagre 23). D’autre part, la quantité totale
d’acyl-carnitines analysées est de 14,3 pg-mi$ pour le génotypshmtl-let 15,1 pg.mg
MS pour le génotype sauvage dans cette expérieimeerépétition biologique indépendante a
donné des résultats comparables (13,5 pd.M§ d’acyl-carnitines dans les extraits de
shmtl-1contre 12,8 pg.mfMS dans les extraits de Col-0). Aucune différededa teneur
totale en acyl-carnitines n'a donc été constatée das deux génotypes. Il faut noter ici que
cette teneur en différentes acyl-carnitines neésgmte qu’environ 8,6 a 12,7 % de la fraction
de carnitine libérée par saponificatioRigure 22). Une fraction importante de carnitine
estérifiée n’est donc pas identifiée au cours deacalyses.

1.1.4 Etude du développement précoce du mutashmtl-1

Des plantuleshmtl-1de 15 jours sont nettement moins développées gagldntules
sauvages (Morenet al, 2005). Il n’y a pas de donnée dans la littéragsie d’éventuelles
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différences phénotypiques visibles aux stades pescde développement des plantules. Aussi
il a été nécessaire d’étudier la germination eélecloppement de plantules stemtl-1afin de
voir si les différences observées au niveau desutsnen carnitine peuvent étre liees a des
phénotypes observables a ces stades.

Un suivi de la germination et du développement-gesminatif du mutanshmtl-la été
réalisé. Des graines des deux génotypes semémsligur M&S ont été comptées et observées
pendant 4 jours. Il a été constaté que 93 % damegrashmtl-let 92 % des graines Col-0
germent aprés 24 h de culture. Ceci montre quelqgr germinatif des graines n’est pas
affecté par la mutation chehmtl1-1 Par contre apres 72 h, 82,4 % des plantules danhet
92,8 % des plantules Col-0, présentent des cotgkedaverts. Ces données sont significatives
au regard d'un test3(P < 0,001). D'autre part, bien qu’au méme staeldéleloppement, les
plantulesshmt1-let Col-0 ont des caractéristiques visibles diffegenEn effet a partir de 48 h
les plantuleshmtl-lapparaissent plus petites que les plantules Ceigire 24).

24h 48h 72h  96h

Figure 24: Suivi de la germination et du développement gestinatif des plantules sauvages
d’A. thalianaCol-0 (A) et du mutanshmt1-1(B) sur milieu M&S.

Un retard de développement des plastestl-Icultivées 15 jours en serre est bien notable
par rapport aux plantes Col-0. Les plargbmitl-1ont une taille plus petite, les feuilles sont
plus nombreuses, moins développées et chlorotigaesapport aux feuilles des plantes Col-0
(Figure 25).
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Colr0 Shmd H

Figure 25 Plantes Col-0 ethmtl-1cultivées en serre apres 15 jours.
1.2 Recherche d’un mutant perte de fonction dSHMT2

Concernant I'enzyme SHMT2, un mutant perte de foncshm2-lest décrit dans la
littérature (Voll et al, 2006). Ces graines n'ayant pas pu étre obtend&sah homozygote
auprés des auteurs, une recherche d’'individus hggotes pour l'insertion d’ADN-T située
dans I'exon 14 de la séquence du gdrigure 26) a été réalisée par génotypage PCR sur
I’ADN extrait de plantules de la lignée SALK 09388 I'aide des amorces SR132, SR133
dont le site d’hybridation est situés de part attfe de I'insertion, et de I'amorce LBla dont le
site d’hybridation est situé dans la bordure gawth&ADN-T. Malheureusement l'insertion
telle que décrite n'a pas été mise en évidendesehible que les graines obtenues aupres de la
banque NASC étaient en fait de génotype sauvage.

ATG shm2-1

L“I-I—-—I—-—I—H—IXI

Figure 26. Structure du genSHMT2 et position de l'insertion dans la lignéam2-1(les
rectangles symbolisent les exons, les lignes syis#rtlles introns). Taille du géne : 3897 pb.

Le mutant perte de foncti@hm2-2est également décrit (Engeldt 2011). Cependant les

graines se sont averées indisponibles au momehartdyse. Aussi il n'a pas été possible
d’étudier un mutant perte de fonction de la praeéatiMT2 dans le cadre de ces travaux.
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1.3 Recherche d’'un mutant perte de fonction d8HMT3

Concernant la protéine SHMTS3, deux lignées contenae insertion d’ADN-T sont
disponibles. L'une d’elle contient un ADN-T dansi®moteur du gen8HMT3 il s’agit de la
lignée SALK _022634, ici renommé&amt3p Une autre lignée contient une insertion au début
du dernier exon, il s’agit de la lignée SALK _11368hommeshmt3e; (Figure 27).

shmt3p ATG shmt3g

M

Figure 27. Structure du gen8HMT3 et position des insertions dans les ligngest3pet
shmt3e; (le losange symbolise le promoteur, les rectangjyesbolisent les exons, les lignes
symbolisent les introns). Taille du géne : 3394 pb.

Des travaux antérieurs a ce travail de thése &satians I'équipe ont montré que seules des
plantes hétérozygotes pour I'insertion d’ADN-T étdiretrouvées pour la lignéamt3ptandis
gue des plantes homozygotes ont bien pu étre famstipour la lignéshmt3e;.

Afin d’étudier I'impact de l'insertion d’ADN-T sut’'expression du gen&HMT3, une
expérience de RT-PCR a partir d’ARN totaux extrdisplantules homozygotetmt3e, de
72h avec les amorces ZY003 et ZY004 spécifiqudsniRNm SHMT3a été réalisée.

Il a été constaté que le géBelIMT3est toujours exprimé chez les plantes de la lignée
shmt3e; (Figure 28). Il apparait donc que l'insertion d’ADN-T dansdernier exon du géne
SHMT3n’entraine pas de perte de I'expression du transcr

shmt3g, Col-0 T-

snrs D
rcrive ——

Figure 28 Analyse de I'expression du gef#MT3chez des plantuleshmt3e, et Col-0.
L'expression du gen@dCTINE (amorces PCR SR68 et SR69) sert de contrble positif
contrdle négatif sans matrice ARN.
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1.4 Conclusion

Des plantules de 72 h du mutant faislentl-lont une teneur réduite eRBB et en
carnitine totale par rapport a des plantules saes/aQette difféerence de teneur en carnitine ne
semble pas avoir d’'influence sur la teneur en diffees acyl-carnitines analysées et sur la
teneur totale en ces molécules. Dans le cadre slaeux de thése aucun mutant perte de
fonction des protéines SHMT2 et SHMT3 n’a pu étralié.

2. Protéines THA

La famille des thréonines aldolases ch&z thaliana comprend deux membres, les
protéines THAL et THA2. Ces enzymes sont identicugdus de 34 % avec les protéines
HTMLA humaine et GLY1 deC. albicansen terme de séquences. Des mutants de ces deux
protéines ont été caractérisés (Jaredal, 2004, Joshet al, 2006 Ajjawi et al, 2010) et
étaient disponibles pour une étude de leur imptioadventuelle dans la synthése de carnitine.

2.1 Etude du mutantthal-1

Seul le mutanthal-1, mutant faible, a pu étre étudié dans la mesurdesigraines
obtenues du mutantBal-2,perte de fonction du gefiéHAl par insertion d’'un ADN-T, n’ont
pas germé dans le cadre de cette étude. Le nth&h83n’a pas été choisi car il contient une
deuxieéme insertion dans le gd@é\3 qui régule la réponse a l'auxine dans les radqiAgawi
et al, 2010).

Le mutantthal-1porte une mutation ponctuellBigure 29) dans le premier exon de la
séquence du gene changeant un acide aminé glytimgi@ine (Joshi etl., 2006).

ATG thal-1

H—-—l—-—l—-—I—I

Figure 29 Structure du gendHAL et position de la mutatiothal-1 (les rectangles
symbolisent les exons, les lignes symbolisentrirems). Taille du géne : 3179 pb.

Afin d’étudier le lien éventuel entre I'enzyme THALIla synthése de la carnitine clfez

thaliana une analyse de la teneuryeBB et carnitine par LC-ESI-MS/MS a été initiee das
extraits de plantulethal-1let Col-0 de 72 h cultivées sur milieu M&S.
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2.1.1 Analyse de la teneur ep-BB

La teneur moyenne enBB de plantuleshal-1est réduite de 13,8 % par rapport a des
plantules sauvagebigure 30). En effet les plantules du mutant contiennenhegenne 2,613
+ 0,316 ng.mg MS dey-BB contre 3,033 + 0,456 ng.mdVS pour les plantules Col-0. Mais,
dans ces expériences la diminution observée ergngléntules de génotype sauvage et mutant
n'est pas significative au regard des écarts-tgésnus.

v-BB (ng.mg! MS)
3,5 -
2,5 -
1,5 -

0,5 -

Col-0 thal-1

Figure 30 Teneur ery-BB dans des extraits de plantuled.dthalianaCol-0 etthal-1de 72 h
cultivées sur milieu M&S (MS: matiere séche). Lésultats représentent la moyenne de trois
répétitions biologiques indépendantes (+ I'écapedy

2.1.2 Analyse de la teneur en carnitine

Ces mémes extraits végétaux ont été analysés dinhge vue de la teneur en carnitine
libre. Celle-ci est comparable entre les plantalesmutantthal-1 et les plantules sauvages
(0,284 + 0,051 ng.mYyMS et 0,295 + 0,053 ng.rtgVIS respectivementF{gure 31).

Une saponification a également été faite sur deaiexveégétaux afin de libérer la fraction
de la carnitine potentiellement liée et quantifi@rcarnitine totale. La encore la teneur en
carnitine totale dans les extraitstdal-1et dans les extraits de Col-0 est comparable 20t66
0,146 ng.mg MS et 0,602 + 0,124 ng.fgMS respectivementfF{gure 31).
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carnitine totale (ng.mg! MS)
0,9 -
0,8 -
0,7 -
0,6 -
0,5 -
04 -
03 -
02 -
01 -

H carnitine estérifiée

H carnitine libre

Col-0 thal-1

Figure 31 Teneur en carnitine libre et estérifiée dansaldrits de plantules 4. thaliana
Col-0 et thal-1 de 72 h cultivées sur milieu M&S (MS: matiere s@chees résultats
représentent la moyenne de trois répétitions biglags indépendantes (+ I'écart-type).

2.1.3 Analyse de la teneur en acyl-carnitines

Une quantification de la teneur en différentes @ayhitines a également été réalisée sur
des extraits végétaux obtenus a partir de plantide& h Col-0 ethal-1

acyl-carnitines (pg.mg! MS)

30 +

20
m Col-0

15 A M thal-1

C20 C18 (181 Cile Cie:l1 Ci4 Ci12 C2

Figure 32 Teneurs en acyl-carnitines des plantules. dhalianaCol-0 etthal-1de 72 h
cultivées sur milieu M&S (MS: Matiere Seche) (C2@rachidoyl-canitine, C18:
stéaroyl-carnitine, = C18:1:  oléoyl-carnitine, = C16: almpitoyl-carnitine, = C16:1:
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palmitoleoyl-carnitine, C14: myristoyl-carnitine 1. lauroyl-carnitine, C2: acétyl-carnitine).

Les teneurs en différentes acyl-carnitines d’etdraie plantuleghal-1 et Col-0 ne
semblent pas présenter de différence significgdfigure 32). D’autre part, la quantité totale
d’acyl-carnitines analysées est de 41,3 pd.M& pour le génotypthal-let 37,5 pg.mg MS
pour le génotype sauvage dans cette expérience.répréition biologique indépendante a
donné des résultats comparables (38,1 pg.&§ d’acyl-carnitines dans les extraitstdal-1
contre 35,7 pg.mYyMS dans les extraits de Col-0). Aucune différesigeificative de la teneur
totale en acyl-carnitines n'a donc été constatéeeeles deux génotypes. La encore les
différentes acyl-carnitines analysées ne représenigenviron 10 & 12 % de la fraction de
carnitine libérée par saponificatiofigure 31).

2.2 Etude de mutants perte de fonction de THA2

Concernant I'enzyme THA2, des mutants contenant idssrtions d’ADN-T dans le
premier et troisiéme intron du géne correspondahgté identifiésKigure 33) (Joshiet al,
2006). Ces insertions doivent étre maintenues tatliéétérozygote, solfHA2-1tha2-1 et
THA2-2tha2-2 En effet les graines homozygotes pour ces mumgont albinosHigure 34)
et arrétent leur développement aprés la sortiecdgdédons (Joshét al, 2006). Les deux
lignées ont été utilisées dans le cadre de la relsbale protéines impliquées dans la synthese
de carnitine chez Arabidopsis.

ATG tha2-1 tha2-2

hl-—yl—ﬂ—.—l—l

Figure 33 Structure du gen€HA2 et position des insertions dans les ligrnée2-1ettha2-2
(le losange symbolise le promoteur, les rectargylesbolisent les exons, les lignes symbolisent
les introns). Taille du gene : 2521 pb.
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(B) (©)

Figure 34 Graines dans leur silique issues de plantes detgge Cc-0 (A), THA2-1/tha2-1
(B) et THA2-2/tha2-ZC) (grossissement 30).

2.2.1 Effet d'un apport exogéne de carnitine sur lagermination et le
développemat de plantules hétérozygote

D’apres les données de la littérature, il n'est passible de restaurer la viabilité «
plantulestha2-1ettha2-2par des apports exogénes en différents acides arfgnél s’agisse
de Met, Lys, Lys et Met, Thr, lle cGly) dans le milieu de culture des plantes (Joslal.,
2006). Dans le cadre de notre étude, la protéind2Tést envisagée comme pouvant interv,
dans la synthése de I'acide aminé carnitine. Ausslien pourrait exister entre la teneur
carnitinedes plantules et leur non viabilité. Afin de testette hypothese une expériel
d’apport exogéne en carnitine a la concentratioh aeM dans le milieu de culture utilisé pc
la germination et le développement de plantulesessde plantes hétérozyes pour les
insertions dans le geddHA2a été initiéeFigure 35). Cette concentration en carnitine dan
milieu est sans effet délétéere pour le développeénhesnplantules d’Arabidopsis (Charret al,
2012).
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THA2-1/tha2-1

MS (A) MS+caine (B)

THA2-2ha2-2

MS (C) MS+carnitine (D)

Figure 35: Plantules dA. thalianaTHA2-1tha2-1(A, B) etTHA2-2tha2-2(C, D) cultivées sur
milieu M&S et M&S supplémenté en carnitine (5mM)reg 7 jours de développement (le
cercle rouge indique les plantules dont le dévedopgnt est arrété).

Que les plantules issues de graines provenantdéeglde génotypeHA2-1tha2-1ou
THA2-2tha2-2 soient cultivées sur M&S ou M&S supplémenté en ity 23 a 26 %
d’entre elles sont arrétées au stade dicotylédenam carnitine ne semble donc pas avoir
d’effet favorable sur le développement post-gertifindes mutantstha2 homozygotes
lorsqu’elle est ajoutée au milieu de culture.

2.2.2 Dosage de la carnitine chez les mutaritea2-1ettha2-2

Dans la mesure ou le phénotype des plantules hayotesy pour les insertions d’ADN-T
dans le gen@HA2 est facilement identifiable, une expérience deagesde la carnitine a été
réalisée. Des graines issues de plantes hétéraexygot donc été semées sur du milieu de
croissance M&S. Aprés 72 h, les plantules ayarétarteur développement (homozygotes
tha2-1/tha2-1, tha2-2/tha2}2 et les plantules présentant un développement alorm
(tha2-¥THA2-1, THA2-1/THA2-1 et tha2-2/THA2-2 THA2-2/THA2-2 ont été récoltées
séparément. Un comptage a permis de vérifier le 28/75 de plantules homozygotes par
rapport aux plantules hétérozygotes et sauvagele suitere d’arrét de développement. Une
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extraction de la carnitine libre a été réaliségueintifiée par spectrométrie de maskab(eau
20).

Tableau 2Q Teneur en carnitine de plantules issues de dmérozygote§HA2-1/tha2-let
THA2-2/tha2-2apres 72 h de culture sur milieu M&S.

Col-0 THAZ2-1/tha2-1 tha2-1/tha2-1 THAZ2-2/tha2-2 tha2-2/tha2-2
THA2-1/THA2-1 THA2-2/THA2-2

Carnitine 0,21 0,48 1,07 0,18 1,01
ng.mg*MS

Les résultats montrent que la teneur en carniime st plus élevée (plus de 1 ng.mg s
chez les plantules homozygotes pour les insertA®N-T dans le genelHA2 que les
plantules de génotype hétérozygote ou sauvage.rép@ition biologique indépendante de
cette expérimentation a confirmé ce résultat.

La faible quantité de matériel biologique obtenlagpas permis de quantifier également la
y-butyrobétaine chez les mutathta2-1ettha2-2

2.3 Conclusion

Le mutantfaible thal-1ne présente pas de diminution significative dietheeur en y-BB
et en carnitine libre ou totale.

Concernant la protéine THA2, deux mutants pertéodetion deTHA2 ont été analysés.
Un apport exogéne de carnitine dans le milieu deurguutilisé pour la germination et le
développement des graines ne permet pas de raskawiabilité des plantules homozygotes
pour les mutations dans le géRdA2 D’autre part, une analyse de la carnitine cordeans
des plantules homozygotes montre que sa teneurmjussde quatre fois plus élevée que dans
des plantules sauvages.

3. Discussion et perspectives

La conversion de I'HTML en TMABA, qui constitue @euxiéme étape de la voie de
biosynthése de la carnitine chez l'animal et lautevC. albicans n’est pas encore
complétement caractérisée. En effet chez I'aninmad, sérine hydroxyméthyl transférase est
proposée car une enzyme purifiée a partir de feitagin est capable de convertir le substrat
HTML en TMABA et glycine (Hendersoet al, 1980; Hendersoet al, 1982). Chez la levure,
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il semble que plusieurs protéines soient impliquééise étude génétique et biochimique
détaillée a permis de montrer récemment qu’'uneottingé aldolaseest majoritairement en
charge de la conversion de 'HTML en TMABA cheztedévure et est proposée comme étant
I'HTMLA (Strijbis et al, 2009). Sur la base de son homologie de séquarecd’ITMLA la
protéine GLY1, une autre thréonine aldolase derk\vest également proposée. Cependant, des
mutants perte de fonction de 'HTMLA ou des doubitegantdhtmla/glylsont encore capables
de pousser sur source de carbone non fermentestible forme de SHMT est donc
certainement impliquée a cette étape pour prendreharge la conversion résiduelle de
'HTML (Strijbis et al, 2010). Sur la base des travaux réalisés chezvlad, une protéine
GLY1 est également proposée comme pouvant étrélliMLA chez les rongeurs (Strijbist

al., 2010).

Le génome d’Arabidopsis code pour sept sérine hyan@thyltransférases et deux
thréonine aldolases dont certaines pourraient ggale étre impliquées dans la synthése de
TMABA et donc indirectement dans la synthése daitine.

Une étude de la teneur en carnitine du mutantdatont1-1permet de mettre en évidence
dans des extraits de plantules de 72 h une te@duite ery-BB d’environ 29,8 % par rapport
aux plantes sauvages qui pourrait expliquer la mimon de la teneur en carnitine totale
(fraction libre et fraction estérifiée) d’enviroi8,2 % mesurée sur les mémes extraits. Cette
réduction n’est pas accompagnée d'une diminutioradeeneur en acyl-carnitines qui ne
représentent que 8,6 a 12,7 % de la carnitineigéégelle-méme réduite de 24,3 %. A ce stade
il n"est pas possible de conclure sur I'implicatobmla protéine SHMT1 d’Arabidopsis dans la
synthese de carnitine. En effet la diminution ob&empeut étre une conséquence du phénotype
développemental du mutant ou d’une réelle implocatie 'enzyme dans la biosynthése de la
TMABA. Une analyse fonctionnelle de I'activité da protéine serait indispensable pour
déterminer si elle catalyse la conversion de 'HTMh TMABA. D’aprés les données
bibliographiques, seul le substrat glycine a &&tévollet al, 2006; Jamaet al, 2009; Engel
et al, 2011). Il pourrait étre envisagé de produire 2ygne végétale dans un systeme
d’expression bactérien, pour la purifier et testan activitéin vitro sur le substrat HTML. Il
serait également envisageable d’isoler la séquendante du genHMT 1et de réaliser une
expérience de complémentation de mutant de levepewtvu d’enzyme HTMLA afin de voir
si 'enzyme végétale peut restaurer la viabilitdaléevure cultivée dans un milieu contenant
des acides gras comme unique source de carboibi$t al, 2009).

Comme indiqué ci-dessus la fraction d’acyl-caresinquantifiée dans nos analyses
d’extraits de plantules d’Arabidopsis ne représepute 8,6 a 12,7 % de la carnitine estérifiée
dans la mesure ou seules les molécules pour ldsgnelus avons des standards sont suivies en
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LC-ESI-MS/MS. Pour avancer dans la connaissanciegote biologique de la carnitine chez
les plantes, une identification des molécules quigdes de s’y lier par sa fonction hydroxyle
sera nécessaire (qu'il s'agisse d’AG ou non) etEoétre réalisée en spectrométrie de masse a
temps de vol (TOF-MS).

La fonction proposée pour la protéine SHMT1 estdaversion réversible de la serine en
glycine en combinaison avec la glycine décarboxylaar la photorespiration dans les
mitochondries du mésophylle foliaire. Un lien edaghotorespiration et la carnitine ne peut
pas étre exclu. En effet, récemment, la protéindJB®Arabidopsis, homologue a un
transporteur d’acyl-carnitines de mammifere (Lawandl, 2002), a été proposée comme
transporteur mitochondrial impliqué dans la phatpretion (Eisenhugt al, 2013).

La localisation proposée pour I'enzyme SHMT1 d’Adapsis est mitochondriale. Si cette
enzyme est impliquée dans la synthése de carrggleimplique une localisation cellulaire
différente de I'enzyme qui est proposée chez I'h@mpour étre 'HTMLA qui serait
cytosolique au regard des données sur l'activittetieyme (Rebouche et Engel, 1980). Il est
possible également qu’'une autre enzyme SHMT d’Alagisis a la localisation différente ait un
r6le dans la voie de biosynthése de la carnitirdhBureusement dans le cadre de ces travaux
de theése aucun mutant perte de fonction des pest&hIMT2 et SHMT3 n’a pu étre étudié. Il
sera nécessaire de rechercher d’autres lignéesidedesl pour étudier une éventuelle
implication des autres SHMT dans la synthése deitoze. Toutefois il est possible qu’une
mutation perte de fonction de la protéine SHMT3prde un caractére Iétal dans la mesure ou
seules des plantes hétérozygotes ont été obtenuesapignéeshmt3p(SALK _022634) qui
contient une insertion d’ADN-T dans le promoteurggune.

Aucune réduction de la teneur en carnitine n’anéige en évidence chez le mutéral-1
malgré une réduction de la teneuryeBB de 13,8 % par rapport aux plantes sauvagesrait
intéressant d’étudier les teneurs en carnitinerétysseurs chez le mutatital-2 perte de
fonction du gendHAL Une implication de la protéine THA1-1 ne peut pa® totalement
exclue dans la mesure ou le produit de son act&gwentuelle, la TMABA, indisponible
commercialement pour étre utilisée comme standd@edpas été mesurée ici. Une analyse
fonctionnelle de I'activité de cette enzyme pourégialement étre envisagée dans la mesure ou
il 'y a pas de donnée dans la littérature porsantdes tests d’activité de I'enzyme THAL sur
différents substrat.

La carnitine n’a pas d’effet bénéfique sur le déppkement de plantules perte de fonction
de la protéine THA2 lorsqu’elle est ajoutée au euilide culture. Ceci n'est pas di a un
probleme d’accumulation de la carnitine dans leanfplles car nos données antérieures
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montrent qu’a la concentration de 5 mM dans leeuilie culture, la carnitine s’accumule a
raison de 8,1 mM contre 0,2 uM sans apport exo¢@harrieret al, 2012). Par contre on ne
peut exclure le fait que la carnitine pourrait as ptre disponible dans un ou plusieurs organites
subcellulaires ou elle serait primordiale. Cepetndane quantification de la carnitine des
plantulestha2-1 et tha2-2 montre au contraire une accumulation de carndirge5 fois plus
élevée gue chez les plantules sauvages. Ceci & ldasens d’'une synthése de carnitine
associée a la mutation. Cette teneur élevée pemendant s’expliquer par l'arrét de
développement des plantules et donc par une diiféree stade de développement entre les
plantules mutées et les plantules sauvages au mateehanalyse. En effet les plantules
d’Arabidopsis contiennent plus de carnitine libnex astades de développement précoce
(Charrieret al, 2012). Ces résultats ne mettent pas en évidentierdentre 'enzyme THA2 et

la carnitine.
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Chapitre V — ETUDE DE LIMPLICATION DES ENZYMES D’A RABIDOPSIS
HOMOLOGUES AUX TMABADH DANS LA SYNTHESE DE CARNITIN E

Des enzymes de la famille des aldéhydes déshydasgénALDH) dA. thalianasont
homologues aux TMABADH humaine et de la lev@realbicanampliquées dans la synthese
du précurseur direct de la carnitine chez ces asgaes(Figure 8, chapitre 1). Ainsi les ALDH
de la famille 2 présentent une identité de séquda@b % a 39 % avec la protéine animale et
de 46 % a 48 % avec la protéine de levure. De niémenzymes de la famille 10 ont une
identité de séquence de 38 % et 39 % avec la peotgimaine et de 42 % avec celle de levure.
Sur la base de ces homologies, ces protéines \&g@murraient également étre impliquées
dans la synthese de I'acide aminé carnitine chebidopsis. Des lignées mutantes avérées ou
non caractérisées mais portant une insertion d’ADdns les genes codant pour ces enzymes
sont disponiblesTableaux 18 19, chapitre Ill). Ces lignées ont été étudiées dimvisager
une éventuelle implication des protéines dansah&ge de la carnitine ch@z thaliana

1. Protéines ALDH2

1.1 Etude des mutants pertes de fonction des protéinesLDH2B4, ALDH2B7 et
ALDH2C4

La famille des protéines ALDH2 chez Arabidopsis ptentrois membres: les protéines
ALDH2B4, ALDH2B7 et ALDH2C4. Des mutants perte amétion ont été caractérisés pour
ces trois protéines. Il s'agit des lignéalslh2B4-1,aldh2B4-2,aldh2B7-1,aldh2C4-1 et
aldh2C4-2 toutes homozygotes pour une insertion d’ADN-T dées genesALDH2B4,
ALDH2B7, ALDH2C4Zomme décrit dans fgure 36 (Wei et al,, 2009).
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A ATG aldh2B4-2 aldh2B4-1

B ATG aldh2B7-1

C ATG aldh2C4-1 aldh2C4-2

= =

Figure 36. Structure du géne (AALDH2B4, (B) ALDH2B®t (C) ALDH2C4et position des
insertions d’ADN-T chez les mutantaldh2B4-1, aldh2B4-2, aldh2B7-1, aldh2C4-1,
aldh2C4-2(les rectangles symbolisent les exons, les liggatholisent les introns). Taille des
genes : A: 3154 pb; B: 2829 pb; C: 3514 pb.

Une quantification de la teneur en carnitine deliggeees a été faite sur des extraits de
plantules d’Arabidopsis de 72 h et comparée a ctlle extrait de plantules Col{Tableau
21). Les résultats obtenus ne révélent pas de dilmute la teneur en carnitine dans les
extraits provenant de plantules portant une mutgierte de fonction du gedd. DH2C4 Une
diminution sensible de la teneur en carnitine aéme mise en évidence au cours d'une
expérimentation sur les génotypaisih2B4-1(0,160 ng.mgMS de carnitine) ealdh2B7-1
(0,290 ng.mgMS de carnitine) par rapport a I'extrait de plastusauvages (0,54 ng.iigS
de carnitine). Cependant le résultat concernamuit@tion de la protéine ALDH2B4 n’a pas été
confirmé au cours d’'une répétition biologique inelégante et de I'analyse de la teneur en
carnitine d’'un extrait de plantuleddh2B4-2 De plus, une analyse de la teneur en carnitine
d’un extrait de plantules du double mutatth2B4-1; aldh2B7-Inet en évidence au contraire
une augmentation de la teneur en carnitine paoragpun extrait de plantules sauvages.
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Tableau 21 Analyse de la teneur en carnitine libre dansedésaits de plantules de 72 h de
différents génotypes (les valeurs indiquées en gna€té obtenues a partir d'une expérience
indépendante).

Génotype Carnitine libre (ng.ritdvS)
Col-0 0,54 -0,321

aldh2C4-1 0,45 -0,514

aldh2C4-2 0,380

aldh2B4-1 0,160 -0,555

aldh2B4-2 0,490

aldh2B7-1 0,290

aldh2B4-1 ; aldh2B7-1 3,3

1.2 Conclusion

Les protéines ALDH2 ne semblent pas étre impliquizess la voie de biosynthese de la
carnitine chez Arabidopsis.

2. Protéines ALDH10

Le génome d’Arabidopsis code pour deux proteine®KLO0. Il s’agit des protéines
ALDH10A8 et ALDH10A9, identiques a plus de 70 % aqamtéines ALDH10 de pois (Rippa
et al., 2012) capables d'oxyder, parmi d’autres substrigsTMABA en y-BB in vitro
(Tylichova et al, 2010). Une attention particuliere est donc pors@r ces protéines qui
pourraient étre impliquées dans la synthése dwséar de la carnitine chez Arabidopsis a
l'instar des animaux et de la levure.

Un mutant perte de fonction de la protéine ALDH1G@A&ée décrit (Missihouet al, 2011).
Ce mutant, nommKOB8-2, peut donc étre étudié d’'un point de vue de sautean carnitine et
eny-BB. Par contre, a ce jour, aucun mutant pert@detion de la protéine ALDH10A9 n’a été
caractérisé. En effet I'expression du gekleDH10A9 n'est pas affectée par une insertion
d’ADN-T dans le dixieme intron (lignée SALK _06618bu dans le promoteur (lignée
SAIL_502_G10) du gene (Missihowst al, 2011). Il est donc nécessaire de rechercher un
mutant de cette protéine pour étudier son role tée¢rdans la voie de biosynthése de la
carnitine.
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2.1 Etude du mutantKO8-2

Le mutantKO8-2 estissu de la collection d’'insertion d’ADN-T Saskato(®K24056,
Robinsonet al, 2009). Il contient un ADN-T dans le douzieme amtrdu geneALDH10A8
(Figure 37) et a été obtenu aupres de la banque NASC.

ATG KO8-2

L—-—l—-l—-—l—lk-ﬂ—-vl—“

Figure 37: Structure du génALDH10A8et position de l'insertion d’ADN-T chez le mutant
KO8-2 Taille du géne : 3736 pb.

Une lignée homozygote pour la mutation a été olgteéntiaide d’'un génotypage par PCR
fait avec les amorces AY093071_RT_fwd, AY093071_RRV et pSKTAIL-L3 sur de I'ADN
de plantules. Une expérience de RT-PCR realiséetist @ ARN totaux extraits de plantules de
72 h (amorces AY093071_RT_fwd, AY093071_RT_revpaftmeé I'absence d’expression du
geneALDH10A8(Figure 38).

KO8-2 Col-0 T-

Figure 38 Analyse de I'expression du geA&DH10A8dans des plantuldsO8-2 et Col-0.
L'expression du gen@dCTINE (amorces PCR SR68 et SR69) sert de contrble positif
contrdle négatif sans ARN.

2.1.1 Analyse de la teneur ep-BB
Une analyse de la teneur e#butyrobétaine et en carnitine libre a été realmdéredes

extraits de plantules du mutd€®8-2et Col-0 de 72 h cultivéas vitro sur du milieu M&S par
LC-ESI-MS/MS figure 39).
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Figure 39 Teneur ery-BB dans des extraits de plantulesdthalianaCol-0 etkK08-2de 72 h
cultivées sur du milieu M&S (MS: matiere séche)s lkésultats représentent la moyenne de
trois répétitions biologiques indépendantes.

Les résultats indiquent que la teneur moyenne®BB dans des extraits de plantuk38-2
est réduite de 61 % par rapport a des extraitsiabta partir de plantules sauvages. En effet les
plantules du mutar08-2 contiennent en moyenne 1,143 + 0,156 ng‘mits dey-BB chez
K08-2contre 2,903 + 1,089 ng.mMdS chez Col-0.

2.1.2 Analyse de la teneur en carnitine

Ces mémes extraits végétaux ont été analysés dinh gie vue de la teneur en carnitine
libre. Elle est de 0,272 + 0,131 ng.thiy!S dans des plantulé€8-2 de 72 h contre 0,568 +
0,298 ng.mg MS chez Col-0, soit une réduction de 52 % chemuéant Figure 40).

En paralléle, une saponification a été faite sgralddraits végétaux de plantule88-2 et
Col-0 de 72 h cultivées dans les mémes conditifinsda libérer la fraction de la carnitine
estérifiee notamment avec les chaines acyles gtla@t quantifier la carnitine total&igure
40).
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carnitine totale (ng.mgtMS)
1,4 -

1,2

H carnitine estérifiée
0,6 - H carnitine libre

0,4 -

Col-0 K08-2

Figure 40. Teneur en carnitine libre et estérifiée dansaldmits de plantules 4. thaliana
Col-0 et K08-2 de 72 h cultivées sur milieu M&S (MS: matiére sdchees résultats
représentent la moyenne de trois répétitions biqlags indépendantes (x I'écart-type
concernant les valeurs de la carnitine totale).

La teneur en carnitine totale est diminuée de @s8dans des extraits de plantukg38-2
par rapport & des extraits de plantules sauvagesffé elle n’est que d&482 + 0,039 ng.mb
MS contre 1,132 + 0,156 ng.MdS chez Col-0, soit 57 % de carnitine en moinslD@éme
maniere, la carnitine estérifiée est réduite d&/68,6 fois) chez le mutant (0,210 + 0,061
ng.mg' MS de carnitine estérifiée contre 0,564 + 0,076mff. MS chez Col-0).

2.1.3 Analyse de la teneur en acyl-carnitines
Une quantification de la teneur en différentes -@eyhitines de longueur de chaine

carbonée variable a également été réalisée suextesits végétaux obtenus a partir de
plantules de 72 h chez Col-0K8-2par LC-ESI-MS/MS Figure 41).
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Figure 41 Teneurs en acyl-carnitines de plantuleA.dhaliana Col-0 etK08-2 de 72 h
cultivées sur milieu M&S (MS: Matiere Séche). A:néer totale en acyl-carnitines, les
résultats représentent la moyenne de trois répgitiiologiques indépendantes (+ I'écart-type).
B: Teneur en différentes acyl-carnitines d'un ektré@C20: arachidoyl-canitine, C18:
stéaroyl-carnitine, C18:1: oléoyl-carnitine, C18i@oléoyl-carnitine, C16: palmitoyl-carnitine,
C14: myristoyl-carnitine, C12: lauroyl-carnitine2 Cacétyl-carnitine).

Des extraits de plantulekK08-2 de 72 h présentent une diminution de 56 % en
acyl-carnitine en comparaison d’extraits obtenysagir de plantules sauvages (12,4 + 2,6
pg.mg* MS contre 27,9 + 5,2 pg.iigvS) (Figure 41, A). Les acyl-carnitines libérées par
saponification représentent 6 % de la carnitinérdgte chezZKO8-2 et 5 % chez le mutant
Col-0, soit une proportion équivalente. La dimioutiest retrouvée pour tous les groupements

acyles analysés. Ainsi les teneurs en C18-carni@i®-carnitine et en acétyl-carnitine sont
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réduites de moitié chd¢O8-2 (Figure 41, B).
2.1.4 Analyse de la teneur en glycine bétaine

Les enzymes ALDH10 (BADH) sont également proposéesme étant responsables de la
deuxieme étape de la synthese de I'osmoprotectsoing bétaine (GB) chez les plantes
(Rathinasabapathet al, 1997). Arabidopsis n’est pas une plante qui acdenta GB en
condition de stress salin ou osmotique, et pougantyénome code pour deux BADH. Afin de
voir si 'enzyme ALDH10A8 peut-étre impliqguée dalas synthése de GB, des extraits de
plantules de 3 jour&KO8-2 et Col-0 ont été analysés au cours d'une expériguar
LC-ESI-MS/MS. La teneur en GB obtenue a partir tenfulesKO8-2 était de 15,82 ng.mg
MS™* contre 10,93 ng.mg M&ans un extrait de plantules sauvages. La perferdtion du
géneALDH10A8ne semble donc pas entrainer de diminution deidetiié de GB dans les
plantes.

2.1.5 Etude du développement précoce du mutaKking-2

Afin de voir si les réductions de teneur en cameitiibre ou estérifiée ont un effet sur le
développement précoce du mut&®8-2, un suivi de la germination et du développement
post-germinatif a été réalisé. Le résultat montre lg¢ pouvoir germinatif des graines n’est pas
modifié chez ce mutant par rapport aux graines@@ligure 42). En effet, apres 24 h, 97 %
des graine&08-2et 95,4 % des graines Col-0 germent. Apres 72 1,% des plantulgs08-2
et 94,3 % des plantules Col-0, présentent desémiiyis ouverts.

24h
| ;
A
B: |

Figure 42 Suivi de la germination et du développement gestinatif des plantules sauvages
d’A. thalianaCol-0 (A) et du mutanK08-2(B) sur milieu M&S.
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2.1.6 Conclusion

Le mutantKO8-2 perte de fonction du gerd.DH10A8 présente une réduction de la
teneur ery-BB de 61 % et en carnitine totale de 57 % par oapau génotype sauvage. Ces
modifications entrainent une réduction de la tenewircarnitine estérifiée de 63 % et en
acyl-carnitines de 56 % par rapport a des plansdesages. Les phénotypes biochimiques mis
en évidence n'ont pas d’effet sur le développemesitoce des plantules. La teneur en GB n’est
pas affectée chez le muta®8-2

2.2 Protéine ALDH10A9

Il n'y a pas de mutant perte de fonction de lagiret ALDH10A9 décrit dans la littérature
qui permettrait une étude de l'implication de I'gme dans la voie de biosynthese de la
carnitine. Aussi une recherche de mutant d’'inseri@té initiée.

2.2.1 Recherche d’'un mutant perte de fonction du ge& ALDH10A9

Les lignéeslOA9e (SAIL_543 HO01) etlOAS (SALK _148085) contenant des insertions
d’ADN-T dans le premier exon et la partie 3’ nordante du géne obtenues aupres du NASC
(Figure 43) ont été étudiées. Des plantes homozygotes pauinsertions ont été identifiees
par génotypage PCR a l'aide des amorces SR124, 55818, pourl0A9elet SR128, SR129
et LBa pour10AS.

ATG
1DA9 10A%

AL v/

Figure 43 Structure du génALDH10A9et position des insertions d’ADN-T dans les lignée
10A9¢ et 10AS (les rectangles symbolisent les exons, les ligiyasbslisent les introns).
Taille du géne : 3869 pb.

Une expérience de RT-PCR a été réalisée sur destdfabix extraits de plantuldé®A9¢
de 72 h avec les amorces AF370333_RT_fwd et AF3F0RB_rev spécifiques de 'TARNmM
ALDH10A9(Figure 44). Cette expérience montre que le gah®H10A9est toujours exprime
chez les plantes de la lign&@A9e. Il apparait donc que chez cette lignée, l'insertd’ ADN-T
dans le genALDH10A9n’empéche pas sa transcription.
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10A9¢ Col-0 T-

Figure 44: Analyse de I'expression du geADH10A9dans des plantulelDA9q et Col-0.
L'expression du gen@&CTINE (amorces PCR SR68 et SR69) sert de contrble positif
contrdle négatif sans ARN.

De la méme maniére, il a été mis en évidence pd?&X que l'insertion d’ADN-T dans la
partie non traduite du ged.DH10A9de la lignéel0AS n’a pas d’effet sur sa transcription.

Ainsi, quatre lignées contenant une insertion d’ADNJans la séquence du géne
ALDH10A9 sont disponibles dans les banques. Cependant pauma d’entre-elles, la
présence de I'ADN-T, gu’il soit dans le promote®A(L_502_G10), dans le premier exon
(SAIL 543 HO01) (Missihouet al, 2011), dans le dixieme intron (SALK_066181), amslla
partie 3’ non traduite (SALK _148085) n’entraineeuabsence d’expression du géne. Ces
résultats peuvent laisser supposer une létalilé gerte de fonction du gerd DH10A9qui
expliquerait que seules des lignées non dépourdiggression soient retrouvées dans les
collections de mutants. Aussi une autre approchawtagénese a éte initiée.

2.2.2 Approche de mutagénese par expression d’'un em-ARN artificiel ciblant
le geneALDH10A9

Une approche de mutagénése par expression d’'u#ARN artificiel @miRNA a été
envisagée en utilisant la technique mise au pa@nt'@quipe du Prof. D. Weigel (OssowsHi
al., 2008). Cette technique permet d’obtenir des msitfmmts ou faibles, c'est-a-dire présentant
une expression plus ou moins réduite du transitié par expression d’'un micro-ARN dans
des plantes transgéniques.

Des seéquences de micro-ARN spécifiques du g&mEH10A90ont été obtenues a l'aide du
site  http://wmd3.weigelworld.org/cgi-bin/webapp.cgi Il s’agit des amiRNAL
(TTAGAGGTTTACCGCACTCAA) et amiRNA2 (TAATGATAGGGCTTTTAGCCCQC)
complémentaires du transcrit du geWd.DH10A9. La séquence de dmiRNA1 est
complémentaire de la séquence comprise entre $es 383 a 403 de TARNALDH10AQ La
séquence dedmiRNAZ2est complémentaire des bases 875 a 895.

92



Deux amiRNAdifférents ont été choisis afin de pouvoir vérifipie si des phénotypes sont
observés chez les plantes transformées ils samtibgea une baisse d’expression du gene cible
et non a un effet collatéral sur un autre ARNm. desx précurseurs @niRNAont été clonés
dans le vecteur pENTR1A entre les sites Dral efR¥Cpuis vérifiés par séquencage. lls ont
ensuite été introduits dans le plasmide binaire\WWB2D.1 (Karimiet al, 2002) afin de
transformer de maniére stable des plantes d’ArgisidoCol-0 via Agrobacterium (Clough et
Bent, 1998). Ceci permet une intégration aléatdi®DN-T portant les séquences des
précurseurs @miRNAsous le contrble du promoteur constitutif 35S dEngénome des
plantes. La construction choisie permet d’autré¢ pae sélection des graines transgéniques par
expression du gene rapport€éneen Fluorescent ProteifGFP) sous le contréle du promoteur
rolD d’Agrobacterium rhizogenegui permet une expression dans tous les organasi@et

al., 2000).

Une mutagénese par expression d’'un micro-ARN pemoemalement d’observer les
phénotypes associés a la baisse ou l'extinctiofed@ression d’'un géene sur la premiéere
génération de plantes transformées (T1). Dans wasgles analyses de teneur en carnitine et
v-BB se font sur des plantules de méme génotypesageée2 a 3 jours ce qui entraine la
destruction du matériel biologique. Une étude ddfdt des micro-ARN artificiels sur la
carnitine et son précurseur nécessite donc d’aimplifs plantes de la deuxieme génération (T2)
pour identifier les homozygotes et semer les geaiteda troisieme génération (T3) afin de faire
les analyses. Les résultats obtenus avec les dmstractions sont donc ici décrits pour les
trois générations de plantes transgéniques.

2.2.2.1 ConstructioamiRNAlgénération T1

- Sélection des graines transgéniques T1

Apres culture des plantes TO ayant subi le prosedsutransformation dans la serre, les
graines T1 ont été récoltées. Ces graines onte@t@es et des plantules de 10 jours ont été
traitées par I'herbicide Basta mais aucune plaate’est avérée résistante. Par contre au cours
de cette expérience des plantules retardées onbéetveesHigure 45); compte tenu de ces
observations et afin de travailler sur 'ensembéela population de graines la sélection a

ensuite éte faite sur le critere de leur fluoreseean microscopig-{gure 46).
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Figure 45 Plantules T1 dé&0 jours issues de la transformation par la constaagienétique
permettant 'expression deathiRNA! traitées par un spray d’herbicide Ba2 %).

Graine

fluorescent \
T Graine

Graine non fluorescent

o um 250 |fluorescente

/

Graine non

fluorescente

Figure 46. Graines T1 issues de la transformation des padtérabidopsis a l'aide de
construction permettant I'expression damiRNA1(les graines fluorescentes exprimen
GFP).

Le pourcentage de graines fluorescentes obtentiete 0,72 %. Par simplification ce
graines fluorescentes ont été nommamiRNAILT1.

- Etude de la germittion des graineamiRNAI1T1

Les graines T1 sélectionnées sur le critere ddligarescence ont été semées sur du m
M&S. 85 graineamiRNAlet 80 graines C-0 ont ainsi été observées et leur développel
suivi pendant 10 jours={gure 47).
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Figure 47. Pourcentage de germination des grasm®$RNALT1 et Col-0 Les résultats sont
exprimés en pourcentage de graines germées partappnombre total de graines semées.

D’apreés les résultats, apres 24 heures de cubareron 31 % des graines Col-0 germent
(émergence de la radicule) contre seulement 16 $goenesamiRNALT1. Ce résultat est
significatif au regard d’un test®(P < 0,05). Pour les deux lots de graines, le geniage de
germination augmente jusqu'au septieme jour. Apneéssemaine, 20 % des grai@siRNAL
T1 ne germent toujours pas. Il semble donc queokesteuction permettant I'expression de
IamiRNAlaffecte le pouvoir germinatif des graines.

- Effet d'un apport exogene de carnitine sur lardpation des grainemmiRNAIT1

Dans le cadre de notre étude, la protéine ALDH1@A49 envisagée comme pouvant
intervenir dans la synthése de la carnitine. Aussiien pourrait exister entre la teneur en
carnitine des plantules et le plus faible taux eergnation constaté pour les grair@siRNAL
T1. Afin de tester cette hypothese une expérieneppdrt exogéne en carnitine a la
concentration de 5 mM dans le milieu de culture M&8té initiée. Une trentaine de graines
amiRNAILT1 et Col-0 ont été semées sur du milieu M&S et M&fgitionné de carnitine, puis
leur germination a été suivie pendant 7 jotigiire 48).

95



100

90 -
80 -
70 -
60 -
50 -
40 -
30
20 -
10 -
0

Col-0 amiRNA T1 Col-0 amiRNA T1

M&S M&S+carnitine

Figure 48 Pourcentage de germination des graamsRNAILT1 et Col-0 sur du milieu M&S et
M&S supplémenté en carnitine (5mM) apres 7 joursulture Les résultats sont exprimés en
pourcentage de graines germées par rapport au edothl de graines semées.

Les résultats montrent que le taux de germinatemngitainesmiRNAILT1 et Col-0 (76,7 %
et 78,2 % respectivement) est similaire dans lex daélieux de culture. La carnitine exogéne
ne semble pas améliorer la germination des gramBNALT1. Un apport exogene ¢eBB
dans le milieu de culture n'a pas été testé cacareposé est toxique pour les plantules
d’Arabidopsis (Charrier, 2009) et la quantité daiges disponibles n’a pas permis d’envisager
de tester I'effet d’'une gamme de concentrations.

- Suivi du développement post-germinatif des plestamiRNAIT1

Le développement post-germinatif des planttd@siRNALT1 a également été suivi
pendant 14 jourdgure 49).
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Figure 49 Etude du développement post-germinatif des plestQol-0 (A) eamiRNAIT1 (B)
(les résultats sont donnés en pourcentage de [dargar rapport aux graines germées).

Apreés 3 jours, 96 % des plantules Col-0 sont adestatylédons ouverts contre 82 % pour
les plantuleeamiRNAT1. L'émergence de la radicule est terminée pmugtaines Col-0 tandis
gue 8 % des graines sont encore a ce stade pogefgsnationsamiRNALT1. Apres une
semaine, alors que 30 % des plantules sont au dtadéveloppement de la premiére paire de
feuilles dans les deux cas, 8 % des plantutefiRNA1T1 arrétent leur développement au stade
cotylédons ouverts et apparaissent chlorotigueta@eatteint 10 % aprés deux semaines de
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culture. A 14 jours, alors qu’une protion identique de plantules atteint le stade téois el
quatrieme paire de feuilles dans les deux popuiatiB81 % sont au stade cotylédons ou\
pour les plantuleamiRNAIcontre seulement 22 % pour les plantules sauv&gsdifférence
sont signifcatives au regard de test? (P < 0,01).

Ainsi, alors que le développement des plantule«0 est homogene, 20 % des grai
amiRNA1ne germent pas, 10 % des plantules arrétent dévetoghper au stade de la radic
sortie ou au stade cotylédons orts et deviennent chlorotiqueSigure 5C).

A Col-0 B amiRNA1T1

@

Figure 50. Phénotype des plantules -0 (A) etamiRNAIT1 (B) a 14 jour:

Afin de vérifier que l'effet observé sur le dévgbmment des plantules est lié a
construction utilisée, et non au procédé de tranmsition des plantes TO, le développen
précoce de plantules T1 issues de graines norefuentes a également été compare a ce
plantules CoB. Les résultats montrent que le pourcentage dmigetion des graines97 %
pour les graines non fluorescentes et 98 % pou-0) et de plantules développées (80 %
plantules au stade cotylédons ouverts et 20 %aale stotylédons fermés pour les graines
fluorescentes, contre 82 % et 18 % pour-0) est identique pour les deux populations
graines Figure 51). Ceci confirme que le phénotype développemenisievé est lié
I'amiRNAL
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fluorescentes

Figure 51 Stade de développement de plantules Col-O et sElies de graines non
fluorescentes provenant de la transformation pamlsstructionamiRNALlapres 3 jours de
culture sur milieu M&S. Les résultats sont donnégeurcentage de plantules par rapport au
nombre total de plantules observées.

- Etude phénotypique des plantesiRNAIT1

Les plantulesamiRNAL1T1 viables agées de 15 jours et des plantulesOCmit été
repiquées en terre et transférées en serre. Leettiantes rosettes, celui des tiges, la hauteur de
la tige principale et la longueur des siliques@®Btmesurés sur chaque plante individuelle afin
d’observer un effet éventuel datiRNAsur le développement des plantézheau 22.
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Tableau 22 Etude des phénotypes visibles des plaateiRNAIT1. Le diametre des rosettes a
été mesuré a 33 jours. A 46 jours celui des tigesyénne de 5 tiges), la longueur des siliques
(moyenne de 10 siliques) et la hauteur de la tigecipale ont également été mesurés.

Col-0 Col-0 A1 B1 C1 Dy E1 F1 G1 Hi I1 Ji K1 Ly
Diametre des | 1,75 | 1,63 | 1,13 | 1,5 | 0,9 | 1,25 1 1,13 1,15( 0,69 | 1,25 | 0,68 | 1,25| 1,25

tiges (mm) +- +- +- +- +- +- +- +- +- +- +- +- +- +-

0,29 0,48 048 | 041 | 027 | 029 | 041 | 0,25 | 0,47 | 0,24 | 0,65 | 0,24 | 0,29 | 0,29
Longueur 1,7 1,78 | 1,62 | 1,58 | 1,78 | 1,64 | 1,7 | 1,54| 1,44 | 1,46 | 1,76 | 1,62 | 1,72 | 1,56
des siliques +/- +/- +- +/- +- +- +/- +- +/- +/- +- +- +- +-

(cm) 0,23 0,13 0,15 | 0,16 | 0,11 | 0,27 | 0,07 | 0,09 | 0,27 | 0,21 | 0,09 | 0,23 | 0,16 | 0,13
?lombre de 12 13 9 12 8 10 8 8 14 9 9 7 13 11
iges
Hauteur de 55 62 38,5 48,5 19,5 50 43 59 55| 415 49 36 55,5 475
tige (cm)
Diamétre de 4.4 5,6 4 4 3 3 2 4 42 | 2,6 4 2 4,2 4

rosette (cm)

Col-0 Col-0 M N; O, P Q1 R; S T, U, V1 W, X1
Diametre des | 1,75 | 1,63 | 0,63 | 1,5 0,63| 1,25| 1,5 | 0,68 | 0,95| 1,38| 0,69 | 0,88 | 1,13 | 0,9
tiges (mm) +- +- +- +- +- +- +- +- +- +/- +- +- +- +-
0,29 0,48 0,25 | 0,68 0,3 0,63 | 0,38 0,3 0,42 0,48 0,2 0,25 | 0,48 | 0,12
Longueur 1,7 1,78 |1158|156| 16 | 18 | 18 | 1,4 156|144 | 14 |(1,38]| 1,76 | 1,56
des siliques +- +- +- +- +- +- +- +- +- +- +- +- +- +-
(cm) 0,23 0,13 0,16 | 0,05 0,4 0,12 0,1 0,2 0,11 0,11 0,01 0,3 0,25 0,11
t“_“’mb’e @ |12 | 13| 8| 15| 5 | 15| 12| 3 9 | 15| 5 | 10| 12| 6
iges
Hauteur de 55 62 | 36,5| 54,5| 43,5 55 66| 27,5| 47,5 58| 315| 35 57 40
tige (cm)
Daméwede | 44 | 56 | 4 | 46| 3 5 36| 2 | 3 |42 2 | 4 | 44| 3

rosette (cm)

Les résultats duableau 22 mettent en évidence des différences développefasnta
mesurables pour une dizaine de plantes. Les plahtésM, O, R et U ont un diamétre de tige
réduit par rapport aux plantes Col-0. Parmi eles plantes H, J, R et U présentent également
une taille réduite. Il est important de souligneedes plantes R et U n'ont développé des
siligues que tres tardivement (aucune silique apiegours, alors que des siliques matures
étaient visibles sur toutes les autres plantes).

- Etude de I'expression du geA&DH10A9dans les plantemiRNAIT1

Afin d’étudier 'effet de I'expression dedmiRNAldans les plantes transgéniques de la
génération T1 sur I'expression du géAEDH10A9, des prélévements de feuilles ont été
effectués a 33 jours. Des Northern blots ont eaés€s a partir des ARN totaux extraits de ces
feuilles a I'aide d’une sonde spécifique du gah®H10A9(Figure 52).
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Figure 52 Expression du gén®L.DH10A9dans les plantesmiRNAIT1.

A: Northerns blots et coloration au BET des ARNu&taur gel dénaturant.

B: Quantification de I'expression des ARNm corrigege rapport a I'intensité de 'ARNr 18S,
témoin de chargement (DLU : digital light units).
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Les résultats de lagure 52 montrent que le gen&LDH10A9s’exprime differemment
dans les plantes testées. Certaines, comme leeplBn L, X; par exemple, n'apparaissent
pas tres affectées du point de vue de I'exprestore gene, celle-ci étant comparable a celle
obtenue chez les témoins Col-0. D’autres plantesinte les plantes G Hi, 4, P, Q
présentent une expression plus réduite du génequamsest pas nécessairement corrélée a un
phénotype développemental difféerent de Colf@bleau 22. Il faut noter qu'aucune des
plantes testées ne présente une expression nujienddLDH10AQ

2.2.2.2 ConstructioamiRNA2génération T1

-  Germination et développement des plamt@sRNAZT1

De maniere comparable, des graines fluorescergesssies plantes transformées avec la
construction génétique permettant I'expressiori @®iRNA2ont été sélectionnées et mises en
culture. Les résultats ont été comparés a ceunobtavec la constructiaamiRNALT1, avec
les graines sauvages et les graines non fluorescesgues des plantes TO ayant subi le
processus de transformatiofableau 23. La constructioramiRNA2affecte également le
pouvoir germinatif des graines puisque 21,4 % damgsamiRNA2T1 ne germent pas et
entraine un arrét de développement pour 40¢e8wgraines.

Tableau 23: Effet desamiRNAsur la germination des graines et le développerdest
plantules T1. Les résultats sont donnés en powgerte graines totales.

Graines Graines germées Plantes développées Péarétses
Col-0 98 % 98 % 0%

Non fluorescentes 97 % 97 % 0%

amiRNA1 80,2 % 37,9% 42,3 %
amiRNA2 78,6 % 38,4 % 40,2 %

- Etude de I'expression du geA&DH10A9dans les planteemiRNAZT1

Un Northern blot a également été réalisé a paifiRtl totaux extraits des feuilles de
qguinze plantes adultesniRNAZT1 et de deux plantes sauvagesg(re 53).
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Figure 53 Expression du gen&LDH10A9dans les planteamiRNAZT 1.

A: Northerns blots et coloration au BET des ARNu&taur gel dénaturant.

B: Quantification de I'expression des ARNm corrigeae rapport a I'intensité de 'ARNr 18S,

témoin de chargement (DLU: digital light units).

La encore, aucune plante dépourvue d’expressigedeALDH10A9N’a été obtenue. Les
plantes B, E;, C;et N, ont une quantité de transcrits parmi les pluddaib

L'étude phénotypique sur les planggsiRNAZT1 a montré que les planteg K, N> et O,
ont un diamétre de tige réduit par rapport auxtpsuCol-0. Les plantes,X,, N, présentent
une taille réduite.

2.2.2.3 Conclusion sur la génération T1

La transformation d’Arabidopsis par des constargigénétiques permettant I'expression
de deux micro-ARN gmiRNAl et amiRNA2 a permis d'obtenir des plantes ayant une
expression plus faible du ge®¢ DH10A9 mais aucun mutant perte de fonction. Les deux
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constructions ont un effet délétere sur la gernonaf20 % des graines fluorescentes ne
germent pas) et le développement (seuls 38 % d@segrfluorescentes se développent jusqu’a
la plante adulte en serre). Des phénotypes mesgrahir les plantes adultes ne sont pas
toujours corrélés avec une expression plus faiblg&heALDH10AQ

A llissu des ces travaux les plan@®iRNAL1C;, H;, J etamiRNA2E,, K,, N, ont été
choisies sur la base de criteres phénotypiquesoplusoins marqués et d’expression du géene
ALDH10A9plus ou moins réduite afin d’étudier I'effet de teetliminution de la quantité
d’ARNm sur la biosynthese de la carnitine.

2.2.2.4 Génération T2

- Etude de la germination et post germination daste&miRNAletamiRNAZT2

Les graines T2 (deuxieme génération) des plantebliCJ; etE,, Ky, N, ont été récoltées.
Ces graines étant issues de plantes hétérozygmieteg insertions qu’elles contiennent ont été
observées en microscopie afin de vérifier le rapdarnombre de graines fluorescentes sur
celui du nombre de graines non fluorescentes. Ge eat proche de 75 %, soit un quart de
graines sauvages et trois quarts de graines tralgggs montrant I'existence d’'un seul locus
transgénique (ou des loci génétiguement liés).

Ainsi des graines fluorescentes T2 (12 a 18 graimeisété sélectionnées et semées sur du
milieu M&S et leur germination ainsi que le dévelement des plantules ont été suivis
(Figures 54, 55.

100 1 ®Col-0
80 - = C1
60 - " Hi

mJ1

40 - " 2
20 - " K2
o N2

24 h 48 h 72h

Figure 54 Pourcentage de germination des graing$ig J (@miRNAL)E;, K, N2 (@miRNA2)
T2 et Col-0 Les résultats sont exprimés en pourcentage deegaermées par rapport au
nombre total de graines semeées.
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Parmi les six lots de graines fluorescentes tegté€état hétérozygote ou homozygote),
les graines ¢ Hi, J ne présentent pas de probléme de germinatiorcdpdire aucune graine
N2 ne germe, ainsi que 9 % des grainggdéntre 1 % seulement chez les Col-0). Pour toutes
les lignéesamiRNAuUN retard de développement apparait a partir g% qui s'accentue
ensuite Figure 55). Ainsi apres 12 jours, seulement 20 a 53 % dastplesamiRNAsont au
stade de la troisiéme paire de feuilles contre 7&he& Col-0. De plus 24 a 35 % des plantules
arrétent de se développer. Ces résultats sonfisaifs au regard d’un test>(P < 0,01).

A: 3 jours
100 -
90 -
80 -
70 -
60 -
50 - = Cotylédons
40 - ouverts
30 - m Cotylédons
20 - fermés
10 -
0 .
Coo €1 H1I n E2 K2
B: 12 jours
100 -~
90 -
80 -
70 - B 3éme paire de
60 - feuilles
50 A W 2éme paire de
40 feuilles
30 1 développement
20 A arrété
10 -
0 . T T T T T
Col-0 Cc1 H1 J1 E2 K2

Figure 55 Etude du développement post-germinatif des plestCol-0 etamiRNALet
amiRNAZT2 a 3 jours (A) et 12 jours (B) (les résultatataionnés en pourcentage de plantules
par rapport aux graines germees).
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- Etude phénotypique des plantgriRNAletamiRNAZT2

Afin de vérifier si les différences phénotypiquestées sur la génération T1 sont
conservées dans la génération T2, les planarfeRNAletamiRNAZT2 viables agées de 15
jours et des plantules Col-0 ont été repiqguée®®a et transférées en serre. Le diametre des
rosettes, celui des tiges, le nombre de tigeshatugeur de la tige principale ont été mesurés sur
des plantes de la génération T2l§leau 24.

Tableau 24 Etude des phénotypes visibles des plaateiiRNAletamiRNAZT2. Le diamétre
des rosettes a été mesuré a 33 jours. Le diametige] le nombre de tiges et la hauteur de la
tige principale ont été mesurés a 46 jours. Cesirag®nt été faites sur 5 a 12 plantes.

Col-0 C H, N E, K,
Diamétre de la| 1,18 1,05 1,09 0,81 1,10 0,94
_ +- +- +/- +/- +/- +/-
tige (mm) 0,12 0,15 0,15 0,16 0,15 0,18
Nombre de | 13.83 | 1545 | 1391 | 13,57 | 1864 16
_ +- +- +/- +- +/- +/-
tiges 1,89 4,41 3,92 1,63 3,97 4,77
Hauteur de tige| 4658 | 44,68 | 41,23 | 4507 | 5371 | 4546
+- +- +/- +- +/- +/-
(cm) 475 5,29 5,70 2,47 5,07 6,41
Diamétre des | 55 4,13 3,66 3,63 4,13 3,29
+- +- g +/- +/- +/-
rosettes (cm) 0,97 1,01 0,70 0,88 1,35 0,93

La deuxiéme génération de plantea din diamétre de tige et de rosette plus faihledep
plantes sauvages. Les plantes & et K, ont un diametre de rosette plus petit que lest@dan
Col-0 (Tableau 29. Les phénotypes mesurables mis en évidence poetaiére génération de
plantes semblent moins nets sur la deuxieme gémeratnsi par exemple le nombre de tiges et
la hauteur de tiges semblaient affectés chez lat@lmeére J (Tableau 22. Il faut noter
cependant que pour la premiére génération les st été faites sur une seule plante.

A l'issu des ces travaux les plantes T2 homozygoptes lesamiRNAL) etamiRNA2K,
ont été choisies sur le critére de la fluorescatesegraines (une plante homozygote donnant
100 % de graines fluorescentes) afin d’étudiefdtedesamiRNAletamiRNAZciblant le géne
ALDH10A9sur la biosynthese de la carnitine dans la géoérag.
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2.2.2.5 Génération T3

Etude de la germination et post germination destegamiRNAletamiRNAZ2T3

Les grained 3 des plantes; Bt K, ont été semées sur du milieu M&S. Aucune difféeenc
du taux de germination n’a été constaté entrengisgs transgéniques et les graines sauvages
qui avoisinaient tous deux les 99 %. De méme wri duidéveloppement des plantules jusqu’a

12 jours ne montre qu’un tres faible retard de tgpmement Figure 56).

Col-0 3 K,

H 3éme paire
de feuilles
M 2éme paire
de feuilles
lere paire
de feuilles
M cotylédons
ouverts

Figure 56. Stade de développement des plantules de la g&méi& a 12 jours. Les résultats
sont exprimés en pourcentage du nombre de plantules

- Etude phénotypique des planggsiRNA®RtamiRNAZT3

Les plantulesamiRNAlet amiRNA2T3 agées de 15 jours et des plantules Col-0 ont été
repiquées en terre et transférées en serre. Lethiantes rosettes, celui des tiges, le nombre de
tiges et la hauteur de la tige principale ont éasunés sur 10 plantes de chaque phénotype

(Tableau 25. Aucune différence phénotypique mesurable n'aéistatée

Col-0| J K»
Diametre de la| 1,05 1,01 1,08
i +/- +/- +/-
tige (mm) 0,10 011 0.06
Nombre de 13,14 135 12,4
. +- +- +-
tlges 2,34 2.84 2,22
Hauteur des | 47,28 49,45 47,33
i +/- +/- +/-
tiges (cm) 5,98 4901 4,50
Diametre des | 9.07 4,46 4,61
+/- +/- +/-
rosettes (cm) 0,62 1,02 1.26

Tableau 25 Etude des phénotypes visibles des plaateiiRNAletamiRNAZT 3. Le diamétre
des rosettes a été mesuré a 33 jours. Le diamedrieges, le nombre de tiges et la hauteur de la
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tige principale ont été mesurés a 46 jours.

- Etude de I'expression du geAeDH10A9chez les lignées &t K,

Afin de vérifier I'effet des deux constructionsadiiRNAuUtilisées a la génération T3, des
graines des deux lignéeset K; ont été semées sur du milieu M&S et les ARN oéteitraits
apres 3 jours. Des expériences de RT-PCR semi-itptae (A) et quantitative (B) ont été
réaliséesKigure 57).

A
1J Ky Col-0
B
Expression du géneALDH10A9

80 -

70 -
X 60 -
(]
2 50 -
o
g 40 -
s
@ 30 -
&
o 20 -
&

10 -

0 T

1 K2 Col-0

Figure 57: Analyse de I'expression du geAeEDH10A9chez les lignées &t K; a la génération

T3. Les écart-types indiqués ont été obtenus d jpl@rtrois répétitions techniques.

A: RT-PCR semi-quantitative réalisée a l'aide demomies AF370333_RT_fwd,

AF370333_RT rev (géne ALDH10A9) et SR68, SR69 (gantne) apres 25 cycles de
RT-PCR.

B: RT-PCR quantitative realisée a I'aide des anmofid\9-Fwd et 10A9-Rev.

Les résultats confirment une baisse de I'expresdiogeneALDH10A9 dans les deux
lignées transformées avec une construction permé#apression de imiRNAlouamiRNA2
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d’environ 20 % (ces résultats ont été confirmés caurs d'une répétition biologique
indépendante).

Les lignées obtenues, présentant une diminutidradscription du genaLDH10A9sont
donc des mutants Knock-Down. Par simplificatiorligaée 4 transformée pardmiRNA] est
renommeé&KD9-1 et la lignée K, transformée pardmiRNA2 est renommékD9-2.

- Analyse de la teneur eaBB sur les plantuleKD9-1 etKD9-2

Afin d’étudier I'effet d’une diminution de I'expregon du gen&LDH10A9sur la synthése
de carnitine cheA. thaliang des extraits de plantul&D9-1 et KD9-2 ont été analysés par
LC-ESI-MS/MS. Dans la mesure ou des retards deldgpement avaient été mis en évidence
a partir de 72 h pour la génération de plantulesd@® lignées transgéniques, les analyses
concernant les plantules T3 ont été faites sur ali¢nel de 48 h afin d’avoir des populations de
plantules les plus synchrones possibles entrgi@d sauvage et les lignées mutantes.

6 - v-BB (ng.mg! MS)

. o

Col-0 KD9-1 KD9-2

Figure 58 Teneur eny-BB dans des extraits de plantules de 48 A. dhalianaCol-0 et
plantules TKD9-1 etKD9-2. (MS: matiére séche). Les résultats représeragemiolyenne de
trois répétitions biologiques indépendantes.

Les résultatsKigure 58) indiquent que la teneur moyenneeBB dans les extraits de
plantuleskKD9-1 etKD9-2 est réduite d’environ 82 % par rapport a des plastsauvages. En
effet les plantuleKD9-1exprimant lamiRNAletKD9-2 exprimant lamiRNA2contiennent en
moyenne 0,939 + 0,334 ng.dS et 0,862 + 0,389 ng.rigViS dey-BB respectivement,
contre 5,018 + 0,641 ng.ndVS pour les plantules Col-0.
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- Analyse de la teneur en carnitine sur les plastiD9-1 etKD9-2

Ces mémes extraits végétaux ont été analysés dimh gie vue de la teneur en carnitine
libre. Elle est de 0,330 + 0,099 et 0,306 + 0,0§9my* MS dans des plantul&D9-1 etKD9-2
de 48 h contre 1,172 + 0,285 ng.figS chez Col-0, soit une réduction de 72 et 74 ¥z dbs
mutants Figure 59).

En parallele, une saponification a été faite s @draits végétaux de plantul€b9-1,

KD9-2 et Col-0 de 48 h cultivées dans les mémes comditadin de libérer la fraction de
carnitine estérifieeRigure 59).

carnitine totale (ng.mgtMS)

1,6 -
1,2 4 M carnitine estérifiée
0,8 - M carnitine libre

R
. H B B

Col-0 KD9-1 KD9-2

Figure 59 Teneur en carnitine libre et estérifiée dansaldmits de plantules A’ thaliana
KD9-1 et KD9-2 de 48 h cultivées sur milieu M&S (MS: matiére sfcHees résultats
représentent la moyenne de trois répétitions biglags indépendantes: (I'écart-type).

La teneur en carnitine totale est diminuée enviter2,5 fois dans des extraits de plantules
KD9-1 et KD9-2 par rapport & des extraits de plantules sauvdgeffet elle n'est que de
0,569 + 0,071 et 0,615 + 0,079 ng.MMS chez les mutants contre 1,747 + 0,185 ng.M§
chez Col-0, soit 67,4 % et 64,7 % de carnitine @ins1 De la méme maniére, la carnitine
estérifiee est réduite de 58,4 % et 46,2 % chemigmnts (0,239 + 0,061 et 0,309 + 0,098
ng.mg' MS de carnitine estérifiée contre 0,575 + 0,127mff. MS chez Col-0).

- Analyse de la teneur en acyl-carnitines

Une quantification de la teneur en différentes -@eyhitines de longueur de chaine
carbonée variable a également été réalisée sextlasts végétaux obtenus a partir de plantules
de 48 h chez Col-0 et les mutaKiS9-1, KD9-2 par LC-ESI-MS/MS Figure 60).
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Figure 60 Teneurs en acyl-carnitines de plantules. dhalianaCol-0,KD9-1et KD9-2de 48

h cultivées sur milieu M&S (MS: Matiere Seche). Feneur totale en acyl-carnitines, les
résultats représentent la moyenne de trois rémaditi biologiques indépendantes
(+ I'écart-type). B: Teneur en différentes acyl-cangs d’un extrait (C20: arachidoyl-canitine,
C18: stéaroyl-carnitine, C18:1: oléoyl-carnitine, 182: linoléoyl-carnitine, C16:
palmitoyl-carnitine, C14: myristoyl-carnitine, Cllauroyl-carnitine, C2: acétyl-carnitine).

Des extraits de plantuldsD9-1, KD9-2 de 48 h contiennent environ 1,9 fois moins
d’'acyl-carnitine que des extraits obtenus a paeiplantules sauvages (36,1 et 34,2 pg.mg
MS contre 67,2 pg.myMS) soit une diminution de 48 % en moyenRi(re 60, A). Parmi
les molécules quantifiées, la diminution est retgmu surtout pour I'acétyl-carnitine, trés

majoritaire dans ces analyses. Les acyl-carnitibésées par saponification représentent 15 %
111



et 11 % de la carnitine estérifiee chez les mutab@-1, KD9-2et 12 % chez le sauvage Col-0,
Soit une proportion équivalentEigure 60, B).

2.2.2.6 Conclusion

Une approche de mutagénese par expression de ARio-artificiels amiRNAL et
amiRNA2a permis d'obtenir deux lignéd€D9-1 et KD9-2 présentant une diminution de
I'expression du géenBLDH10A9d’environ 20 %, une baisse de la teneuy-8B de 82 % et de
la carnitine totale de 65 % environ. Aucune ligpéete de I'expression du geA& DH10A9
n'a été obtenue. Bien que des phénotypes dévelaapanx aient été mis en évidence dans les
deux premieéres générations de plantes transgénidpeplantes de troisieme génération
semblent se développer de maniére comparable anieglsauvages dans nos conditions.

3. Discussion et perspectives

Chez les animaux et la levu€ albicansune enzyme TMABADH est en charge de la
conversion de TMABA en-BB, qui est le précurseur de la carnitine. Cheabidopsis les
enzymes ALDH2 et ALDH10 sont des candidats possiptaur permettre la synthése de cette
molécule. Bien que les enzymes ALDH2 soient propssgour étre impliquées dans le
contournement de la pyruvate déshydrogénase cansieh I'oxydation d’acétaldéhyde en
acétate pour la biosynthese d’acétyl-CoA (\keal, 2009), nous avons analysés les mutants
perte de fonctiomldh2B4-1, aldh2B4-2, aldh2B7-1, aldh2C4-1, aldh2ZCdompte tenu des
homologies de séquence entre les protéines de niarande levure et de plantéos données
n'ont pas mis en évidence de diminution de la terezu carnitine chez ces mutants. Les
protéines ALDH2 ne semblent donc pas étre impligu#gns la voie de biosynthese de la
carnitine.

Les protéines ALDH10A8 et ALDH10A9 sont de bonsdidats pour catalyser la réaction
de synthése de Ia@-BB chez Arabidopsis. En effet les séquences depcettines sont
identiques a plus de 70 % aux protéines de poisMAd#H1 et PSAMADH2 oxydant le
TMABA en y-BB in vitro (Tylichovaet al, 2010; Rippat al, 2012). Nos analyses ont permis
de montrer que le mutakiO8-2 perte de fonction du ge#é. DH10A8 a une teneur réduite en
v-BB de 61 %. Des ligned€D9-1 etKD9-2, exprimant deamiRNAcontre le genALDH10A9
bien que peu affectées au niveau de I'expressiaredeALDH10A9(20 % en moins) ont une
teneur ery-BB également réduite de 82 % par rapport aux ptas@uvages. Il semble donc que
les deux enzymes ALDH10A8 et ALDH10A9 soient implkégs dans la synthese @d8B,
précurseur de la carnitine chez Arabidopsis.
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Les analyses de teneur en carnitine sur les mK@Bs2, KD9-1 etKD9-2 confirment nos
hypothéses sur la similitude qui existe entre @es/de biosynthése de la carnitine animale, de
levure et de plante. En effet une réduction der@tr ery-BB chez ces mutants est également
accompagnée d’une diminution de la teneur en ¢aenitu méme ordre. Ainsi la réduction de
v-BB chezKO8-2 se traduit par une diminution de la carnitineltotie 57 % et celle mesurée
chezKD9-1et KD9-2 se traduit par une diminution d’environ 65 % decdanitine totale par
rapport a des extraits de plantules Col-0. Donn bige nos analyses bioinformatiques n’aient
pas mis en évidence de protéine d’Arabidopsis ckateli pour étre une butyrobétaine
dioxygénase en charge de la conversiony-88 en carnitine, nos données montrent que la
v-BB est certainement le précurseur de la carndivez Arabidopsis. Une analyse fonctionnelle
est cependant nécessaire pour confirmer la capiesténzymes ALDH10A8 et ALDH10A9 a
prendre en charge le substrat TMABA. Dans la mesurd existe un mutant de levufe
albicansperte de fonction de 'enzyme TMABADH, une comp&ntation fonctionnelle peut
étre envisagée avec les génes de plante (Stijlails 2009).

Il a été montré récemment qu’'un résidu isoleucingpesition 444 de la séquence des
ALDH10 d’Arabidopsis (suivant la numérotation desides aminés de la séquence des
PsAMADH) leur conféere une activité BADH négligeabtgest-a-dire une faible capacité a
prendre en charge le substrat BAL (bétaine aldréhgd qui va dans le sens d’'une non
implication des enzymes d’Arabidopsis dans la sysehde GB (Kopecngt al, 2013). Nos
analyses de la teneur en GB sur le mut&@8-2 confirment cette donnée. Des mesures
similaires devront étre réalisées sur les mutdig-1 etKD9-2.

Il faut noter qu'une réduction de la transcriptidn geneALDH10A9 semble plus
impactante sur la teneur BB qu’'une perte de fonction du geA& DH10A8 Ainsi une
absence d’expression de ce dernier s’accompagme diiminution de la teneur enBB de
61 %, tandis qu’une réduction de I'expression doeg&l DH10A9de seulement 20 % est
accompagneée d’'une diminution de la teneuy-8B de 82 %. Ceci peut s’expliquer par une
différence de taux de traduction des deux trarss(gitla traduction de TARNMLDH10A9est
plus faible, une faible diminution de transcrit a impact plus important sur la quantité
d’enzyme synthétisée) ou bien par une différenaetilité entre les deux enzymes. Ainsi
I'activité de la protéine PsSAMADH1 avec le TMABAtdégerement meilleure que celle de la
protéine PSAMADH2 (Tylichovat al, 2009). Il est possible également, dans la mesiutes
deux protéines n’ont pas la méme localisation dildage, ALDH10A8 étant localisée dans le
leucoplaste et ALDH10A9 dans le péroxysome (Misgitet al, 2011), que la disponibilité du
substrat pour les deux enzymes soit différente tendeux compartiments.

Nos analyses montrent qu’une réduction de la teaepwrarnitine totale chez les mutants
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des ALDH10 est accompagnée d’'une diminution deel@edr en carnitine estérifiee et
notamment en acyl-carnitines. Ainsi une diminutt@la teneur en carnitine totale de 57 %
chezK08-2est accompagnée d’une diminution de la teneuasitme estérifiée de 63 % et de
la teneur en acyl-carnitines de 56 %. De mémentardition de 67,4 % ou 64,7 % de la teneur
en carnitine totale chegD9-1 et KD9-2 est accompagnée d’une diminution de la teneur en
carnitine estérifiée de 58,4 % et 46,2 % et d'aayhitines de 48 %. Ainsi malgré le fait que les
acyl-carnitines que nous quantifions dans nos amalye représentent que 5 a 12 % de la
carnitine estérifiee, cette fraction est impactédailméme maniére que les autres formes de
carnitine (libre ou estérifiee). Le pool de cameti qu’il soit lié ou non a un AG, semble affecté
de la méme maniere par une mutation des ALDH10rdle métabolique de la carnitine
impliquant une estérification aux AG ne semble praglégié d’aprés ces données par rapport
aux autres fonctions éventuelles de la carnitihest possible également que la teneur en
carnitine chez les mutants soit suffisante pounrasda prise en charge des AG.

Il semble que la mutation perte de fonction du g@&h®H10A9 soit létale pour le
développement d’Arabidopsis. En effet il N’y a @& aucune lignée perte de fonction de ce
gene disponible dans les banques et I'approcheulagenése par expression de micro-ARN
artificiels que nous avons initiée n’a pas perniisoter un tel mutant. D’ailleurs lors de la
sélection des plantes transgéniques T1 issues tdanlsformation par les deux constructions
devant permettre I'expression deaiRNAletamiRNA220 % de graines transgéniques se sont
avérees incapables de germer et environ 40 % detufgs ont été incapables de se développer
alors que les graines et les plantuleK@8-2ne sont pas affectées par la perte de fonction du
geneALDH10A8 Aussi, bien que les deux séquences des protélriesl10A8 et ALDH10A9
soient identiques entre elles a 80 % elles neaméquivalentes d’un point de vue fonctionnel.
Ceci est sans doute a rapprocher de la localisdlifbérente des deux enzymes et de leur
fonction cellulaire, nos données montrant une irgrae supérieure de la protéine ALDH10
péroxysomale pour la viabilité des plantes.

Bien que des phénotypes mesurables aient pu &renrévidence a la génération T1 de
plantes transformées avec la construction pernidtepression desmiRNAletamiRNA2
ilIs n'ont pas été confirmés a la génération TZ2stdlantes T3 se sont avérées étre tout a fait
comparables aux plantes sauvages. Ces phénotygiagnt pas corrélés nécessairement avec
le niveau d’expression du gemd.DH10A9 et étaient peut-étre lies a des différences de
développement individuel des plantes. D’autre pad génération T2, parmi les six lignées
choisies seule la descendance de la plapts’8st avérée incapable de germer ainsi que 9 %
des graines K Des retards de développement ont également étémavidence et 24 a 35 %
des plantules ont arrété leur développement pauciteg lignées testées. A la génération T3
aucun probléme de germination ou développement &t& montré pour les graines
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homozygotesJet K,. Cette perte de phénotype développemental a lérgeéon T3 n’est pas
liée a une perte d’'effet desiRNAsur I'expression du gemd_DH10A9dans la mesure ou les
analyses par RT-PCR quantitative ont montré uresbal’expression de 20 %. Dans la mesure
ou les teneurs epBB et carnitines n'ont été quantifiees qu’a la @@tion T3, il n’est pas
possible de savoir si les baisses mesurées ompétipenseées au cours des générations. La
protéine ALDH10A8 pourrait ainsi compenser, la baid’activité de la protéine ALDH10A9
liée a la diminution de transcrits traduits ches kautantsKD9-1 et KD9-2 par une
surexpression du gee. DH10A8par exemple. Ceci pourra étre vérifié par des ieapées de
RT-PCR quantitatives.

Dans la mesure ou les protéines ALDH10A8 et ALDAABont treés proches d’un point de
vue de leur séquence en acide aminé, nous avigiement transformé des plant€©8-2
indépendamment avec les deux constructions pemek@xpression desamiRNAL et
amiRNA2 suivant l'objectif d’obtenir un double mutant. Urguarantaine de graines
fluorescentes ont été semées pour chaque constricti du milieu M&S et seules 27 % de ces
graines ont donné des plantes adultes (contre I88s%d’'une transformation de Col-Dableau
23). Parmi les plantes obtenues un quart présentaientphénotypes développementaux
marqués (similaires a la plantg,Oableau 22 et ont donné peu de graines (0,3 a 10 % de
graines par rapport aux plantes Col-0) montrargftet plus important de la double mutation.
De la méme maniéere que pour les graiaeBRNAL1T1, nous avons semeé des graines T1
amiRNAlde génotyp&O8-2sur un milieu supplémenté en carnitine sans anadiom du taux
de germination. Au terme de ces expérimentatiomguis a semblé plus pertinent de choisir des
lignées présentant une expression réduite du 4emH10A9en ayant la confirmation d’'un
phénotype sur la teneur en carnitine afin de leser avec le mutattO8-2pour étudier I'effet
d’'une mutation des deux ALDH10. Les lignéd39-1 etKD9-2 ayant été obtenues seront donc
croisées &08-2

Les deux géneALDH10A8et ALDH10A9sont faiblement inductibles par le stress salin et
le mutantKO8-2est plus sensible au stress salin et a la dédayidraque des plantes sauvages
(Missihounet al, 2011). Or nous avons montré récemment que faticeg a un effet favorable
sur le développement de plantules d’Arabidopsisa@rditions de stress salin (Charrétral.,
2012). Donc bien que les enzymes ALDH10 soient @géps comme ayant un role de
détoxification des aldéhydes produits en conditidastress salin (Missihowet al, 2011), il
est possible que le phénotype observé d¢t@8-2 soit lié a la diminution de sa teneur en
carnitine. Une observation du développement detyllesikK O8-2 en condition de stress salin
sur un milieu supplémenté en carnitine permettraéiéier cette hypothése. Il sera également
nécessaire de tester la sensibilité au stressdmditignée&D9-1 etKD9-2.
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Les mutantK08-2, KD9-1 et KD9-2 présentant des teneurs réduites en carnitine sont
désormais un outil disponible pour étudier le ddecet acide aminé chez les plantes.
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Chapitre VI — ETUDES PRELIMINAIRES DE LA FONCTION D ES GENES
ALDH10A8 ET ALDH10A9 CHEZ ARABIDOPSIS

La réduction de la teneur BB et en carnitine mesurée chez le mut&@8-2,perte de
fonction du gen@&LDH10A8,et chez les mutants faiblE®9-1 etKD9-2 ayant une expression
réduite du gen@&LDH10A9, montre une implication probable des protéines AILDAS et
ALDH10A9 d’'Arabidopsis dans la voie de biosynthdsda carnitine. Ceci est certainement lié
a la capacité des deux enzymes de convertir la TM&By-BB et donc a étre des TMABADH
probable chez Arabidopsis. Néanmoins cela resténaodtrer. Un mutant de la levu@
albicansperte de fonction de la TMABADH a été isolé pagliipe de B. Distel (Strijbist al,
2009). Nous avons pu disposer de ce mutant paier fasapacité des enzymes de la famille 10
des ALDH d’Arabidopsis a complémenter d’'un pointvde fonctionnel cette mutation.

La localisation subcellulaire des deux protéingsdé&rente chez la plante. En effet, la
protéine ALDH10AS8 est localisée dans le leucoplaatalis que la protéine ALDH10A9 est
située dans le peroxisome (Missihairal.,2011). De plus la perte de fonction de ALDH10A9
semble létale tandis que la perte de fonction d’AlDA8 n’entraine pas de phénotype
développemental notable dans les conditions nosm@ddeculture. Il est possible que cette
différence fonctionnelle soit liée a la différende localisation des protéines et/ou a une
différence de I'expression spatio-temporelle desxdgénes. L'acquisition de données sur
I'expression des deux genes s’est donc averéepenksble. D’autre part les deux protéines
végétales sont identiques a 80 % d’un point dedeaueur séquence. Il est possible qu’elles
aient un effet compensateur plus ou moins impoftastde la perte ou baisse de I'activité de
'une d’elle. Aussi une analyse de I'expressiorctdacun des genes chez chacune des lignées
mutantesiKO8-2 KD9-1 et2) a été réalisée.

1. Etude de la capacité de complémentation d’'un maht de levure par les enzymes
ALDH10A8 et ALDH10A9

Les protéines ALDH10A8 et ALDH10A9 d’Arabidopsisrgoidentiques a 42 % a la
protéine TMABADH de C. albicans Afin de vérifier si cette homologie séquentielle
correspond également a une homologie fonctionnédle, séquences codantes des genes
ALDH10A8etALDH10A90nt été isolées et utilisées pour construire @esawurs plasmidiques
devant permettre leur expression dans la levure @di tester leur capacité a restaurer la
croissance du mutant @& albicans tmabadk/A perte de fonction de la TMABADH (Strijbis
et al, 2009). Ce mutant est incapable de se dévelaguyarm milieu ne contenant que des AG
comme source de carbone puisque leur voie de datgpadest totalement dépendante de la
carnitine chezZCandida(Strijbis et al, 2008). Ainsi, des enzymes capables de convextir |
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TMABA en y-BB doivent restaurer la synthése de la carnitinelanc indirectement le
catabolisme des AG.

1.1 Préparation des clones de levure

Les séquences codantes des gehleBH10A8 et ALDH10A9 ont été amplifiées par
RT-PCR a l'aide des primers ZY023, ZY024 et ZY0Z3014 respectivement, a partir d’ARN
totaux de plantules d’Arabidopsis Col-0 de 3 jouBes amorces PCR contiennent des
séquences permettant I'introduction des sites steicBon Bglll et Kpnl de part et d’autre de la
séquence amplifiée. Les génes de plante ont erééitonés dans le vecteur pGEW Easy
et vérifiés par séquencage. De la méme maniéredmqieur et le terminateur du gene
TMABADH de levure ont été clonés indépendamment dansctewrepGEM-T Easy aprés
amplification par PCR a partir du plasmide pJBl4i&@e des amorces ZY009, ZY010 et
ZY015, ZY016 respectivement, introduisant les sdesrestriction BamH1, Bglll de part et
d’autre du promoteur et Kpnl et Sacl de part etutta du terminateur. Puis les genes
ALDH10A8 et ALDH10A9 ont été isolés a laide des enzymes Bglll et Sliclonés
indépendamment dans le vecteur contenant le pramatevert par ces mémes enzymes. Les
fragments contenant le promoteur de levure et me gie plante ont ensuite été isolés par les
enzymes BamHI et Kpnl puis clonés avec le fragnalenterminateur isolé par les enzymes
Kpnl et Sacl de maniére concomitante dans le veplduBP ouvert par les enzymes BamHI et
Sacl. Lisolement du promotediMMABADH fusionné 8ALDH10A9a nécessité une digestion
partielle dans la mesure ou la séquen@dPH10A9 contient un site Sacl endogene. Ainsi
deux plasmides pLUBP permettant I'expression deeg@LDH10A8et ALDH10A9sous le
contrble du promoteur et du terminateur du geRNAABADH de levure, nommeés
pLUBP-ALDH10A8 et pLUBPALDH10A9, ont été construits et ont été utilisés pour
transformer la souche @ albicans tmabadi/A. Le plasmide pLUBP permet I'expression du
géneURA, la sélection des clones positifs s’est donc fa#teune croissance des levures sur
un milieu de culture YNB avec 2 % glucose sans gpparacile.

Afin de vérifier les clones obtenus sur milieu séfe une amplification par PCR a été
réalisée a lI'aide des amorces ZY016 et AY093071 fRd pour ALDH10A8 et SR116 et
SR119 pour ALDH10A9 sur les clones obtenud.es mémes PCR sur les vecteurs
pLUBP-ALDH10A8 ou pLUBPALDH10A9 ont éte utilisés comme contrdle positifs. Des
amplicons de 723 et 529 pb correspondant bien edufird’amplification attendus ont été
obtenus pour les clonésabadi/A Ura transformés avec le vecteur pLUBRDH10A8et
pLUBP-ALDH10A9 (Figure 61). Ces clones de levure ont été nommés
tmabadian/A+ALDH10A8ettmabadia/A+ ALDH10A9.
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Figure 61 Gel d’électrophorése des produits de PCR obtawes les couples d’amorces
spécifigues dALDH10A8(A) et ALDH10A9(B) surdes colonies de la souche@ealbicans
tmabadi/A transformée par le vecteur pLUBR-DH10A8(A) et pLUBPALDH10A9(B) (M:
marqueur de taille).

Puit 1: témoin positif ; puits 2 a 7: clones tramsiés; puit 8: tétmoin négatif

1.2 Expérience de complémentation

Les souchesmabadin/A+ALDH10A8ettmabadin/A+ ALDH10A9ainsi que la souche
sauvage (SNO76-P1), la souche mutante transformée #& vecteur pLUBP vide
tmabadiA/A URA" (CKS96) et la souche mutantmabadia/A+TMABADH complémentée
avec le gend@ MABADH de levure (CKS97) ont préalablement été cultiv@asun milieu
contenant du glucose 2 % pendant 72 h pour éwtge tsynthese de carnitine.

Les différents clones ont ensuite été mis en caidians un milieu liquide YNB + glucose
contenant du glucose a la concentration de 2 % @soarce de carbone d’'une part et un
milieu YNB + oléate contenant de I'acide oléiqui@ @oncentration de 0,12 % d’autre part. La
croissance des souches de levure a été suivie ggurende la densité optique pendant 48 h
(Figure 62). Les clones ont également été striés sur boiteilileu YNB contenant du glucose
2 % ou de I'acide oléique 0,12 % et photographagess 24 heures pour le milieu glucose et 72
h pour le milieu oléate<igure 63).
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Figure 62 Croissance des souches de lev@ralbicanssauvage SNO76-P1 (WT), perte de
fonction de la TMABADH {mabadih/A), complémentée par le genALDH10A8
(tmabadin/A+ALDH10A8)ou ALDH10A9 (tmabadWA+ALDH10A9).A: Milieu glucose; B:
Milieu oléate.
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Figure 63 Croissance de souches de levure pendant 24 reurgs) milieu YNB + glucose 2 %
aprés 24 heures sur (B) milieu YNB + oléate 0,12d&s 72 heures; 1: contrdle négatif (blanc);
2. souche sauvage SNO76-P1;t@abadin/A+TMABADH 4: tmabadia/A+ALDH10AS; 5:
tmabadia/A+ALDH10A9;6: tmabadia/A.

L'ensemble des souches de levure utilisées dates egbérience pousse tres bien dans un
milieu de culture contenant du glucose. Le mutaratbadin/A est quant a lui incapable de se
développer dans un milieu contenant de I'oléatemerseule source de carbone. Par contre
I'introduction d’une construction plasmidique camaat une cassette d’expression du géne
ALDH10A8 ou du géneALDH10A9 restaure parfaitement la capacité de croissanceede
mutant dans un milieu contenant de I'acide oléidues deux génes de plante ont la méme
faculté a complémenter la mutation puisque la @jnétde croissance des levures est la méme
guelle que soit la construction utiliségdure 62).

1.3 Conclusion

Les deux genes d’ArabidopsBLDH10A8 et ALDH10A9 codent pour des protéines
capables de restaurer la capacité d'une souchevdeelC. albicansperte de fonction de la
TMABADH a pousser dans un milieu de culture ne enaht que des acides gras comme
source de carbone. Elles codent donc pour une enzapable de restaurer la voie de
biosynthése de la carnitine. La capacité de comgiéation des deux enzymes de plante est
comparable en terme d’efficacité.

2. Etude de I'expression des genéd DH10A8 et ALDH10A9 chez Arabidopsis

Les deux protéines de plante semblent équivaledi®s point de vue fonctionnel
lorsqu’elles sont exprimées chez la levure. Unalétcomparée de I'expression des génes
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codant pour ces protéines a éteé initiée chez tagkin de voir si leur profil d’'expression était
similaire.

2.1 Données bioinformatiques

Une analyse des données bioinformatiques dispanile I'expression des deux genes
ALDH10A8 et ALDH10A9a été réalisée a l'aide du site internet ArabitdopsP Browser
(electronic Fluorescent Pictograph) (http://baromdo.ca/efp/cgi-bin/efpWeb.cgiafin de
visualiser leur niveau d’expression dans les fiés organes de plante au cours du
développement. Ce site permet d’aider a une ird&pon des données d'expression génique
provenant d'autres ensembles (GENEVESTIGATOR, TMRPMAN...). L'outil est congu
comme un moyen rapide et facile d'identifier Issus concernés par I'expression d’'un gene et
est particulierement utile pour mettre en relie$ déférences éventuelles entre les membres
de familles de génes.

2.1.1 Expression du genALDH10A8

La figure 64 illustre I'expression du genBLDH10A8(AT1G74920) dans les différents
tissus au cours du développement d’Arabidopsis.

Le geneALDH10A8semble étre bien exprimé a tous les stades ddéoggement et dans

tous les organes d’Arabidopsis hormis le grain ddep mature. Un plus faible niveau
d’expression est mis en évidence dans les dersii@des de développement de la graine.
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ArTg74920 262173 _at  ALDHIOAS Arabidopsis eFP Browser at bar.utoronto.ca

' Winter et al,, 2007. PLoS One 2(8). e718
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Figure 64: Analyse de I'expression du geAeDH10A8dans les différents tissus au cours du
développement d’Arabidopsis. Le niveau d'expresdiomgéne dans chaque tissu est comparé
au signal le plus élevé enregistré pour ce genméjaniveau d'expression nul; rouge: niveau
d’expression élevé).

2.1.2 Expression du génALDH10A9

De la méme maniere fegure 65 illustre I'expression du génsl DH10A9(AT3G48170)
dans les différents tissus au cours du développed&rabidopsis.

Le geneALDH10A9est également exprimé a tous les stades de d@esiegnt et dans tous

les organes hormis le pollen mature avec une esipreplus faible dans les derniers stades de
développement de la graine.
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Figure 65 Analyse de I'expression du geAeDH10A9dans les différents tissus au cours du
développement d’Arabidopsis. Le niveau d'expresdiomgéne dans chaque tissu est comparé
au signal le plus élevé enregistré pour ce genméjaniveau d'expression nul; rouge: niveau
d’expression élevé).

2.1.3 Comparaison de I'expression des genBEDH10A8 et ALDH10A9

Une analyse comparative de I'expression des denrsg® DH10A8 et ALDH10A9a
également été réalisée a l'aide du site eFP Bro(isgure 66).

Le géeneALDH10A9semble étre d’avantage exprimé que le g@bhBH10A8dans les
stades précoces et tardifs de développement daileegdans la graine séche, les pétales et
sépales de la fleur mature ainsi que dans le pallgture. Le genALDH10A8est faiblement
surexprimeé dans les feuilles hormis dans les fsiglenescentes. Il I'est d’avantage lors de la
transition florale des bourgeons végétatifs.
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Figure 66. Comparaison du niveau d’expression du g&inBH10A8par rapport a celle du
géneALDH10A9dans les différents tissus au cours du développedarabidopsis.

2.1.4 Conclusion

Une analyse bioinformatique des données d’expnessdisponibles sur les deux génes
codant pour les ALDH10 de plante montre qu’ils serprimés dans quasiment tous les
organes et a quasiment tous les stades de déveleppde la plante avec quelques différences
entre les deux genes. Il a cependant été nécedsaiggifier ces données par quelques analyses
sur des tissus végétaux.

2.2 Etude de I'expression des genéd DH10A8 et ALDH10A9 dans les plantes
d’Arabidopsis

2.2.1 Etude de l'expression des génes au cours de droissance de jeunes
plantules

Pour étudier I'expression des geAeHHI10A8et ALDH10A9au cours de la croissance de
jeunes plantules, des graines d’Arabidofi3-0 ont été semées sur du milieu M&S. Une
extraction des ARN totaux a été faite sur des plaatde 3, 7 et 15 jours de développement et
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sur les parties aériennes et racinaires de plantldell jours. Un Northern Blot a été réalisé
avec ces ARN totaux a lI'aide de sondes spécifigeegiéneALDH10A8(amplifiée par PCR a
partir du vecteur pGERAT+ALDH10A8 et des amorces AY093071 RT fwd et ZY024) et
ALDH10A9 (amplifiée par PCR & partir du vecteur pGEWHALDH10A9et des amorces
AF370333 _RT_fwd et ZY014Hgure 67).

Les résultats montrent que les deux gexld3H10A8et ALDH10A9sont bien exprimés au
cours de la croissance de jeunes plantules d’Aogisid. || semble que le geA&DH10A8soit
exprimé de maniére plus importante aprés 15 jowsddveloppement (1,9 fois plus
d'expression a 15 jours qu’a 3 jours). Le niveaxatession du gerslL. DH10A9varie peu au
cours du temps et dans nos conditions expériment@le plus les géneALDH10AS8 et
ALDH10A9semblent étre d’avantage exprimés dans les raqureslans les parties aériennes
de plantules de 11 jours (1,3 fois plus d’expresgiour le gendLDH10A8et 1,8 fois plus
d’expression pour le gémd_DH10A9.
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Figure 67: Profils d'expression des gen®lsDH10A8et ALDH10A9au cours de la croissance
de jeunes plantules. Aér: partie aérienne ; Ratiepacinaire.
A: Northern Blots et coloration au BET des ARN totaur gel dénaturant.

B: Quantification de I'expression des ARN’LDH10A8et ALDH10A9corrigée par rapport a

I'intensité de 'ARNr 18S sur le gel coloré au BEOLU, digital light units).
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2.2.2 Etude de l'expression des geneSLDH10A8 et ALDH10A9 dans les
différents organes de plantes

Des plantules de 15 jours cultivées sur milieu M&3& été transférées en serre. Un
prélevement de différents organes (feuilles dettesefeuilles de tiges, fragments de tige,
fleurs et siliques matures) a été réalisé apre® &3 de développement. Une extraction des
ARN totaux a été faite sur ces prélevements et onhidrn Blot a été réalisé avec des sondes
spécifiques des genés DH10A8et ALDH10A9(Figure 68).
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Figure 68 Expression des genfs DH10A8et ALDH10A9dans différents organes de plantes
d’Arabidopsis de 30 jours.

A: Northern Blots et coloration au BET des ARN totaur gel dénaturant.

B: Quantification de I'expression des ARNm corrigpae rapport a l'intensité de 'ARNr 18S
sur le gel coloré au BET; F. Rosette: FeuillesResettes, F. Tiges: Feuilles des Tiges (DLU:
digital light units).
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Ces résultats confirment que les geAEBH10A8et ALDH10A9sont exprimés dans tous
les organes testés de plantes d’Arabidopsis. llstmaot un niveau d’expression plus faible
dans les feuilles des tiges que dans les feuilesasettes pour les deux genes (environ 1,6 fois
plus faible). Le gen&LDH10A9semble plus faiblement exprimé dans les tigesdguns les
autres organes et plus fortement dans les feull@gsette. L'expression la plus faible mise en
évidence pour le géen®LDH10A8est celle des tiges tandis gu’elle apparait phuefdans les
siligues matures. Les deux génes ont donc un greftpression Iégerement différent selon les
organes.

2.2.3 Conclusion

Les données informatiques et nos analyses montjeat les geneALDH10AS8 et
ALDH10A9sont exprimés dans quasiment tous les organekuiep et a tous les stades. Les
expériences de Northern Blots montrent que leuresgion est facilement détectable. Ces
genes sont légerement surexprimés dans les patiesires par rapport aux parties aériennes
de jeunes plantules. Le profil d’expression dexagines montre quelques différences.

2.3 Analyse de I'expression des genA& DH10A8 et ALDH10A9 chez les mutants

Dans la mesure ou les deux protéines ALDH10A8 dDILOA9 sont identiques a 80 % et
similaires a 91 % et qu’elles ont la méme efficag@bur complémenter un mutant de levure
perte de fonction de la TMABADH il est possible gjlés aient chacune un rGle compensateur
chez le mutants perte de fonction de ALDH10K&8-2 et chez les mutants présentant une
baisse d’expression de ALDH10ARD9-1 etKD9-2.

2.3.1 Analyse de I'expression du gen&.DH10A9 chezK08-2
Afin de comparer I'expression du geAeDH10A9entre la plante sauvage Col-0 et le
mutantKO8-2, des graines des deux plantes ont été seméeas suifiel M&S. Aprés 3 jours

de culture les plantules ont été récoltées et Rbl Aotaux ont été extraits. Une analyse par
RT-PCR quantitative a I'aide des amorces 10A9-FWIDA9-Rev a été réaliséEigure 69).
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Figure 69 Analyse par RT-PCR quantitative de I'expressiargdneALDH10A9chez Col-0 et
le mutantKO8-2

La perte de fonction du gen®.DH10A8 est sans influence sur I'expression du gene
ALDH10A9

2.3.2 Analyse de l'expression du genALDH10A8 chez les mutantsKD9-1 et
KD9-2

De la méme maniere, une expérience de RT-PCR dtpiardia été réalisée sur les mutants

KD9-1etKD9-2avec les amorces 10A8-Fwd et 10A8-REig(re 70) sur des ARN totaux de
plantules de 3 jours.
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Figure 70: Analyse par RT-PCR quantitative de I'expressiargdneALDH10A8chez Col-0 et
les mutantKD9-1 etKD9-2.
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L'expression du genALDH10A8est comparable chez les plantes sauvages Cole8 et
mutantsKD9-1 etKD9-2.

3. Discussion et perspectives

Les deux genes de plard& DH10A8et ALDH10A9sont capables de complémenter d’'un
point de vue fonctionnel une mutation de la lev@ealbicansperte de fonction de la
TMABADH. Les protéines végétales restaurent la capale la levure a croitre dans un milieu
de culture contenant des AG comme seule sourceadmme totalement dépendante de la
carnitine chez cet organisme. Ce travail montrecdwn seulement la capacité des protéines
ALDH10A8 et ALDH10A9 a convertir le TMABA en-BB, mais aussi qu’elles peuvent étre
impliquées indirectement dans le métabolisme desl&¢z les végétaux a l'instar de la levure.
Ces deux protéines ont donc certainement un rolelbrokque plus important que le simple réle
de détoxification des aldéhydes en condition desstipour lequel elles ont jusqu’ici été
proposées (Missihouetal., 2011).

Une caractérisation structurale et cinétique deBKL0 de mais et de tomate comparée
aux données déja disponibles sur les enzymes damarmis d’étudier les résidus du site actif
importants pour la spécificité de substrat de ceggmes (Kopecnyt al, 2013; Tylichoveet
al., 2010). Un tryptophane en position 288 et une emadion de la tyrosine 163 et des
tryptophanes 170 et 459 (numeérotation corresponddat séquence des acides aminés des
PsAMADH) conféere une forte affinité aux-aminoaldéhydes et notamment a I’APAL en tant
gue meilleur substrat. Une modification de I'aciaeiné en position 288 semble étre associée a
une meilleure affinité pour le TMABAL. Un alignemenles séquences des protéines
ALDH10A8 et ALDH10A9 avec les PSAMADH met en évidenune tres bonne conservation
des résidus du site actif et un résidu tryptophameosition 288 Tableau 26. Il est donc
possible que les enzymes d’Arabidopsis aient ufiaitéf plus importante pour un autre
aminoaldéhyde que le TMABAL.
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Tableau 26 Comparaison de résidus du site actif des ALDH1A. dhaliana et des
PSAMADH de P. sativum(la numérotation des acides aminés correspondsadaence des
protéines de pois, d'aprés Kopeatyal, 2013). Les résidus indiqués en grisé sont ceaser
entre les quatre protéines.

D110 D113 N162 Y163 L166 M167 W170 E260 F284

PSAMADH1 D D N Y L M w E F
PSAMADH?2 D D N Y L M w E F
ALDH10A8 D D N Y L M \W E F
ALDH10A9 D D N Y L M \W E F

w288 1293 C294 S295 1444 Q451 P452 C453 W459  C-term

PSAMADHL  F [ C S | Q P S W  SKL
PSAMADH?2 W I C S I Q P C \W AKL
ALDH10A8 W I C S I Q P C wW N--

ALDH10A9 W | C S I Q P C W SKL

Bien qu’équivalente en terme de fonctionnalité claelevure ces deux protéines ne sont
pas équivalentes et redondantes chez la planteeita de fonction dALDH10A8n’entraine
pas de surexpression du geXlEDH10A9et une baisse d’expressiomPAi’DH10A9Nn’est pas
compensée par une surexpressioMdBH10A8 D’autre part, bien que ces géenes soient bien
exprimés a tous les stades de développement egdassnent tous les organes de plante, les
profils d’expression des deux génes montrent q@slglifférences. Le contrdle transcriptionnel
de ces deux genes est donc difféerent. D'autre [eatprotéines ont des localisations
sub-cellulaires différentes (Missihounadt, 2011).

D’une maniere intéressante, nos experimentationsaen évidence une surexpression
des deux genes dans les racines d’Arabidopsisgertrdvaux réalisés antérieurement ont
montré une accumulation légerement plus importdatearnitine dans les racines de plantules
d’Arabidopsis que dans les parties végétatives (@owet al, 2007). Cette accumulation est
donc peut-étre liée a une augmentation de la te@eyBB, ce qui pourra étre vérifié par
LC-ESI-MS/MS.

Létude de I'expression des deux genes chez desgeplantules semble indiquer une
expression plus forte a 15 jours de développenh&artalyse de la teneur en carnitine lors des
stades précoces de développement de la plantubmtiérgue la teneur maximale était atteinte
entre 48 h et 72 h (Bourdin, 2007) pour diminuesuite. Les protéines ALDH10A8 et
ALDH10A9 intervenant bien dans la synthése de aitae, nos résultats montrent que la
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régulation de la teneur en carnitine ne se faitgqpasiveau du taux de transcription des deux
géenes correspondant mais pourrait se faire par geeau niveau de la synthése des enzymes
correspondantes ou bien de la disponibilité duyssury-BB ce qui pourra la encore étre
vérifié par LC-ESI-MS/MS.

Une étude antérieure réalisée dans le cadre teda t’Aurélie Charrier (2011) a permis
I'étude de I'expression des genes induits lors @’'sapplémentation du milieu de culture de
plantules d’Arabidopsis enBB ou carnitine par des analyses de micro-ariaysun des deux
genesALDH10A8etALDH10A9N’est apparu étre regulé par ces apports exogiéasmoins
il sera nécessaire de confirmer I'absence d’eféelag-BB ou de la carnitine sur I'expression
des deux genesAL DH10par RT-PCR quantitative par exemple.
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CONCLUSION GENERALE ET PERSPECTIVES

La compréhension du réle biologique de la carniithez les plantes passe par une
identification des enzymes impliquées soit dangosa de biosynthése, soit dans les activités
liées a son role de transfert des acides gras deepd’autre des membranes (activités de
transférases, activités de translocases) idergitiBez les mammiféres ou les levures. Jusqu'ici
les recherches menées sur un homologue de caradyhéranslocase d’Arabidopsis n'ont pas
permis une avancée dans la connaissance deseaxvizymatiques associées a la carnitine
(Bourdin, 2007) et nos recherches dans les bandgigsotéines ne nous ont pas permis de
proposer des candidats pour les activités trarsd8rde groupement acyles bien que I'existence
de telles activités aient été démontrées (BurgésShemas, 1986; Masterson et Wood,
2000[1][2]). Aussi, la mise en évidence d’'une situde entre les voies de biosynthése de
mammiféres, de levure et de plante et I'existeneepbtéines végétales homologues aux
enzymes en charge de la synthése de carnitinelebemimaux et la levur€. albicansa
permis de proposer des candidats susceptiblegdigpliqués dans la voie de biosynthese de
la carnitine chez Arabidopsis (Rippaal, 2012).

Ainsi des protéines végeétales sont homologues aaigipes en charge de la conversion de
'HTML en TMABA, ce qui correspond a la deuxiemeyg¢ de la voie de biosynthése de la
carnitine chez les mammiferes et la lev@reaalbicans Cette étape cependant n’est pas encore
bien caractérisée chez ces organismes. En effaiessHMT est proposée chez ’lhomme pour
étre une HTMLA (Hendersaoet al, 1980; Hendersoet al, 1982), deux enzymes appartenant a
la famille des THA sont impliquées a cette étapeze®. albicans(GLY1 et HTMLA) avec
également l'intervention possible d’'une forme cplagie de SHMT (Strijbiset al, 2009;
Strijbiset al, 2010).

D’aprés nos données, les protéines THA d’Arabidopsisemblent pas impliquées dans la
synthése de carnitine. En effet le mutant faibél-1et les mutants perte de fonctitha2-1et
tha2-2 ne présentent pas de diminution de la teneuasmitine. Au contraire des plantules des
mutantstha2-1 et tha2-2 contiennent 2 a 5 fois plus de carnitine que dastples sauvages.
Cependant, dans la mesure ou nos analyses ne farpets une quantification de la TMABA,

il est possible gu’'une compensation de la voieidsyinthese de la carnitine ait lieu a ce niveau
(si plusieurs enzymes sont impliquées) ou en avaktte étape. Des analyses effectuées sur le
mutant faibleshmtl-1Imontrent au contraire une réduction de la teney+®B de 29,8 % et en
carnitine totale de 28,1 %. Si une implication’éeazyme SHMTL1 est possible dans la voie de
synthése de la carnitine, son activité est prépamde sur une éventuelle implication de THA,
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tout comme chez la levure l'activité de I'HTMLA gstepondérante sur I'activité de GLY1. En
effet la perte de fonction de GLY1 n’entraine ufeetur la croissance des levures dans un
milieu oléate que lorsque 'HTMLA est également éri{Strijbiset al, 2010). Au cours de
cette these nous n’avons pas étudié la capacitérdyme SHMT1 a synthétiser la TMABA et

la baisse de teneur en carnitine que nous avoresenigvidence est peut-étre une conséquence
métabolique indirecte de la perte partielle d’dtiide I'enzyme.

Dans la mesure ou la diminution de teneur en daenitest que de 29 % chelamtl1-1 ou
plusieurs enzymes peuvent étre impliquées a cetpe éle la voie de biosynthese (d’autant que
nous n'avons pas pu tester I'implication éventudlblutres SHMT au cours de ce travail) et
dans la mesure ou cette étape de la voie de blussmtest assez en amont de la synthése du
précurseur de la carnitine, nous n’avons pas pounsos investigations sur SHMT1. D’autre
part des arguments bibliographiques permettaieahvibager plus certainement d’autres
candidats. Quoiqu’il en soit, nous avons démontré lg mutanshmtl-lest un mutant qui
présente une teneur significativement réduite enito@e et 'obtention de mutants carnitine
constituait un des objectifs principaux de ce tilade thése. La protéine SHMT1 étant
impliquée dans la photorespiration (Moregtal., 2005; Vollet al, 2006), il est possible qu’un
lien existe entre la carnitine et la photorespratthez Arabidopsis. L'implication de SHMT1
dans la voie de biosynthése de la carnitine redta@ntrer.

La conversion de la TMABA en-BB, qui est le précurseur direct de la carnitihezles
animaux et la levur€. albicans,est réalisée par une TMABADH (Va al, 2000). Chez
Arabidopsis les protéines de la famille ALDH2 stag plus proches de I'enzyme de levure
avec une identité de séquence de 46 a 48 %. Cemtendsa dosages de carnitine sur des
plantules de mutants des protéines ALDH2B4, ALDHZBALDH2C4 ne vont pas dans le
sens d’'une implication des trois protéines veégstdéms la synthese de carnitine.

Les protéines ALDH10A8 et ALDH10A9 identiques a&8&89 % a la protéine animale et a
42 % a la protéine de levure (avec une simila&éuence d’environ 57 %) semblaient étre
de trés bons candidats au démarrage de cettedbédsaé de données bibliographiques sur la
capacité de conversiom vitro du substrat TMABA eny-BB des homologues de pois
(Tylichova et al, 2010). Au cours de cette étude nous avons déenapie ces protéines
végeétales sont capables de complémenter d’'un geintie fonctionnel une perte de fonction
de la TMABADH chez un mutant d€. albicans démontrant ainsi pour la premiere fois
I'activité. TMABADH in vivo de protéines ALDH10 de plante. Nous avons égalemen
démontré que les mutants d’Arabidopki®©8-2 (perte de fonction du gens®L.DH10A9 et
KD9-1, KD9-2 (baisse de fonction du ge®d.DH10A9 ont une teneur significativement
réduite eny-BB et en carnitine. Ces données réunies montientcgs enzymeaa plantasont
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impliquées dans la voie de biosynthése de la ¢aenéin permettant la synthese de-BB.

Notre travail de recherche a également permis jaopiremiére fois d’obtenir des mutants
de la protéine ALDH10A9. La transformation de pé&mpar des constructions permettant
I'expression de micro-ARN ciblant le transcrit dengALDH10A9a démontré que 'obtention
de mutant perte de fonction de ce géne n’est pasilge. Ceci confirme I'hypothése d’'une
|étalité de cette mutation émise suivant le faiagaun mutant perte de fonction n’a jusqu’ici
éte trouveé dans les banques de mutants d’Arabisi@lsssihouret al, 2011). Dans la mesure
ou une mutation perte de fonction AeDH10A8 est sans effet sur le développement des
plantes en conditions normales ceci démontre égaleran réle majeur de la protéine
ALDH10A9 péroxysomale par rapport & son homologaalisé dans le leucoplaste pour le
développement de la plante.

D’autre part, 'ensemble des données obtenues @as cle cette étude sur les dosages de
carnitine menés parallélement aux dosageg-B8& confirment le lien métabolique direct
existant entre ces deux molécules chez Arabidopsiseffet une diminution de 29 % chez
shmtl-1,de 61 % cheXO8-2 et de 82 % cheKD9-1 et KD9-2 de lay-BB entraine une
diminution de 28 %, 57 % et 65 % respectivementadearnitine totale. Ceci confirme la
similarité existant entre les voies de biosyntllsenammiferes, de levure et de plante.

Au cours de ce travail, nous avons montré égalementa protéine ALDH10A8 n’est pas
impliquée dans la synthése de glycine bétaine &rabidopsis alors que les protéines
ALDH10 sont proposées en tant que BADH dans legjbes de protéines. Bien que la non
implication de ALDH10A9 dans la synthése de ce cosgpreste a confirmer, les données
disponibles sur les acides aminés du site actitetee enzyme excluent cette éventualité
(Kopecnyet al, 2013).

L'étude menée sur les phénotypes des plantes exptrinm micro-ARN ciblant le transcrit
du geneALDH10A9 au cours de trois générations sur des lignéeslegalmontre une
disparition des effets sur la germination et le el@ppement post-germinatif au fil des
générations. A ce stade de notre travail, nousmers pas si les effets déléteres de la perte de
fonction ou baisse de fonction A6DH10A9sont liés ou non a la carnitine. En effet, un appo
exogene de carnitine a la concentration de 5 mM tamilieu de culture de grainasmiRNA1
Col-0 ouKO8-2a la génération T1 n’améliore pas la capacitéestmppation de ces graines. Il
est possible cependant que la carnitine exogémemeense pas un besoin métabolique local
vital pour les plantules notamment au niveau doxygome. D’autre part bien que la baisse de
carnitine mesurée a la troisieme génération detggasoit significative (plus de 64 %) nous
n'avons pas d'information sur cette teneur danglestes des générations précédentes (elle
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pourrait étre encore plus faible). Il est possu&in seuil de carnitine, ou de son précurseur, la
v-BB, soit nécessaire a la viabilité des plantessMa phénotype peut tout aussi bien étre lié a
la baisse de fonction de détoxification des aldékyatoduits lors de la germination (Missihoun
et al, 2011; Kopecnt al, 2013) qui serait capitale pour la forme péroxyalente I'enzyme
ALDH10A9. Nos données suggéerent la mise en plageaedtompensation métabolique de la
mutation deALDH10A9au cours des générations, qui ne passe pas pautEgression du
géneALDH10AS.

En perspectives a ce travail, pour avancer daosriaaissance sur la voie de biosynthese
de la carnitine, il faudra déterminer quelles enggmégétales interviennent dans la conversion
de 'HTML en TMABA. Lutilisation de mutants végéi& nécessitera la quantification de la
TMABA pour laquelle une synthése chimique est gegjVazetal., 2010) avec une mise au
point des parametres d'analyses de LC/ESI-MS-MS. gkaalable, des constructions
plasmidiques permettant I'expression des protéinasdidates dans le double mutant
htmla/glyldeC. albicans(Strijbiset al, 2009) sera un moyen efficace de tester la capdes
enzymes de plante a prendre en charge 'HTML p@gohvertir en TMABA.

A ce jour, nous navons pas d’information sur I'gme de plante qui pourrait étre en
charge de la conversion geBB en carnitine chez Arabidopsis. Ayant démongr@assibilité
d’utiliser des mutants de levuge albicanspour tester des protéines d’Arabidopsis suscegstibl
d’étre impliguées dans la voie de bisosynthese adearnitine par nos expériences de
complémentation, il serait envisageable de réaliser banque de cDNA de la plante pour
transformer le mutant de levure BBIA existant (Strijbiset al, 2009). Les clones de levure
capables de pousser sur un milieu oléate contimmdrdans ce cas une séquence de plante
codant pour une enzyme capable de convertir leupséar de la carnitine en carnitine. Une
recherche de ce type permettra de proposer égaledssn candidats pour effectuer la
conversion de TML en HTML, premiére étape de laewte biosynthése animale et de levure,
en utilisant le mutant TMLB/A (Strijbiset al, 2009). Ces deux réactions de déshydrogénation
se faisant sur des substrats tres proches, ibsstlge qu’une seule protéine soit impliquée pour
réaliser ces deux étapes chez la plante.

Les mutant&08-2 KD9-1 etKD9-2, sont désormais des outils disponibles pour étielie
réle biologique de la carnitine chez ArabidopsisesClignées devront étre étudiées
individuellement et croisées pour comparer I'impae la perte de fonction du géne
ALDH10A8et d'une baisse d’expression du g&hd®H10A9séparément ou conjointement. En
effet les deux protéines étant localisées differemmdans la cellule, elles alimentent
vraisemblablement ep-BB et en carnitine différents processus biologgjuéanalyse des
répercussions morphologiques et physiologiqueslesudouble mutant apportera donc des
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éléments supplémentaires de connaissance renféétade des simples mutants (sous réserve
de sa viabilité).

Ces mutants pourront étre étudiés d’'un point de déreeloppemental en conditions
normales de culture et dans des conditions défalesaconnues pour induire un processus
d’adaptation sollicitant le métabolisme lipidique ohaniére accrue (stress froid, stress salin,
stress oxydatif, déficience en phosphate (Zhetreg., 2009; Moellering et Benning, 2011)).
Leffet d’'un apport exogéne de carnitine ou de poécurseur lay-BB dans les différentes
conditions de culture pourra étre étudié. Les &uaenées en conditions de stress salin
renseigneront sur l'implication des ALDH10 danstddérance a ce stress déja démontré
(Missihounet al, 2011) qu'’il soit lié ou non a la carnitine.

Une approche de lipidomique pourra étre menée dpaneau cours du développement
précoce en comparant le profil en acyl-carnitirtesneacyl-CoA entre les mutants et le témoin
sauvage afin d'étudier la corrélation entre l'agtion des acides gras en acyl-CoA et
I'apparition des acyl-carnitines, au cours de li@sdion de la photoautotrophie qui correspond
a une synthése accrue de phospholipides membran&es analyses de la composition
lipidique des tissus végétatifs (racines, feuilles) des graines par des techniques de
chromatographie en couche mince et chromatogragg@euse couplée a la spectrométrie de
masse permettront de mesurer I'implication de taitiae dans le transfert des acides gras vers
les difféerentes classes lipidiques (phospholipideglycérides), et notamment dans leur
exportation des plastes pour la synthése des pblisioles, et/ou leur importation dans le
réticulum endoplasmique pour la synthese des téglgles comme dans les tissus animaux
(Washingtoret al., 2003).

Une approche de transcriptomique par puce a ADNesumutants et le témoin sauvage
permettra d’appréhender les répercussions métateslig'une déficience en carnitine de
maniere globale. Une attention devra étre portdanmment sur I'expression de genes des
différentes voies du métabolisme lipidique et litécation de genes codant pour des enzymes
qui pourraient avoir une activité associée a lanitae (transférases ou translocases de
groupement acyle). L'expression des autres genedidats identifiéss comme susceptibles de
participer a la biosynthése de la carnitine au dés&ALDH10 devra également étre étudiée.

La létalité du mutant perte de fonction de ALDH10t%e caractére tres affecté d’un point
de vue de la germination mis en évidence lors detesformation des plant&€8-2 avec les
constructions permettant d’exprimer amiRNAciblant le gendALDH10A9ameéne également
a envisager au contraire une surexpression dessg@hBPH10 chez Arabidopsis par
transgénése. De la méme maniere de telles plantesopt étre étudiées d’'un point de vue
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développemental (en condition normale, ou affeciga) une approche de transcriptomique et
de lipidomique.
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